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Fare Ovaryumu Kok Hiicrelerinin Real Time-PCR ve Immiinhistokimyasal
Yontemlerle Arastirilmasi

OZET

Guntimiize kadar kabul goren insan ovaryumundaki oositlerin olusumu ve gelisimi ile ilgili bilgiler
son yillarda tamamen degisim gostermektedir. Iddia edildigi gibi kok hiicrelerden oosit ve
graniiloza hiicresi olusumunun olas1 varligi iireme biyolojisi ve infertilite tedavisi adina biiyiik
degisimlere yol agacaktir. Bu arastirmanin amaci, fare ovaryumlarinda olast kok hiicre
potansiyeline sahip hiicrelerin varliginin ve yerlesimlerinin gosterilmesi ve ilerideki aragtirmalarda
ovaryumla ilgili infertilitenin ‘’autologous’’ tedavisinde kullanilmasidir. Infertilite tedavisinin yani
sira ovaryum kok hiicreleri in vitro kosullarda benzersiz “’totipotent’’ 6zellik gosterir. Bu hiicreler
fibroblastlara, epitelyal hiicrelere ve ndral hiicrelere farklilasabilir ve ayni zamanda yeni oosit
hiicrelerine ve partenogenik embriyoya doniisebilir. OKH’leri bu &zelliklerinden dolayr prematiir
bozuklugunun otolog tedavisinde ve ayni zamanda norodejeneratif hastaliklarin otolog kok hiicre
tedavisinde, allogenik embriyonik kok hiicrelerine veya c¢ekirdek aktarimi yontemine ihtiyac
duymadan kullanilabilir.

Bu arastirma BALB-C tirl iki haftalik (eriskinlik oncesi) ve sekiz haftalik (eriskin) farelerin
ovaryumu iizerine yapilmustir. Histolojik analizi igin, ki (iki fare) ve sekiz (iki fare) haftalik
ovaryum dokusu Bouin tespit sivisiyla tespit edildikten sonra bilinen 1s1k mikroskobu takip
yontemlerinden gegirilip parafine gémiilmiis olan dokulardan alinan kesitler Hematoksilin Eozin
(HE) ve Periodik Asit Shift (PAS) boyama yontemiyle boyanip korteks kisminda yer alan follikl
ve oositler, epitelyum germinativum degerlendirilmistir. Calismanin amacina uygun olarak iKi
(doert fare) ve sekiz (dort fare) haftalik ovaryumlardan almman kriyo kesitlerde kok hiicre
isaretleyicilerini  (Sox2, Nanog ve Oct-4) arastirmak igin imminohistokimyasal yodntem
kullanilmustir. Real Time-PCR ile iki yas gurubu (dorder fare) drneklerin ovaryum dokusunda
Oct4, Nanog ve Sox2 genlerinin ifade varligi ve ayn1 zamanda ifade farki arastirilmistir.

Immiinohistokimyasal boyama yonteminin sonuglarina gére her iki yas gurubu ovaryumunda Oct-4
(ovaryum epitel hiicrelerinin sitoplazmasinda, graniiloza hiicrelerinin sitoplazmasinda, oosit
sitoplazmasinda ve teka hiicrelerinin sitoplazmasinda), Nanog (sadece oosit ¢ekirdeginde) ve Sox2
(ovaryum epitel hicrelerinin sitoplazmasinda, graniiloza hiicrelerinin sitoplazmasinda, oosit
¢ekirdeginin ¢evresinde ve sitoplazmasinda ve teka hiicrelerinin sitoplazmasinda) proteinleri tespit
edilmistir.

RT-PCR yontemiyle iki ve sekiz haftalik farelerin ovaryumunda Oct-4, Nanog ve Sox2 genlerinin
ifade oldugu tespit edilmis, Real Time-PCR sonuglarima gore Oct-4 ve Nanog genlerinin ifade
dizey farki iki ve sekiz haftalik yas gruplari arasinda anlamli bulunmustur. Sox2 geninin ifade
diizeyinde ise iki yas gurubu arasinda kayda deger fark gozlenmemistir. Oct-4 geninin ifade
seviyesi iki haftalik orneklerde daha fazlayken Nanog geni sekiz haftalik 6rneklerde daha fazla
ifade olmustur. Calismamiz iki yas gurubu ovaryumda bu genlerin Real Time-PCR’la ifade farkini
gosteren ilk ¢aligmadir.

Sonug olarak EKH belirteclerini tasiyan bu hiicrelerin varligi ve degisik hiicre gruplarindaki
dagilimi calismamizda gosterilmistir. Bu hiicreler daha ¢ok sitoplazmalarinda gdsterdikleri pozitif
isaretleyicilerle kok hiicre 6zelliklerini tasidiklarin1 gostermektedir ancak bu hicrelerin gercekten
kok hiicre olduklarini tespit etmek icin farklilasabilme yetenekleri de daha sonraki galigmalarda
gosterilmelidir.

Anahtar Kelimeler

Ovaryum kok hticresi (OKH), germinal kék hiicre (GKH), oosit, Oct-4, Nanog, Sox2, Real Time-
PCR, immiinhistokimyasal boyama, fare



Investigation of Stem Cells in Mouse Ovaries by Real Time-PCR and
Immunohistochemical Methods

ABSTRACT

The knowledge of formation and development of human oocyte which was acceptable until recent
years has changed completely. As claimed, possible presence of oocyte and granulosa cells
formation from stem cells will lead to major changes on reproductive biology and infertility
treatments. Purpose of this research is to demonstrate possible existence and location of cells that
have a potential of stem cells in mouse ovaries and to be used in autologous treatment of ovarian
related infertility in future researches. Together with infertility treatments under in vitro
circumstances, ovarian stem cells (OSCs) show unique totipotent features that have not been found
in other adult stem cell types. They differentiate into fibroblasts, epithelial, and neural cells, as well
as new eggs and parthenogenetic embryos producing embryonic stem cells (ESC). Because of these
features, OSCs could be utilized for autologous treatment of premature ovarian failure and also for
autologous stem cell therapy of neurodegenerative diseases without use of allogeneic embryonic
stem cells or somatic cell nuclear transfer.

This research was done on two weeks (pre adulthood) and eight weeks (adult) BALB-C type of
mice ovaries. For histological analysis in cortex of ovarian tissue, general structures such as
follicles, oocytes and epithelial germinativum after fixation with BOUIN solution and well-known
tissue processing methods, were embedded in paraffin. Sections were stained with Hematoxylin
Eosin (HE) and Periodic Acid Shift (PAS) for evaluation of follicles. In addition, by taking frozen
sections from ovarium, these sections by using of antibody were investigated with stem cell
markers (Sox2, Nanog and Oct-4). Possible expression and differences between expression of Oct-
4, Nanog and Sox2 genes in two age groups of ovarian tissue samples were determined with Real
Time-PCR.

According to the results of immunohistochemical staining for both age groups, presence of Oct-4
(cytoplasm of ovarian epithelial cells, granulose cells, oocytes and theca cells), Nanog (nucleus of
oocyte) and Sox2 (cytoplasm of ovarian epithelial cells, granulose cells, oocytes and theca cells)
proteins have been detected.

By using of RT-PCR, expression of Oct-4, Nanog and Sox2 genes were found in two and eight
week mice ovaries. Moreover, according to the results of Real Time-PCR, Oct-4 and Nanog genes
expression levels between two and eight week groups had significant differences.

Remarkable differences in expression levels of Sox2 between two age groups were not observed.
Expression level of Oct-4 in two week samples were more than eight week samples, while in case
of Nanog expression level was higher in eight week samples. Our research is the first study that
shows expression differences of these genes by quantitative RT-PCR.

Because of these markers are ESC determiner, we considered that both of prepuberty and adult
mice ovaries have had cells that sustain stem cells features.

Key words

Ovarian stem cell (OSC), germinal stem cell (GSC), oocyte, Oct-4, Nanog, Sox2, Real Time-PCR,
immunohistochemical staining, mouse
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1. GIRIS

Yiiksek omurgalilar ve erigkin memeli ovaryumlarindaki oositlerin kaynaginin gonadal
kabartiya gonad olusumunu indiiklemek {izere gd¢ eden primordiyal germ hiicreleri oldugu
bilinen ve kabul goren eski bir bilgidir. Ancak giiniimiizde bazi kuslar ve kiigiik laboratuar
kemirgenleri lizerine yapilan arastirmalar, primordiyal germ hicrelerinin dejenere olup
fetal oosit hucrelerinin ovaryum yuzeyinde bulunan yiizey epiteli kdk hiicrelerinden
kaynaklandigin1 iddia etmislerdir. Iddia edildigi iizere, ovaryumun yiizeyindeki kok
hicreler, yeni germ hiicrelerinin yani sira graniiloza hiicrelerine de kaynaklik edebilmekte,
yeni germ hcreleri, ovaryumun yuzeysel epitelyumundaki kok hicrelerin asimetrik
béliinmesinden olusmaktadir (Bukovsky 2008). Ureme biyolojisinin temel doktrinine gore
¢ogu disi memelilerin ovaryumunda oosit germ hiicre olusma ve yenileme kapasitesi fetus
donemine kadardir ve dogum sonrasi ovaryumda bu 6zellik yoktur ancak bazi arastirmalar
geng ve eriskin farelerin ovaryumunda mitotik bakimdan aktif olan germ hicrelerin
oldugunu o6ne siirmektedir (Johnson et al. 2004). Farelerin ovaryumu ile insan ovaryumu
arasinda baz1 6nemli farklar vardir. Insanda menstriiel siklusun luteal fazinda ovaryum kok
hicreleri (OKH) yiizeysel tabakada bulunmazken eriskin farelerin ovaryumu her iKi
donemde de OKH’lerini igerir (Bukovsky et al. 2009 ). Eriskin insan ovaryumunun yiizey
epitelinde kok hiicrelerin varligiyla ilgili bazi iddialar varsa da bu konuyla ilgili somut
kanitlar bulunmamaktadir. Erigkin memelilerde yeni oositlerin olusumu ile ilgili iki olas1

mekanizma vardir:

1. Yeni oositler gonad disinda bulunan koék hiicrelerden -kemik iligindeki kok
hiicreler- olusurlar ve periferik kana salinirlar. Bu 6ncii hiicreler ovaryuma gelerek
yeni oositleri olusturup follikiillerin i¢ine yerlesir (Johnson et al. 2005).

2. Yeni oositler transformasyon mekanizmasi ile ovaryumda olusur. Ovaryum
“bipotent’ Oncii hiicreleri hem yeni oositlere hem de somatik hiicrelere
(graniiloza hiicreleri) ovaryumun i¢inde donistir (Bukovsky et al. 2005).

Bu tezin amaci bu iddia edilen konuya ac¢iklik getirmek {izere geng ve erigkin farelerde
OKH’lerin olas1 varliginin embriyonik kok hicre belirtegleri ve yerlesimleri agisindan

gostermektir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Ovaryum Kok Hucresi

2.1.1. Dogum sonrasi ovaryumda germ kok hiicre varhgi

Ureme biyolojisi iizerine yapilan uzun arastirma sonuglarina gére disi memelilerde biitiin
germ hicreleri fetiis gelisiminin sonunda mayoza girer ve sonu¢ olarak dogum sonrasi
ovaryumda oosit smirli sayida bulunmaktadir. Ovaryumun bu kaynagi hastalik veya hasar
nedeniyle kaybedilirse tekrar yenilenme olanagi yoktur. Ancak yeni raporlar bu bakis
acisini tartigmaktadir. Johnson ve arkadaglar1 2004’de yaptiklar1 bir ¢alismada, oosit
dejenerasyon oranina ve siirekli follikiil havuzunun tekrar doldurulmasina gerek oldugu
temeline dayanarak geng¢ ve eriskin farelerin ovaryumunda mitotik bakimdan aktif olan
germ hiicrelerin varhigini géstermek ilizere mitotik germ hiicrelere sahip olan prepubertal
disi fareleri toksik Busulfan’a maruz birakmis ve atreziye uyarmaksizin primordiyal
follikiil kaynagin eriskinlik donemine kadar yok etmistir. Wild tip ovaryumlar, GFP ile
tarnsgen olmus disi farelere nakledildikten sonra follikiil olusturan GFP pozitif germ
hiicreler Wild tip ovaryumlarda gosterilmistir. Ayni ¢alismada mayoz belirleyici isaret olan
SCP3 geng ve eriskin fare ovaryumunda gosterilmig. Sonu¢ olarak dogum sonrasi
memelilerin ovaryumunda oosit ve follikiil olusumunu destekleyen proliferatif germ

hiicrelerin varlig1 gosterilmistir (Johnson et al. 2004).

Eriskin fare ovaryumda germ kok hiicrelerinin (GKH) varligmi destekleyen diger bir
aragtirma, immiinmagnetik izolasyon ve kiltur yoluyla 15 fare Gzerinde yapilmis, disi

GKH’leri eriskin farelerden izole edildikten sonra 6 aydan fazla kiiltiir edilerek bu disi
2



GKH’ler GFP virlisuyle enfekte edilip kisir farelerin ovaryumuna nakledilmistir.
Nakledilmis hiicreler oogeneze ugramislar ve kisir olan fareler, GFP transgen yavrular
tretmislerdir. Yeni dogmus farelerde normal karyotipe sahip ve yiksek telomeraz
aktivitesi olan disi GKH hatti tespit edilmistir (Zour et al. 2009).

2.1.2. Eriskin ovaryumda diisiiniilen germ hiicreler kemik iligindeki kok hiicrelerden

mi kaynaklaniyor?

Dogum sonrasi fare ovaryumlarmda, germ hatt1 Kok hicrelerinden yeni oositlerin
olusabilecegi diisiiniilmiis ve germ hiicrelerin gonad dis1 kaynagi olabilecegi diisiiniilerek,
germ hatti markerlerinin ifadesi kemik iliginde gosterilmeye calisgilmistir. Buna gore
kemoterapiyle steril olmus farelerde ve oosit tretiminde genetik yetmezligi olan (ataxia
telangiectasia-mutated) farelerde kemik iligi nakli oosit iiretimini restore etmistir. Kemik
iliginden ve periferik kandan kaynaklanan oositlerin dollenebilme ve gelisimsel yeterliligi
belirsizligin korurken onlarn morfolojisi, follikll i¢inde cevrelenmesi, germ hicreleri ve
oosite 6zgil belirtecleri gostermesi bu hiicrelerin gergek oosit oldugunu desteklemistir. Bu
sonuglar, kemik iliginin germ hiicreleri i¢in potansiyel bir kaynak oldugunu ve eriskinlik
asamasida 00sit Uretimin slrdurebilecegini gostermektedir (Johnson et al. 2005). Buna
karsilik kan dolagimindaki hiicrelerin disi dogurganhiginda direk olarak fizyolojik iliskisini
test etmek icin, prabiyotik fare modellerinde transplantasyon uygulanarak kan
dolagimindaki kemik iligi hucrelerinin kapasitesi hem normal hem de hasarli ovaryumda
ovulasyona ugrayan oosit olusumu agisindan incelenmis. Kan dolagiminda veya kemik
iligindeki hiicrelerin matiir veya ovulasyona ugrayan oosit olusumuna katkistyla ilgili
higbir kanit bulunamamis, kan dolasimiyla ovaryuma go¢ eden hicrelerin I6kositlerin

karakteristik dzelliklerini gosterdikleri goriilmistiir (Eggan et al. 2006).



2007 yilinda Bukovsky ve arkadaslar1 tarafindan, laboratuar kemirgenlerinde, farz edilen
germ hicrelerin kemik iligi hucrelerinden mi yoksa kemik iligindeki htcrelerin induktif
etkisiyle ovaryum kok hucrelerinden mi olustugu tekrar sorgulanmaya agilmistir. Kontrol
olarak erigkin (45-50 gunliik) ve yeni dogmus Ostrojenlenmis disi sican ovaryumlarinda
diisliniilen germ hiicrelerin, oositlerin ve kemik iliginden kaynaklanan hicrelerin yerini
belirtmek i¢in immunperoksidaz boyama yontemi kullanilmistir. Kontrollerde, kemik
iliginden kaynaklanan hiicreler ovaryumun yiizey epitelinde farz edilen germ hicrelerle
birlikte gézlenmistir. Farz edilen germ hiicreler simetrik olarak boliiniip ayrilmiglar ve
primordiyal follikiiller olusmustur. %50 oraninda Ostrojenlenmis yeni dogmus sicanlarda
ovaryum yiizey epiteli bulunamamis bu sicanlarda, ¢ok sayida kemik iliginden
kaynaklanan hiicreler ve farz edilen germ hucrelerin dnciisi meduller bdlgede meydana
¢ikmistir. Ovaryum korteksinin medullaya yakin bdlgesinde bulundugu diisiiniilen germ
hicreler, belirgin yalanci ayaklar olusturarak ¢ok sayida primordiyal follikiltin bulundugu
orta kortekse dogru go¢ etmistir. Bu sonuglara gore, kemik iliginden kaynaklanan
hicrelerin, farz edilen germ hiicrelerin normal eriskin disi siganlarda ovaryum yiizey
epitelinden kaynaklanmasmma ve ovaryum Yyuzey epiteli olmayan yeni dogmus
Ostrojenlenmis si¢anlarda meduller bélgedeki oncii hiicrelerden olusmasina eslik ettigi
gosterilmistir. Yiizey epiteli bozulmus ovaryumlarda hala yeni primordiyal follikullerin
olusmasi, meduller bdlgede farz edilen germ hiicrelerin yeni primordiyal follikiller icin

alternatif kaynak oldugun diistindiirmektedir.

Bukovsky ve arkadaglar1 (2009), kemik iliginden kaynaklanan bazi hiicrelerin (B ve T
lenfosit hiicreleri) uygun hormon sinyali esliginde OKH’lerinin asimetrik bdliinmesinde,

kortekse dogru go¢ edip oosite farklilagsmasinda indiikleyici rol oynadigini gostermisler.



2.1.3. Eriskin insan ovaryumunun yiizey epitelinde kok hiicre varhgi

Eriskin insan ovaryumundan elde edilen kiiltiirlerde, oosit ve graniiloza hiicrelerinin
farklilasma yetenegi incelenmis ve ovaryumun yuzeyinden kazima yoluyla elde edilen
hiicreler Ostrojenik uyaricilarin (fenol kirmizisi) varligi veya yoklugunda 5-6 gin kaltir
edilmis. Fenol kirmizis1 olmayan kiltirde ovaryum yizey epitel hicreleri graniloza
hicreleri fenotipine benzer kiigiik (15 mikron) hiicrelere, epitelyal, néral ve mezankimal
hicrelere farklilasirken fenol kirmizisi olan kiiltirde ovaryum yuzey epitel hicreleri direk
oosit fenotipi olan biyik (180 mikron) hicrelere farklilasmislardir. Bu hiicreler, sekonder
oositlerin karakteristik 0zelliklerini gosteren germinal vezikul yikilmasi, kutup cisimcigi
olugmasi ve zona pellusida proteinlerinin yiizeysel ifadesi gibi degisiklikler gostermistir
(Bukovsky et al. 2005).

Virant-Klun ve arkadaslar1 (2008) tarafindan yapilan ¢alismanin amaci, 20 menopoz
sonrasi ve 5 prematiir ovaryum bozuklugu olan kadinda -ovaryumlarinin yiizey
epitelyumundan normal olarak oosit ve follikiil bulunmamaktadir- varsayilan OKH’leri
izole edilmeye c¢alisilmig, ovaryum yiizey epitelinden elde edilen érneklerden 2-4 pm ¢apl,
hava kabarcigina benzer yapisi olan kii¢iik yuvarlak hiicreler izole edilmistir. Bu hlicreler
erken embriyonik gelisme markerlerini 6rnegin, SSEA4 (stage-specific embryonic antigen
4), Oct-4, Nanog, Sox2 ve c-kit transkripsiyon faktorlerini ifade etmislerdir. Bu hiicreler
yogunluk gradientine bagl santrifiij ile ayiklandiktan sonra in vitro kosullarda tiremisler,
bu hiicrelerden bazilar1 siddetli bi¢imde biiylimiis ve 5-7 giin sonra ¢aplar1 yaklasik 20
um’ye ulagsmustir. Ovaryumun yiizey epitelinden elde edilen hicre kultiiriinde, oosite
benzer hiicreler geligsmis, bu hiicrelerin ¢apt 95 um’ye ulagsmis ve primer oositlere uyarak
bu hiicreler Oct-4A, Oct-4B, c-kit, VASA ve ZP2 transkripsiyon markerlerini ifade etmis
ve SCP3 mayotik isaretleyiciyi ifade etmemistir. Sonu¢ olarak, ortaya g¢ikan hiicreler
embriyonik kok hicrelerin  markerlerini ifade etmekle eriskin OKH’leri olarak

onerilmislerdir.



2.1.4. Dogum sonrasi farelerin ovaryumunda teka kok hiicresi varhg

Honda ve arkadaslar1 (2007) tarafindan yapilan ¢alismada, in vivo ve in vitro kosullarda
kendini yenileme ve farklilagma yetenegi olan tekal kok hiicreler oldugu diisiiniilen
hiicreler izole edilmistir. Bu hiicreler morfoloji bakimdan fibroblastalara benzerlik gosterip
in vitro kosullarda homolog hiicre popiilasyonu igeren yuvarlak koloniler halinde
cogalmistir. Bu hucrelerin ilkel 6nct hucrelere (precursor) ve steroidogenik hicrelere
farklilagmalar1 i¢in graniiloza hucrelerdeki parakrin faktorler, luteinizing hormon ve serum
kullanilmistir. Bu hiicreler her farklilasma asamasinda, uygun gen ekspresyonu ve

morfolojik belirtecler gosterip daha sonra androstenedione salgilamistir.

2.1.5. Eriskin insan ovaryumunda yeniden oogenez ve germ kok hiicre bulunmadigini

One sdren arastirma

Bir¢ok arastirma sonucu insan ve fare ovaryumunda kok hiicre varligini desteklerken Liu
ve arkadagslar1 2007°de, eriskin insan ovaryumunda yeniden oogenez ve germ hatt1 kok
hicrelerinin varligini test etmek tzere 28 ve 53 yas arasindaki eriskin insan ovaryumunda
genetik manipulasyon yerine -insanda etik degil- yeni oogenez icin gerekli olan mayotik
gen markerleri ve germ hicre proliferasyonu genlerini analiz etmistir. Bu arastirma
sonucuna gore erigkin insan ovaryumunda aktif mayoz, yeni oogenez ve germ hatt1 kok
hucrelerin olmadig: gosterilmistir. RT-PCR yontemiyle normal erigkin insan ovaryumunda
oogeneze spesifik mRNA’lar, SPO11l, PRDM9, SCP1l, TERT ve NOBOX genleri
bulunmamustir. Fetiis ovaryumuyla karsilastirarak, eriskin ovaryumunda OCT3/4 ve SCP3
genlerinin ifade oranm1 daha diisik bulunmustur. Eriskin ovaryumlarmda OCT3/4
proteininin varligi western blot analiz yontemi ile onaylanmistir. 7 erigkin kadindan alinan

385 kesitin immdunhistokimyasal boyanmasinda OCT3/4 pozitif hucrelerin, yasa bagh
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olmadan primer oositlerin germinal vezikillerinde (GVs) bulundugu gézlenmistir ancak
OCT3/4 pozitif hicrelerin tunica albuginea ve ovaryumun yiizey epitelinde bulunmadig:
belirtilmistir. Bu sonuglar, eriskin insan ovaryum yiizey epitelinde veya tunika albuginea
bolgesine yakin germ hatti kok hiicrelerinden yeni oosit olusma mekanizmasmin

olmadigin1 géstermistir (Liu et al. 2007).

2.2. Es Zamanh PCR

Es Zamanli (Real Time) PCR, niikleik asit amplifikasyonunun es zamanli olarak
gbzlenmesini saglayan bir polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemidir. SYBR Green
veya SYTO9 gibi 6zel boyalar DNA sarmalina baglanarak floresan i1sima yapip
amplifikasyon miktarmin saptanmasini saglamaktadir. Bu yontem araciligiyla her PCR
dongiisii sonunda tiip iginde olusan ¢ift zincirli tiriin miktar1 6l¢ctlerek kantitatif analizlerin
yapilmasi saglanir (Nolan et al. 2006). SYBR Green I, gen ifadesinin dlgiimiinde siklikla
kullanilan bir boyadir ve ¢ift zincirli DNA’ya baglanarak floresan isinma yapar. SYBR
Green I’in ¢ift zincirli PCR iriiniine baglanmas tiriin miktar1 ile orantili olarak floresan
1sinmaya neden olur (Sekil 2.2.1.). Bu yontemde, uygun primer se¢imi en 6nemli asamadir
ve basariyla uygulanabilmesi i¢gin PCR primerlerinin sadece spesifik cDNA’ya baglanmasi,
primer-dimer veya spesifik olmayan amplifikasyon {iriinii olusturmamasi gerekmektedir.
RNA izolasyonu sirasinda siklikla gozlenen genomik DNA kontaminasyonu da SYBR
Green tekniginde sorun yasatan bir diger konudur. Ozgil amplifikasyon (riiniine
ulagabilmek igin, cDNA amplifikasyon primerlerinin farkli ekzonlardan secilmesi,
amplikon uzunluklarinin kisa tutulmasi (120-300 baz) ve primerlerin baglanacagi ekzonlar
arasinda biiyuk intronlar olmasi 6nemli noktalardir (Balc1 2009). SYBR Green I, primer
dimerlere ve 6zgil olmayan PCR drinlerine de baglanabilir (Bustin et al. 2005). Bu
nedenle floresan artis1 her zaman 6zgul amplifikasyon gostergesi olamaz. Agaroz jel
elektroforezi ile amplifikasyon drtintinuin spesifik olup olmadig: incelenir. Bununla birlikte

es zamanli PCR cihazlarinda 6zgul olmayan amplifikasyon drlnlerinin olusumun ve
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primer dimerleri saptamak i¢in erime egrisi (melting curve) analizi yapilabilmektedir (Sekil
2.2.2.A.). Her cift zincirli DNA kendine 6zgll bir erime 1sis1 (melting temperature, Tm)
degerine sahiptir. Amplifikasyondan sonra sicaklik yavas yavas yiikseltilerek belirli
araliklarla floresan miktar1 gzlenilir. Cift zincirli DNA denatiire olmaya baslayinca bagl
olan floresan boya serbest kaldigi igin Olgiilen 1smma miktar1 azalmaya baslar. Bu
yontemle elde edilen erime egrisinden yararlanilip amplifikasyonun 6zgiilligii saptanabilir.
Tm degerinin tam olarak tespit edilebilmesi i¢in erime egrisinin zamana kars1 tirevi gizilir

ve bu turev analizi siklikla yapilan bir yontemdir (Sekil 2.2.2.B.).
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Sekil 2.2.1. SYBR Green teknigi. A. Baslangi¢ asamasi: bu asamada SYBR Green, primerler ve tek zincirli
DNA bulundugu igin floresan isinma yoktur. B. Primerin hedef molekille baglanmasi: Primerin baglanmasi
ile SYBR Green olusan cift zincirli DNA’da az miktarda floresan sinyal agiga cikar. C. Primer uzamasi:
Amplifikasyon miktaria bagli olarak ¢ift zincirli DNA’ya daha fazla boya Kkatilarak floresan sinyal artar

Esik dongii degeri (threshold cycle = Ct) es zamanli PCR yonteminde Onemli bir
degiskendir. Ct degeri, amplifikasyon sirasinda saptanan floresan 1sinim esik degerinin
agildig1 dongii sayisidir. Bagka bir deyimle iriindeki ilk anlamli artisin oldugu noktay1
gosterir. Farkli PCR reaksiyonlarinda yer alan kalipp Orneklerin miktar1 Ct degerleri
karsilastirilarak ongoriilebilir (Wong ve Medrano 2005). Florimetrik PCR teknigiyle
yapilan kantitatif ¢aligmalarda, kalip DNA miktar1 bilinen standart Orneklere ait Ct



degerleri ile incelenen Ornegin Ct degeri karsilastirilarak yapilmaktadir. Bu nedenle,

kantitatif PCR analizlerinde standart olarak tanimlanan kontrol 6rneklerine ihtiya¢ duyulur.
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Sekil 2.2.2. Erime egrisi analizi

2.2.1. Housekeeping genlerin es zamanh PCR ¢ahsmalarindaki 6nemi

Es zamanli PCR yOnteminde normalizasyon amaci ile ¢esitli kosullarda ifade diizeyi
degismedigi bilinen (en az etkilenen) bir referans gene ihtiyag vardir (Bustin 2002).
Ozellikle farkh bireylerden ya da ayn1 bireyden farkli dénemlerde alinan drneklerle yapilan
arastirmalarda, ilgilenilen genin ifade dizeyinin incelenebilmesi icin dokularda ifadesi
degismedigi varsayilan bir baska gen iriini mRNA ile normalizasyon yapilmasi
gerekmektedir. Ilgilenilen genin ifade diizeyi, referans gen olarak kullanilan housekeeping
genin ifade diizeyine oranlanir. Bu oranlamayla amaclanan izole edilen RNA miktar1 ve
sentezlenen cDNA miktarinin getirdigi 6rnekler arasi baslangi¢ farkliliklarmi, deneysel

hatalari normalize etmektir.



2.3. Kullanilan Markerlerin Tanim

2.3.1. Oct-4

Oct-4 proteini EKH'lerin pluripotansiyel yetenegini korumada ana rol oynar ve bu nedenle,
bu hiicrelerin teshisinde en 6nemli belirtegtir. Bu faktorlin ifade seviyesi ¢ok kritiktir, eksik
veya fazla eksprese olmasi EKH'lerinin farklilasmasma neden olur. Fare embriyosunda
Oct-4 geninin cksik ifadelenmesi i¢ hiicre kitlesinin olusmamasina, bu hiicrelerin
pluripotansiyel kapasitelerinin kaybina ve sonu¢ olarak trofoektoderme doniismelerine
neden olur. Oct-4 geni farenin oositinden de eksprese edilir ve zigotun ilk yariklanmasinda
(cleavage) kaybolup tekrar embriyonun dort hiicreli asamasinda goriilir. Bu gen

gastrulasyon sonrasi farklilasmis hiicrelerde bulunmaz. (Niwa et al. 2000).

2.3.2. Nanog

Nanog geninin mRNA's1 insan ve farenin pluripotent hicrelerinde bulunur ama
olgunlasmis hiicrelerde yoktur. Nanog aslinda hiicrenin farklilasmasina neden olan
genlerin ifadesini susturan bir transkripsiyon susturucusu olarak onerilmistir (Chambers et
al. 2003, Mitsui et al. 2003). Bu genin eksprese olmamasi, EKH'lerin pluripotansiyel
ozelliklerinin kaybina ve bu hiicrelerin ekstraembriyonik hiicrelere doniismelerini indikler.
Nanog geni insan ve farenin embriyonik kdk hiicrelerinde, embriyonik germ hicrelerinde,
olgunlasmamis teratomlarda ve merkezi sinir sisteminde eksprese olur. Son zamanlarda, bu
gen, testikiiler karsinoma ve germ hiicre tiimorlerinin teshisinde kullanilmaktadir (Mitsui et
al. 2003). Primordiyal germ hicrelerinin géc¢linin tamamlanabilmesi icin Nanog geni
gerekmektedir ve eger bu hiicrelerde Nanog ifadesi yoksa genital ¢ikintiya (genital ridge)

varmalarinda sorun yasanir (Chambers et al, 2007).
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2.3.3. Sox2

Sox2 bir intronsuz gen olarak embriyonik hiicrelerin gelismesi ve kaderlerinin
belirlenmesinde 6nemli rol oynar (Kamachi et al. 2000). Sox2 geni EKH’lerin
pluripotansiyel 6zelliginin korunmasi igin vazgegilmez bir gendir (Masui et al. 2007).
Adachi ve arkadaslarina gore (2010) trofoektodermal ve kismen endodermal farklilasmay1
engelleyerek EKH’lerin pluripotansiyel 6zelliginin siirdiiriilmesinde Sox2 gen ifadesi

gereklidir.

2.3.4. Oct-4, Nanog ve Sox2 genlerinin trankripsiyonel diizenleyici rolleri

Oct-4, Nanog ve Sox2 genleri bir transkripsiyonel diizenleyici hiyerarsisinin merkezinde
yer alarak kok hiicrelerin kimligini belirlemektedir (Boyer et al. 2006, Chambers et al.
2003, Mitsui er al. 2003). Oct-4, Sox2 ve Nanog genleri, kendilerini ve sinyal yolagmnin
anahtar bilesenlerini kodlayan genleri aktive ederek ve gelisim siirecinin genlerini
susturarak kok hicrelerin pluripotansiyel ve kendini yenileme 6zelligini saglamaktadir
(Laurie et al. 2005). Sox2 proteini Oct3/4 ile in vitro kosullarda karsilikli etkilesim
yaratarak (Sekil 2.3.4.1.) Oct-Sox arttiricisin1 (enhancer) aktive etmektedir ve bunun
sonucunda Oct3/4, Nanog ve kendisinin ifadesini diuzenlemektedir (Masui et al. 2007).
Canli insan ve fare EKH’lerinde kromatin immunpresipitasyon yontemi kullanilarak Oct-4

ve Sox2 proteinlerinin Nanog promoter’ma baglandigi gosterilmistir (Rodda et al. 2005).
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PSBP : Pluripotential cell-specific
JSM element-binding protein

Sekil 2.3.4.1. Oct-4, Nanog ve Sox2 yolagi

Nanog geninin ifade seviyesi EKH’lerde dalgali seyreder. Nanog miktar1 diisiik olan
(gecici)  hiicreler  farklilasmaya  egilim  gostermektedir  fakat bu  hicreler
farklilasmamaktadirlar. Bazi sonuglar Nanog geninden yoksun EKH’lerin kendilerini
yenileme potansiyelinin korunmasi ve farklilagsmalarini gostermektedir (Sekil 2.3.4.2.).
Nanog”, EKH’ler klonojenik 6zellik ve farklanmamis morfolojilerini  koruyarak
farklanmama belirteclerini ifade edip pluripotent olmaya devam ederler (Chambers et al.
2007).

U v

A B C

Sekil 2.3.4.2. EKH’lerin kendilerini yenileme ve farklilasmalarinin Nanog geninin ifadesiyle iligkisi. A.
Nanog pozitif EKH B. Gegici Nanog negatif EKH C. Farklilasmis Nanog negatif hiicre
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Insan EKH’lerinde Nanog geninin diisiik ifadesi Oct-4 geninin diisiik ifadesine neden
olurken Sox2 geninin ifadesinde etkisi bulunmamaktadir (Hyslop et al. 2005). insan ve fare
EKH’lerinde Nanog geninin yiiksek ifadesi bu hiicrelerin farklilasmasina neden olmazken,
besleyici hiicre tabakasi ve LIF’in yoklugunda bu hiicrelerin farklilasmaksizin kendilerini
yenileme kapasitelerini ylkseltmektedir (Chambers et al. 2003, Darr et al. 2006, Mitsui et
al. 2003). Fare EKH’lerinde Nanog geninin ifadesinin susturulmasi bu hiicrelerin ilkel
endoderm hiicrelerine farklilasmalarina neden olmaktadir (Chambers et al. 2003, Mitsui et
al. 2003). Insan EKH’lerinde Nanog geninin bastirilmas1 bu hiicrelerin hem endoderm hem
de ektoderm hcrelerine farklilagsmalarini saglamaktadir (Hyslop et al. 2005, Zachres et al.
2005).

Morula hiicreleri ve onlarin 6ncii hiicrelerinin ¢ekirdeginde hem Oct-4 hem de Sox2
genleri ifade olurken Nanog geninin negatif olmasi, Oct-4 ve Sox2 genlerinin uygun
hlcresel yerlesiminin yan1 sira baska molekiiler sinyallerinde Nanog geninin ifadesi igin
gerekli oldugunu diisiindirmektedir (Rodda et al. 2005). Bazi arastirmalar Oct-4 ve Sox2
genlerinin Nanog geninin ifade olmasi i¢in gerekli oldugunu ve ayrica Oct-4 proteini
yokken Sox2 proteininin  Nanog promoter’mna etkili bir sekilde baglanamadigini
gostermektedir (Kurda et al. 2005, Rodda et al. 2005). Her ne kadar Nanog ve Oct-4
proteinleri EKH’lerin kendisini yenilemekte birbirinden farkli islevler gosterse de Oct-4
proteini yokken Nanog proteini fonksiyon gdsterememektedir, bu yiizden bu iki proteinin
birbirine bagl ve paralel olarak islev yapabildikleri diistiniilmektedir (Chambers et al.
2003, Pan et al. 2006).

EKH’lerde Oct-4 konsantrasyonu eger sabit ifade (steady-state) miktarmmn altindaysa
Nanog promoter’mi1 aktive eder, sabit ifade miktarinda veya daha yiiksekse o zaman Nanog
geni ifadesinde engelleyici etkisi olur (Sekil 2.3.4.3.). Bu mekanizma kok hicrelerin
pluripotansiyel 6zelliginin Oct4 miktarma bagl olarak diizenlendigini gostermektedir
(Niwa et al. 2000). Oct-4 geni diisiik ifade olursa Sox2 ve Nanog genlerinin de dusiik
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ifadesine neden olur (Babaie et al. 2007, Zaehres et al. 2005). EKH’lerinin
pluripotansiyelli§inin korunmasi igin Oct-4 geninin ifade miktar1 ¢ok kritiktir. Ornegin bu
gen fazla ifade olursa EKH’lerin endoderm veya mezoderm hiicre hattma (Niwa et al.
2000, Rodriguez et al. 2007) disiik ifade olursa trofoektodermal hiicrelere farklilasmasini
tetikler (Babaie et al. 2007, Hay et al. 2004, Niwa et al. 2000, Zaehres et al. 2005).

Yiiksek Oct4
C\ Diisiik Oct4
Oct4 - Nanog

Sekil 2.3.4.3. Oct-4 ve Nanog genlerinin birbirinin Uzerindeki dizenleyici etkileri

EKH’lerde RNAi (RNA interference) ile Sox2 geninin susturulmasi sonucu bu hiicreler
trofoektoderm dahil olmak Gzere ¢oklu hiicre hattina (multiple linage) farklilasmaktadirlar
(Ivanova et al. 2006). EKH’lerde Sox2 proteininin kiigiik artis1 (iki kat veya daha az) ¢esitli
farklilasmis hiicre tiplerindeki (endoderm harig, noroektoderm, mezoderm ve
trofoektoderm) belirtecleri sergilemektedir (Kopp et al. 2008). Insan EKH’lerinde Sox2
proteininin  diisiik ifadesi trofoektodermal ve kismen endodermal farklilasmay1
tetiklemektedir (Adachi et al, 2010). Sox2 geninin yiksek ifadesi hem kendisi hem de
Sox2:0ct3/4 kompleksinin hedef genlerinin (Oct/34, Nanog, Fgf-4 ve Utfl) disiik
ifadelerine neden olup ayni zamanda CDX2 proteininin esliginde trofoektodermal
farklilasmay: tetikler (Kopp et al. 2008, Adachi et al. 2010). Ozet olarak Sox2 geninin
diisiik veya fazla ifadelenmesi insan EKH’lerinin trofoblast hiicre hattina farklilagmasini
saglar. Sonu¢ olarak EKH’lerin kendilerini yenileme 6zelliklerinin korunmasi i¢in hem

Sox2 hem de Oct-4 genlerinin ifadesi bir ince ¢izgi igerisinde olmas1 gerekmektedir.
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EKH’lerde Sox2 geninin ifadesi hem kendisi ve hem Oct-4 geni tarafindan, Oct-4 geninin
ifadesi ise hem kendisi hem de Sox2 geni tarafindan diizenlenmektedir (Okumura et al.
2005).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Histolojik Analiz

Bu calisma Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulunun No:(2009-186) izniyle
yapilmistir.

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Laboratuarmmda BALB-C cinsi 2 ve 8 haftalik
farelere ketamin+ksilazin (100+10 mg/kg) verilip anestezi uygulanarak ovaryumlari
laparoskopik yontemle ¢ikarildiktan sonra tespit edilmek i¢in Bouin soliisyonuna aktarild.
Histolojik inceleme icin 2 (iki fare) ve 8 (iki fare) haftalik fareden ovaryum alind1.

Bouin sollisyonu:
e Suda doyurulmus Pikrik asit: 300 cc
e %040 Formalin: 100 cc
e Glasiyal astik asit: 20cc

24 saat tespit isleminden sonra asagida gdsterilen takip yontemi uygulandi.
A) Dehidratasyon

e 950 Alkol: 1 saat x 2

%70 Alkol+3 damla doymus lityum karbonat ¢ozeltisi

%80 Alkol: 2 saat x 2

%95 Alkol: 1 gece x 2

%100 Alkol: 1.5 saat x 2
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B) Seffaflandirma
o Amil Asetat: 5.5 saat
C) infiltrasyon (Emdirme)
e Yumusak parafin: 1 saat
e Yumusak+sert parafin: 3 saat
e Sert parafin: 2 saat
D) Gomme
e Sert parafine gémular

Elde edilen parafin bloklardan LEICA RM2125RT tipi mikrotomla 3 pm kalinliginda
kesitler alimip HE (Hematoksilin Eozin) ve PAS (Periodik Asit Shift) yontemleri ile
boyanip Nikon Eclipse E200 mikroskobuyla incelenmistir.

3.2. RNA Izolasyonu i¢in Farelerden Ovaryum Alma islemi

Farelerden ovaryumlar alindiktan sonra hemen sivi azota aktarilip RNA izolasyonu igin
Aakara Universitesi Biyoteknoloji Enstitlisii Merkez Laboratuarma gétiiriildii ve -80°C*de
sakland1. Her iki gurup icin (2 ve 8 haftalik) dorder fare ayrildi ve her fareden alinan 2

ovaryum bir tpin i¢ine koyulup bir érnek olarak hesaplandi.
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3.3. Ovaryumdan RNA izolasyonu

RNA izlasyonu igin TRIzol (Invitrogen) protokolii uygulandi. Oncelikle ovaryumlar -
80°C’den alimip RNase Free tupe aktarildi ve Uzerine 1000ul TRIzol koyulup dokuyu
parcalamak igin tissuelyser cihazi kullanildi. Pargalama islemi (birinci asama 2 dakika 25
frekans saniye, ikinci asama ise 1 dakika 30 frekans saniye olmak (zere ) iki asamada
yapildi. Dokunun daha iyi homojen olmasi i¢in birka¢ kere enjektérden gegirildi. Sonraki
asamada tiipln icine 200ul kloroform eklenip iyice calkaladiktan sonra vortex edilip 5
dakika oda 1sisinda bekletildi ve daha sonra 25 dakika, 13000 rpm, 4°C‘de santrifuj edildi.
Santriftijden sonra tlpte 3 tabaka (Ust tabakada RNA, ortada tabakada DNA ve alt tabakada
protein ve lipit) olustu. Pipetle Usteki tabaka (RNA tabakasi) alinip baska tiipe aktarilip
uzerine 500 ul isopropanol ve 2 ul glikojen konulup vortex edildikten sonra 10 dakika oda
1s1sinda bekletilip sonra 15 dakika, 13000 rpm, 4°C<de santriftlj edildi. TUpin dibinde pelet
olusumu gorildu ve isopropanol dokullp yerine 1000ul %70 etanol koyulup 5 dakika,
1000 rpm ,4°C*de santriflij edildi. Bu asama iki kere tekrar edildi. Sonraki agsamada etanol
disar1 alinip RNA peletinin ¢6zilmesi icin 40l RNase Free su koyulup pipetaj edildi. Elde
edilen RNA, Nanodrop ND-1000 Spectorophotometr cihazi ile kantitatif olarak 6l¢ildi ve
daha sonra tupler -80°C‘ye kaldirilda.

3.4. Kandan RNA izolasyonu

Embriyonik kok hicre belirtecleri icin pozitif kontrol olarak periferik kan kullanild:
(Virant-klum .1 et al, 2008). 8 haftalik farelerin kalbinden EDTA’l1 tiipe 4ml kan alind:.
Kandan RNA izolasyonu yapmak uzere ilk dnce 16kositleri ayirmak igin Ficoll protokol
uygulandi. 4ml kan pipetle ¢cok yavasca 4ml Ficoll Uzerine aktarihip 20 dakika, 3000 rpm,
oda 1sisinda santriflj edildi. Santrifujden sonra falkon tupte 4 tabaka olustu; listen asagiya

dogru, plasma, lokositler, Ficoll ve alyuvarlar. Lokosit tabakasi pipetle toplanip baska
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falkon tiiptine aktarilip iizerine 5ml PBS ile hazirlanmig DEPC (Diethylpyrocarbonate)
ilave edildikten sonra 10 dakika, 3000 rpm, oda 1sisinda santrifiij edildi. Lokositleri
yikamak i¢in bu asama iki kere yapildi. Santriflijden sonra tiipiin dibinde pelet olustugu
goruldi ve DEPC dokildikten sonra peletin Gzerine 1000 ul TRIzol koyulup pipetaj
yapildi ve daha iyice homojen olmasi igin birkag kere enjektdrden gecirildi.

Kandaki I6kositlerden RNA izolasyonu igin aynen ovaryumdan RNA izole edildigi gibi
TRIzol protokoll takip edildi. Kandan elde edilen RNA 30ul RNase Free suda ¢ozilip
kantitatif olarak Nanodrop cihazi ile dlgildu.

3.5. Ovaryum ve Kandan Elde Edilen Total RNA’larin Kalitatif Degerlendirilmesi

Total RNA’larin kalitatif degerlendirmesi i¢cin %1.2 agaroz jel kullanildi. 8 ve 2 haftalik
farelerin ovaryumundan elde edilen RNA’lar 1 pg ve kandan elde edilen RNA 0.5 pg
olarak jele yiiklendi ve 90 V’ta yiritilip Gene Genious Bio Imaging System cihaziyla

goriintii alind.

3.6. cDNA Sentezi

cDNA sentezi igin 1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) kullanild1 ve bu kitin

standart protokolii takip edilerek cDNA sentez edildi. Kalip olarak butin ovaryum

19



orneklerinden 1pg RNA ve kandan 0.5 pg RNA kullanildi. Asagida kullanilan kitin

protokolii verilmistir:

e 10x Reaction Buffer: 2 pl

e 25mM MgCly: 4 pl

e Oligo-p (dT)15 Primer: 2 ul

e AMV Reverse Transcriptase: 0.8 pl
e Deoxynucleotide Mix: 2 pl

e RNase Inhibitor: 1 pl

Distile su ve RNA miktarlar1 6rneklere bagl olarak farklidir ve toplam hacim 20 pl’dir.
Reverse transkripsiyon asagidaki kosullarda DNA Engine (PTC-200) Peltier Thermal
Cycler cihazi kullanilarak gergeklestirildi:

e 25°C’de 10 dk. Primer baglanmasi
e 42°C’de 60 dk. cDNA sentezi

e 99°C’de 5 dk. Denatiirasyon

Yukaridaki reaksiyon sonucunda 20 pl cDNA sentezlendi. Pipetaj hatasin en aza indirmek

icin cDNA ornekleri 40 ul’ye sulandirildi (20 pl cDNA + 20 pl distile su = 40 pl).
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3.7. Standart Egri ve Amplifikasyon Verimliligi

Amplifikasyon verimliliginin hesaplamast Real Time-PCR analizinde 6nemli asamadir.
Bagil kantitasyon 6l¢gliminde bu yontem orneklerin karsilastirmali ifadelenme diizeyinin
hesaplanmasinda kullanilir. Eger amplifikasyon verimliligi hem referans gen ve hem hedef

gen icin 100% olursa, 2" formiilii kullanilabilir (Pfaffl 2001).

ACtHedef (kontrol-6rnek ACtRef kontrol-6rnek
ACt = [(EHedef) edef ( ) / (EReferans) eferans ( )]
E:2(-l/egim)

Oct-4, Nanog, Sox2 ve GAPDH primerlerinin amplifikasyon verimliligini (E) hesaplamak
icin cDNA’lardan karigim yaparak 2 kez sulandirma yapildi (1-1/64).
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3.8. Is1 Dongusu PCR ile Elde Edilen cDNA’lar GAPDH Geni (Housekeeping Gen) ile

Kontrol Edilmesi

Asagidaki protokol uygulanarak PCR kuruldu:

e Buffer: 2.5 ul

e MgCly: 1.5 pl

e Forward Primer (10pmol/ pl): 1 pl
e Reverse Primer (10pmol/ pl): 1 ul
e dNTP: 0.5l

e Taq Polymerase: 0.2 ul

e CDNA: 1 pl

Distile Su: 17.3 pl

Toplam Hacim: 25 ul

PCR asagidaki kosullarda ve 30 dongude kuruldu:

95°C’de 5 dk. Baslangi¢ denatiirasyonu takiben

e 95°C’de 30 sn. Denaturasyon

e 60°C’de 30 sn. Primer baglanmasi 30 dongi
e 72°C’de 30 sn. Uzama

o 72°C’de 5 dk
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3.9. Iss Dongusii PCR ile Oct-4 ve Nanog Genin Ifadesi Ovaryum ve Kan

Orneklerinde Arastirilmasi

Bu amag icin pozitif kontrol olarak kan ve iki gurup ovaryumdan birer 6rnek (2 haftaliktan
ticiincli 0rnek ve 8 haftaliktan birinci 6rnek) secilip asagidaki protokol uygulanarak PCR

kuruldu:

e Buffer: 2.5 pl

e MgCly: 1.5 pl

e Forward Primer (10pmol/ pl): 1 pl
e Reverse Primer (10pmol/ pl): 1 ul
e dNTP: 0.5l

e Taq Polymerase: 0.2 ul

e CDNA: 1 pl

Distile Su: 17.3 pl

Toplam Hacim: 25 ul

PCR asagidaki kosullarda ve 35 dongiide kuruldu:

95°C’de 5 dk. Baslangi¢ denatiirasyonu takiben

95°C’de 30 sn. Denatirasyon

55°C’de 30 sn. Primer baglanmasi > 35dongi

72°C’de 30 sn. Uzama
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3.10. Es Zamanh PCR

Deneylerde tiim cDNA 6rnekleri ve standart 6rnekler ayni sartlarda ve ayni grup igerisinde
3’er kez calisilarak bu ti¢ Ol¢limiin ortalamasi analizlerde kullanilmistir. Bunun amaci,
deneysel hatalar1 ve farklar1 azaltmaktir. Seg¢ilen zaman noktalarinda eksprese olan
housekeeping gen miktari, 2 ve 8 haftalik 6rnekler arasinda ifade diizeyleri karsilastirilarak

incelendi.

gRT-PCR kosullar:

e 2X SYBR Green karigimi: 10 pl

e Forward primer (10pmol/ pl): 0.8 pl
e Reverse primer (10pmol/ pl): 0.8 pl
e Distile su: 7.4 ul

e CcDNA: 1ul

20 pl Real Time-PCR reaksiyonu Roche LighteCycler 480 cihazinda 45 dongiide GAPDH,
Oct-4 ve Sox2 geni igin ve 40 dongide Nanog geni igin gergeklestirildi.

e 95°C 5 dk. Baslangi¢ denatiirasyonu takiben

\
e 95°C 30 sn. Denatlirasyon
e 55°C 30 sn. Primer baglanmas1 > 45 déngii (Oct-4 ve Sox2)/40 déngii (Nanog)

e 72°C 30 sn. Uzama
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3.11. Primer Tasarim

Oct-4, Nanog ve GAPDH primerlerinin tasarimi igin primer.exe programi kullanildi. Sox2

primer dizisi, Zour et al. (2009) makalesinden alind1 (Cizelge 3.10.1.).

Real Time-PCR igin kullanilan primerlerin dizileri, uzunluklari, Uriin boyutu ve fonksiyonu

Gen

Primer

bg

Uriin
boyutu

Fonksiyon

Oct-4

Forward:
AGGAAGCCGACAACAATGAG

Reverse:
CTGATTGGCGATGTGAGTGA

20

173

Marker

Nanog

Forward:
AGCAGATGCAAGAACTCTCC

Reverse:
CAGATGCGTTCACCAGATAG

20

207

Marker

Sox2

Forward:
TAGAGCTAGACTCCGGGCGATGA

Reverse:
TTGCCTTAAACAAGACCACGAAA

23

297

Marker

GAPDH

Forward:
ATGGTGAAGGTCGGTGTGAA

Reverse:
CCTTGACTGTGCCGTTGAAT

20

178

Referans kontrol

(Housekeeping

gen)

Cizelge 3.10.1.

Oct-4, Nanog, Sox2 ve GAPDH genleri icin kullanilan primerler.
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3.12. Elektroforez Jel Goriintiilerinde Kullanilan Markerler

Jelde yiiriitilen RNA veya DNA’larin boyutunu belirlemek igin farkli markerler

kullanilmaktadir. Bu arastirmada kullanilan markerler sekil 3.11.1°de verilmistir.

Kilohases Mass (ng) Product Insert
-0 42
80 4 HyperLadder |
60 50
500 42 BAND SIZE (bp) | ng/BAND
—40 3:
10,000 100
8,000 80
15 6,000 60
5,000 50
4,000 40
20 48 3000 £y
2,500 %
15 36 s .
1,500 15
1,000 100
800 80
1 4 600 60
400 40
200 20

@ N T
5yl HyperLadder /iane, 1% molecular Figure. JU UL OF GHAUKET 0N Lo BERTOR:

-0s 42 biology grade agarose in 1x TAE stained " 1
rade gharmue I I TAE (el wisualized by EABr staiing

Sekil 3.11.1. Elektroforez jel goriintiilerinde kullanilan markerler. A. 500 b¢. B. 200 bg. C. 100 bg.
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3.13. immiin Boyama

3.13.1. Kryo kesit alma islemi

Ovaryum dokusu Cryomatrix maddesine gdmilip daha sonra -20°C’de Shandon Cryotome
SME cihaziyla bu dokudan 8 pm kalinliginda kesitler alindi. Kesitler Poli-L-lizin kapli lam
tizerine alindiktan sonra daha 6nceden -20°C’de sogutulmus saf asetonla oda 1sisinda tespit

edilip boyama asamasima kadar 4°C’de sakland:.

3.13.2. Antikor boyama

Kesitler 4°C’den ¢ikarilip 2x5 dakika fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile yikand: ve alttaki

protokole gore boyama iglemi yapildi:

e Kaesitlerin gevreleri smirlayici kalem ile ¢izildi.

e Bloklama: Kesitler Gzerine sigir serum albimini (1%)-fosfat tampon sollisyonu-
0.5% triton-x (BSA-PBST) damlatilarak 30 dakika bekletildi.

e Blok soliisyonu PBS ile hafifce yikanip uzaklastirildi ve her kesit (izerine uygun
sekilde dilisyonu yapilmis (Oct-4: %4, Nanog: %1, Sox2: %0.05) 50 pl primer
antikor damlatilip kapali nemli kutuda 1 gece boyunca 4°C’de bekletildi.

e PBS+Tween (0.05%) soliisyonu ile 3x5 dakika yikandi.

e Her kesit izerine 50 pl hazirlanmis olan floresan isaretli sekonder antikor (%0.1)
damlatilip kapali nemli kutuda 1 saat oda 1sisinda bekletildi.

e PBS+Tween soliisyonu ile 3x5 dakika yikandi.

e DAPI boyasi i¢eren kapatma medyumu (VECTASHIELD Mounting Medium with
DAPI) kullanilarak kesitler lamel ile kapatild.

Goruntuler Carl Zeiss Axio Imager M1 floresan mikroskobuyla alind1.
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3.13.3. Kullamilan primer ve sekonder antikorlar

Bu arastrmada kullanilan primer ve sekonder antikorlarin iretildigi firma ve katalog

numaralar1 Cizelge 3.13.3.1°de verilmistir.

Antikor Katalog Numara Firma
Oct4 (primer antikor) ab18976 Abcam
Nanog (primer antikor) ab80892 Abcam
SOX2 (primer antikor) ab59776 Abcam
Alexa Fluor 594 goat anti-rabbit 1gG A-11037 Invitrogen
(sekoner antikor)

Cizelge 3.13.3.1. Kullamlan primer ve sekonder antikorlar
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Histolojik Inceleme

Iki ve sekiz haftalik ovaryumlar HE ve PAS yontemleriyle boyandiktan sonra morfolojik
olarak incelendi. Ovaryum yuzey epiteli hicreleri, korteks bdlgesindeki primordiyal,

primer ve sekonder folliktllerin normal oldugu izlendi (Sekil 4.1.1-2.).

Sekil 4.1.1. ki haftahk ovaryumda HE ve PAS boyama gérintileri. A. HE (Biyiitme x10) B. PAS
(Buyltme x10) C. HE (Buyutme x40) D. PAS (Buyutme x40). Primordiyal follikiiller (yesil ok), Primer
follikiiller (sar1 ok), Cok katli primer follikiiller (mavi ok), Teka hiicreler (beyaz ok), epitel (kirmiz ok)
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Sekil 4.1.2. Sekiz haftalik ovaryumda HE ve PAS boyama goriintiileri. A. HE (Blyltme x10) B. PAS
(Blyltme x10) C. HE (Buyiitme x40) D. PAS (Biyitme x40). Primordial follikiiller (yesil ok), Primer
follikiiller (sar1 ok), Cok katli primer follikiiller (mavi ok), sekonder follikiiller (siyah ok), Teka hucreler
(beyaz ok), epitel (kirmiz ok)
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4.2. Real Time-PCR

4.2.1. Ovarum ve kandan elde edilen RNA’larin kantitatif sonuclar

& Haftalik ornekler:

e 1inci6rnek: 443.4 ng/pl
e 2inci 6rnek: 759.8 ng/ul
e 3lnct 6rnek: 759.2 ng/ul

e 4 {incu 6rnek: 445.4 ng/ul

2 Haftalik 6rnekler:

e linci6rnek: 322.6 ng/ul
e 2inci6rnek: 382.1 ng/ul
e 3 Uncl 6rnek: 364.9 ng/ul

e 4Uncl 6rnek: 353.4 ng/ul

Kan:

e 108.5 ng/ul
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4.2.2. Ovaryun ve kandan elde edilen total RNA’larin kalitatif sonuclar

Total RNA’larin kalitatife degerlendirmesi i¢in elde edilen RNA’lar (1 pg) %1.2 agaroz
jelde ve 90 V'’ta yiiriitiilmistir (Sekil 4.2.2.1-2.).

18s

Sekil 4.2.2.1. Sekiz haftalik ve kan orneklerinden elde edilen total RNA’larin agaroz jel gérintist. M.
Marker (500 bg) A. Birinci 6rnek B. ikinci 6rnek C. Uglincii 6rnek D. Dérdiincii 6rnek E. Kan

Sekil 4.2.2.2. iki haftalik 6rneklerinden elde edilen total RNA’larin agaroz jel goriintiisii. M. Marker
(500 bg) A. Birinci 6rnek B. Ikinci ornek C. Uciincii érnek D. Dérdincii érnek
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4.2.3. Elde edilen cDNA’larin GAPDH geniyle 1s1 dongiisiit PCR’da kontrol edilmesi

Elde edilen PCR Urtnleri (cDNA) %1.5 agaroz jelinde ve 90V ta yuruttldikten sonra 178
be. uzunlugunda beklenen GAPDH geni gozlendi (Sekil 4.2.3.1.).

Sekil 4.2.3.1. iki ve sekiz haftalik ovaryumlardan elde edilen cDNA’larimn GAPDH geniyle kontrol
edilmesi. M. marker (200 bg) A. 2 haftalik, birinci 6rnek B. 2 haftalik, ikinci drnek C. 2 haftalik tiglincii
ornek D. 2 haftalik, dordiincii ornek E. 8 haftalik, birinci 6rnek F. 8 haftalik, ikinci 6rnek G. 8 haftalik,
Uctincu érnek H. 8 haftalik, dordiincii 6rnek 1. Negatif kontrol
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4.2.4. Standart egri ve amplifikasyon verimliligi inceleme sonucu

Hedef ve referans genlerinin amplifikasyon verimliliginde higbir engelleyici etki
gézlenmedi (E=2.0). Bu nedenle biitin hesaplamalar 24" formiiliin kullanarak yapildu.

Ornek olarak GAPDH ve Oct-4 genlerinin grafigi verilmistir (Sekil 4.2.4.1.).

A

25.00

\ y=-1.0644x+ 23.603

2000 \*\A\‘_\‘

15.00

10.00

CtDegeri

5.00

0.00 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8
DNA miktar (log2)

30.00

y=-0.9032x+ 28.07
2500 .\b\

20.00

15.00

CtDegeri

10.00

5.00

0.00 T T T 1

DNA miktari (log 2)

Sekil 4.2.4.1. Amplifikasyon verimliligini hesaplamak icin Oct4 ve GAPDH genlerinin standart egrisi.
A. GAPDH B. Oct-4
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4.2.5. RT-PCR yontemiyle Oct-4 ve Nanog genlerinin ifade varhgimn ovaryum ve kan

orneklerinde incelenmesi

Elde edilen RT-PCR urtnleri %2 agaroz jelde ve 90V’ta yurituldikten sonra 173 bg.
uzunlugunda Oct-4 geni ve 207 bg. uzunlugunda Nanog geninin varlig1 kan ve ovaryum
orneklerinde incelendi. Jel goriintiisiinden elde edilen sonuglara gore, 2 ve 8 haftalik
ovaryumlarda Oct-4 ve Nanog geninin varlig: tespit edildi. Kanda ise sadece Nanog geni
gOzlendi (Sekil 4.2.5.1.).

M A B C D E FE G H

Sekil 4.2.5.1. iki haftalk, Sekiz haftahk ve kan érneklerinde Oct-4 ve Nanog genlerinin RT-PCR
yontemiyle arastirma sonucu. M. Marker (200 b¢) A) Oct-4 geni kanda B. Oct-4 geni 2 haftalik
ovaryumda C. Oct-4 geni 8 haftalik ovaryumda D. Oct-4 geni i¢in negatif kontrol E. Nanog geni kanda F.
Nanog geni 2 haftalik ovaryumda G. Nanog geni 8 haftalik ovaryumda H. Nanog geni i¢in negatif kontrol

35



4.2.6. Real Time-PCR sonuglar

Real Time-PCR reaksiyonu sonucunda her gen igin amplifikasyon egrisi ve erime piki

gozlendi. Sekil 4.2.6.1°de 6rnek olarak Sox2 geni verilmistir.

A

407694
37 2691
337691

g 30269

o 26,7691

2 232601

$ 19760
16.2691

2 127691

9.269

5.769

2.269

en

Fluo:

14621+
126214
10,6214
8.621
6,621
4,621+

2621+

-{<l/dT) Fluorescence (483-533)

0621

Temperature (°C)

Sekil 4.2.6.1. Sox2 geninin amplifikasyon egrisi (A) ve erime piki (B)
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Elde edilen Real Time-PCR drlnleri %2 agaroz jelinde, 90 V’ta yiratuldikten sonra
alttaki goriintiilere ulasildi. (Sekil 4.2.6.2-5.).

—————— G S — — — 178

N—— —_— ~—_—~— —
M A B C D

R ——————— e e 178

N — — ~—_— — —~— —
M E F G H I

Sekil 4.2.6.2. GAPDH geni i¢in agaroz jelinde yuritilen Real Time-PCR urinlerinin goérintisu. M.
Marker (200 bg) A. 2 haftalik 1 inci 6rnek B. 2 haftalik 2 inci rnek C. 2 haftalik 3 iincii 6rnek D. 2 haftalik
4 Unci Ornek E. 8 haftalik 1 inci 6rnek F. 8 haftalik 2 inci 6rnek G. 8 haftalik 3 iincii érnek H. 8 haftalik 4
Uncl ornek 1. Negatif kontrol

S — —_— ~—_— ~—_—
M A B C D

PR—— L L T T T T 173

N, —_—~—_— ~— — ~— —
M E F G H I

Sekil 4.2.6.3. Oct-4 geni i¢in agaroz jelinde yuritilen Real Time-PCR Urtnlerinin gorintist. M.
Marker (200 bg) A. 2 haftalik 1 inci 6rnek B. 2 haftalik 2 inci drnek C. 2 haftalik 3 tincii 6rnek D. 2 haftalik
4 Unci Ornek E. 8 haftalik 1 inci 6rnek F. 8 haftalik 2 inci 6rnek G. 8 haftalik 3 iincii érnek H. 8 haftalik 4

Uncli érnek 1. Negatif kontrol
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N, —m—_——— —m— —
A B C D

207

Sekil 4.2.6.4. Nanog geni i¢in agaroz jelinde yuratilen Real Time-PCR dridnlerinin gérintisi. M.
Marker (200 bg) A. 2 haftalik 1 inci 6rnek B. 2 haftalik 2 inci 6rnek C. 2 haftalik 3 tincii 6rnek D. 2 haftalik
4 Uncl ornek E. 8 haftalik 1 inci 6rnek F. 8 haftalik 2 inci 6rnek G. 8 haftalik 3 tincti 6rnek H. 8 haftalik 4
unct 6rnek 1. Negatif kontrol

N — ——_— — — " — _—
M A B (@ D

N — —_— ~— —— _—— —
M E F G H I

Sekil 4.2.6.5. Sox2 geni i¢in agaroz jelinde yiritilen Real Time-PCR Urlnlerinin gorintist. M.
Marker (200 b¢) A. 2 haftalik 1 inci 6rnek B. 2 haftalik 2 inci 6rnek C. 2 haftalik 3 {incii 6rnek D. 2 haftalik
4 Unci Ornek E. 8 haftalik 1 inci 6rnek F. 8 haftalik 2 inci 6rnek G. 8 haftalik 3 iincii 6rnek H. 8 haftalik 4
uncli érnek 1. Negatif kontrol
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4.2.7. Real Time-PCR sonug¢larmnin istatistiksel analizi

Bu caligma siiresince yapilan tiim deneyler, dl¢limler, incelemeler ve degerlendirmelerde,
gRT-PCR sonuglar1 Roche LighteCycler 480 yazilimi ile kantite edilmis. Verilerin
istatistiksel analizi SPSS 15.0 yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir. Oct-4, Nanog ve
Sox2 genlerinin verileri GAPDH geniyle normalize edilip 2" formiilinden ¢ikan
verilerle istatistiksel analiz gergeklestirildi. Yapilan T-Test analizine gore (Cizelge
4.2.7.1.) Oct-4 ve Nanog genlerinin ifade diizey farki 2 ve 8 haftalik yas gruplar1 arasinda
anlamli olmustur (p<0.05). Sox2 geninin ifade duzeyinde ise iki gurup arasinda kayda
deger fark gézlenmemistir (p>0.05). Oct-4 genini ifade seviyesi 2 haftalik guruplarda daha
fazlayken Nanog genin ifade seviyesi 8 haftalik guruplarda daha fazla olmustur. Ayrica,
Oct-4 geninin ekspresyon miktar1 her iki gurupta Nanog ve Sox2 genlerine karsi daha

fazladir (Sekil 4.2.7.2.).

Independent Samples Test
Levene's Testfor Equality of
Variances test for Equality of Means
95% Confidence Interval ofthe
Difference
Mean Std. Ermor
F Sin, t if Si. (2talled) | Difference Difference Lower Lppet
ot Equalvariances
assumed 13,848 il 1447 B 050 004 ooz oo 00g
Equalvafanoes net w7 | m 146 04 102 01 10
nanog  Equalvariances
assumed 3,891 098 | -3273 § 07 0o il oo 0o
Equalvatanses net Az | am 40 010 o0 00 010
s Equalvariances
assumed 1,281 299 | 1678 B 144 oo il oo oo
Equal afanses not AETE | 4385 161 00 [ 000 00
NPLR TE3TS

JM-T= oct nanog sox? BY grup(l 2Z)
JUIZSING ANALY3IZ.

Cizelge 4.2.7.1. SPSS yazilimiyla Real Time-PCR sonuglari icin yapilan T-Test analizi. Her gen icin p
degrleri (kutucuk iginde) hesaplanmustir
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Sekil 4.2.7.1. Real Time-PCR sonuglarimn iKi ve sekiz haftalik 6rnekler i¢in grafikleri. A. Oct-4 geninin
ifade dlzeyi B. Nanog geninin ifade dizeyi C. Sox2 geninin ifade dizeyi D. Oct-4, Nanog ve Sox2
genlerinin ifade seviyesi her iki yas gurubunda E. Nanog ve Sox2 genlerinin ifade seviyesi her iki yas gurubu

arasinda
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4.3. Immiinhistokimyasal Boyama

Oct-4 proteini her iki grup iginde ovaryumun epitel hiicrelerinin sitoplazmasinda,
folliklllerin graniilloza hiicrelerinin sitoplazmasinda, 00sit sitoplazmasinda ve teka

hicrelerinin sitoplazmasinda g6zlendi (Sekil 4.3.1-5.).

Nanog proteini sadece oosit ¢ekirdeginde gozlendi (Sekil 4.3.6-9.). 8 haftalik 6rneklerde 2
haftaliklara gore daha yiiksek sinyal vardi ve bu sonu¢ Real Time-PCR analizlerine

uyumaktadir.

Sox2 proteini ovaryumun epitel hiicrelerinin sitoplazmasinda, graniiloza hiicrelerinin
sitoplazmasinda, 00sit ¢ekirdeginin g¢evresinde ve sitoplazmasinda ve teka hicrelerinin
sitoplazmasinda tespit edildi (Sekil 4.3.10-14.).
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Sekil 4.3.1. iki haftalik fare ovaryumunda Oct-4 proteinin ifadesi. A. DAPI B. Oct-4; graniiloza hiicreleri
(sar1 0k), teka hiicreleri (mavi ok), oosit sitoplazmasi (beyaz ok) C. Birlesik ( Buyitme x40)
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Sekil 4.3.2. iki haftalik fare ovaryumunda Oct-4 proteinin ifadesi. A. DAPI B. Oct-4; oosit sitoplazmasi
(beyaz ok), epitel hiicreleri (yesil ok) C. Birlesik. ( Buyutme x20)
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Sekil 4.3.3. Sekiz haftalik fare ovaryumunda Oct-4 proteinin ifadesi. A. DAPI B. Oct-4; graniloza
hicreleri (sar1 ok) C. Birlesik (Buyiitme x40)

44



Sekil 4.3.4. Sekiz haftalik fare ovaryumunda Oct-4 proteinin ifadesi. A. DAPI B. Oct-4; graniloza

hiicreleri (sar1 ok), teka hiicreleri (mavi ok), oosit sitoplazmasi (beyaz ok), epitel hicreler (yesil ok) C.
Birlesik (Blyitme x40)
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Sekil 4.3.5. Oct-4 proteini icin negatif kontrol. A. DAPI B. Oct-4 C. Birlesik (Buyitme x40)
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Sekil 4.3.6. Iki haftahk fare ovaryumunda Nanog proteinin ifadesi. A. DAPI B. Nanog; oosit ¢ekirdegi
(beyaz ok) C. Birlesik (Biiyiitme x100)
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Sekil 4.3.7. Sekiz haftalik fare ovaryumunda Nanog proteinin ifadesi. A. DAPI B. Nanog; oosit ¢ekirdegi
(beyaz ok) C. Birlesik (Buyltme x20)
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Sekil 4.3.8. Sekiz haftalik fare ovaryumunda Nanog proteinin ifadesi. A. DAPI B. Nanog; oosit ¢ekirdegi
(beyaz ok) C. Birlesik (Buyltme x40)
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Sekil 4.3.9. Nanog proteini icin negatif kontrol. A. DAPI B. Nanog C. Birlesik (Buyutme x40)
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Sekil 4.3.10. iki haftalik fare ovaryumunda Sox2 proteinin ifadesi. A. DAPI B. Sox2; graniiloza hiicreleri

(sar1 0k), teka hiicreleri (mavi ok), oosit sitoplazmasi (beyaz ok) C. Birlesik (Blyitme x20)
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Sekil 4.3.11. iki haftalik fare ovaryumunda Sox2 proteinin ifadesi. A. DAPI B. Sox2; graniiloza hiicreleri

(sar1 0k), teka hiicreleri (mavi ok), oosit sitoplazmasi (beyaz ok) C. Birlesik (Blyitme x40)
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Sekil 4.3.12. iki haftahk fare ovaryumunda Sox2 proteinin ifadesi. A. DAPI B. Sox2; epitel hiicreleri
(sar1 0k), oosit sitoplazmasi (beyaz ok) C. Birlesik (BUyutme 40x)
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Sekil 4.3.13. Sekiz haftalik fare ovaryumunda Sox2 proteinin ifadesi. A. DAPI B. Sox2; graniloza

hiicreleri (sar1 ok), oosit sitoplazmasi (beyaz ok) C. Birlesik (Buyutme x20)
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Sekil 4.3.14. Sox2 proteini icin negatif kontrol. A. DAPI B. Sox2 C. Birlesik (Buyutme x40)
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5. TARTISMA ve SONUC

Disi primordiyal germ hiicrelerinde, Oct-4 geni mayozun profaz | evresinde susturulup
dogum sonras1 oosit gelisimiyle birlikte tekrar ifade edilmistir (Kehler et al. 2004). Oct-4
geninin ifadesi RT-PCR ile dollenmemis oositlerde ve immiinhistokimyasal yontemle oosit
sitoplazmasinda gosterilmistir (Gauffman et al. 2005). Oosit gelisimi sirasinda Oct-4
proteininin ifadesi SN (surrounded nucleolus) oositlerde tespit edilmis ve NSN (not
surrounded ncleolus) oositlerin gelisimi sirasinda bu protein gézlenmemistir. OOSit
gelistikce Oct-4 proteini c¢ekirdek cevresi ve sitoplazmaya dogru yerlesmeye egilim
gostermistir (Zuccotti et al. 2009). Yukaridaki calismalarin sonuglarmna uyarak bizim
calismamizda da, Real Time-PCR sonuglarina goére Oct-4 geninin ifadesi her iki yas
gurubu ovaryumunda tespit edilmis ve 2 haftalik 6rneklerde 8 haftaliklara gore istatistiksel
olarak daha yiiksek ifade gozlenmistir. Buna ilaveten immunhistokimyasal yontemler
sonucunda her iki yas gurubunda Oct-4 proteini ovaryum epitel hicrelerinin
sitoplazmasinda,  folliklllerin ~ graniloza  hiicrelerinin  sitoplazmasinda,  00sit

sitoplazmasinda ve teka hiicrelerinin sitoplazmasinda tespit edilmistir.

Oogenezin son asamasinda olan 8 haftalik erigkin farenin ovaryumunda (PMSG
hormonuyla uyarilmis veya uyarilmamis), immiinhistokimyasal yontemle gelismekte olan
veya olmayan oositler Nanog negatif olarak gosterilmistir (Yamaguchi et al. 2005) fakat
bizim arastirmamizda, Nanog geninin ifadesi RT-PCR yontemiyle tespit edilip buna
ilaveten imminhistokimyasal yontemle bu proteinin oosit g¢ekirdeginde pozitif oldugu
gosterilmistir. Daha 6nce yapilan bir arastirmada, gesitli eriskin hiicrede (kalp, ovaryum,
bagirsak, testis, rahim, beyin, kas, deri, kemik iligi, bobrek, karaciger, timiis ve dalak)
Nanog geninin diisiik ifadesi RT-PCR ile tespit edilmistir (Hart et al. 2004). Bu bakimdan
calismamiz oosit hiicrelerinde immunhistokimyasal yontemle Nanog protein yerlesimini

gosteren ilk calismadir.

Bu aragtirmadaki Real Time-PCR sonuglari Sox2 geninin her iki yas gurubunda ifade
oldugunu tespit etmistir. iImminhistokimyasal yontemle bu proteinin ovaryum epitel
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hiicrelerinin sitoplazmasinda, graniiloza hiicrelerinin sitoplazmasinda, oosit ¢ekirdeginin
cevresinde ve sitoplazmasinda ve teka hiicrelerinin sitoplazmasinda oldugu gosterilmistir.
Bizim sonuglarimiz1 destekleyen baska bir arastirmada erigkin fare ovaryumunda yapilan
immunhistokimyasal yontem sonucunda yiksek diizeyde Sox2 proteini hem gelismekte
olan hem de olgunlasmis oositlerin sitoplazmasinda ve onu ¢evreleyen stromal hiicrelerde

tespit edilmistir (Avilion et al. 2003).

Arastirmamizda EKH markerleri hem gen hem de protein dizeyinde ovaryum dokusunda
tespit edilmeye calisildi. RT-PCR yontemiyle bu genlerin mRNA’smin ifade oldugu
g0sterildi, immiin boyama sonucunda da Oct-4 ve Sox2 proteinleri her iki grup ovaryumda
farkl1 hiicrelerin sitoplazmasinda ve Nanog proteini sadece oosit ¢ekirdeginde tespit edildi.
Ancak Oct-4, Sox2 ve Nanog proteinleri transkripsyon faktorler olduklarindan fonksiyon
yapabilmeleri icin cekirdekte olmalar1 gerekmektedir oysa arastirmamizda ve daha dnce
yapilan bazi ¢aligmalarda da Oct-4 ve Sox2 proteinleri erigkin ovaryum hiicrelerinin
sitoplazmasinda (Avilion et al. 2003, Gauffman et al. 2005, Zuccotti et al. 2009) ve eriskin
insan mezankimal ve adiposit kok hiicrelerinde kullanilan ticari antikora bagl olarak farkli
dizeyde hem cekirdek hem de sitoplazmada (Zuk et al 2009) g6zlenmistir. Bu proteinlerin
hlcre sitoplazmasinda bulundugu siire¢te bu hiicrelerin o sure¢ icinde pluripotent kok
hiicre olmalar1 sorgulanabilir (Gauffman et al. 2005). Fakat transkripsiyon faktorleri
hiicresel uyarilara bagli olarak kisa amino asit sekanslar1 araciligiyla cekirdekten
sitoplazmaya (Nuclear Export Sequence or NES) veya ters yonde (Nuclear Localization
Sequence or NLS) ge¢is yapmaktadirlar (Whiteside ve Goodbourn 1993). Ovaryumda kok
hiicre varligiyla ilgili daha 6nce yapilan bazi arastirmalarda da ovaryum kok hicrelerinden
farkli hiicrelerin farklilasmas1 gosterilmistir. Ornegin, Bukovsky ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan ¢alismada (2009) OKH’lerinin belli hiicrelere (yeni oosit, fibroblast, epitel ve noral

hiicreler) farklilasma potansiyeli oldugu bildirilmistir.

Real Time-PCR sonuglarina gére Nanog geninin ifadesi 2 haftalik Orneklerde 8
haftaliklardan daha diisiik olmustur (bu sonu¢ immiin boyama sonucuna da uymaktadir).

Oct-4 geninin yliksek ifadesi Nanog geninin ifadesinde bastiric1 rol oynadigindan dolay1
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(Niwa et al, 2000), 2 haftalik orneklerde Nanog geninin diisiik ifadesi Oct-4 geninin
yuksek ifadesinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Sonug olarak bu ¢alismada EKH markerleri olduklar1 kabul edilen Oct-4, Sox2 ve Nanog
protein ve gen diizeyinde hem erigkinlik 6ncesi (2 haftalik) hem de eriskin (8 haftalik) fare
ovaryumlarinda gosterilmistir. Pluripotent kok hiicre 6zelligini tasiyan bu hiicrelerin varhigi
yapmay1 planladigimiz ileri ¢alismalarda farklilasma becerilerinin gdsterilmesiyle tam

olarak kanitlanilacaktir.
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