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OZET

Postnatal Fare Ovaryumunda Yeni Oosit ve Folikiil Gelisimi

Bu calismada; son yillardaki oldukca tartigmali bir konu olan postnatal fare
ovaryumunda yeni oosit ve folikiil gelisimini immiinohistokimya, Western Blot ve RT-
PCR yontemleri ile tespit etmeyi amacladik.

Calismamizda, seksiiel olarak matiir, 25 adet en az 2 diizenli 5 giinliik Ostrus
siklusuna sahip disi ve 5 adet erkek fare kullanildi. Iki adet disi fare ve bir adet erkek fare
bir arada olacak sekilde ciftlesmeleri i¢in bir gece ayni kafeste birakildi. Ertesi sabah erkek
fare, disi farelerin yanindan ayrildi. Disi farelerden smear alinarak lamlara yayma yapildi
ve metilen mavisi ile boyanarak lamda spermatozoa gdzlenmeye ¢alisildi. Spermatozoa
g6zlenmesi durumunda gdzlenen giin hamileligin 0. giinii olarak kabul edildi. Yaklagik 21
giinliik hamileligin ardindan dogan disi farelerden bir grupl0 giin sonunda, bir grup 1 ay
sonunda diger bir grupta 2 ay sonunda sakrifiye edildi. Ovaryumlarindan bir tanesi
immunohistokimyasal calismalar i¢in digeri ise Western blot ya da RT-PCR (Revers-
Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu) tekniklerinden bir tanesini uygulamak amact
ile tliplere konulup siv1 azot igerisine aktarilarak saklandi.

Calismamizin sonucunda, oosit belirteci olarak kullandigimiz Zp3 ve GDF9,
primordiyal germ hiicre belirteci olarak kullandigimiz Stella ekspresyonunu biitiin deney
gruplarinda immiinohistokimyasal, Western blot ve RT-PCR yontemleri ile tespit ettik.
Mayoz hiicre belirteci olarak kullandigimiz SCP3 ekspresyonunu ise deney gruplarimizin
higbirisinde immunohistokimyasal ve Western blot yontemi ile tespit edemedik ancak RT-
PCR yontemi ile gosterdik.

Cikan sonuglar dogrultusunda; SCP3 proteinini, genini ve ekspresyonunu
gosteremeyisimiz postnatal donem fare ovaryumunda mayoz boliinmeye yeni baglayan bir
hiicrenin olmadigini gostermistir.

Stella ekspresyonunun sadece oosit sitoplazmasi ile sinirli oldugunu, aktif durumda
olmadigim gostererek; ekspresyonunu saptadigimiz hiicrenin primordiyal germ hiicresi
olmadiginm gostermistir.

GDF9 ekspresyonunun biitiin deney gruplarinda gdsterilmesi folikiil gelisiminin

stirekli oldugunu gostermistir.



Ekspresyonuna prenatal donemde baslanan Zp3 ekspresyonunu biitiin deney
gruplarinda gostererek postnatal donemlerde yogun olarak sentezlendigini belirttik. Sonug
olarak, postnatal donem fare ovaryumda, kullandigimiz tekniklerle primordiyal germ

hiicresinin ve yeni oosit gelisiminin izine rastlayamadik.

Anahtar Kelimeler: postnatal fare ovaryumu, oosit, immunohistokimya, western blot, RT-
PCR



ABSTARCT

New Oocyte and Follicle Development in Postnatal Mouse Ovarium

In this study, we aimed to detect new oocyte and follicle development in postnatal
mouse ovarium, which is a highly controversial topic in recent vyears, by

immunohistochemistry, Western blot and RT-PCR methods.

In our study, 25 sexually-mature female having at least 2 regular 5-day oestrus
cycles and 5 male mice were used. Two female and one male mice were left in a cage all
night for breeding. On the following day, male mouse was taken away from females.
Smear was taken from female mice and mounted on slides. Slides were died with
methylene blue and scanned for spermatozoa. The day which spermatozoa was observed
was accepted as the day 0 of pregnancy. Mice that were born after nearly a 21-day
pregnancy period were divided into three groups. First group was sacrified after 10 days,

the second at the end of 1 month and the third one after 2 months.

Ovaries were placed into tubes and transferrred into liquid nitrogen. One of them
was stored for immunohistochemical studies and the other one was stored for Western blot

or RT-PCR (Reverse-Transcription Polymerase Chain Reaction).

At the end of our study, we detected expressions of oocyte markers Zp3 and GDF9,
and primordial cell marker Stella in all experimental groups by immunohistochemical,
Western blot and RT-PCR methods. We could not observe meiosis cell marker
SCP3expression in any of our study groups by immunohistochemical and Western blot

methods; however, we could show by RT-PCR.

In line with the results; nonexistence of SCP3 protein, gene and expression shows

that there is not any new cell which starts meiosis in postnatal term mouse ovary.

Stella expression is limited to only the oocyte cytoplasm and it is not active ; means

that the cell which we determine the expression is not the primordial germ cells.

To show GDF9 expression in all the experimental groups shows that the

development is continuous.

Zp3 expression begins in a period of prenatal. We indicated that it is being
synthesised in a period of postnatal by showing Zp3 expression in the all experimental

Vi



groups As a result, in the postnatal term mouse ovarian, we could not determine any
primordial germ cell and oocyte development by the techniques we used .

Key Words: postnatal mouse ovarium, oocyte, immunohistochemistry, western blot, RT-
PCR
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1.GIRIS

Ureme biyolojisi ile ilgili olarak pek gok bilim adamu tarafindan kabul edilen genel
goriis; memelilerde intrauterin gelisim boyunca oosit {iretiminin tamamlandig ve
dogumdan sonraki donemde menapoza kadar depo halinde korunan bu oositlerin
tiketildigidir (Zuckerman, 1951; Zuckerman and Baker, 1977). Yani; oosit iiretimi sadece
intrauterin donemde gerceklesir, postnatal donemde primer oosit sayisinda bir yiikselis
gergeklesmez. Ancak, Johnathan Tilly’nin ¢alismalarini da igeren bir dizi arastirma bu
goriisii degistirdi (Johnson et al., 2004; Johnson et al., 2005; Lee, 2007). Bu goriis, ilk kez
1923 yilinda farede (Allen, 1923) ve 1932 yilinda insanda (Simkins, 1932) postnatal
ovaryumda oogenezisin devam ettiginin ileri siiriilmesi ile tartisma konusu oldu.

Ureme c¢aginda postnatal oosit havuzunun yalmzca kiiciik bir bdliimii hayatta
kalarak ovulasyona ugrar, biiyiik bir kismi ise atretik dejenerasyona ugrar (Tilly, 2001).
Ornegin; insanda yaklasik olarak 300.000 kadar oosit orijinal havuzda bulunur. Bu sayi
ergenlik donemi boyunca yaklasik 50 yasinda menopaza girene kadar azalmaya devam
eder (Richardson et al., 1987). Benzer sekildeki azalma postnatal donemde farelerde de
mevcuttur (Perez et al., 1999; Canning et al., 2003). Farelerde oosit havuzunun tamamen
tikenmesi 6limlerinden hemen énce gibi uzun bir siiredir (Gosden et al., 1983).

Son yillarda yapilan calismalar postnatal oogenezis olamadigi seklindeki goriisii
degistirmistir. Farelerde oogenezis gosterilmis ve bu oositlerin somatik hiicrelerle
cevrelendigi yani folikiillogenezisin de gergeklestigi, biitiin bu olaylarin genglik ve
erigskinlik doneminde de devam ettigini gosteren caligmalar yapilmistir. Bu caligsmalar
memeliler ile genisletilmis, erigskin disi memelilerde de benzer gelisimin olabilecegi
diistiniilmiis (Johnson et al., 2004) ve yeni oositlerin gelisebilme yeteneginin yavas oldugu
ileri siirtilmiistir (Gosden, 2004). Disi memelilerde germinal kok hiicreler (GKH) ve
onciillerinin bulundugunu agik¢a gdsteren bir kanit yoktur ancak, bazi hiicrelerin kemik
iligi transplantasyonun ardindan oosit tiretimini siirdiirdigii gosterilmistir (Johnson et al.,
2005).

Onceleri dogumda ovaryumdaki biitiin oositlerin disinin iremesine katilabilme
yeteneginde oldugu goriisii diistiniiliyordu. Ancak, bu goriis ergenlik doneminde sasirtict
bir sekilde disi gonadlarda yenilenici bir aktivitenin olabileceginin gbzlenmesi ile degisti
(Johnson et al., 2004). Daha sonra, kemik iligi ve periferal kan dolasiminin bu yenileyici

kapasite icin hlcre deposu olabilecegi diisiiniildii. Bu diisiinceler dogrulanirsa periferal kan
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ya da kemik iligi transplantasyonu ile erken menopoz ya da kemoterapi ile indiiklenen
kisirlik i¢in yeni bir tedavi gelistirilebilinirdi (Johson et al., 2005). Ancak, kemik iliginden
elde edilen ya da dolasimdaki germ hiicre Onciillerinin oosit havuzuna girebilme ve

ovulasyonla atilabilme durumlari olduke¢a tartisitlmalidir (Telfer et al., 2005).

1.1.  Amag ve Kapsam

Primordiyal germ hucreleri (PGH), hem erkek hem de disi memelilerde primitif
cinsiyet htcrelerinin embriyonik oncilleridir. PGH, gelisimin erken basamaklarinda
ekstraembriyonik ektodermden gelen sinyallerin tetiklemesi ile ayrilirlar. Bu hiicreler
kendini ¢evreleyen hiicrelerden benzersiz gen ekspresyonlar ile kolayca ayirt edilebilirler.
PGH, gonadlarin gelismesi i¢in gerekli son derece onemli hiicrelerdir ve yokluklarinda
gonadlar gelisemez. PGH ovaryuma yerlestikten sonra, dnce oogonyumlara sonrada oosite
farklilanip 1. mayoz bolinmeye girerler.

PGH’ni ayirt etmek icin pek ¢ok belirte¢ kullanilabilir. Kullanilan yaygin genlerden
bir tanesi de Stella’dir (Aravind et al., 2000). Stella,150 amino asitlik gen kodundan olusan
bir proteindir. Germ hattina ek olarak, pre-implantasyon asamasindaki embriyolarin hem
sitoplazmasinda hem de ¢ekirdeginde tespit edilmisitir (Saitou et al., 2002). Protein,
cekirdek ve sitoplazma arasina transfer saglayan bir niikleer tasima sinyaline sahiptir
(Aravind et al., 2000). Stella maternal bir faktoér olarak gecer ve bu ylizden zigot ve
oositlerde tespit edilir. Morula basamaginin erken evresinde maternal olarak kalitilan Stella
ekspresyonu embriyonik ekspresyonun baslamasi ile degisir ve bozulur (Payer et al.,
2003). Stella ekspresyonu blastosist asamasina kadar devam eder, sonrasinda tekrar
gbzlenmez (Sato et al., 2002; Saitou et al., 2002). PGH’nin embriyonik 8,5 (E8,5) giinde
rektuma dogru gogiinde, diside E13,5 gilinde ve erkekte E15,5 giinde germ hiicre soyunda
ekspresyonu aynen kalir. Ekspresyonu, yenidogan ovaryumundaki immatur oositlerde
matur oosit oluncaya dek devam eder ancak Stella ekspresyonu erigkin testislerde tespit
edilememistir (Sato et al., 2002).

Mayoz boliinmeye giren oositler baz1 6zel gen iirlinlerini eksprese ederler. Mayotik
profaz I; sinaptonemal komplekslerin olusumu (SCs), ¢ift zincir kirilmasi (DSB), homolog
kromozomlarin rekombinasyonu ve DNA tamiri gibi bir¢cok benzersiz dzellik ihtiva eder.
Bunlarin yanisira, SCs evrimsel olarak korunan mayoz 6zel yapilarindandir. Homolog
kromozomlarin sinapsisinde, kiazmata dagiliminda ve kromozom ayrilmalarinda merkezi

bir rol oynarlar. Bircok protein ve enzim, 6rnegin, SCP1-3 (de Vries et al., 2005; Yang et
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al., 2006), SPO11 (Baudat et al., 2000; Romanienko and Camerini-Otero, 2000), DMC1
(Pittman et al., 1998; Yoshida et al., 1998) mayoz icin ¢ok dnemlidirler ve bu mayotik
genlerde ki bir bozulma farelerde infertiliteye ya da fertilitede azalmaya neden olur (Hunt
and Hassold, 2002).

Disi germ hiicrelerinin gelismesinin erken basamaklari siiresince ekpresyonu azalan
DMC1 (Menke et al., 2003) ve SCP3 (Bullejos and Kopman, 2004) in vivo olarak mayoza
giriste ¢cok Onemlidir. Germ hiicrelerinin replikasyonu ile postnatal yasamdaki follikiil
olusumu igin oositler Uretilir ve mayozun baglamasi bazi genlerin ekspresyonunu
gerektirir. SCP3 ekspresyonu mayoz baslangi¢ belirteci olarak kullanilir ¢iinkii daha
onceki ¢alismalar SCP3 ve DMCL1’in germ hicrelerinde mayozun pakiten ya da zigoten
basamaklar: ile ekspresyonunun kisitli oldugunu gostermistir (Yuan et al., 2000; Cohen
and Pollard, 2001). Dolayisiyla, postnatal memeli ovaryumunda olasi neo-00genezisin
gosterilmesi icin SCP3 mikemmel bir belirtectir.

Butln bunlarla birlikte, oositlerde GDF9 (growth differentiation factor 9) gibi
oosite 0zgli proteinlerde eksprese edilir. Gerek farelerde gerekse insanlarda yapilan
calismalarda GDF 9 ovaryen folikiilogenez igin ihtiya¢ duyulan 6nemli faktorlerdendir
(Dong et al., 1996; Pellicer et al., 2000). GDF9 yetmezliginin oldugu durumlarda tek
tabakali primer folikiiler asamadan sonraki ileri folikiiler gelisim asamasinda belirgin bir
blogun oldugu ve buna bagl olarak infertiliteye neden oldugu saptanmistir. Bu nedenle
GDF9, in vivo somatik hiicre fonksiyonlar1 i¢in ihtiya¢ duyulan ilk oosit kaynakl faktor
olarak gosterilmektedir (Dong et al., 1996).

Butlin memeli oositlerinde zona pellusida denilen ince ekstraseliler bir orti
mevcuttur. Zona pellusida implantasyon oncesi gelisim, fertilizasyon ve oogenez siiresince
onemli bir rol oynar (Wassarman, 1988). Zona matriksi ilk olarak oosit ve etrafindaki
graniiloza hiicreleri arasindaki boslukta bi¢imsiz materyalin birikmesi seklide ortaya cikar.
Fare zona pellusidast ZP1, ZP2 ve ZP3 olmak flizere 3 glikoprotein igerir. Bu fi¢
glikoprotein oogenezis siuresince koordineli olarak sentezlenir. Fare zona pellusida

genlerinin ekspresyonu benzersiz olarak oogenezis sirasinda gerceklesir ve hiicre
bélinmesi olmadan gelisimleri diizenlenir. Bly(lyen oosit, ovule olan yumurta ve bolinen

embriyonun gevresinde ekstraseluler matriks bigiminde bulunur (Yanagimachi, 1981).
Pubertede ovaryumlar yaklasik 300.000 oosit igerir. Her menstrual siklusta
genellikle tek bir oosit serbest birakildigi ve kadinin dogurganlik ¢agi yaklasik 30-40 yil

sirdiigii goz Oniine alindiginda yalnizca 450 kadar oosit atilmig olur. Diger oositler ise
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atrezi yolu ile ortadan kalkar. Atrezi kadinin {ireme ¢ag1 boyunca devam eder ve 40-45
yaslarinda geriye yaklasik olarak 8000 oosit kalir (Junqueria and Carnerio, 2009).
Yillardir dogru olarak kabul edilen bu bilgiler son yillarda yapilan arastirmalar ile tartisilir
hale gelmistir.

Calismamizda, memelilerde intrauterin donemde tamamlandigi diisliniilen
oogenezis ve erken folikiil gelisiminin postnatal donem fare ovaryumunda devam edip
etmedigini; germ hiicre belirteci olarak Stella, oosit belirteci olarak ZP3, GDF9 ve mayotik
hiicre belirteci olarak SCP3 ekspresyonlarini immiinohistokimyasal, Western Blot ve RT-
PCR yontemleri ile belirlemeye calistik. Bdylece, oldukga tartismali olan bu konunun
anlagilmasina katkida bulunmayi, postnatal oogenezisin gergeklestigini gdstermemiz
durumunda hangi donemde daha etkin bir oogenezis gerceklestigini belirlemeyi ve
postnatal donemde yeni folikiil gelisiminin gdsterilmesi durumunda erken dénemde
ovaryen yetmezlige girmis ya da azalmis over rezervi bulunan hastalara yonelik yeni

arastirmalarin yapilmasina katkida bulunmay1 amacladik.



2.GENEL BILGILER

2.1. Disi Ureme Sistemi

Disi lireme sistemi; i¢ genital organlar olan iki ovaryum, iki tuba uterina (fallop
tlpleri- ovidukt), bir uterus ve bir vajina ile dis genital organlardan olusur. Bu sistem
menars ile menapoz arasinda histofizyolojik dongiisel degisikliklere ugrar ve bu

degisiklikler hormonal mekanizmalarin kontrolii altindadir.

2.1.1. Ovaryumun Embriyolojisi

Embriyonun cinsiyeti, genetik olarak ddllenme sirasinda belirlenmis olmasina
karsin, gelisimin 7. haftasina degin gonadlar, erkek ya da disi yapisal Ozelliklere sahip
degillerdir. Gonadlar baslangicta kélom epitelinin ¢ogalmasi ve altindaki mezensimin
yogunlasmasiyla olusmus, bir ¢ift uzunlamasina diizenlenmis genital ya da gonadal
kabartilar halinde belirirler. Gelisimin 6. haftasina kadar genital kabartilar iginde germ
hicreleri goriilmez.

Primordiyal germ hiicreleri, gelisimin 4. haftasinda vitellus kesesinin allontoise
yakin duvarindaki endoderm hiicreleri arasinda goriilmeye baslar. Sonbagirsagin
mezenterinin dorsali boyunca ameoid hareketlerle ilerleyerek, 5. haftanin basinda ilkel
gonadlara ulasir ve 6. haftada da genital kabartilar1 isgal ederler. Bu hiicreler genital
kabartilara ulasamadiklarinda gonadlar gelisemez. Gonadlarin ovaryum ya da testise
farklanmasinda primordiyal germ hiicrelerinin indikleyici etkisi vardir. Primordiyal germ
hiicrelerinin ilkel gonadlara ulasmasindan hemen 6nce ve ulagmasi sirasinda, genital
kabartilarin epiteli gogalir ve epitel hiicreleri altlarindaki mezensimin igine gomauldrler.
Burada, primitif cinsiyet kordonlar1 denilen diizensiz sekilli kolonlar olusturulur. Erkek ve
disi embriyolarda primitif cinsiyet kordonlar1 ylizey epiteline baglidir ve bu evrede, erkek
ya da disi gonadlarin birbirinden ayirt edilebilmesi olanaksizdir. Bu nedenle, bu evre
farklanmamis donem olarak adlandirilir. Bu gonada da farklanmamis gonad denir (Sadler,
2005).

Disi embriyolarinda gonadal gelisim daha yavastir. X kromozomlart ovaryumun
gelisimi i¢in genler igerir; ovaryum olusmasinda otozomal bir genin rol oynadig:
bilinmektedir. 10. haftaya degin, ovaryumlar histolojik olarak ayirt edilemezler. Primitif
cinsiyet kordonlar1 disi embriyolarda erkekteki kadar belirgin degildir. Gonad taslaginin

medullasina kadar uzanirlar ve rudimenter bir yapi olan rete ovarii’yi olustururlar.
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Normalde rete ovarii ve primitif cinsiyet kordonlar1 dejenere olarak ortadan kalkarlar ve

yerlerini ovaryum medullasini olusturan damarli stromaya birakirlar.
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Sekil 2.1: 5-6 haftalik embriyoda primodiyal germ hiicrelerinin gocii, farklanmamis
gonadlar, mezonefrik ve paramezonefrik kanallar izlenmektedir (Moore and Persaud,
2009).

Erken fotal donemde kortikal kordonlar denilen ikinci cinsiyet kordonlari,
gelismekte olan gonadin yilizey kdlom epitelinden baslayarak, alttaki mezensime dogru
gelismeye baslar. Kortikal kordonlar koélom epitelinin  ¢ogalmasiyla kalinlasirken,
primordiyal germ hiicreleri kordonlarin i¢ine karigirlar. Yaklasik 16. haftada bu kordonlar
primordiyal folikiil denilen ayr1 hiicre gruplarina boliiniirler. Her grup ortada primordiyal
germ hicrelerinden kdken alan bir oogonyum ve onun cevresinde, kortikal kordon

epitelinden gelisen tek sira yasst folikiil hiicrelerinden ovaryum folikilleri olusur.



Ovaryum folikiilleri bi¢gimlenirken yiizey epiteliyle olan baglantilarimi yitirirler. Yiizey
epiteli ile ovaryum korteksi arasinda tunika albuginea denilen ince fibroz bir kapsiil gelisir.
Mezonefroz gerilerken, ovaryum ondan ayrilir ve mezovaryum denilen kendi mezoteliyle
viicut duvarina asilir.

Fotal donemde milyonlarca oogonyum aktif olarak mitozla ¢ogalir. Dogum Oncesi,
oogonyumlarin biylk bir kismi dejenere olurken yasayan oogonyumlar geliserek primer
oositlere doniisiirler. Primer oositlerin ¢ogu dogumdan 6nce dejenere olur. Dogumdan
sonra oogonyum olusmaz. Dogumdan sonra iki milyon kadar primer oosit kalir.
Dogumdan sonra ovaryum ylizey epiteli diizlesir. Ovaryum hilusunda, periton mezoteli ile

devam eder (Moore and Persaud, 2009)

2.1.2. Ovaryumun Anatomisi

Ovaryumlar, erkekteki testislerin karsilig1 olan, iri badem biiyiikliigiinde, pelviste
sagda ve solda kendilerine ait gukurcuklara (fossa ovarica) yerlesik iki organdir.

Embriyonel yasamin baslangicinda ovaryumlar, intraabdominal yerlesimli iken,
gelisimin ikinci aymdan baslayarak asagiya pelvis bosluguna dogru inmeye (descensus
ovarii) baglarlar. Bu siireg testisin inisine gore daha kisa slirede tamamlanir. Ovaryum bu
inigle pelvis minorun duvarindaki fossa ovarica (Krause cukuru) denilen cukurlara
yerlesirler (Govsa, 2003). Fossa ovarica, A. Iliaca externa ile A. iliaca interna arasinda
bulunur. Cukurun dibinde ve peritonun altindan A.-V. obturatoria ile N. obturatorius gecer.
IIk gebelikte ovaryumlar, uterus ile karm bosluguna dogru cekilirler ve bir daha aym
yerlerine donemezler. Coklu dogumlarda ovaryumlar biraz daha asagida bulunur.

Tuba uterinanin arka ve alt kisminda bulunan ovaryumlar, lig. latum uteri iginde
bulunurlar. Uzun ekseni hemen hemen vertikal yondedir. Pembemsi-gri renkli olan
ovaryumlarin yiizii ergenlik ¢agina degin peritonla 6rtull olup diiz ve parlaktir. Puberteden
sonra periton 6zelligini yitirir ve matlasir. Ovulasyon ve dogurmaya kosut olarak da iizeri

purttkld bir gérinim alir (Arinci ve Elhan, 2001).

2.1.2.1. Anatomik Bolumleri
Ovaryumun anatomik olarak facies lateralis ve medialis olarak Uzere iki ylzi,
marga liber ve margo mesoovaricus olarak iki kenari ve extremitas tubaria ve extremitas

uterina olarak iki ucu bulunur.



Facies medialis: Tuba uterina ile ortiiliidiir. Pelvis bosluguna bakar. ince bagirsak
ve sigmoid kolonla komsuluktadir. Mesosalpinx ile i¢ yiiz arasinda bursa ovarica denilen
periton ¢ikmazi bulunur. Arka kismu tuba uterinanmin infundibulum pargasiyla

komsuluktadir.

Facies lateralis: Pelvis duvarina bakan yiizdiir. Bu yiiz diize yakin igbiikeylik

gOsterir. Facies lateralis, fossa ovarica denilen cukura, paryetal peritonla ortulii olarak

yerlesmistir.
Margo liber: Arka kenar ya da serbest olarak isimlendirilir. Bu kenar serbest ve
hareketlidir. On kenardan daha ightikey ve kunttir. Margo liber, arteria iliaca interna,

venae iliaca interna ve Ureter ile komsuluk yapar.

Margo mesovaricus: On kenar olarak da bilinir. Bu kenara mesovarium denilen ve

ovaryumu ligamentum latum uteri’ye baglayan bir periton katlantisi tutunur. Bu tutunma
cizgisine Farre-Waldeyer cizgisi denir. Mesovarium icinde yer alan damar ve sinirlerin, bu

kenar tizerinde, organa girip ¢iktiklari yere hilum ovarii ad1 verilir.

Extremitas tubaria: Ust uctan, tuba uterinanin infundibulum pargasi ile komsudur.

Ayrica fimbriae tubae ve lig. suspensorium ovari adi verilen, icinde ovaryuma ait ven, arter

ve sinirlerin yer aldig1 periton kivrimi bulunur.

Extremitas uterina: Alt ugtur. Ust ugtan daha dardir. Ligementum ovarii proprii

denilen ve fibr6z dokudan yapilmis olan bir bag, ovaryumun alt ucundan uterusun dis
kosesine tutunur. Bu ligament, ligamentum latum uterinin iginde kalir ve diiz kas lifleri

igerir.
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Sekil 2.2: Ovaryumun anatomisi (Herbrandson, 2005).

2.1.2.1.a. Ovaryumun Arterleri: Aorta abdominalis’ten ¢ikan A. ovarica’lar 1.
Lumbar vertebra hizasinda aorta abdominalis’ten ayrilan A. ovarica, lig. ovarii
suspensorium igerisinde ilerler ve mesovariuma gelir. Burada A. uterina’nin bir dali olan
ramus ovaricus ile anastomoz yapar. Hilum ovarii’den organa giren arter, medulla-korteks
sinirinda  olusturdugu pleksustan dagilan dallariyla, folikiillerin g¢evresini saran zengin
kapiller aglar1 olusturur. Damarlarin ¢apt dongii evrelerine gore degisir. Damarlar

folikiillerin gelisimi sirasinda genistir. Ovulasyondan sonra ise daralirlar.

2.1.2.1.b. Ovaryumun Venleri: Arterleri izleyerek hilum ovarii’den ¢ikarlar.
Venler ilk 6nce plexus ovaricus denen vendz bir ag yaparlar. Buradan ayrilan venler
birleserek az boliimii plexus uterovaginalis’e, ¢ogu ise lig. ovarii suspensonum icerisindeki
V. ovarica’ya acilirlar. V. ovarica, A. ovarica’larla birlikte uzanirlar. Sol taraftaki V.

renalis’e, sag taraftaki ise V. cava inferior’a agilir.



2.1.2.1.c. Ovaryumum Lenf Damarlari: Kan damarlariyla birlikte uzanirlar. Nodi

lymphatici preaortici ve nodi lymphatici aortici lateralis’lere acilirlar.

2.1.2.1.d. Ovaryumun Sinirleri: Plexus hypogastricus inferior (ya da plexus
pelvicus) ve A. ovarica’nin gevresindeki plexusovaricus’dan gelir. Parasempatikleri 10.
kafa ¢ifti N. vagus’tan, sempatikleri ise N. splanchnicus minor ve bir kisim torakal medulla

spinalis segmentlerinden gelir (Erkogak, 1982).

2.1.3. Ovaryumun Histolojisi

Ovaryumlar, boyu yaklasik 3cm, eni 1,5cm ve kalinligi 1cm olan badem biciminde
yapilardir.

Ovaryumda ¢ katman gozlenir:
Epitel katiu Ovaryum yiizeyini Orter. Bu kat tek sira kiibik epitelden yapilmistir.
Germinatif epitel olarak adlandirilir. Epitelin peritona bakan yiiziinde mikrovilluslar ve az
sayida kinosilyalar izlenir. Hiicre sitoplazmasi mitokondriyonlar ve pinositoz
vezikillerinden zengindir.
Tunika albuginea: Bag dokusundan yapili kattir. Yas ilerledik¢e kalinlagir ve sertlesir. Az
damarli, diizensiz siki bag dokusu yapisindadir. Kollajen lifler yiizeye paralel demetler
olustururlar.
Ovaryum stromasi: Ovaryumun temel ve destek dokusudur. Ovaryumlar dista korteks,

icte medulla olmak Gzere iki bolgeden olusur (GOvsa, 2003).

a.Korteks (cortex ovarii): Organin dis ve islevsel bolimiidir. Cesitli gelisim
asamalarindaki ovaryum folikiilleri ve korpus luteum yapilarini igerir. Korteks stromasinda
kollajen, elastik lifler ve lif aglar ile ince uzun mekik seklinde stroma hiicreleri bulunur.
Stroma hiicreleri fibroblastlardan ayricali olarak hormon salgillayan teka interna

hiicrelerine doniisebilen hiicrelerdir.

b. Medulla (medulla ovarii): Kan ve lenf damarlar ile sinirlerden zengin, acik renkli i¢

bolgedir. Korteks ve medullay yapisal olarak kesin sinirla ayirmak olasi degildir. Medulla
stromas! kortekse benzer. Elastik liflerden zengin, diiz kas hiicreleri iceren fibroelastik
gevsek bag dokusundan olugsmustur. Medullada ayrica oksidasyon enzimlerini ve diger

enzimleri i¢eren hiicreler bulunur; bunlarin sayilar1 yasla artar, menopozda %80 oraninda
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bulunurlar. Intertisiyel hiicreler poligonal sekilli, ortada yuvarlak cekirdegi ve belirgin
cekirdekgikleri olan epiteloid hicrelerdir.

Sekil 2.3: Ovaryum dokusunun hematoksilen-eozin ile boyanmus kesiti. A: Antrum, GEp:
Germinal Epitel, AT: Atretik Folikiiller, TA: Tunika Albuginea, TI: Tunika interna, ZP:
Zona Pellusida, PF: Primordiyal Folikiller, SF: Sekonder Folikuller, GC: Graniiloza
hicreleri (Ross, 2003).

Sitoplazmalarinda kiicik yag damlaciklari1 bulunur. Luteinize hiicrelere
benzedikleri i¢in atreziye giden folikillerin teka internalarindan olustuklar
diistiniilmektedir. Bunlar ovaryum stromasinda tek tek ya da gruplar halinde bulunurlar ve
Ostrojen salgilarlar. Bu hiicreler, ¢cok doguran memelilerde fazladir ve intertisiyel bezler
olarak adlandirilirlar; insanda menarsdan sonra azalir, eriskinde yok denecek kadar
azdirlar. Hilus hiicreleri, baska bir diger iri epiteloid hiicre grubudur, kii¢lik adaciklar
seklinde hilusta gozlenirler. Testisin Leydig hiicrelerine benzer ve sitoplazmalarinda yag
damlaciklari, lipofuskin pigmenti, Reinke kristallerini icerir ve androjenleri salgilarlar
(Tekelioglu M., 2002).

2.1.3.1. Folikal Geligimi

Ovaryum folikulleri bir ya da daha fazla folikil hiicresi ya da grantiloza hiicresi
katmaniyla gevrili bir oosit igerir (Junqueira and Carnerio, 2009). Ovaryumda histolojik
olarak 3 ana tip folikul bulunur (Ross, 2003).
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Sekil 2.4: Ovaryumun sematik yapist ( Herbrandson, 2005)

2.1.3.1.a. Primordiyal Folikul

Primordiyal germ hiicreleri 4. hafta basinda yolk kesesi duvarinda, allantoisin baslangi¢
kismina yakin, endodermal hiicreler arasinda ortaya c¢ikarlar. Embriyonun katlanmasi

sirasinda yolk kesesinin dorsal par¢asi embriyo icine dahil olur ve primordiyal germ

12



hicreleri, arka bagirsagin dorsal mezenteri boyunca gonadal kabartilara gog¢ ederler
(Moore and Persaud, 2009). Primitif ovaryumdaki germ hicrelerinden oogonyumlar
gelisirken, yiizey epiteli folikiil hiicrelerine farklilagir (Nahirney and Ovale, 2009).

Gebeligin 7. ayina ulasildiginda, oogonyumlarin ¢ogu primer oositlere dontsmdiistur.
Ancak, primer oositlerin ¢ogu atrezi olarak adlandirilan yikimla yok olur. Sonug olarak,
pubertede ovaryumlar yaklasik 300.000 oosit igerir. Her menstriial siklusta genellikle tek
bir oosit serbest birakildigi ve kadinin dogurganlik cagi yaklasik 30-40 yil siirdiigll g6z
oniine alindiginda yalnizca 450 kadar oosit atilmis olur. Diger oositler ise atrezi yoluyla
ortadan kalkar. Atrezi, kadinin iireme ¢ag1 boyunca siirer ve 40-45 yaslarinda geriye
yaklasik 8000 oosit kalir (Junqueira and Carnerio, 2009).

Primordiyal folikiillerin biiyiimesi gonadotropin uyarimma bagl degildir. Olgun
ovaryumda primordiyal folikiiller tunika albugineanin altindaki korteks stromasinin iginde
bulunur. Primordiyal folikiilde oosit tek katli yassi folikiil hiicreleri ile ¢evrilidir. Folikiil
hiicrelerinin dis yiizeyi bazal lamina ile sinirlanmistir. Bu asamada oosit ve etrafini
cevreleyen folikiil hiicreleri birbirlerine ¢ok yakin konumda bulunur.

Folikdl icindeki oosit yaklasik 30 um ¢apindadir, 6kromatik kromatinli ve bir ya da
daha fazla niikleolus iceren eksantrik konumlu bir niikleusa sahiptir. Oosit sitoplazmasi
ooplazma olarak adlandirilir ve Balbiani cisimcigi icerir. Balbiani cisimcigi, Golgi
membranlar1 ve vezikiilleri, endoplazmik retikulum (ER), birgok mitokondriyon ve
lizozomlarin birikmesiyle olusmus bir yapidir. Ayrica, insan oositleri annutlat lamel icgerir
ve bircok kuglk vezikil, sferik mitokondriyonlar ile birlikte ooplazmaya dagilmistir.
Annilat lameller nukleer zarf benzeri bir membran yiginindan olusur. Bu yiginin her bir

tabakasi niikleer por yapisi igerir (Ross, 2003).
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2.1.3.1.b. Primer Folikdl

Eriskin ovaryumunda folikil gelisimi, foliklllerin biiyiime fazina girmek iizere
folikiil havuzunu terketmesi ile baslar. Bundan sonra, folikil hiicresel proliferasyon ve
farklilagma yolunu igeren bir erken blylme sirecine girer. Folikil buytumesi disi Greme
stirecinin herhangi bir evresinde hatta dogum sonrasinda bile baslayabilir. Pubertede,
ovaryan siklus ve gebelik boyunca sirerek dogurganlik doneminin ardindan sona erer
(Gougeon, 1996).

Primordiyal folikil buytyen folikil evresine geldiginde oosit, folikil hiicreleri ve
stromada degisiklikler meydana gelir. Baslangicta oosit genisler ve etrafin1 saran folikil
hucreleri cogalir ve kiibik hale gelirler. Folikiil hiicreleri kiibik hale geldiginde bu folikil
primer folikiil olarak adlandirilir (Ross, 2003). Tek katli kiibik folikiil hiicre katmani igeren
folikiiller tek katmanli (iinilaminer) primer folikiil olarak adlandirilir. Folikiil hticreleri
cogalmayi siirdiiriir ve ¢ok kathi folikiiler epiteli ya da graniiloza tabakasini olustururlar.
Buradaki hiicreler aralik baglantilar1 (gap junction) araciligiyla iletisim kurar ve bu
durumdaki folikiil ¢ok katmanli (multilaminer) primer folikiil ya da preantral folikil olarak
adlandirilir (Junqueira and Carnerio, 2009). Oosit blyldikce oosit ve folikil hticreleri
arasinda asidofilik, 151k kirici ve homojen bir tabaka olan zona pellusida belirir. Zona
pellusida 151k mikroskobunda ilk olarak oositin etrafi kiibik ya da silindirik folikiil
hicreleri ile cevrildiginde ve oosit ¢ap1 50-80 um’ye ulastiginda goriiliir. Jel kivaminda ve
glikozaminoglikan ve glikoprotein bakimindan zengin bir yapida olan zona pellusida
biiyiimekte olan oosit ve etrafindaki folikiil hiicreleri tarafindan sentezlenir (Larsen,
2001;Ross, 2003).

Granuloza hiicreleri ¢ogalirken folikiiliin etrafindaki stroma hiicreleri bazal
laminanin hemen disinda teka adi verilen bir bag dokusu hlcre kilifi olusturur. Teka
tabakasi1 gelistikce iki tabakaya farklilasir. I¢ kisimda bulunan teka interna, kiibik salg
hicrelerinden olusur ve olduk¢a damarlanmis bir tabakadir. Tamamen farklilagsan teka
interna hucreleri steroid Ureten hicreler haline gelirler. LH resept6ri tasiyan bu hiicreler,
LH uyarimina yanit olarak strojen dnciilii androjenleri salgilarlar. Teka interna tabakasi
salg1 hiicrelerine ek olarak, fibroblastlar, kollajen lifler ve kii¢iik damarlardan olusan
zengin bir dolasim ag1 igermesiyle tipik bir endokrin organ gorinimu sergiler. Teka
eksterna ise dista bulunan tabakadir ve diiz kas hiicreleri ile kollajen lif demetleri igerir. IKi

teka katmam arasindaki sinir belirgin degildir. Buna karsilik, teka interna ve grantiloza
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tabakasi arasindaki sinir, hiicrelerinin morfolojik olarak farkli olmasi ve iki tabaka arasinda
kalin bir bazal membran bulunmasi nedeniyle iyi secilir (Kieszenbaum, 2006; Ross, 2003).
2.1.3.1.c. Sekonder Folikul

Folikiiller esas olarak graniiloza hiicrelerinin boyut ve sayilarinin artmasiyla
blylrken kortikal bolgenin daha alt bolgelerine goc¢ eder. Bu asamada folikal hicreleri
arasinda sivi (likor folikiili) toplanmaya baslar. Siviyr igeren kiigiik bosluklar birlesir ve
daha buyuk bir bosluk olan antrum olusur. Bundan sonra, bu folikiller sekonder ya da
antral folikiil olarak adlandirilir. Folikiil sivisi plazma bilesenleri ve folikul hucreleri
tarafindan salgilanan iriinleri igerir. Folikiil sivisinda glikozaminoglikan, steroid-baglayici
proteinler, hormonlar, blyime faktorleri, antioksidanlarda dahil olmak iizere bazi
proteinler ve yilksek konsantrasyonda steroidler bulunur (Junqueira and Carnerio, 2009).
Eksantrik konumlu, yaklasik 125 um ¢apindaki oosit artik daha fazla biiyiimez. Bliylimenin
inhibisyonu, graniiloza hiicreleri tarafindan antral siviya salinan, kiigiik, 1-2 kDa
agirligindaki bir peptid olan oosit maturasyon inhibitorii (OMI) tarafindan gergeklestirilir.
OMI yogunlugu ile antral folikul buytkligii arasinda dogrudan bir iliski vardir.

Sekonder folikiiliin boyutu arttikca graniiloza hiicre tabakasi ile ¢evrili olan
antrumun da genisligi artar. Graniiloza hiicre tabakasi oositi ¢evreleyen bolge hari¢ her
bolimde aym kalinliktadir. Oosit cevresinde ise graniiloza hiicrelerinin olusturdugu
kiimeye kiimiiliis ooforus adi verilir. Kiimiiliis ooforusun oositi ¢evreleyen ve ona en yakin
konumdan olan graniiloza hiicrelerine korona radyata adi verilir. Bu hiicreler oviilasyonda
oositle birlikte atilir. Korona radyata ile oosit aralik baglantilar1 araciligi ile temas halinde
bulunur ve birlikte kimalis oosit kompleksi olarak adlandirilirlar.

Belli bir capa ulasip iginde antrum olusan folikuller bu asamadan sonra hormonlara
bagimli hale gelir ve gelisimlerine devam edebilmek icin gonadotropinlere gereksinim
duyarlar. insanda yeterli miktarda hormonla Karsilasan folikiiller arasindan secilen bir

folikiil baskin hale gelerek gelisimini son asamaya kadar strduriir (Ross, 2003).
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Sekil 2.6: Gelisim halindeki folikiiller. Primer ve preantral folikiillerdeki oositler izole
edildiklerinde mayoz bdélinmeye devam edemezken erken antral ddnemden itibaren
mayoza devam etme yetenegi kazamirlar. Erken antral doneme kadar oositler hormon
bagimsiz olarak gelisirlerken bu donemden sonra ileri gelisim igin FSH’a ihtiyac

duymaktadirlar (Demeestere | et al, 2005; Mehlmann LM et al, 2005).
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Sekil 2.7: Sekonder bir folikiilde teka interna ve eksterna tabakalari (Junqueira and
Corneiro, 2009).

2.1.3.1.d. Olgun (Graaf) Folikadl

Graaf folikiilii olarak da bilinen olgun folikiiller 10 mm veya daha fazla ¢aptadir.
Bu biiyiikliiklerinden dolayr ovaryumun yiizeyinde ¢ikint1 yaptiklart gozlenebilir. Antrum
genisledik¢e graniiloza hiicre tabakasi incelir. Graniiloza hiicrelerinin arasindaki bosluk
arttikca oviilasyona hazirlik olarak kiimiiliis oosit kompleksi ile folikiiliin geriye kalan

kismu arasindaki baglant1 zayiflar.
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Sekil 2.8: Olgun bir folikul (Graaf folikilu) (Junqueira and Corneiro, 2009)

Graniiloza tabakasinin kalinlhigi azaldikg¢a bosluk da genisler. Kiimiiliis ooforus
kompleksinin folikiiliin geri kalan kismiyla baglantis1 gevser ve ovulasyona hazirlanir.

Teka tabakasi daha goze ¢arpar hale gelir. Teka interna hiicrelerinin iginde lipit
damlaciklar1 birikerek bu hiicrelere tipik steroid sentezleyen hiicre goriinimii kazandirir.
Insanlarda LH, teka interna hiicrelerinde androjen iiretimini tetikler. Ostrojen onciilleri
olarak gorev alan androjenler buradan graniloza hicrelerinin diz endoplazmik
retikulumlarina (ER) go¢ ederler ve FSH’1n etkisiyle Ostrojenlere doniistiiriiliirler. Artan
Ostrojen seviyeleri graniilozalarin ¢ogalimimi ve dolayisiyla da folikiiliin genislemesini
arttirir (Ross, 2003).

Ovulasyondan yaklagik 24 saat once adenohipofizden LH salinimu tetiklenir.
Kandaki LH hormonu seviyesinde meydana gelen asir1 yiikselme (pik) sonucu graniiloza
hicrelerindeki LH reseptorleri hassasiyetlerini kaybeder ve LH’a yanit olarak daha fazla
Ostrojen tiretemezler. Oositin ilk mayotik boliinmesi bu dalga ile tetiklenerek durakladigi
yerden devam etmeye baslar. LH yiikselmesinden 12-24 saat kadar sonra gergeklesen bu
olay, oositin mayoz I’i tamamlayarak ilk kutup cisimcigini olusturmasi (maturasyonu-
olgunlasmast), sekonder oositin olugmasi ve ovulasyonun meydana gelmesi ile sonuclanir.

Normalde her menstural dongiide bir ovaryumdaki bir folikiil gelisimini tamamlar
ve icindeki sekonder oositi atar. Her dongiide overler arasinda doniisiimlii gergeklestirilen

bu olay zaman zaman, kendiliginden veya clomiphene sitrat iceren ilaglar gibi dis faktorler
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nedeniyle her iki ovaryumda da ayni1 anda meydana gelebilir. Bu durumda eger déllenme

gerceklesirse ¢oklu gebelikler ortaya cikabilir (Ross, 2003).
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Sekil 2.9: Cesitli gelisim agamalarinda ovaryum folikiilleri (Junqueira and Corneiro,2009)

2.1.3.2. Folikul atrezisi

Degisik gelisme asamalarinda % 98 folikll ovaryumda dejenere olur. Primordiyal
ve primer folikiillerde atrezi oositin dejenerasyonu ile bagslar. Daha sonra folikiil hiicreleri
dejenere olur ve iz birakmadan ovaryum stromasi i¢inde kaybolur. Daha biiyiik folikiillerde
once graniiloza hiicreleri apoptozise gider, oosit uzun siire yasar sonra zona pellusidasi
bozulur ve oosit dejenere olur. Ilk folikiil boslugunu c¢evreleyen sonra bazal laminaya
komsu olan graniiloza hiicreleri dejenere olur. Korona radiyatasim1 kaybeden oosit folikiil
sivist icinde serbest¢e yiizer. Kan damarlari ve bag dokusu bazal laminayi delerek
graniiloza hiicreleri arasina girer. Fibrositler, makrofajlar ve kan hiicreleriyle dolan folikiil
boslugu biiziiliir, duvarlar1 kivrintili hale gelir. Bazal lamina parlak, dalgali bir goriiniim
alir (cams1 membran). Gerileyen korpus luteumdan camsi membran ve zona pellusidanin
varligiyla ayrilir. Teka interna hiicrelerine benzerler ve bag dokusuyla ¢evrilmis gruplar
yaparlar (intersitisyel hiicreler). Her ay ileri gelismeye giden bir¢ok folikilden ancak biri
ovulasyona ugrar, digerleri dejenere olana degin Ostrojen sentezine katkida bulunur.
Atretik folikilin yerinde fibroz skar dokusu gelisir ve zamanla kaybolur (Tekelioglu,
2002).
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2.1.3.3. Folikiil Gelismesinde Etkili Bazi1 Faktorler

Dogal menstruyal dongiisii olan kadmlarin folikiil sivisinda bes tip insiilin benzeri
bliyime faktorii baglayici protein (IGF-BP) bulunmustur. Bunlar, grantiloza hicreleri
tarafindan sentezlenir. IGF-BP 1, folikiil gelisimi sirasinda sabit kalir. IGF-BP 2,4 ve 5
atreziye giden folikullerde, IGF-BP 3 ise dominant folikillerde yiksek bulunmustur. IGF-
BP’ lerin folikil secimi ve atrezisinin diizenlenmesinde gonadotropin dizeylerini
etkileyerek rol oynadig diisiiniilmektedir (Tekelioglu, 2002).

Folikiil gelisimi, ovulasyon ve luteal fonksiyonlar gonadotropinlerle kontrol edilir.
Fakat son yillarda, lokal faktorlerinde folikiil gelismesinin diizenlenmesinde rol oynadigt
gosterilmistir (Tekelioglu, 2002). Gonadotropinlerin endokrin etkilerine ek olarak
graniiloza hiicrelerinden salinan inhibin, aktivin, folikiilostatin de folikiil olgunlagmasinda
parakrin olarak etkilidir. Aktivin, FSH reseptorlerini artirir; folikiilostatin ise aktivinin
oldugu ortamda FSH reseptorlerinin sayisini azaltabilir. Endojen inhibin dizeyindeki
artiglar FSH’1 baskilar. Mensturiyal dongiiniin luteal fazinda LH inhibin sentezini arttirir.

Oositlerden elde edilen ilk buytme faktori, GDF9’ dur. Eksikliginde primer
folikiillerin olusabildigi ancak bu asamadan sonra folikiil gelisiminin durakladigi ve bunun
kisirliga yol agtig1 farelerde gosterilmistir.

Bunlardan baska memelilerde folikiil gelisimini baglatan faktorelere; Wilms timor
supressor geni (WT1), retinoblastoma proteini (pRb), epidermal blylime faktort (EGF),
vazoaktif intestinal peptid (VIP), kit ligand (KL)’ lar da eklenebilir ( Tekelioglu, 2002).

2.1.3.4. Oogenezis

2.1.3.4a. Dogum oncesi (prenatal) Olgunlasma

Primordiyal germ hiicreleri, genetik olarak disi olan gonadlara ulasir ulagsmaz
oogonyumlara farklanirlar. Ardarda gecirdikleri mitoz bdliinmelerle ¢ogalan oogonyumlar
3. aym sonunda kiimeler halinde dizilerek yassi epitel hlicreleriyle gevrelenirler. Bir kiime
icinde yer alan oogonyumlarin tiimii olasilikla tek bir primitif iireme hiicresinden gelisir
(Sadler, 2005).

Oogonyumlarin ¢ogunlugu mitozla boliinmeyi siirdiiriirken, bir kismi boliinmesini
I. mayoz boliinmenin profaz asamasindan durdurarak primer oositlere farklanirlar. Bundan

sonraki birka¢ ay i¢inde oogonyumlarin sayist hizla artar ve gelisimin 5. ayinda ovaryum
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icindeki iireme hiicrelerinin sayisi en iist diizeye, yaklasik 7 milyona ulagir. Bu sirada
hiicre 6limii baglar ve ¢ok sayida oogonyum ve primer oosit atretik hale gelir. 7. ayda
ylizeye yakin yerlesmis olanlar disinda oogonyumlarin ¢ogu dejenere olur. Yasayan
primer oositlerin tiimii, birinci mayoz bdliinmenin profaz evresine girerler ve her biri ayr1
ayr1 tek katli yassi epitel hiicrelerinden olusmus bir katmanla g¢evrelenir. Primer oosit,
cevresindeki yassi epitel hiicreleriyle birlikte primordial folikiil olarak isimlendirilir.
Primordiyal folikul belirgin bir bazal lamina ile ¢evre dokudan ayrilmistir (Moore and
Persaud; 2009).

2.1.3.4b. Dogum sonrasi (Postnatal) Olgunlasma

Doguma yakin evrede primer oositlerin tiimii birinci mayoz bdliinmenin profaz
evresinin diploten donemindedir ve dinlenme halinde kalirlar. Primer oositlerin bu durumu
puberteye kadar surer. Bu sirecte, oositin olgunlagsmasi folikiil hiicrelerince salgilanan
oosit olgunlagsmasin1 baskilayan madde (OMI) tarafindan baskilanir. Dogumda
ovaryumlardaki primer oositlerin sayisi1 yaklasik 700.000 ile 2 milyon arasinda degisir.

Puberteye kadar primer oositlerin biiylik ¢ogunlugu atretik hale gelir. Puberte
baslangicinda bu say1 300-400.000° e diiser. Bir kadinin {ireme siirecinde bunlarin 450-500
kadar1 ovulasyonla atilir. Digerler1 atretik hale gecer. Oositlerin bir bolimii olgunlagmadan
40 yildan daha uzun bir siire birinci mayoz bélinmenin profaz evresinde bekler.

Puberteye ulasildiginda ovaryumlar artik primordiyal folikiillerden beslenen bir
folikiil havuzuna sahip olmus durumdadir (Gartner and Hiatt, 2007).

2.1.3.5. Ovulasyon

Menstrial donginin 14. giniinde graniiloza ve teka hiicrelerinden salinan Gstrojen
nedeniyle kandaki 6strojen diizeyi artar. Bu nedenle hipofiz bezi 6n lobundan FSH salinimi
baskilanirken, LH salinim artar. Kan LH diizeylerindeki artistan sonra birka¢ dakika
icinde ovaryumun kan akiminda bir artis goriiliir ve kapiller ve postkapiller venillerden
plazma proteinleri sizarak 6deme yol agar. Yerel olarak, prostaglandinler, histamin,
vazopressin ve kolajenaz salinir. Graniiloza hiicreleri daha fazla hiyaluronik asit iiretir ve
gevsek bir hal alirlar. Folikiil duvarimin kiigiik bir kismi, tunika albugineadaki kollajen
yikimi, iskemi ve bazi hiicrelerin 6lmesi nedeniyle zayiflar. Folikiiler sivi basincindaki
artis ve biiylik olasilikla diiz kas hiicrelerinin kasilmasiyla birlikte bu zayiflama, folikiil dis

duvarinin yirtilmasi ve ovulasyona yol acar. Ovulasyonun yakin oldugunun bir gostergesi,

20



folikiil yiizeyinde stigmanin goriilmesidir; bu kan akiminin durmasi sonucu folikiil
duvarinin renginde ve saydamliginda olusan yerel degisikliktir (Gartner and Hiatt, 2007;
Junqueria and Carneiro, 2009).

I. mayoz boélinme ovulasyondan hemen 6nce tamamlanir. Kromozomlar yavru
hiicreler arasinda esit olarak boliiniir, ancak sekonder oositlerden biri sitoplamanin hemen
hemen tiimiinii alirken digeri birinci kutup cismi haline gelir. Birinci kutup cismi, ¢ekirdek
ile cok az miktarda sitoplazma igeren cok kiglk bir hiicredir. Birinci kutup cisminin
atilmasindan hemen sonra, oositin ¢ekirdegi ikinci mayoz boliinmeye baslar; bu bolinme
metafaz evresinde durur (Junqueria and Carneiro, 2009).

Folikiil duvarinin yirtilmasiyla, oosit ve birinci kutup cismi, zona pellusida, korona
radiyata ve bir miktar folikiil sivisiyla birlikte ovaryumu terk eder ve ovaryumun disinda
gezinir. Tuba uterinanin ucundaki fimbriyalarin haraketi ile oosit tuba uterinanin igine

almir (Gartner and Hiatt, 2007; Junqueria and Carneiro, 2009).

2.1.3.6. Korpus Luteum

Ovulasyondan sonra yirtilan tersiyer folikiiliin duvarinda kalan graniiloza ve teka
interna  hiicreleri yasamlarim1 ¢evrelerindeki damarlar yoluyla siirdiiriirler. Graaf
folikiltinde ovulasyon sonrasinda bir i¢ basing diismesi gerceklesir (Giirgen, 2009). Folikl
stvisinin bosalmasi ile folikiil duvart kivrimli bir hal alir. Folikiil bosluguna bir miktar
kanama olur, bu kan burada pihtilasir. Bu yapiya korpus hemorajikum denir. Graniloza ve
teka interna hiicreleri yapisal degisikliklere ugrarlar. LH hormonunun etkisiyle hiicrelerin
sitoplazmalarinda sarimsi bir pigment birikmeye baslar. Bu hiicreler biiyliyerek graniiloza
lutein hiicreleri ve teka liitein hiicrelerine doniisiirler. Graniiloza lutein hiicreleri yaklasik
30 um c¢apindadir ve steroid salgilayan hiicrelerin yapisal 6zelliklerini gosterirler. Teka
lutein hiicreleri 15 pm ¢apinda, daha koyu boyanan hiicrelerdir. Bu hiicrelerin olusturdugu
gecici endokrin bez yapisina “korpus luteum” (sar1 cisim) denir. Bu yapi ovaryumun
korteks kisminda bulunur, progesteron ve Ostrojen hormonu salgilar. Bu hormonlarin
katkisiyla, uterus mukozasinin embriyonun implante olabilmesine uygun duruma geldigi
sekretuar ya da progestasyonel evreye girmesi saglanir (Junqueria and Carneiro, 2009;
Gurgen, 2009).
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2.1.3.7. Tuba Uterina (Ovidukt - Fallop tupleri)

Tuba uterina fertilizasyonun oldugu ve zigotun ilk yariklanmaya basladigi, yaklasik
12 cm uzunlugunda ve ¢ok hareketli kaslardan olusan bir kanaldir. Infundibulum olarak
adlandirilan ucu ovaryum yakininda periton bosluguna agilir ve fimbriya adi verilen ¢ok
sayida parmaksi uzantilardan olusan bir sacaklanma gdsterir; intramural bolimu ise uterus
duvarini geger ve uterusun i¢ bosluguna agilir.

Tuba uterinanin duvar1 3 katmandan olusur: 1) lamina propria ile desteklenen
mukoza, 2) kas tabakasi, 3) seroza tabakasi.

Mukoza, en ¢ok ampullada olmak (izere uzunlamasina kivrimlar igerir. Intramural
boliimde katlanmalar azalarak liimene dogru uzanan kiigiik ¢ikintilara doniisiir ve i¢ yilizeyi
neredeyse pliriizsiiz bir hale gelir. Mukoza tek katli silindirik epitelden ve gevsek bag
dokusundan olusan bir lamina propriadan olusur. Epitel iki tip hicre igerir. Bunlardan
birinde titrek tiiyler bulunurken, digeri salgi yapici ozellik gosterir. Titrek tiiyler uterusa
dogru hareket edereck tuba uterinamin Yylizeyini Orten ince kivamli sivi tabakasinin
hareketini saglar.

Ovulasyon aninda tuba uterina aktif olarak hareket eder. Cok sayida fimbriyadan
olusan sacakli u¢ ovaryum yiizeyine dogru yaklasir. Bu ovaryumdan serbest birakilan
oositin tubaya tasinmasini kolaylastirir. Oosit, kaslarin kasilmasi ve silyali hiicrelerin
hareketi ile desteklenerek tuba uterinanin infundibulumuna girer. Tuba epitelinin salgisi
oosit i¢in besleyici ve koruyucu isleve sahiptir. Dollenmedigi takdirde, oosit yaklasik 24
saat canli kalir.

Dollenme genellikle ampullada gergeklesir ve dollenmeyle birlikte diploid
kromozom sayisina ulasilir. Bu asamadan itibaren zigot adini alan ddllenmis oositte hiicre
boliinmesi baglar. Zigot yaklasitk 5 giin siiren bir yolculuk ile uterusa tagimir. Tuba
uterinanin mukozasini kaplayan ince sivi tabakasinin kasilmalari, oositin ya da zigotun
uterusa dogru tasinmasina yardim eder (Ross, 2003;Kierszenbaum, 2006; Junqueira and
Carneiro, 2009).

2.1.3.8. Uterus
Uterus armut seklinde bir organ olup, bir govde (korpus), asagida uterus
boslugunun daraldigi i¢ agiz (internal os) ile i¢ agizdan asagiya dogru uzanan silindirik bir

yapi1 olan serviksten olusur. Uterus govdesinin kubbe bigimli kismina fundus ismi verilir.
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Korpus duvart 3 tabakalidir: 1) endometriyum, 2) miyometriyum, 3) adventisya ya da
Seroza.

Endometriyum; Epitel ile basit tiibiiler bezler igeren lamina propriadan olusur.
Bezler miyometriyuma yakin alt boliimlerinde bazen dallanmalar gosterir. Epiteli tek katli
silyal1 ve salgilayict silindirik epiteldir. Uterus bezlerinin epiteli yiizey epiteline benzese
de, bezlerde silyali hiicreler ¢ok az ya da yoktur. Endometriyum islevsel olarak iki
tabakadan olusur; 1) menstruasyon sirasinda dokiilen yiizeysel fonksiyonel tabaka ve 2)
menstruasyon sirasinda dokiilmeyen ve menstruasyondan sonra yenilenecek olan
fonksiyonel tabakaya kaynak olusturan bazal tabaka. Fonksiyonel tabakanin mikroskopik
ozellikleri, menstrual siklusun evrelerine gore degisiklik gosterir. Menstrual siklus yaklagik
olarak 28 giin siirer. Menstrual siklus birbirini izleyen ii¢ evreden olusur; ilki siklusun
baslangici olan menstrual evre yaklasik 4-5 giin slrerken sonraki evre olan proliferasyon
evresi yaklasik 9 giin siirer. Bu evre sirasinda ovaryumda olgunlasan folikilleride Gretilen
Ostrojenin uyarict etkisiyle endometriyumun kalinligi artar. Hem epitelde hem de lamina
propriadaki hiicrelerde mitoz goriiliir. Ugiincii olarak; ovulasyonun oldugu 14. giiden sonra
endometriyum yaklagik 13 giin siirecek olan sekresyon ya da progestasyonel evreye girer.
Bu evrede endometriyal bezler salgilama yapmaya baglar. Tiibiiler bezlerin dis sinirlar
diizensizlesmeye ve kivrilmaya, doseyici epitelde glikojen birikmeye baglar. Bez limenini
glikojen ve glikoproteinden zengin bir salgi doldurur. Sekresyon evresi korpus luteumda
uretilen progesteron ve 6strojen hormonlari tarafindan kontrol edilir.

Menstrual siklusun sonunda korpus luteumun gerilemesine bagli olarak kandaki
steroid hormonlarin azalmas: iskemik evreyi baslatir ve yaklagik 1 giin siirer. Gebelik
olmugsa, endometriyum lamina propriyasindaki stromal hiicreler biiylir ve artan
progesteron diizeyine yanit olarak lipid ve glikojen depolar. Bu endometriyal degisikliklere
desidual reaksiyon denir. Clnku; endometriyumun fonksiyonel tabakasi dogum sirasinda
desidua olarak dokulur.

Miyometriyum; Bag dokusu ile ayrilmis diiz kas demetlerinden olusan uterusun en

kalin tabakasidir. Diiz kas demetlerini sinirlart iyi belirlenemeyen dort tabaka olusturur.
Gebelik sirasinda miyometriyum hem hiperplazi (diiz kas hiicrelerinin sayisinda artig) hem
de hipertrofi (hiicrelerin boyutlarinin artmasi) sonucu c¢ok biiylir. Gebelik sirasinda
uterusun kollajen icerigi dnemli dl¢lide artar. Gebelik sonrasinda bazi diiz kas hiicrelerinde

bozulmalar goriiliir, bazilarinin boyutlar1 azalir ve kollajenaz enzimi etkisiyle yikilir.
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Boylece uterusun boyutlar1 gebelik Oncesindekine yakin oOlgiilere iner (Ross, 2003;

Kierszenbaum, 2006; Junqueira and Carneiro, 2009).

2.1.3.9. Serviks Uteri

Serviks, uterusun altindaki silindirik kisimdir ve histolojik olarak uterusun geri
kalan kismindan farkhidir. Yiizeyde mukus salgisi yapan tek katl silindirik epitel bulunur.
Serviks az sayida diiz kas lifi igerir ve esas olarak siki bag dokusundan (%85) olusur.
Vajina limenine dogru ¢ikinti yapan serviksin dis kismui ise ¢ok katli yassi epitel ile
ortaludar.

Serviks mukozasi oldukg¢a dallanmus, miikdz servikal bezler igerir. Bu mukoza
menstruasyon sirasinda dokiilmez. Serviksteki salgilar oositin déllenmesinde dnemli bir rol
oynar. Ovulasyon sirasinda miik6z salgilar sulanir ve spermin uterusa girmesine olanak
saglar. Luteal fazda ya da gebelikte, progesteron diizeyleri miikoz salgilar1 degistirerek
daha viskoz bir hal almasina neden olur ve mikroorganizmalarin gecisi engellenir.
Dogumdan 6nce servikste goriilen genisleme ise kolajenin yogun olarak parcalanmasina ve
bunun yol a¢tigi yumusamaya baghidir (Ross, 2003;Kierszenbaum, 2006; Junqueira and
Carneiro, 2009).

2.1.3.10. Vajina

Vajina, duvar bezlerinden yoksundur ve ii¢ tabakadan olusur; mukoza, miiskiler
tabaka ve adventisya. Vajinanin liimeninde bulunan mukus, uterus boynundaki bezlerden
gelir.

Erigkin bir kadinda vajina mukozasinin epiteli ¢ok katli yassi epiteldir. Hlcreleri az
miktarda keratohiyalin igerebilir. Bununla birlikte tipik keratinlesmis epitellerde oldugu
gibi, hiicrelerin keratin plaklarina doniismesi ile izlenen asir1 keratinizasyon burada
goriilmez. Ostrojen uyaristyla, vajina epiteli biiyiik 6lciide glikojen sentezleyip biriktirir.
Vajinal hiicrelerin dokilmesiyle bu glikojen vajina limeninde depolanir. Vajinadaki
bakteriler glikojeni doniistiirerek vajinanin genelde diisiik olan pH’sindan sorumlu laktik
asidi olusturur. Vajinadaki asidik ortam bazi patojen mikroorganizmalara karst koruyucu
bir etki saglar.

Vajina mukozasinin lamina propriyasi elastik liflerden ¢ok zengin olan gevsek bag

dokusundan olusur. Vajina mukozasinda duyusal sinir sonlanmalari neredeyse hig
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bulunmaz, bulunan birkag¢ ¢iplak sinir sonlanmasi ise muhtemelen agr1 duyusunu algilayan
sinir liflerine aittir.

Vajinanin kas tabakasi esas olarak longitudinal seyreden diiz kas lifi demetlerinden
olusmaktadir. Ozellikle en i¢ kistmda sirkiiler diiz kas lifi demetleri de bulunur.

Miuskuler tabakanin dis kisminda bulunan kalin elastik liflerden zengin siki bag
dokusu Ortlisi olan adventisya, vajinayr ¢evre dokularla birlestirir. Vajinanin oldukga
elastik olmasi vajina duvarindaki bag dokusu icinde elastik liflerin bol miktarda
bulunmasina baglidir. Bu bag dokusunda yaygin bir vendz pleksus, sinir demetleri ve sinir
hiicresi gruplari vardir (Ross, 2003;Kierszenbaum, 2006; Junqueira and Carneiro, 2009).
2.1.4. Di1s Genital Organlar

Labia major; Vulva, vaginal agikligin her iki yaninda da yag ve bag dokudan olusan
iki genis deri kivrimidir. Yag ve ter bezleri iceren labia majoriin dis kisminda killar vardir,
ic kisminda yoktur. Bu kivrimlar 6nde simfisis pubis tizerinde birleserek, eriskinde Uzeri
killarla kapl1 olan mons pubisi olusturur.

Labia minor; Yag dokusu ve kil folikiili bulunmayan; ancak g¢ok sayida kan
damari, elastik lifler ve dogrudan melanin pigmenti igeren epidermise agilan yag bezleri
icerir. Labia major ve labia minorda pigmentasyon puberte ile birlikte baslar.

Himen; i¢ ve dis genital organlarin smirim olusturur. Vajinanin alt boliimiinde bulunan
ince bir fibr6z membrandir. Di1s ylizeyi Keratinize ¢ok katli yassi epitel, i¢ ylzeyi ise
glikojen igeren nonkeratinize gok katli yassi epitel ile doselidir.

Mons pupisin altinda yerlesik klitoris, erkeklerdeki penisin esdegeridir. Klitoris,
korelmis durumdaki glans Klitoridis icinde sonlanan iki erektil cisimcik ile bir
prepisyumdan olusur ve ¢ok katli yassi epitel ile ortiludur (Ross, 2003;Kierszenbaum,
2006; Junqueira and Carneiro, 2009).

2.2. SCP 3 (Sinaptonemal Kompleks Protein 3)

Sinaptonemal kompleksler (SCs), mayotik profaz stiresince homolog kromozomlar
arasinda sekil alan yapilardir. Bu yapilarin kromozom eslesmesi ve rekombinasyon ile
iligkili oldugu bilinmektedir. SCs, enine filamentlerle (TFs) baglanmis lateral elementler
(LEs) gibi, her homolog boyunca bir tane bulunan, iki proteine benzer eksenden olusurlar.
(Heyting, 1996). Kemirgenlerde, lateral elementin (LES) iki bileseni ayirt edilmistir; SCP2
(synaptonemal complex protein 2 ) ve SCP3 (Dobson et al., 1994; Lammers et al., 1994).
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Merkezin ise iki bileseni vardir; SCP1 (Meuwissen et al., 1992; Dobson et al., 1994) ve
isimlendirilmemis 48 kDa luk bir protein (Smith and Benavente 1992).

Mayotik profazin baslarinda (leptoten) lateral element, kromozom boyunca olusur
ve biiylik olasilikla zigoten siiresince kardes kromatitler arasinda enine filamentler bunlara
baglanir ve merkez bunlarin arasinda olusur. Pakiten asamasinda, SCs {iglii yapilar
tarafindan biitiin uzunluklar1 boyunca homolog kromozomlarla baglanirlar (sinaps). Daha
sonra, diploten asamasinda SCs ler ayrilarak pargalara boltnurler ve homologlar arasinda
kiazma ortaya ¢ikar. SCs’in ayirt edilen biitlin bu bilesenleri, mayotik profazdaki
hiicrelerin ¢ekirdeginde, 6rnegin; fare ve insan (Heyting, 1988; Offenberg, 1991;Smith and
Benavente ,1992; Liu et al., 1996; Pousette, 1997) ve sican oositlerinde (Dietrich et al.,
1992) belirli bir sekilde olusur.

Gonadlardan testis ve ovaryum farklilasmasina paralel zamanlarda 13,5 giin
civarlarinda fare embriyolarinda germ hicrelerinden oosit ve prospermatogonya meydana
gelir. Bu zamana kadar, primordiyal germ hiicrelerinin davranist ve goriiniimleri oosit ve
prospermatogonya onciisii gibidir, disi ya da erkege ait olup olmadiklar1 ayirt edilemez.
Disi germ hiicreleri, yaklasik 13,5 giinde mayozun profaz sathasina girerler, primer oosit
olarak isimlendirilirler; bunlar leptotene gegerler ardindan pakiten, zigoten ve dogum
civarinda diploten basamaginda kalirlar.

Anti-SCP3 antikorlart ile antijenler, yaklagik 13,5 giinde hem erkek hem de disi
germ hucrelerinde floresan boyama ile gosterilmistir. Siganlarin leptoten basamagindaki
oositlerinde, SCP3 immiinpozitif materyallerin benzer sekilde bir araya gelerek boyandigi
gosterilmistir  (Dietrich et al., 1992), aynisi fare ve insan spermatositlerinde de
gosterilmistir (Schertan et al., 1996).

Sinaptonemal kompleksin lateral elementlerinin bilesenleri olan bu proteinler,
mayotik profazin erken basamaklarinda eksprese edilirler. Sonugta, proliferasyon
periyodunun sonundaki her iki cinsiyetteki mayoza girmeye hazirlanan primordiyal germ
hiicreleri, disi ve erkegin her ikisinde de SCP3 proteinini eksprese ederler.

Mayotik profaz I; sinaptonemal komplekslerin olusumu (SCs), ¢ift zincir kirtlmasi
(DSB), homologlarin rekombinasyonu ve DNA tamiri gibi bir¢ok benzersiz 6zellik ihtiva
eder. Bunlarin yanisira, SCS evrimsel olarak korunan mayoz 06zel yapilarindandir.
Homolog kromozomlarin sinapsisinde, kiazmata dagiliminda ve kromozom ayrilmalarinda

merkezi bir rol oynarlar.
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Bircok protein ve enzim, 6rnegin SCP1-3 (de Vries et al., 2005; Yang et al., 2006),
SPO11 (Baudat et al., 2000; Romanienko and Camerini-Otero, 2000), DMCL1 (Pittman et
al., 1998; Yoshida et al., 1998) mayoz i¢in ¢ok dnemlidirler ve bu mayotik genlerde ki bir
bozulma farelerde infertiliteye ya da fertilitede azalmaya neden olur (Hunt and Hassold,
2002).

Disi germ hiicrelerinin gelismesinin erken basamaklar1 siiresince ekpresyonu
azalan DMCL1 (Menke et al., 2003) ve SCP3 (Bullejos and Kopman, 2004) in vivo olarak
mayoza giriste ¢ok Onemlidir. Germ hiicrelerinin replikasyonu ile post natal yasamdaki
folliklil olusumu i¢in oositler iretilir ve mayozun baslamasi bazi genlerin ekspresyonunu
gerektirir. SCP3 ekspresyonu mayoz baslangi¢ belirteci olarak sik sik kullanilir ¢iinkii daha
onceki caligmalar SCP3 ve DMC1’ in germ hiicrelerinde mayozun pakiten ya da zigoten
basamaklar1 ile ekspresyonunun kisith oldugunu gostermistir (Yuan et al., 2000; Cohen
and Pollard, 2001). Bitiin bu basamaklar, oositte ilk mayotik duraksamanin gézlendigi geg
diplotenden o©ncedir, mayoz 0zel proteininin sinaptonemal kompleksin axial lateral
elementlerinin olusumuna ihtiyact vardir (Yuan et al., 2000). Vasa homolog ve bu mayotik

genler postnatal memeli ovaryumunda neo-oogenesiz i¢cin mikemmel belirteclerdir.

2.3.STELLA

Memelilerin gelisiminde, primordiyal germ hucreleri (PGH), Greme hcrelerinin
baslangi¢ populasyonunu temsil ederler. PGH’ ler gelisimin erken basamaklarinda ekstra-
embriyonik ektodermden gelen sinyallerin tetiklemesi ile ayrilirlar. Bu hiicreler,
kendilerini ¢evreleyen hiicrelerden benzersiz gen ekspresyonlari ile ayirt edilirler. Bunlar
tammlamak i¢in kullanilan yaygin genlerden bir tanesi de Stella’dir. Bu genler go¢ ve
farklilagsmay1 diizenler ve bu hiicrelerin pluripotensiyi siirdiiriip korumasini saglarlar.

Stella,150 amino asitlik gen kodundan olusan bir proteindir. Germ hattina ek
olarak, pre-implantasyon asamasindaki embriyolarin hem sitoplazmasinda hem de
¢ekirdeginde tespit edilmisitir (Saitou et al., 2002). Protein, ¢ekirdek ve sitoplazma arasina
transfer saglayan bir niikleer tasima sinyaline sahiptir. N- terminali, SAP (SAF-A
/ B benzer etki alam1 (domain), Acinus ve PIA) motifi, DNA-baglayici etkisi kromozomal
organizasyon icinde yer alan moduler domain icerir (Aravind et al., 2000). C- terminali,
Stellanin RNA metabolizmasinda rol aldigi diisiiniilen motif benzeri splicing faktoruni
icerir. Buna ek olarak, Stella proteini, hem son derece basittir hem de RNA ve DNA’ya

baglanmay1 saglar (Aravind et al., 2000).
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Biitin bunlarin 1s18inda  Stella proteinin - RNA  strecindeki kromozomal
organizasyonda yer aldigi ve benzer diger SAP-domaini (etki alani) igeren proteinlerde
oldugu gibi RNA siirecindeki kromatin baglanmasi tarafindan kromozomal organizasyonda
rol aldigina inaniliyor (Nayler et al.,1998; Aravind et al., 2000; Saitou et al., 2002).
Stellanin sitoplazmada herhangi bir fonksiyonu olmadigi disiiniiliiyor fakat burada
depolanmasi inaktif kalmasini sagliyor (Saitou et al., 2002).

Stella maternal bir faktor olarak gecer ve bu yiizden zigot ve oositlerde tespit edilir.
Morula basamaginin erken evresinde maternal olarak kalitilan Stella ekspresyonu
embriyonik ekspresyonun baslamasi ile degisir ve bozulur (Payer et al., 2003). Stella
ekspresyonu blastosist asamasina kadar devam eder. sonrasinda tekrar gozlenmez (Sato et
al., 2002; Saitou et al., 2002). PGH’nin embriyonik 8,5 (E8,5) ginde rektuma dogru
gociinde, diside E13,5 giinde ve erkekte E15,5 giinde germ hiicre soyunda ekspresyonu
aynen kalir (Sato et al., 2002). Ekspresyonu yenidogan ovaryumundaki immatur oositlerde
matur oosit oluncaya dek devam eder ancak Stella ekspresyonu eriskin testislerde tespit
edilemez.

Stella, gelisimin erken donemlerinde germ hiicre igin Ozel bir belirte¢ gibi

goriinmesine ragmen PGH’ nin ortaya ¢ikmasi durumuna dogrudan dahil degildir (Payer et

al., 2003; Bortvin et al., 2004).

2.4. GDF 9 (Growth Differentiation Factor 9)

Son yillarda tizerinde en ¢ok calisilan biiyiime faktorlerinden biride GDF 9’ dur.
GDF 9, TGF-B (transforming growth factor superfamily) Gyesidir. Bircok TGF-§ lyesi,
ovaryumdaki follikiiler gelisimi ekstraseliler sinyal yollari ile diizenlerler. GDF 9 ve onun
homologu Bone Morphogenetic Protein 15 (BMP15 ya da GDF-9B) TGF-B ailesinin iki
tiyesidir ve oosit tarafindan salgilanip, primordiyal follikilleri giiclendirip (Martins et al.,
2008; Peng et al., 2010), granuloza hucrelerinin proliferasyonu saglarlar (Gilchrist et al.,
2006), farklilagsmada ve steroidlerin sentezinde rol oynarlar (Su et al. 2008; Orisaka et al.,
2009). Baz1 galismalar, GDF 9 ve BMP-15’in her ikisininde komsu graniiloza hiicreleri
araciligiyla folikiil gelisimini diizenlediklerini gostermistir (Gilchrist et al., 2006; Edwards
et al., 2008).

Gerek farelerde gerekse insanlarda yapilan c¢alismalarda, GDF 9, ovaryen
folikiilogenez icin ihtiyac duyulan énemli faktorlerdendir (Dong et al., 1996; . Pellicer et

al., 2000). Yapilan bazi calismalarin sonuglarina gore, GDF 9 yetmezliginin oldugu
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durumlarda tek tabakali primer folikiiller asamadan sonraki ileri folikiiler gelisim
asamasinda belirgin bir blogun oldugu ve buna bagli olarak infertiliteye neden oldugu
saptanmistir. Bu nedenle; GDF 9 in vivo somatik hiicre fonksiyonlari igin ihtiyag duyulan
ilk oosit kaynakli faktor olarak gosterilmektedir (Dong et al., 1996). Primordial
folikiillerden matir folikiiliiniin gelisimi hipofizer gonodotropinler ve overyen faktorlerle
kontrol edilmektedir. Ovaryen basarisizliktan dolay1 olan infertiliteye, ovaryen fonksiyon
kusurlar1 veya gonodotropin salinnmindaki fonksiyon bozukluklarma neden olmaktadir.
Giliniimiizde insan ya da genetik olarak manipiile edilmis hayvanlar kullanilarak ovaryen
basarisizliktan ya da yetmezligin sebepleri arastirilmis ve bu durumdan, gonadlarda
salgilanan ovaryen fonksiyon i¢in esansiyel olan ve aralarinda GDF 9’un da oldugu
spesifik genlere ait defektler sorumlu tutulmustur (Pellicer et al., 2000; Elvin et al., 1998;
Luoh et al., 1997).

Zinn ve arkadaslarmin yaptig1 bir ¢alismada, ilgin¢ olarak, ovaryen bozukluklarin
goriildiigli Turner Sendromlu hastalarin oositlerinde GDF-9B/BMP-15 transkriptlerin
eksprese oldugu ve bunlarin Turner Sendrom fenotipinde ovaryen bozukluklara yol
acabilecegi gosterilmistir (Zinn et al., 1998).

Polikistik over sendromu (PCOS) ya da polikistik over (PCO) gibi bazi ovaryum
hastaliklarinda oositlerde GDF 9 azalmistir (Teixeira Filho et al., 2002).

GDF 9 uygulanmis immatiir siganlarda primer ve kiiciik preantral folikillerin daha
fazla oldugu fakat primordiyal folikiillerin azaldig1 gézlenmistir. Bu azalmanin, GDF 9’un
primordiyal folikiilleri matiirasyon ig¢in aktiflestirmesi sonucu gelistigi diistiniilmistiir.
GDF 9, folikiil gelisiminin diger basamaklarim etkilemez. Bunun tersine, FSH preantral
folikiil sayilarini artirirken primer ve primordiyal folikiillerin sayisini etkilemez. Bu da,
FSH’1n temel etkisinin daha olgun folikiiller tizerine oldugunu diisiindiiriir. Bunun sonucu
olarak, folikiil gelisiminin erken evrede oosit kaynakli uyarilarin, sonraki evrede ise
gonadotropinlerin baskin oldugu iki farkli asamada gerceklestigi diisiiniilir (Kumar et al.,

1997; Yan et al.,2001).

2.5. Zona Pellusida Glikoproteini 3 (ZP3)

Tiim memelilerin yumurtalar1 zona pellusida denilen ince ekstraselliiler bir ortlyle
sarilmistir. Zp; implantasyon oncesi gelisim, fertilizasyon ve oogenez siiresince onemli bir
rol oynar. Memeli oositlerini, déllenmis o0siti ve gelisimin erken blastosist evresine

kadarki embriyoyu zona pellusida sarar (Wassarman, 1988). Fare zona pellusidasi yalnizca
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gelisen oositlerden sentezlenen 3 farkli fibriler glikoprotein igerir ve bu uzun fibriller bir
araya gelerek bir matriks olusturur (Jefrey et al., 1980).

Zp; dollenmis oosite spermin baglanmasini diizenler ve akrozom reaksiyonunu
indiikler. Zona pellusida ddllenmis yumurtaya baska bir spermin baglanmasin1 da onler
(Wassarman, 2005; Bogner et al., 2004). Zona pellusida, implantasyon oncesi gelisim
stiresince etkindir ve implantasyon dncesi embriyonun biitinliigiini saglar (Rankin et al.,
2000).

Zona matriksi ilk olarak oosit ve etrafindaki graniiloza hiicreleri arasindaki
boslukta bigimsiz materyalin birikmesi seklide ortaya c¢ikar. Hemen ardindan bu materyal
uzun filamentler seklinde birleserek yiiksek derecede gecirgen bir form haline gelir ve
tamamen biiylimiis fare oositinde kalinlig1 7um’ye kadar ytikselir (Philips and Shalgi,
1980). Zona pellusida esnektir, antikor, enzim ve kuguk virlslere gecirgendir. Birbirine
bagli uzun fibrillerden olugsmustur, indirgenmis ajanlar, sicaklik, asit veya bazlar tarafindan
¢Ozunebilir. Zona pellusida glikoproteinlerinin non-kovalent etkilesimiyle fibriller bir
arada tutulurlar (Dunbar et al., 1994; Gren, 1997).

Fare zona pellusidast ZP1, ZP2 ve ZP3 olmak iizere 3 glikoprotein igerir. Insan
zona pellusidasi ise ZP1, ZP2, ZP3 ve ZP4 olarak adlandirilan 4 glikoproteinden olusur.
Fare ve insan zona pellusida glikoproteinlerinin polipeptidleri, farkli kromozomlar
uzerinde bulunan tek-kopya genleri tarafindan kodlanir. ZP2 ve ZP3 glikoproteinlerinin
benzerligi farkli tiir memelilerde iyi korunurken (~%65-98) ZP1 glikoproteinleri daha az
korunur (~%40) ( Wassarman et al., 2004; Epifano et al., 1995). Bu (¢ glikoprotein
oogenezis suresince koordineli olarak sentezlenirler. Fare zona pellusida genlerinin

ekspresyonu benzersiz olarak oogenezis sirasinda gergeklesir ve hiicre boliinmesi olmadan
gelisimleri diizenlenir. Buyuyen oosit, ovule olan yumurta ve bolinen embriyonun

cevresindeki ekstraselliler matriks bigiminde salgilanirlar (Yanagimachi, 1981). Zona
pellusidanin bilinen biyolojik fonksiyonu 6zel proteinlerine gore yorumlanir. Zona
pellusidanin en biiyiik bileseni zona kitlesinin %25 ini olusturan Zp2’ dir. Fertilizasyonun
ardindan Zp2 kimyasal olarak degisime ugrar ve fertilizasyondan sonraki polispermiyi
engellemek icin 6nemli rol oynar. Zona kitlesinin %25 ini olusturan Zp3; sperm reseptor
aktivitesi gosterir ve sperm yumurta etkilesiminde aracilik yapar (Florman et al., 1985).
En az miktarda (%10) bulunan Zpl proteini; Zp2 ve Zp3 ile ¢apraz bag kurarlar (Greve et
al., 1985). Aym zamanda Zpl; buyiuyen embriyonun 6. giinde uterus duvarina implante

olmadan 6nce yumurta kanalindan gecerken korunmasi igin gerekli dengeyi saglar.
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Sekil 2.10: Zona pellusida glikoprotein yapisi ( home.anadolu.edu.tr/~hzeytino/Mol. Gel.
Bio.2.pdf)

Zona pellusida kalinhig1 gevreledigi oositin ¢apiyla dogru orantilidir. Insan ve
fare zona pellusida glikoproteinleri tam gelisen ve gelismeye devam eden oositler
tarafindan es zamanl olarak sentezlenir. Fare oosit gelisimi siiresince protein sentezi
yaklagsik 40 kat artar ve zona pellusida glikoprotein sentezi bu proteinlerin toplaminin
yaklasik %5°1 kadarini olusturur (Litscher et al., 1999).

Zona pellusida glikoproteinleri fertilizasyon siirecine birka¢ adimda katilir.
Farelerin akrozom reaksiyonunda ZP3, sperm ekzositozunu indikleyici olarak ve sperm
icin reseptor olarak gorev yapar (Lin et al., 2007; Salzman et al., 1983). Farelerdeki
bulgulara gore, ZP3’e akrozomu saglam olan sperm baglanir ve akrozom reaksiyonu
tamamlanir. Daha sonra sperm ZP2’ye baglanir, zona pellusida delinir ve oosit plazma
membrani erir. Sperm ve oositin flizyonu zona pellusida glikoproteinlerinin degismesine
neden olur ve serbest ylizen sperm zona pellusidaya baglanamaz ve sperm zona pellusiday1
eritemez (Rankin et al., 1999; Gook et al., 2008).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma icin Kocaeli Universitesi Hayvan Arastirmalar1 Etik Kurulu’ndan onay

almmustir ( 23.11.2010 ve 10/2-2010 say1).

3.1. Deney Hayvanlari

Calismamizda, daha oOnce ciftlesmemis ve hicbir deneye alinmamis, 18-269g
agirhiginda 8-12 haftalik Balb/C 1k fareler kullanildi. En az iki diizenli 5 gilinliikk 6strus
siklusu gecgiren toplam 25 adet disi fare ve 5 adet erkek fare kullanildi.
Arastirmada kullanilacak disi farelerden her giin vajinal smear alinarak Ostrus siklus takibi

asagidaki gibi yapildi.

3.2. Ostrus Takibi

Farelerde Ostrus siklusu postnatal 28-42. giinlerde vajinal acgikligin gézlenmesiyle,
vajinal smear yontemi kullanilarak takip edilebilir. Yaklasik 4-5 giin surer.

Fare ve siganlarda, insanlardakine benzer olarak, Ostrus siklusu ¢esitli hormonlar ile
kontrol edilir. Ostrus siklusu; prodstrus (P), ostrus (O), metostrus (M) ve didstrus (D)
olmak tizere baslica 4 fazdan olusur. Proostrus fazi 12 saat, Ostrus fazi 12-24 saat,
metOstrus fazi 6-8 saat, didstrus fazi ise 52-60 saat siirer. Yaklasik iki giin siiren didstrus
faz1 boyunca smearda farkli hiicreler gozlendiginden, diostrus 1 (D1) ve didstrus 2 (D2)
olmak {iizere iki alt faza ayrilir. Siklusun diizenliligi, aydinlik-karanlik siklusunun kontrolii
altindadir.

Ostrus siklusu boyunca cinsiyet hormonlarinin dongiisel degisimleri vajinal epitelin
histolojik goriiniimiinde belirgin degisiklikler meydana getirir. Prolaktin, LH ve FSH
prodstrus fazinin aksam saatlerinde yiikselmeye baslar. Ostradiol seviyesi metostrusta
artmaya baglar, prodstrus fazinda pik yapar ve Ostrus fazinda tekrar bazal seviyeye ulasir.
Progesteron sekresyonu metdstrus ve didstrus fazlari siiresince ytiksektir, didstrusun
ardindan azalir. Progesteron degeri ikinci pik seviyesine prodstrus fazinin sonunda ulagir.
Bu hormonal etki ile prodstrus ve dstrus fazinda ovaryumda folikiil gelisimi, 6strus fazinin
ortalarinda ovulasyon, metostrus fazinda korpus luteum olusumu gergeklesir. Didstrus fazi
ise dinlenme fazidir.

Ilk defa 1917°de Stockard ve Papanicolou tarafindan, guinea pig’lerde baslayan

Ostrus siklusu calismalarindan bugiine kadar, farkli memeli tiirlerinde Ostrus asamalarini
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belirlemek icin kabul edilen yontem ‘vajinal smear’dir. Bu yontem, vajinal duvardan
stirlintli alinmasi ya da vajinal yikama sonucu elde edilen preparatlar lizerinde, her bir faz
ile ilintili hicre tiplerinin (epitelyal hiicre, kornifiye hiicre, I6kositler) histolojik olarak
taninmast esasina dayanir. Bu yOntem canli hayatta iken, tekrarlayan sikluslara ait
gbzlemler igin gilivenilir bir kayit saglar. Ayrica, hayvanlarda ovulasyon zamani, kizginlik
donemi (davranigsal strus) ve gebeligin tespiti i¢in de kullanilan pratik bir yontemdir.

Prodstrusta, epitel {li¢ tabakadan olusur. Dis tabaka, az ya da ¢ok mukus igeren,
piknotik nukleuslu hiicrelerden olusur. Bunun altinda yer alan stratum graniilozum, Ostrus
fazinin baslamasiyla birlikte stratum korneuma déniisiir. Ugiincii tabaka stratum
germinativum’dur. Yaklasik yedi hiicre tabakasi kalinligindadir. Prodstrus siiresince ve
erken Ostrusta dis tabaka liimene dokiiliir ve karakteristik nukleuslu hiicre smear1 verir.
[leri prodstrus ve devaminda &strus hiicreleri kornifiye tabakadan ayrilirlar.

Met0Ostrusun baslamasi tiim tabakanin dokiilmesi ile karakterizedir. Vajinal smearde
de kornifiye hiicre miktar: artar.

Di6strus-1’de niikleuslu hiicre miktar1 artar. Bu, dokiilme isleminin sonlandigini
gosterir. Stratum germinativumun birka¢ siiperfasyal tabakasinda ise siddetli lokosit
infiltrasyonu olur ve smearde de oldukg¢a fazla 16kosit goriiliir. Siiperfasyal tabakanin
dizilimi sonucunda didstrustaki vajina epiteli sadece bir hiicre tabakasi igerir.

Didstrus-2’de stratum germinativumda aktif biiyiime baglar ve prodstrus ile birlikte
stratum graniilozum ylizeyin altinda pek c¢ok hiicre tabakasi icerir ve bdylece siklus
tamamlanir.

Calismamizda; vajinal smear 6rnegi almak icin vajina etrafi alkolli pamuk ile
temizlendi ve alkolsiiz pamuklu ¢ubuk ile vajinal smear alindiktan sonra lam Uzerine
yayma yapilip preparatlar metilen mavisi ile boyandiktan sonra incelendi. Farelerde vajinal
smearde gelisim donemine gore uygun olan disi fareler erkek fareler ile ciftlestirilmek

iizere kafeslere yerlestirildi.

3.3. Deney Gruplan

Calismamizda seksuel olarak matlir 8-12 haftalik 25 adet disi fare ve 5 adet erkek
fare kullanilarak diizenli Ostrus siklusuna sahip olan disi farelerin, erkek fareler ile
ciftlesmesi saglandi. Elde edilen yavru farelerden disi olanlar 3 ayr1 calisma grubu igin

ayrild.
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3.3.1. 1.Grup: 10 Gunlik Grup (n=9)

Seksiiel olarak matiir, en az 2 diizenli 5 giinliik 6strus siklusuna sahip 8 haftalik iki
adet disi fare ile 12 haftalik bir adet erkek fare ciftlesmeleri i¢in bir gece aym kafeste
birakildi. Ertesi sabah erkek fare, disi farelerin yanindan ayrildi. Disi farelerden smear
almarak lamlara yayma yapildi ve metilen mavisi ile boyanarak lamda spermatozoa
gozlenmeye calisildi. Spermatozoa gozlenmesi durumunda gozlenen giin hamileligin 0.
giinii olarak kabul edildi. Yaklagsik 21 giinliik hamileligin ardindan dogan disi fareler 10
giinliik olana kadar biiyiitiildii. Biiyliyen disi fareler 10 giin sonunda sakrifiye edilerek
ovaryumlardan bir tanesi immiinohistokimyasal ¢aligmalar i¢in digeri ise Western blot ya
da RT-PCR (Revers-Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu) tekniklerinden bir

tanesini uygulamak amaci ile tiiplere konulup siv1 azot igerisine aktarilarak saklandi.

3.3.2. 2.grup: 1 ayhk grup (n= 8)

Seksiiel olarak matiir, en az 2 diizenli 5 giinliik 6strus siklusuna sahip 8 haftalik iki
adet disi fare ile 12 haftalik bir adet erkek fare giftlesmeleri igin bir gece aymi kafeste
birakildi. Ertesi sabah erkek fare, disi farelerin yanindan ayrildi. Disi farelerden smear
almarak lamlara yayma yapildi ve metilen mavisi ile boyanarak lamda spermatozoa
gozlenmeye calisildi. Spermatozoa gozlenmesi durumunda gozlenen giin hamileligin 0.
giinii olarak kabul edildi. Yaklasik 21 giinliik hamileligin ardindan dogan disi fareler 1
aylik olana kadar biyiitildi. Biliyiiyen disi fareler 1 ay sonunda sakrifiye edilerek
ovaryumlarindan bir tanesi immiinohistokimyasal ¢alismalar i¢in digeri ise Western blot ya
da RT- PCR tekniklerinden bir tanesini uygulamak amaci ile tiiplere konulup sivi azot

icerisine aktarilarak saklandi.

3.3.3.3.grup: 2 ayhk grup (n= 8)

Seksuel olarak matiir, en az 2 diizenli 5 giinliik 6strus siklusuna sahip 8 haftalik iki
adet disi fare ile 12 haftalik bir adet erkek fare ciftlesmeleri i¢in bir gece aym kafeste
birakildi. Ertesi sabah erkek fare, disi farelerin yanindan ayrildi. Disi farelerden smear
almarak lamlara yayma yapildi ve metilen mavisi ile boyanarak lamda spermatozoa
gbozlenmeye calisildi. Spermatozoa gozlenmesi durumunda gozlenen giin hamileligin 0.
giinii olarak kabul edildi. Yaklasik 21 giinliik hamileligin ardindan dogan disi fareler 2
aylik olana kadar biiyiitiildii. Biiyiiyen disi fareler 2 ay sonunda sakrifiye edilerek

ovaryumlarindan bir tanesi immiinohistokimyasal ¢aligsmalar i¢in digeri ise Western blot ya
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da RT-PCR tekniklerinden bir tanesini uygulamak amaci ile tiiplere konulup sivi azot

igerisine aktarilarak saklandi.

3.4. Doku Takibi
e Fiksasyon (12-24 saat)
e Akarsuda yikama (4-12 saat)
e %70 Etil Alkol (1 gece bekletme)
e %80 Etil Alkol (2 saat)
e %90 Etil Alkol (2 saat)
e %100 Etil Alkol (2 saat)
e Kiilol calkalama ( 1-2 dakika)
e Kailol (1/2 saat)
e Kailol (1/2 saat)
e Ksilol+Parafin (60-65 °C etiivde 1 /2 saat)
e Parafin ( 1 gece bekletme)

e Parafin gdmme

3.5. Immiinohistokimya

e Her bir doku blogundan mikrotom ile aliman Sum’lik seri kesitlerin ksilolde 2x10
dakika deparafinizasyonu saglandi.

e Rehidrasyon amagli %100, %90, %80 ve %70 lik alkollerde 10’ar dakika bekletildi.

e Absolu methanol igindeki %3 lik H,O; icerisinde 10 dakika bekletildi.

e Preparatlar akan soguk suda 10 dakika yikandi ve PBS (phosphate buffered saline)
icerisinde 10 dakika bekletildi.

e Daha sonra preparatlara pappenle (invitrogen) havuz olusturuldu ve iizerlerine
preblocking buffer eklenerek 30 dakika bekletildi.

e Kurutma kagidi yardimiyla uzaklastirilan preblocking bufferin ardindan blocking
buffer (Invitrogen; Histostain Plus Ref/ Cat No: 85-9043, Reagent-A- non immun
buffer) eklenerek 15 dakika bekletildi.

e Miktar liretici tavsiyesine gore belirlenen %1 BSA’l1 (Bovine Serum Albumine)
buffer one ile dilue edilmis birinci antikordan Stella (M-150) (sc-67249), ZP3 (C-
20) (sc-23717), GDF9 (C-20) (sc-7407) ve SCP3 (K-13) (sc-33875) eklenerek oda
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sicakliginda, nemli ortamda 12-24 saat kadar inkiibe edildi. Antikorlarin hepsi
Santa Cruz, USA firmasindan temin edildi.

e Sire sonunda PBS ile 2x10 dakika bekletildi.

e Sonrasinda {reticinin tavsiyesine uygun olarak PBS ile dilue edilen ikinci
antikorlardan donkey anti-goat IgG-HRP (sc-2020) veya goat- anti rabbit IgG-HRP
(sc-2004) eklenerek 30 dakika bekletildi.

e Ardindan PBS ile 2x10 dakika ve

e Reagent C (Streptavidin- Peroksidaz), (Invitrogen Histostain Plus Ref/ Cat No: 85-
9043) ile 15 dakika muamele edildi.

o Tekrar PBS de 3x5 dakika bekletildi.

e Ardindan DAB soliisyonu (Zymed® DAB PLUS Substrate Kit, Ref/ Cat No: 00-
2020) 3-5 dakika kadar uygulandi.

e Sonrasinda distile suda 2x5 dakika kadar yikandi

e %70, %80, %90 ve %100’ luk alkollerde 5’er dakika bekletildi.

e Ksilolde 2x5 dakika kadar beklemesi saglanarak entellan ile kapatma islemi

gerceklestirildi.

3.6. Revers — Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)
3.6.1. RNA izolasyonu

Dokudan RNA izolasyonu RNeasy Mini Kit (Qiagen, Germany) kiti kullanilarak
iireticinin tavsiyesine uygun olarak yapildi. Orneklerin bulundugu tiiplere 600 pl RLT
(Lokosit liziz)  tamponu eklenerek Glas-Col marka homojenizatérde pargalanmasi
saglandi. Karisim 3 dakika 14000 rpm’de santriflj edildi. RNeasy spin kolonun uzerine
600 pl ornek ve 600 pl %70 etanol eklenerek 10000 rpm’de 30 saniye santriftij edilip
siipernatant atildi. Kolona baglanan ornekler DNasel ile muamele edildi. Daha sonra
karigtmin iizerine 350 pul RWI1(yikama) tamponu eklendi ve 10000 rpm’de 30 saniye
santrifiij edildi. Uzerine 80 ul DNase I eklenerek 15 dakika oda 1sisinda bekletildi
Stipernatant atilarak kariggm 500 pl RPE ( yikama) tamponu ile 1 kere 10000 rpm’de 30
saniye, 2. kere 500 pl RPE eklenerek 10000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. RNeasy
kolonu, siipernatanin kolona temas etmemesi saglanarak tiipten dikkatlice ayrildi ve kolon
1 dakika da yiiksek hizda gevrildikten sonra temiz toplama tiipiine alindi ve RNA 30 pl
RNase icermeyen su ile kolondan indirildi.
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3.6.2. cDNA Sentezi
izole edilen RN A’dan cDNA sentezi ticari olarak satilan RevertAid™ First Strand
cDNA Synthesis Kit (Fermentas, EU) kiti kullanilarak yapildi. Reaksiyon tiipi buz

iizerinde tutularak asagidaki reaksiyon kuruldu.

Cizelge 3.1: cDNA reaksiyon tiipii icerigi

dH,O Sul
5X Reaction Buffer 4 ul
dNTP Karisimi 10 mM 2 ul
Random Hexamer Primer 100 pM (0.2 pg/ul) 1l
Oligo (dT).g Primer 100 uM (0.5 pg/ul) 1ul
RNA Sul

Kurulan reaksiyon 90°C’de 1 dakika bekletildi ve buz iizerine alind. Igerisine;

RiboLock™ RNase Inhibitor (20 u/pl) 1l

RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase (200 u/ul) 1ul

eklenerek reaksiyon tlipi 42°C’de 3 saat bekletildi.

3.6.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Kurulusu

cDNA sentezi sonrasi tasarlanan primerler kullanilarak hedeflenen gen Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltildi. PCR reaksiyonu i¢in TC-3000 Personel Thermal
Cycler (Techne, ABD) cihazi kullanildi.

Tasarlanan primerler iireticinin 100 uM deger tarifine gore steril su eklenerek
sulandirildi. Reverse ve forward primerlerin her birinden 10 pl alarak 90 pl distile suyun

bulundugu tiiplere eklenerek primerler dilue edildi.
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Her bir PCR reaksiyonu igin;

Cizelge 3.2: PCR reaksiyonu igerigi

Long Tag DNA polimeraz reaksiyon tamponu 2.5 ul
dNTP karisimi 10 mM 1.5l
MgCl, 15 pl
Sentezlenen cDNA 2.0 ul
dH,0 16.25 pl
Forward primer 0.5 ul
Reverse primer 0.5 ul
Long Tag DNA polimeraz 0.25 ul

karisimu kullanildi.

3.6.4. Primerler ve islem

GDF 9 Reverse Primer : GGCAGAGTTGTTCAGAGTGTATAGCAAG
GDF 9 Forward Primer : TGGAGCCAGTGAAAATGTGGAGTC

ZP 3 Reverse Prime  : TCGTCATCTGCACCCTGCTGC

ZP 3 Forward Primer : CAGTGGGGTCCTCATCACCTGTG

SCP 3 Reverse Primer  : CAAACTCTTTATGAACTGCTCGTGTATCTG
SCP 3 Forward Primer : GAGCCGCTGAGCAAACATCTAAAG
STELLA Reverse Primer : TGGCTCACTGTCCCGTTCAAACTC

STELLA Forward Primer : GACCCAATGAAGGACCCTGAAACTC

PCR, 35 amplifikasyon dongiisii olacak sekilde ayarlandi.

94 °C’de 5 dakika

30 saniye 94 °C’de denatlirasyon

30 saniye 57 °C’de yapisma 35 dongii
45 saniye 72 °C’de uzama

72 °C’de 5 dakika

Olusan PCR iiriinii agaroz jelde goriintiilendi.
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3.6.5. Agaroz Jel Elektroforezi

40 ml TAE (Tris Asetik Asit EDTA) igerisine 0,4 g toz agaroz eklenip mikrodalga firin
icerisinde partikiil kalmayana degin kaynatildi. Partikiil kalmadigindan emin olunduktan
sonra oda sicakliginda bir siire sogumaya birakildi. Ardindan tizerine 2,5 pl EtBr (Etidyum
Bromiir) eklendi karisim tanka dokiildii ve polimerlesmesi beklendi. Polimerlesme
saglandiktan sonra tanktaki jelin iizerine bir miktar TAE tamponundan eklendi.

Bir petri kabina ornek sayisi kadar boya damlacigi damlatildi her bir damlacigin
uzerine 5ul kadar ornekten ilave edilerek karigsmasi saglandi. Esit miktarda hazirlanan
ornekler kuyucuklara yiiklendi. Sistem kapatildi ve oérnekler 120V’da 40 dakika yiiriitiildii.
GeneLine Image SCI Image Analaysis System cihazi ile goriintiilendi. Olusan DNA

bantlar1 molekiiler agirlik belirtecinin bantlari ile karsilastirilarak degerlendirildi.

3.7. Western Blot
3.7.1. Protein izolasyonu

Doku 6rneklerinin bulundugu tiipler islem sirasinda buz iizerinde tutuldu. Ornekler
bulunduklar1 tiipten c¢ikartilarak falkon tiiplere aktarildi ve soguk PBS ile hafifce
calkalandi. Falkon tiipten penset yardimiyla ¢ikartilan doku ornekleri cam tiip igerisine
alind1 ve igerisinde kalan fazla PBS mikropipet yardimi ile uzaklastirildi. Daha sonra cam
tiipte bulunan doku 6rneklerinin bitylikligiine uygun olarak iistlerine 250ul TPER (Tissue
Protein Extraction Reagent ), 2,5ul proteaz inhibitord, 2,5ul EDTA (Etilen diamin tetra
asetik asit) eklendi.

Homojenizatoriin probu %70 etil alkol ile iyice temizlendi. Orneklerin, icerisinde
buz parcalarinin oldugu bir beherin i¢inde tutulmasi saglandi. Homojenizatériin probu
beher igerisindeki doku 6rneklerinin bulundugu cam tiipe yerlestirildi ve homojenizatoriin
forward, reverse basamaklar1 3’er kez kullanilarak dokunun pargalanmasi saglandi. Cam
tiip igerisindeki ornek yeni bir tiipe aktarildi ve 20000 rpm’de 20 dakika santriflj edildi.
Santrifiij sonrasinda st yiizeyde olusan yag tabakasi mikropipet yardimi ile

uzaklastirilarak dokudan protein elde edilmesi islemi gergeklestirildi.
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3.7.2. SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Sulfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi) Protokoli
AvirmalJeli (% 12)

Ayirma jeli (% 12) hazirlamak i¢in asagidaki karisim hazirlands;

Saf su 1,75 ml
1.5M Tris.Cl pH 8.8 1,25 ml
% 30 Akrilamid/bisakrilamid 2 ml

% 10 SDS (Sodyum dodesil siilfat) :50 pl
% 10 APS (Amonyum persiilfat) :25 pl
TEMED 22,5 ul

Yikleme Jeli (% 4)

Yiikleme jeli (% 4) hazirlamak i¢in asagidaki karisim hazirlands;

Saf su :1,50 ml
0.5MTris.Cl pH 6.8 :625 ul
% 30 Akrilamid/bisakrilamid 325 ul
% 10 SDS 25 ul
% 10 APS 12,5 ul
TEMED 2,5 ul

iki ucu acik dikdortgen cam plakalar arasina 6nce ayirma jeli iistten 5 cm bosluk
kalacak sekilde dokiildii. Ust yiizeyine 2 mm yiikseklige kadar izopropanol pipet ile
eklendi. Jel polimerize olduktan sonra izopropanol saf su ile uzaklastirildi. Kurutma kagidi
ile cam plakalar aras1 temizlendi ve ayirma jeli eklenerek yiikleme taragi yerlestirildi.
Polimerize olan jel tanka yerlestirildi. Yiiklenmek istenen protein c¢ozeltilerinin
hacimlerine gore x6 ylkleme tamponu x1 olacak sekilde eklendi. Protein c¢ozeltileri
95°C’de 3 dakika kaynatilarak buz lizerine alind1 ve kisa bir santrifiijden sonra mikropipet
yardimiyla her bir deney grubu icin esit miktarlarda yilikleme gozlerine yiiklenerek

180V da 45 dakika yurdtuldd.

Sekil 3.1: Dikey jel elektroforez sistemleri (www.istanbul.edu.tr/fen/notlar/
1269611236.ppt)
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Protein ornekleri SDS-PAGE ile molekiiler agirliklarina gore ayrildiktan sonra jel
nitroseliiloz membrana transfer edilerek hedef protein igin analiz edildi. Western Blot igin
yar1 kuru transferi saglayan Trans-blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad, ABD) cihazi
kullanildi. SDS-PAGE jeli cam plakalar arasindan transfer tamponunun igine alinarak 10
dakika bekletildi. Siire sonunda sirasiyla 3 whatman kagidi, 7cm’lik jel, membran ve tekrar
3 whatman kagidi seklinde siralandiktan sonra sabit 15V elektrik akimiyla 20 dakikada
negatif yukll proteinlerin katottan (-) anoda (+) geg¢isi saglandi.

Transfer sonunda membran Uzerindeki proteinler Ponceau S ile geri doniisimlii
olarak boyanarak transfer verimi ve esit miktarda ornek yiiklemesi yapildigi kontrol edildi.
Saf su ile Ponceau S boyasi uzaklastirildiktan sonra membran %5 bloklama tamponu ile
oda 1sisinda 1 saat ¢alkalanarak bloklandi. Siire sonunda membran 3 kere TBST (Tris-
Buffered Saline Tween 20) soliisyonu ile sirasiyla 15- 5-5 dakika ¢alkalanarak yikandi.
Membran lreticinin tavsiye ettigi oranda TBST i¢inde diliie edilen birinci antikorlardan;
Stella (M-150) (sc-67249), ZP3(C-20) (sc-23717), GDF9(C-20) (sc-7407) ve SCP3(K-13)
(sc-33875) ile 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Siire sonunda membran 3 kere TBST
soliisyonu ile sirastyla 15- 5-5 dakika calkalanarak yikandi. ikinci antikorlardan; donkey-
anti goat 1gG-HRP:sc-2020 ve goat-anti rabbit 1gG-HRP:sc-2004 belli oranda TBST icinde
diltie edilerek eklendi ve 37°C’de 1 saat inklbe edildi. Tekrar tic kere TBST sollisyonu ile
yikandi ve goriintiileme yapmak i¢in hazirlandi.

Goriintiillemede ticari olarak satilmakta olan ECL Western Blotting detection
reagents kiti kullanilarak yapildi. Kemiliiminesans sinyal {iretimini saglayan reaksiyon ile
membran lizerindeki proteinler belirlendi. Bunun igin esit miktarda alinan Immun-Star
HRP Peroxide tamponu ve Immun-Star HRP Luminol/Enhancer (Bio-Rad,ABD)
karistirilarak membran {izerine yayildi. 1 dakikalik bir bekleme sonrasinda fazla sivi bir
pecete ile emildi ve membran plastik strech film ile sarilarak Hypercassette
(Amersham,Biosciences) igerisine yerlestirildi. Karanlik odada membran iizerine olusan
15181 algilayabilecek bir X-ray filmi yerlestirildi ve sinyalin film {izerine yansimasi i¢in bir
stire bekletildi. Daha sonra olusan sinyal, film 3 dakika developer ¢ozeltisinde, 30 saniye
saf suda ve 1 dakika fikser ¢ozeltisinde yikandiktan sonra hedef protein film iizerinde

gorundr hale geldi.
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3.8. Caliymada Kullanmilan Kimyasallar

3.8.1. immiinohistokimya, Ostrus ve Doku Takibi i¢in Kullamlan Kimyasallar

PB (Phosphate Buffered): 1 It saf suya; 7,66 g dibazik (Na,HPQO,), 2,4 g monobazik
(NaH;POy,) eklenerek ¢ozildi.
PBS (Phosphate Buffered Saline) : 1 It saf suya; 7,66 g dibazik (Na;HPO,), 2,4 g

monobazik (NaH;PO,) , 9 g NaCl eklenerek ¢oziildii ve +4°C’de saklandi.

BSA %1 (Bovine Serum Albumine): 5ml PBS igerisine 0.15 g BSA eklenerek
hazirland.

PFA %4 (Paraformaldehit) : 1 It PB icerisine; 40 g paraformaldehit eklendi, ocakta
rengi berraklagincaya kadar karistirildi. Sogutulup, siiziildii ve +4°C’de saklandi.
Metilen Mavisi : 0,3 g metilen mavisi, 300 ml %96 etil alkol, 100 ml saf suda
¢ozulda.

Hidrojen Peroksit (H202): 300 ml methanol igerisine 18 ml H,O, eklenerek
hazirlandi.

DAB ( Diamino Benzidin): 1ml distile su icerisine 1 damla reagent 1 eklenerek
kanstirildt hemen sonrasinda 1’er dalma reagent 2 ve reagent 3 eklenip

karnstirilarak hazirlandi.

3.8.2.RT-PCR ve Western Blot i¢in Kullanilan Kimyasallar

TBST pH 7.6 hazirlamak i¢in; Tris 2,42g, NaCl 8g, 1ml Tween 20; 900 ml saf
suda ¢6zildii pH’1 7.6 ya ayarlandiktan sonra 1000 ml ye tamamlandi.

Transfer Tamponu hazirlamak i¢in; Tris 0,58g, Glisin 0,29g, SDS 0,025g (375ul
%10SDS’den) tartilarak 100 ml saf suda ¢oziildi.

Ponceau S boyama soliisyonu (%0.1 (w/v) ponceau S): 0,1g Ponceau S ve 0,5ml
Aserik asit 100 ml saf suda ¢6zuldu.

Bloklama Tamponu (%5 Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry Milk (Bio-Rad,
ABD): 5 g bloklama tozu 10 ml TBST i¢inde ¢o6ziildii ve filtre kagidindan
gecirilerek kullanildi.

Developer soliisyonu; Kodak RP X- Omat marka soliisyon kullanildi. 140 ml distile
suya; 50 ml soliisyon A, 2ul soliisyon B ve 2 ul soliisyon C eklenerek karistirildi,
filtre kagidindan gegirilerek kullanildi.

Fikser sollisyonu; Kodak RP X- Omat LO marka soliisyon kullanildi.140 ml distile

suya; 50 ml soliisyon A ve 10 ml soliisyon C eklenerek karistirildi.
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Akrilamid - Bisakrilamid (% 30) hazirlamak igin; 29,29 akrilamid, 0,89
bisakrilamid tartilip 100 ml saf suda ¢oziildii. Filtre edildi ve +4°C’de saklandi.
Amonyum persiilfat (APS) (% 10) hazirlamak icin; 1g APS tartilip 10 ml saf suda
¢oziildii. Filtre edildi ve +4 °C’de saklandi.

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (%10) hazirlamak igin; 1g SDS tartilip 10 ml saf suda
¢oziildii ve oda sicakliginda saklandi.

Ticari olarak satilan N,N,N’, N’-tetramethyl-ethylenediamine (TEMED) kullanildi
(Sigma, USA).
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4. BULGULAR
4.1 immiinohistokimyasal Bulgular
4.1.1. 10 Giinliik Grup Bulgular:

Folikil gruplarindaki hig bir hiicrede SCP3 ekspresyonu saptanmadi.

Primer folikiil ve sekonder folikil evresindeki oositlerin sitoplazmasinda ¢ok yogun
(++++) Stella ekspresyonu gézlendi.

Primer ve sekonder folikiil evresindeki ositlerin sitoplazmasinda ¢ok yogun (++++)
sitoplazmik GDF 9 ekspresyonu saptandi. Primordiyal folikul evresindeki oositlerde de
GDF 9 ekspresyonu gozlendi. Folikullerin hicbirisinde hiucrelerin niikleusunda ekspresyon
saptanmadi. Folikiil hiicrelerinde ve korpus luteumda ekspresyon saptanmadi.

Primer ve sekonder folikiil evresindeki oositlerin sitoplazmasinda ve zona pellusida

tabakasinda yogun olarak (+++) Zp3 ekspresyonu gozlendi.

4.1.2. 1 Aylhik Grup Bulgulan

Folikiil gruplarindaki hig bir hiicrede SCP3 ekspresyonu saptanmadi.

Primer ve sekonder folikiil evresindeki oositlerin sitoplazmasinda 1limli (++)
sitoplazmik Stella ekspresyonu gozlendi.

Primer ve sekonder folikiil evresindeki oositlerin sitoplazmasinda yogun (+++)
GDF 9 ekspresyonu gozlendi. Primordiyal folikul evresindeki oositlerde GDF 9
ekspresyonu gozlenmedi. Folikiil hiicrelerinde ve korpus luteumda ekspresyon saptanmadi.

Primer ve sekonder folikiil evresindeki oositlerin sitoplazmasinda ve zona pellusida

tabakasinda iliml (++) Zp3 ekspresyonu gozlendi.

4.1.3. 2 Aylik Grup Bulgular1

Folikiil gruplarindaki hig bir hiicrede SCP3 ekspresyonu saptanmadi.

Stella ekspresyonu hem primer hem sekonder hem de graaf folikiillerin bir¢ogunda
thmlt (++) sitoplazmik boyanmalarla g6zlendi. Bu folikiil gruplarinin bazilarinda ise hig
ekspresyon saptanmad.

Primer ve sekonder evresindeki oositlerde yer yer ilimh (++) yer yer yogun (+++)

GDF 9 ekspresyonu gozlendi. Folikdllerin hicbirisinde hicrelerin nikleusunda ekspresyon
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saptanmadi. Primordiyal folikiil evresindeki oositlerde GDF 9 ekspresyonu goézlenmedi.
Folikiil hiicrelerinde ve korpus luteumda ekspresyon saptanmadi.
Primer ve sekonder folikiil evresindeki oositlerin sitoplazmasinda ve zona pellusida

tabakasinda 1ilimli (++) Zp3 ekspresyonu gozlendi.

4.1.4. Kontrol Kesit Bulgular:

10 giinliik, 1 aylik ve 2 aylik ¢alisma gruplarinda ki hi¢bir folikiilde ekspresyon

gozlenmedi.
4.2. RT-PCR Bulgulari
4.2.1. 10 Giinliik Grup Bulgular:

SCP3, Stella, GDF 9 ve Zp3 eckspresyonlar1 tespit edildi. SCP3 ve Stella
ekspresyonlarinin seviyesi GDF 9 ve Zp3’iin ekspresyonlarinin seviyesine oranla daha

yuksek oranda gozlendi.
4.2.2. 1 Aylhik Grup Bulgulan

SCP3, Stella, GDF 9 ve Zp3 ekspresyonlar tespit edildi.
4.2.3. 2 Aylik Grup Bulgular

SCP3, Stella, GDF 9 ve Zp3 ekspresyonlart tespit edildi. SCP3 ve Stella
ekspresyonlarinin seviyesi GDF 9 ve Zp3’iin ekspresyonlarinin seviyesine oranla daha

yuksek oranda gozlendi.
4.3. Western Blot Bulgular:
4.3.1. 10 Giinliik Grup Bulgular:

SCP3 ekspresyonu saptanmadi. Stella ekspresyonu yiiksek oranda saptandi. GDF 9

ve Zp3 ekspresyonu diisiik oranda gdzlendi.
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4.3.2. 1 Aylik Grup Bulgulan

SCP3 ekspresyonu saptanmadi. Stella ekspresyonu diisiik seviyede saptandi. GDF9
ekspresyonu yiiksek oranda gozlendi. Zp3 ekspresyonu; 10 ginlik gruptaki ekspresyon

seviyesinden fazla, 2 aylik gruptaki ekspresyon seviyesinden az bir oranda tespit edildi.
4.3.2. 2 Aylik Grup Bulgular

SCP3 ekspresyonu saptanmadi. Stella ekspresyonu oldukca yiiksek oranda saptandi.
GDF 9 ekspresyonu; 10 giinliik gruptaki ekspresyon seviyesinden fazla, 2 aylik gruptaki
ekspresyon seviyesinden diisiik bir oranda saptandi. Zp3 ekspresyonu yiiksek oranda

saptandu.
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PF: Primer Folikul
PrE:Primordiyal Folikul
N: Nikleus

Sekil 4.1.a: 10 Ginluk Grup, SCP3, X 200

Sekil 4.1.b: 10 Gunliik Grup, SCP3, X 400
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Sekil 4.2.a: 1 Aylik Grup, SCP3, X 200

Sekil 4.2.b: 1 Aylik Grup, SCP3, X 400
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Sekil 4.3.a: 2 Aylik Grup, SCP3, X 100

Sekil 4.3.b: 2 Aylik Grup, SCP3, X 200

Sekil 4.3.c: 2 Aylik Grup, SCP3, X 400
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Sekil 4.4.a: 10 Gunluk Grup, Stella, X 100

Sekil 4.4.b: 10 Gunluk Grup, Stella, X 200

Sekil 4.4.c: 10 Gunlik Grup, Stella, X 400
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Sekil 4.5.a: 1 Aylik Grup, Stella, X 100

Sekil 4.5.b: 1 Aylik Grup, Stella, X 200

Sekil 4.5.c: 1 Aylik Grup, Stella, X 400
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Sekil 4.6.a: 2 Aylik Grup, Stella, X 100

Sekil 4.6.b: 2 Aylik Grup, Stella, X 200

Sekil 4.6.c: 2 Aylik Grup, Stella, X 400
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Sekil 4.7.c: 10 Gunlik Grup, GDF 9, X 400
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Sekil 4.8.a: 1 Aylik Grup, GDF 9, X 100

Sekil 4.8.b: 1 Aylik Grup, GDF 9, X 200

Sekil 4.8.c: 1 Aylik Grup, GDF 9, X 400
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Sekil 4.9.a: 2 Aylik Grup, GDF 9, X 100

Sekil 4.9.b: 2 Aylik Grup, GDF 9, X 200

Sekil 4.9.c: 2 Aylik Grup, GDF 9, X 400
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Sekil 4.10.a: 10 Gunluk Grup, ZP3, X 100

Sekil 4.10.b: 10 Glnluk Grup, ZP3, X 200

Sekil 4.10.c: 10 Glnluk Grup, ZP3, X 400
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Sekil 4.11.a: 1 Aylik Grup, ZP3, X 100

Sekil 4.11.b: 1 Aylik Grup, ZP3, X 200

Sekil 4.11.c: 1 Aylik Grup, ZP3, X 400
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Sekil 4.12.a: 2 Aylik Grup, ZP3, X 100

Sekil 4.12.b: 2 Aylik Grup, ZP3, X 400
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Sekil 4.13.a: Kontrol, 10 Gunluk Grup, Primersiz, X 100

Sekil 4.13.b: Kontrol, 10 Gunlik Grup, Primersiz, X 200

Sekil 4.13.c: Kontrol, 10 Gunlik Grup, Primersiz, X 400
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Sekil 4.14.a: Kontrol, 1 Aylik Grup, Primersiz, X 100

Sekil 4.14.b: Kontrol, 1 Aylik Grup, Primersiz, X 200

Sekil 4.14.c: Kontrol, 1 Avlik Grup, Primersiz, X 400
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Sekil 4.15.a: Kontrol, 2 Aylik Grup, Primersiz, X 100

Sekil 4.15.b: Kontrol, 2 Aylik Grup, Primersiz, X 200

Sekil 4.15.c: Kontrol 2 Aylik Grup Primersiz X 400
62



500 bp

376 bp

576 bp
397 bp

213 bp

Sekil 4.16 : 10 gunlik grup RT-PCR sonuglari. 1) GeneRuler 1kb DNA Ladder 2)
negatif kontrol 3) Aktin (pozitif kontrol) 4) Stella 5) SCP3 6) GDF 9 7) ZP3
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1000 bp

250 bp

Sekil 4.17: 1 aylik grup RT-PCR sonuglar1. 1) GeneRuler 1kb DNA Ladder
2) negatif kontrol 3) Aktin (pozitif kontrol) 4) Stella 5) SCP3 6) GDF 9 7) ZP3
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500bp —»

Sekil 4. 18: 2 aylik grup RT-PCR sonuglari. 1) GeneRuler 1kb DNA Ladder 2) negatif
kontrol 3) Aktin (pozitif kontrol) 4) Stella 5) SCP3 6) GDF 9 7) ZP3
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10 gun 1ay 2 ay

Sekil 4.19 : Western Blot yontemi ile Zp3 ekspresyonunun gosterilmesi

10gin 1lay 2ay

Sekil 4.20:Western Blot yontemi ile Stella ekspresyonunun gosterilmesi

10gin 1ay 2ay

Sekil 4.21 : Western Blot yontemi ile GDF 9 ekspresyonunun gosterilmesi

10gin lay Z2ay

Sekil 4.22: Western Blot yontemi ile SCP3 ekspresyonu saptanmadi
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5.TARTISMA

20. yy’ 1n ilk yarist boyunca, memeli ovaryumunun kok hiicre soyundan germinal
kok hucreleri (GKH) igerip icermedigi ve ovaryumdaki GKH’in farklilasmasi ile
oogenesizin yenilenip yenilenmedigi sorusu tartismalara yol a¢mustir. 1950’°lerde, disi
memelilerin fetiise ait yasam boyunca germ hiicre yenileme kapasitesini kaybettigi kabul
edilmisti. Ornegin; follikiil ile ¢evrelenmis germ hiicreleri (oositler) rezervi dogumda
sabitlenmistir ve apoptoziside kapsayan bir mekanizma ile postnatal yasam boyunca oosit
sayist giderek azalir (Tilly, 2001). Sonugta oositler ovaryumdan atilir ve ovaryum
bosalarak verimsizlesir (Gosden et al., 1983). Diger bir deyisle, memelilerin postnatal
ovaryumunda germ hiicre yenilenmesi yoktur (Zuckerman, 1951; Peters and Crone, 1967).
O zamandan bu yana spermatogenezisin erkeklerde erigskin hayat boyunca sirddrilmesine
ragmen oogenezisin disilerde ve bir¢ok memeli tlirinde dogumdan once durdugu kabul
edilmistir (Borum, 1961, Anderson and Hirshfield, 1992) ve primatlarin bazi tiirlerinde
mitotik olarak aktif birka¢ germ hiicresinin varliginin rapor edilmesi haricinde bu goriis
kabul edilmistir (Duke, 1967; Ionnou, 1967; David et al., 1974). Germ hicrelerinin
proliferasyonu ile saglanan bir ovulasyonun ya da folliktilogenezisin ger¢eklestigine dair
saglam bir kanit elde edilememistir (Telfer, 2004).

Johnson et al. (2004) eriskin farelerde ovaryum ylzey epitelinde GKH varligini ve
postnatal folikiler yenilenmeyi strdirdiklerini gostererek bu inamis1 degistirdiler.
Sonrasinda, kemik iligi ya da periferal kanin varsayilan kok hicreler icin depo gorevi
gordiiglinii, ovaryuma dogru gdo¢ ettiklerini ve erigkin fare ovaryumunda germ hiicre
yenilenmesini sagladiklarini ileri siirdiiler (Johnson et al., 2005). Bunlara ek olarak;
farelerde yapilan (Kerr et al., 2006; Zou et al., 2009) ve insandaki (Bukovsky et al., 2004,
2005a,b) bazi c¢alismalar eriskin ovaryumda GKH’in oldugunu ve oogenesizin
strdirildiginii iddia eden goriisleri desteklemistir. Bununla birlikte, son zamanlarda Ki
bazi ¢alismalar, fare kemik iligi ya da periferal kan hiicrelerinden ovulasyon ile atilacak
oosit olustuguna dair bir kanit saglayamamislardir. GKH varligin1 ve normal erigkin insan
ovaryumunda yapilan ¢alismalar neo-oogenesizi kanitlayamamustir (Eggan et al., 2006;
Veitia et al., 2007; Liu et. al., 2007) . Sonug olarak, postnatal memeli ovaryumunda GKH

varliginin olup olmadigi konusu belirsizligini stirdlirmiistiir.
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Mayotik profaz I; bircok (sinaptonemal kompleks (SCs) olusumu, cift zincir
kirilmasi (DSB), homologlarin rekombinasyonu ve DNA tamiri gibi) benzersiz 6zellik
icerir. Bunlarin arasinda, SCs evrimsel olarak korunarak; mayoz 6zel yapilarinin
olusmasinda, homolog kromozomlarin sinapsisinde, kiazmata dagiliminda ve kromozom
ayrilmalarinda merkezi bir rol oynar. Bir¢cok protein ve enzim, 6rnegin; SCP1-3 (de Vries
et al., 2005; Yang et al., 2006), SPO11 (Baudat et al., 2000; Romanienko and Camerini-
Otero, 2000), DMC1 (Pittman et al., 1998; Yoshida et al., 1998) mayoz icin ¢ok
onemlidirler ve bu mayotik genlerdeki bir bozulma fareler de infertilite ya da fertilite de
azalmaya neden olur (Hunt and Hassold, 2002). Disi germ hiicrelerinin gelismesinin erken
basamaklar siiresince ekspresyonu azalan DMC1 (Menke et al., 2003) ve SCP3 (Bullejos
and Kopman, 2004) in vivo olarak mayoza giriste ¢ok Onemlidir. Germ hiicrelerinin
replikasyonu ile postnatal yasamdaki follikiil olusumu igin oositler iretilebilinir fakat
mayoz bollinmenin baslamasi bazi genlerin ekspresyonunu gerektirir.

SCP3 ekspresyonu mayoz boliinme baslangi¢ belirteci olarak sik kullanilir giinkii
daha onceki ¢alismalar SCP3 ve DMCI’in germ hiicrelerinde mayozun pakiten ya da
zigoten basamaklari ile ekspresyonunun kisith oldugunu gostermistir (Yuan et al., 2000;
Cohen and Pollard, 2001). Biitiin bu basamaklar oositte ilk mayotik duraksamanin
gozlendigi ge¢ diplotenden Oncedir ve mayoz 6zel proteininin sinaptonemal kompleksin
axial lateral elementlerinin olusumuna ihtiyaci vardir (Yuan et al., 2000). Daha 6ncesinde
farede GKH farklilagsmasi, postnatal oogenezis icin direk kanit olarak degerlendirilmistir
(Johnson et al., 2004). Bu mayotik genlerin postnatal memeli ovaryumunda neo-oogenesiz
icin miikemmel belirte¢ olduklar: diisiniilmektedir.

Mayoz boélinme boyunca sinaptonemal kompleks (SC) gibi 6zel ¢ok molekilli
proteine benzeyen yapilar araciligiyla homolog kromozomlar rekombinasyon igin bir araya
gelirler. Proteinlerin sifrelenmesinde SCP1 ve SCP3 genlerinin mayoz bolinme igin bir
belirte¢ olarak kullanilan (Johnson et al., 2004; Liu et al., 2007) SC olusumunda (Lammers
et al., 1994; Ollinger et al., 2005) ¢ok kritik rolleri vardir. Zhang et al. (2010) yaptiklar
caligmalarinda; erigkin testisin tersine, ¢ocuk ve gen¢ ovaryumlarda SCP1, SCP3 ve
SPO11 genlerinin  mMRNA ekspresyonunu tespit edememis ve eriskin ovaryum
korteksindeki oositlerde SCP3 proteinin immiinohistokimyasal olarak ayirt edilebilir
nikleer lokalizasyonunun olmadigini tespit etmislerdir. Ayrica, Hodges et al. (2001)
calismalarinda 2 haftalik fare ovaryumunda Western blot ile SCP3 ekspresyonunu tespit
edememislerdir.
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Bizde yaptigimiz arastirmada, bu ¢alismalara benzer sekilde, 10 gunlik, 1 aylik ve
2 aylik fare ovaryumlarinda, immiinohistokimyasal analizler ve Western blot yontemlerini
uygulayarak SCP3 ekspresyonunu tespit edemedik. Ancak, RT-PCR ile butiin deney
gruplarinda SCP3 geninin varligim1 gostermeyi basardik. Fakat , SCP3 geninin sadece
ekspresyonunu degil, proteininin fonksiyonel olarak varligi ve dagilimi da normal bir
mayoz bolinme icin kritik bir 6nem tagimaktadir (Novak et al., 2006). Liu et al. (2007)
yaptiklar1 ¢aligmalarinda; insan fetal ovaryumunda SCP3’iin niikleer boyanmasi ile I.
mayoz bolinmenin aktif olarak gergeklestigini gostermislerdir. Bununla birlikte, bizim
calismamiz ile de uyumlu olarak eriskin ovaryum korteksinde SCP3 proteininin nikleer
lokalizasyonu ile ayirt edilebilen hi¢bir mayotik oosit bulamamislardir. Bu sonuglara gore;
eriskin insan ovaryumunda [ mayozun aktif olmadigini1 sdyleyebiliriz. Eriskin ovaryumda
RT-PCR analizi ile tespit edilen SCP3 proteinin ekspresyonu diisiik seviyede olmasina
ragmen normal bir mayozun fonksiyonel degerlendirilmesinde SCP3 proteininin 0zel
nikleer dagilimi ¢ok daha 6nemlidir (Novak et al., 2006). Bu sonuglarin tersine, eriskin
ovaryumunda postnatal oogenezisin ger¢eklestigini iddia eden Johnson et al. (2004); SCP3
ekspresyonunu erigkin ovaryumda tespit etmislerdir. Biitiin bu calismalar arasindaki
farkliliklarin kullanilan deney hayvanlarinin gruplarinin, soylarinin, yaslarinin, kullanilan
metodun ve materyallerin farkli oluslarindan kaynakl olabilecegini diisiiniiyoruz.

Johnson et al. (2005) calismalarinda, kemik iligi ve periferal kanin disi germ
hiicreleri i¢in birer kaynak olabileceklerini ve eriskin donemde oosit {iretiminin devamini
saglayabileceklerini iddia etmislerdir. Gen ekspresyon analizleri ve kemik iligi
transplantasyonu (BMT) deneylerinde alicilar1 kemoterapi ile kisirlastirmuslar, eriskin disi
farede varsayilan GKH deposunun kemik iliginde bulundugu ve oogenezisi destekledigini
gostermislerdir. Transplantasyon calismalarina ek olarak, transgenik farelerden elde edilen
periferal kandaki, ekspresyonu germ hticreleri ile sinirli olan GFP (green fleurosan protein)
ekspresyonunu; kemoterapi uygulanmis alici disilerde GFP pozitif hucreleri gostererek,
periferal kanin da varsayillan GKH i¢in depo gorevi gordiigii iddialarini giiglendirmislerdir.
Buna gore; kemik iliginde oldugu varsayilan germ hiicreleri, progenitdr hiicrelerini
periferal dolasim igerisine birakir buradan da ovaryumlara dogru oosit iiretimi igin
yolculuk ederler. Periferal kandan ve kemik iliginden elde edilen hiicreler gergek oositlerin
temel karakteristiklerinden bircogunu sergilerler (morfoloji, germ hiicre ekspresyonu,
oosite 0zel belirtecler) ancak bu oositlerin normal bir sekilde fertilize olabildiklerini ve
canli yavrular olusturabildiklerini heniiz tespit edemediklerini bildirmislerdir. Yaptiklar
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caligmalardaki sonuglara gore; kemik iligi ve periferal kanin disi germ hiicreleri igin
potansiyel birer kaynak oldugunu ve eriskin donemde oosit iretiminin devamini
saglayabileceklerini soylemislerdir.

Postnatal hayatta hematopoetik sistem kok hucreler (HSCs) tarafindan siirdiiriiliir
ve bulunduklar1 yerde kemik iligidir (Morrison et al., 1995). PGH’i in vitro olarak ilkel
hematopoetik kok hicreler olusturma kabiliyetindedirler (Rich, 1995) ve yapilan
caligmalar da; kemik iliginden elde edilen hiicreler birden ¢ok hiicre soyu olusturabilme
kabiliyetinde oldugunu gostermistir (Herzog et al., 2003; Grove et al., 2004; Heike and
Nakahata, 2004). Bu calismalardan sonra, Johnson et al. (2005) eriskin kemik iliginde
germ hicrelerin tespitine yonelik calismalar yapmustir. Eriskin disi fare kemik iliginde
Mvh, Dazl, Stella ve Fragilis olarak adlandirilan germ hiicre belirtegleri izole edilmistir
(Saitou et al., 2002; http://genome.ucsc.edu; Benson et al., 2004; Su et al., 2004) ve insan
kemik iliginde de Stella ekspresyonu gézlenmistir. Johnson et al. (2005) daha sonra bu
caligmalarla uyumlu olarak 24-36 yas arasi bayanlardan elde edilen kemik iliginde germ
hiicre belirteglerini tespit etmislerdir. Ayrica, Payer et al. (2003) Stella ekspresyonunu
eriskin testiste tespit edemezken, yenidogan ovaryumundaki immatur oositlerde
ekspresyonun devam ettigini ve ardindan matur oositlerde sonrasinda da preimplantasyon
asamasindaki embriyoda eksprese oldugunu gostermistir. Bizde ¢alismamizda, postnatal 10
giin, 1 ay ve 2 aylhk disi fare ovaryumlarinda germ hicre belirteci olan Stella
ekspresyonunu imminohistokimyasal analizler, Western blot ve RT-PCR yontemleri ile
gosterdik. Stella maternal bir faktor olarak gecer ve bu yizden zigot ve oositlerde tespit
edilir. Stellanin sitoplazmada herhangi bir fonksiyonu olmadig fakat burada
depolanmasinin  inaktif kalmasim sagladigi bilinmektedir (Saitou et al., 2002). Bizde
caligmamizda ki immiinohistokimyasal boyanmalarda, ozellikle 10 giinliik fare
ovaryumunda 1 ay ve 2 aylik fare ovaryumlarina oranla yogun sitoplazmik Stella
ekspresyonu gozledik ancak nukleer bir boyanma gosteremedik. Bu da, elde ettigimiz
bulgular 1s181nda, sitoplazmik  Stella ekspresyonunun fonksiyonel olmadigini
gostermektedir.

Johnson et al. (2005), kemik iliginin germ htcreler i¢in bir depo gorevi gordiiginii
bir diger deponun da periferal kan olabilecegini soylemislerdir. Varsayilan germ hiicreleri
ovaryuma ulasmak i¢in periferal kandan faydalanacaklardir. Deneylerden bir tanesinde;
periferal kan hiicresi transfizyonu (PBT) icin donor olarak GFP ekspresyonu Oct4 ile
diizenlenen transgenik disi fare kulanmiglar ve PBT’den 6nce GFP sinyalinin olmadigi
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tespit etmislerdir. PBT yapildiktan 20-30 saat i¢inde kemoterapi etkisi ortadan kalkan disi
fare ovaryumunda primordiyal folikullerdeki oositlerde yiiksek derecede GFP (+)
ekspresyonu gozlemlemisglerdir. PBT den sonra konakg¢imnin ovaryumundan toplanan
oositlerin GFP (+) hiicreler igerdigini ve bunlarin kendilerinin oosit ya da germ hiicre
olduklarin1 destekleyen, MVH, HDAC6,NOBOX ve fonksiyonel bir oosit belirteci olan
GDF 9 eksprese ettiklerini tespit etmislerdir. Johnson et al. (2005), eriskin disi alicinin
kemik iligi transplantasyonu ve periferal kan tranfuzyonu ardindan oosit olusturabilme
yeteneginde oldugunu gdstermekle birlikte BMT ya da PBT sonucunda Gretilen oositlerin
fertilizasyon yeteneginin olup olmadigi ve canli yavrular olusturabilecek yetenekte olup
olmadigi henliz bilinmemektedir. Bizde c¢alismamizda; GDF9 ekspresyonunu
immunohistokimyasal boyanma, RT-PCR ve Western blot analizleri ile tespit ettik.
Ozellikle 10 giinliik fare ovaryumunda, 1 ay ve 2 aylik fare ovaryumlarma nazaran daha
yogun sitoplazmik GDF9 ekspresyonu gozlemledik. GDF9 folikiil hicrelerinin
cogalmasinda son derece 6nemli bir faktordiir ve primordiyal folikiillerin primer folikiillere
gelisiminde 6nemli rol oynar. Calismamizda elde ettigimiz veriler, GDF 9’un postnatal
erken evrelerden itibaren folikiil gelisimi tizerinde oldukga etkili oldugunu gostermistir.

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, in vitro olarak somatik hiicre soylarindan
fonksiyonel olarak oosit ve yumurta elde edilebilecegi ileri siiriilmiistiir. Bukovsky et al.
(2004) hipotezlerinde; erigskin insan ovaryumundaki tunika albugineada (TA) bulunan
mezensimal hiicreler hem graniiloza hem de germ hiicrelerinin bipotent dnciilleri oldugu
goriislinii savunmuslardir. Erigkin insan ovuryumundaki primer folikiil havuzunun duragan
olmadigin, farklilasan ve gerileyen, azalan yapilar1 ile dinamik bir siirece sahip oldugunu
gozlemlemiglerdir. Bu diisiince ilk kez, Waldeyer (1870) tarafindan eriskin memeli
ovaryumundaki oosit ve primer folikullerin orijininin olast gonaddaki koélomik epitelin
(germinal ya da yulzey epiteli) proliferasyonu ile saglandigin ileri siirmesiyle baglamigtir.
Weissman (1885)’1n teorisi ise buna ters olarak germ plazmasinin siirekliligi seklindeydi.
Bu teori; embriyonik gelisimin erken basamaklari siiresince embriyonik hucreler
Ozellesmis bir yolda var olmadan Once germ hiicreleri ayr1 bir yerdedir ve gamet
olusumuna neden olacak sekilde yonlendirilmislerdir gorlisiinii savunmaktadir. 1960 ve
1970’11 yillarin basinda bu goriis memelileri de igerecek bir sekilde kabul goérmiistlr
(Franchi et al., 1962; Baker, 1972).

Son yillarda yapilan c¢alismalarda, fare embriyonik kok hiicre kaltirlerinde
oogenezisin gerceklestigi gosterilmistir. Baz1 oogonyumlarin mayoz boliinmeye girdikleri
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ve birbirine yakin olan hiicrelerin folikul benzeri yapilar olusturduklari ve sonrasinda
geliserek blastosist olustugu iddia edilmistir (Hubner et al., 2003). Ayni zamanda, fare
embriyonik kok hiicre kiiltiirlerinde, haploid erkek gamete farklilasan hiicreler yumurtay1
fertilize etme ve blastosist olusturma yetenegine sahip olduklart belirtilmistir (Geijsen et
al., 2004). Biitiin bu calismalar; somatik hiicrelerin germ hiicresi bi¢giminde gelisebilme
potansiyelinin oldugunu ve bazi memeli tiirlerinin eriskin ovaryumlarinda mitotik olarak
aktif germ hiicrelerinin bulundugunu isaret etmektedir. Bununla birlikte ¢ok sayida bilim
adami tarafindan, biitiin primer folikiillerin eriskin disi memelilerde fetal periyotlar1
stiresince olustugu goriisii desteklenmektedir. Ciinkii; eriskin memeli ovaryumunda yeni
primer folikiil olusumunu direk olarak kanitlayacak bir bulgu yoktur (Telfer, 2004).
Bunlarin disinda, Bukovsky et al.(2004) eriskin insan ovaryumunda tunika albugineadaki
mezensimal hiicrelerin hem primitif graniiloza hem de germ hiicreleri ile baglantili
oldugunu iddia etmistir.

Taramali ve transmisyon elektron mikroskoplarinda, intrauterin hayattaki 7-24
haftalik insan fetuslarinda ovaryum yizey epitelindeki germ hiicreler ortaya gikarilmaistir.
Germ hucreleri; kiicik kélomik epitelyal hiicreleri (kendi etraflarinda yuvarlaklasmis), diiz
yiizeyleri ve bazi durumlarda biiylik amipsi ¢ikintilar1 ile kolayca ayirt edilebilmistir
(Motta et al., 1986). Eriskin insan ovaryumunda immiinohistokimya kullanilarak daha
onceki ¢aligmalarda da oldugu gibi, varsayilan germ hiicreleri yiizey epiteli iginde ve
kortekste gosterilmistir. Bu veriler Bukovsky ve ark. nin diislincelerini desteklemektedir.
Onlar, germ hiicrelerinin yiizey epiteline yakin yapilardan ya da ovaryumdan ciktigini,
orijinlerinin de ylzey epiteli, ovaryum korteksi ya da her ikisi birden olabilecegini ileri
stirmiislerdir (Bukovsky et al., 1995).

Zona pellusida proteinleri oositler i¢in spesifik belirteglerdir. Postnatal sigan
ovaryumunda primer folikillerde ilk olarak zona pellusida belirir (Pan et al., 1998).
Bununla beraber bazi Zp proteinleri; PS1 gibi, ayn1 zamanda tavsanda ovaryum yiizey
epitelinde, kedide, maymunda, insanda saptanmistir. Bu ylizden, ylizey epitel hiicrelerinde
ki Zp proteinlerinin ekspresyonunun oositlerle ilgili olabilecegini akillara getirmistir
(Skinner et al., 1992; Dunbar et al., 2001).

Germ hiicrelerinin amipsi hareketler yaparak goc¢ etme yetenekleri vardir fakat
germ hiicreleri biyuk memelilerde ulagilmak istenen uzaktaki hedef noktaya varmak i¢in
intravaskiiler transporttan faydalanirlar (Baker, 1972; Wartenberg, 1983). Germ
hiicrelerinin kan dolasimindan ayrilarak belirli bolgelerde kalmalarinin sebebi ise agik
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degildir. Bununla ilgili olarak germ hiicrelerinin dolasimda ki siirekliligini engelleyen bir
kapak mekanizmasinin oldugu diisiiniilmiistiir (Wartenberg, 1983). Bu yizden, blyuk
memelilerde germ hucrelerinin yakmindaki kan damarina go¢ edip ulasmak istedigi yere
gidebilmek icin vaskiiler transporttan faydalandigi diisiiniilmiistiir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda, fetal ovaryumda disi germ hiicrelerinin ovaryum
stromasindan ylizey epiteline kadar go¢ edip ovaryumdan ayrilirlar m1 sorusu akillara
gelmistir. Bu siirecin fetal ve neonatal ovaryumdaki oosit havuzunu ve germ hicrelerini
azaltabilecegi izlenimi edilmistir (Motta et al., 1982; Motta et al., 1986). Bununla ilgili
olarak iki goriis tartisitlmaktadir; birincisi, fetal ylzey epitelindeki germ hicrelerinin
boyutu, korteks yakinindaki oogonya ve germ hiicrelerinden ciddi anlamda daha kiigiiktiir.
Ikinci olarak; kurbaga larvasi ya da spermdeki gibi germ hiicre gocii her zaman sonda
olusan kuyruk segmentinin yol gosterimi ile gergeklesir. Bukovsky et al. (2004); fetal
ovaryum yuzey epitelinde ki germ hicrelerinin amipsi hareketlerle i¢ge dogru kivrimlar
yaptiklarmi ve niikleusun yoneliminin ovaryen stromaya dogru oldugunu tespit etmislerdir.
Bunlara ek olarak; eriskin ovaryumda ZP (+) germ hucrelerinin ylizey epitelinden orijin
aldigint  ve ovaryum stromasina dogru gectigini gozlemlemislerdir. Yaptiklari
calismalarda; ylizey epitelinde saptanan biyik hicrelerin fetal donemdeki gibi, oositlerle
benzerlik gosterdikleri sonucuna varmislardir (Bukovsky et al., 1995). Yapilan
caligmalarin sonucunda; ZP (+) germ hiicrelerinin ylzey epitelinde asimetrik boélinmeler
yoluyla gelistiklerini ileri siirmiislerdir. Eger gerekli ise 6rnegin; intrauterin hayatta ikinci
trimesterdeki gibi ve maksimum iireme periyodunda oldugu gibi, germ hiicrelerinin
uyarilma ile ovaryum stromasma dogru indiklerini ve burada yeni primer folikiil
olusumuna katkida bulunduklarim iddia etmislerdir. Aksi taktirde, germ hiicrelerinin
ovaryum stromasina gegisinin durdurulabilinecegini dolayisiyla yiizey epitelindeki
oositlerin farklilasip uyarilarak ovaryumdan ayrilacagini 6ngérmiislerdir (Johnson et al.,
2004). Baz c¢alismalarda, ovaryum ylzey epitelinde bulunan germ hicrelerinin
ovaryumdan periferal kan akist boyunca go¢ edebildiklerini bu yiizden kemik iligindeki
hlcrelerin germ hucre belirtecleri icin pozitif olarak genleri eksprese etmekten sorumlu
olduklarin1 savunmaktadirlar (Bukovsky, 2004; Bukovsky, 2005). Bu verilere gore, daha
once belirttigimiz Johnson et al. (2005) periferal kanda ekspresyonlarini gosterdikleri
germ hiicre ekspresyonlariin pozitif sonu¢ vermesinin sebebinin bu olabilecegi de akla
gelmektedir. Biz de g¢alismamizda; ovaryum yiizey epitelinde Zp (+) hicreler
gozlemlemedik. Ancak, oOzellikle 10 giinliikk fare ovaryumunda 1 ay ve 2 aylik fare
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ovaryumlarina oranla daha yogun Zp3 ekspresyonunu immiinohistokimyasal boyanma ile
tespit ettik. Buna ek olarak, RT-PCR ve Western blot analizleri ile birlikte Zp3

ekspresyonunun bitiin deney gruplarinda bulundugunu gosterdik.
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6. SONUC

Yaptigimiz ¢aligmanin sonucunda, mayotik hiicre belirteci olan SCP3’iin varligini
ne Western blot ne de immunohistokimyasal olarak gosterebildik. Ancak SCP3 geninin
varligim1 RT-PCR ile tespit ettik. SCP3, mayoz boliinmenin erken asamalarinda ortaya
cikan bir yapisal protein oldugundan ve varligi mayoz boliinmeye giren yeni bir hiicreyi
gosterdiginden dolayi, ¢alismamizda SCP3 proteinini ve ekspresyonunu gosteremeyisimiz
postnatal donem fare ovaryumunda mayoz bolinmeye yeni baslayan bir hiicrenin

olmadiginm gostermistir.

Yaptigimiz ¢alismanin sonucunda, primordiyal germ hiicre belirteci olan Stella
proteinini Western blot ile Stella genini ise RT-PCR ile ovaryumda saptadik. Bununla
birlikte, Stella ekspresyonunu immiinohistokimyasal olarak oosit sitoplazmasinda
gosterdik. Ancak, Stella ekspresyonunu oosit nukleusunda gosteremedik. Bu da, Stella
ekspresyonunun sadece oosit sitoplazmasi ile sinirli oldugunu, aktif durumda olmadigini,
bir baska deyisle, ekspresyonunu saptadigimiz hiicrenin primordiyal germ hiicresi

olmadigin gostermistir.

Yaptigimiz c¢alismanin  sonucunda, ovaryumda GDF9 proteinin varligini,
ekspresyonunu ve geninini Western blot, imminohistokimya ve RT-PCR ile gosterdik.
GDF 9’un ekspresyonunun sadece oositler ile smirli olmasi bu proteini sentezleyen
hiicrelerin sadece oositler oldugunu ve ekspresyonun ozellikle 10 giinliik fare oosit
sitoplazmasinda yogun olmasi ise folikiiler gelisimin farelerde postnatal erken donemlerde
basladigin1 gostermistir. Bununla birlikte, 1 aylik ve 2 aylik gruplarda da ekspresyonun

iliml1 yada yogun olmasi folikiil gelisiminin siirekli oldugunu gostermistir.

Yaptigimiz ¢alismanin sonucunda, ovaryumda ZP3 proteinini Western blot ile,
ekspresyonunu immunohistokimya ile ve genini de RT-PCR ile gosterdik. ZP3
ekspresyonu oosit sitoplazmasi ve zona pellusida tabakasi ile sinirli idi. Ekspresyonun
ozellikle 10 giinliik fare oosit sitoplazmasinda yogun olmasi ZP3 proteininin prenatal
donemde yogun olarak sentezlenmesinin bir yansimast oldugunu, 1 ve 2 aylik gruplarda
daha 1limli olmasi ise ilerleyen postnatal donemlerde bunun idame ettirildigini
diisiindiirmiistiir.
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Sonu¢ olarak, postnatal donem fare ovaryumda, kullandigimiz tekniklerle

primordiyal germ hiicresinin ve yeni oosit gelisiminin izine rastlayamadik.
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