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Ovaryum yiizey epiteli primordial folikiil ve primer folikiil 6nciisii

yapilara farklilagiyor mu?

Does the ovarian surface epithelium differentiate into primordial follicle and primary
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Abstract

Purpose: The aim of this study is to investigate the
differentiation capacity of ovarian surface epithelial cells
both in cell culture conditions and in ovarian tissue
sections.

Materials and Methods: The ovaries of two prepubertal
(4 weeks old) female rats were divided into small pieces
and explant cell culture was created. Ovarian surface
epithelium proliferating together with ovarian stromal cells
in mixed cell culture was isolated and reproduced. In
addition, ovarian surface epithelium was examined in
histological sections of ovarian tissue and images were
taken under the microscope.

Results: The morphological appearance of the ovarian
surface epithelium was found to be cobblestone. In the
count performed under phase contrast microscopy, it was
observed that 2x106 and 3x10°¢ cells were grown in the
culture dishes, respectively. Primordial follicle-like
structures were observed in some areas of the petri dishes.
On the histological sections, primordial and primary
follicle precursor structures were observed on the
basement membrane.

Conclusion: Showing oocyte markers (Gdf-9, C-Mos,
Zpc, Stella) and germ cell markers (Dazl, Vasa, Blimpl,
Fragilis) both in cell cultures and in histological sections
can give us valuable information in terms of monitoring
the differentiation capacity of these cells.

Keywords:. Ovarian surface epithelium, neoogenesis,
primordial follicle, ovarian reserve, ovarian cancer

Oz

Amag: Ovaryum yiizey epiteli hiicrelerinin farklidagma
kapasitelerini hem hiicre kaltirt sartlarinda hem de
ovaryum doku kesitlerinde arastirmaktir.

Gereg ve Yontem: Iki tane puberte éncesi dénemdeki (4
haftalik) disi sicanlarin  ovaryumlart kigik parcalara
ayrilarak eksplant hucre kiltiirii olusturuldu. Miks hiicre
kiltirinde overyan stromal hiicrelerle birlikte ¢ogalan
ovaryum yuzey epiteli izole edilerek ¢ogaltildi. Bununla
bitlikte ovaryum dokusunun histolojik kesitlerinde
ovaryum yizey epiteli incelenerek mikroskop altinda
goruntileri alind1.

Bulgular: Ovaryum  yiizey epitelinin = morfolojik
goriinimiiniin parke tagt (cobblestone) seklinde oldugu
goruldii. Faz kontrast mikroskobisi altinda yapilan sayimda
kiltiir kaplarinda strastyla 2x10° ve 3x10¢ hicrenin tGredigi
izlendi. Petri kaplarinin bazi alanlarinda primordial folikiil
benzeri yapilarin olustugu goriildi. Histolojik kesitlerde ise
bazal membranin tzerinde primordial ve primer folikiil
onciisii yapilarin oldugu gézlemlendi.

Sonug: Hem hiicre kiltirlerinde, hem de histolojik
kesitlerde oosit belirteglerini (Gdf-9, C-Mos, Zpc, Stella) ve
germ  hiicre  belirteglerini  (Dazl,Vasa,Blimp1,Fragilis)
gostermek  bu  hucrelerin  farklilasma  kapasitelerini
izlememiz agisindan bizlere degerli bilgiler verebilir.

Anahtar kelimeler: Ovaryum yiizey epiteli, neoogenez,
primordial folikiil, ovaryum rezervi, ovaryum kanseri
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GIRIS

Ovaryumun yiizeyi bazt bélgelerde tek katlt kiibik
epitel ve yalanct ¢ok katli epitel; bazt bolgelerde ise
yasst epitel ile doselidir ve altinda bazal membran
vardir. Bazal membranin majér komponentleri,
laminin, entaktin, heparin siilfat, proteoglikanlar,
kollajen IV; minér komponentleri ise fibronektin,
tenaskin, SPARC (osteoncktin) ve fibulin’dir.
Germinal epitel olarak bilinen selliler tabaka
mezovaryumu kaplayan mezotelyum ile devamliik
gostermektedir. Yiizey epiteli ile korteksin arasinda
sikt bag dokusu tabakast olan tunika albuginea yer
almaktadir. Silya, apikal mikrovillus, desmosom,
integrin,  kadherin tamamlanmamis  stki
baglantilara (tight junction) sahip olan ovaryum yiizey
epiteli tip 7,8,18 ve 19 sitokeratinleri igerir!4.

ve

Ovaryum korteks ve medulla’dan olusmaktadir.

Ovaryum  folikilleri  korteksin  stromasinda
yerlesmistir.  Ovaryumun  yapisal  birimi  olan
foliktller,  oositlere = mikrogevre  olustururlar.

Ovaryumdaki  folikiillerin ~ gelisgimi  hiicre-htcre
etkilesimleri, endokrin, otokrin ve parakrin faktorletle
gergeklesir. Ovaryumda en ¢ok bulunan folikil ¢esidi
primordial folikiildiir ve bu yapt ovaryumun rezervini
temsil eder. Primordial foliktller tek sirali yasst foliktil
hiicreleriyle gevrili bir primer oosit icerir. Puberteden
sonra primordial folikiller segilerek biylimeye
baslarlar. Sirastyla primer, sekonder ve graff folikil
olarak gelisimlerini sirdirirler®. Oositin kbken aldig
primordial germ hiicreleri, embriyonik yolk kesesinin
dorsal duvarinin endoderminde belitir ve sonrasinda
gonadlara dogru gé¢ eder ve ¢ogalir. Ovaryumda
dogumdan itibaren kadinlarda sabit sayida folikiili
oldugu bilgisi ilk olarak 1870 yilinda Alman
anatomist-embriyolog Heinrich Waldeyer tarafindan
ortaya atilmustir ve bu goriise gore kadinlar postnatal
yasam boyunca azalan bir oosit rezervi icermektedir.
Bir baska gorus ise kadinlarda dogumdan itibaren
gelen sabit bir oosit rezervi oldugu, buna ilaveten
uygun kosullarda aktive olan ve eriskinde oosit
tretebilen bir hiicre toplulugu olabilecegidir.
Ovaryum yiizey epitelinin farklilasma potansiyeli son
yillarda tartismali bir alan olmus, overyan kok htcre
(OKH) varligindan s6z edilmeye baslanmistir. Daha
sonra bircok farkli gériis olmasina ragmen postnatal
memeli ovaryumunda yeni oosit  yapiminin
(neoogenez) olup olmadigi konusu belirsizligini
strdirmigtir?o.

Bizim bu ¢alismadaki amacimiz ovaryum yiizey epiteli
htcrelerinin  farklilagsma kapasitelerini hem hiicre
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kultird sartlarinda hem de ovaryum doku kesitlerinde
arastirmaktir.  Calismamizda  ovaryum  ylzey
epitelinden farklilasmis primordial ve primer folikil
yapilari tespit edilmistir. Bu bulgular simdiye kadar
dogru olarak kabul edilen dogumdan itibaren sabit
sayida folikil oldugu hipoteziyle uyusmamaktadir ve
mikroskop altinda tespit edilen ilk gériintilerdir.

GEREC VE YONTEM

Ovaryum dokusunun alinmasi ve eksplant
hiicre kiiltiirii

Bu calisma icin Pamukkale Universitesi Hayvan
Deneyleri Etik Kurulundan 13.01.2022 tarihli -E-
60758568-020-219916 sayilt karart ile onay alinmigtir.
Calismanin basamaklart ~ Pamukkale
Universitesi Deneysel Cerrahi  Uygulama ve
Aragtirma Merkezi ve Histoloji-Embriyoloji AD.
Hiicre Kiltiri laboratuvart alt yapist kullanilarak
yazarlar tarafindan gerceklestirilmistir. iki tane
puberte 6ncesi dénemdeki (4 haftalik) disi sicanlarin
ovaryumlari steril sartlarda alindi (Resim-1).

deneysel

Il 6nce stereo mikroskop altinda cevresindeki
adipoz doku ecksize edildi. Daha sonra ovaryum
dokusu petri kabinda kiigiik parcalara ayrilarak
eksplant hiicre kaltiri olusturulurdu. Miks htcre
kiltarinde, overyan stromal hicrelerle birlikte
cogalan yizey epiteli hucrelerine bolgesel olarak
isaretleme yapildi ve lokal tripsinizasyon islemi
uygulanarak bu hiicreler izole edildi. Adherent
ovaryum ylzey epiteli hiicreleri ¢ogalip konflue
olduktan (%70-80) sonra hucreler tripsin enzimi
0.25% (Hyclone, USA) ile kaldir1ld: ve i¢cinde komplet
besiyeri olan iki yeni kiltiir kabina ekimleri yapilds.
Komplet besiyeri Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium DMEM (Capricorn Scientific, Germany),
Fetal Bovine Serum FBS (Capricorn Scientific,
Germany), Penisilin-Streptomisin = (Pan  Biotech,
Germany) icermektedit.

Hicreler ¢ok hizli prolifere oldugundan kiltar
kaplarinin medyumlart her giin degistirildi ve optimal
kultir  sartlart  olugturuldu.  Cogalan  hiicreler
canliliklarinin degerlendirilmesi igin tripan blue ile
boyandi ve hiicre sayilart Neubauer Improved sayim
kamarastyla tespit edildi. Tam bu asamalar invert
mikroskop (CKX41 Olympus, Japan) kullamilarak
gozlendi. Devam eden pasajlarda ¢ogalan hiicreler
arastirmalarda kullanilmak tzere kriyoprezervasyon
islemi yapilarak kriotiipler icinde -80°C’de detin
dondurucuya kaldirildt. Dondurma vasati olarak
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Dimetilstlfoksit (DMSO) ve DMEM karisimi
kullanildi.

JR

Resim-4. Ovaryum yiizey epitelinin bitisiginde
fibroblast hiicrelerini igeten fibroz kilif ve
ovaryumun g¢evresindeki (A-B) peri-overyan
adipoz dokusunun 1sik mikroskobisi altindaki
(x10) goriiniimii

Histolojik gériintiilerin alinmasi

Bir sonraki adimda ise “Deneysel olarak
siklofosfamid ile overyan yetmezlik olusturulan
sicanlarda  over dokusu kaynakli stromal kok
hiicrelerin ovaryum dokusu tizerine olast iyilestirici
etkileri” isimli projeye ait olan (8 haftalik kontrol
grubundaki sicanlarin) ovaryum doku kesitlerinde,
ylzey epitelinin 1stk mikroskobisi (BX51 Olympus,
Japan) altinda gorintileri alindi.

Resim-2. Kiiltire edilen (miks kiltiir) overyan
stromal hiicrelerin ve ovaryum yiizey epitelinin (A-
B) faz kontrast mikroskobisi altindaki (x10)
morfolojik gériintimleri.

Resim-5. Ovaryum yiizey epitelinin hemen
altindaki tunika albuginea’daki (A-B) primordial
folikiiller.  Ovulasyondan  sonra  inkliizyon
kistlerinin olusumuna neden olan invagine olmusg
yuzey epiteli ve tunika albugineanin bir boliimii;
siyah okla gosterilen ovaryum yiizey epiteli, yesil
okla gosterilen primordial folikiil, kirmizi okla
gosterilen tunika albuginea tabakasidir. (C-D) ve
igerdigi primordial folikiillerin 1s1k mikroskobisi
altindaki (x10-x20) g6riiniimii; mavi okla gésterilen
inkliizyon kisti (C), siyah okla gosterilen ovaryum
ylizey epiteli, yesil okla gostetilen primordial
folikiil, kirmiz1 okla gosterilen tunika albuginea

Resim-3. Ovaryum yiizey epitelinin pasajinin ( P1)
yapildiktan sonra 1. giin (A) ve 2. gin (B) faz
kontrast mikroskobisi altindaki (x10) morfolojik
goériiniimleri. 4. giinde olusan icinde oosite ve
cevresindeki graniiloza hiicrelerine benzeyen (C-
D) primordial folikiil benzeri yapilar. tabakastdir (D).
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BULGULAR

Hiicreler ovaryumun doku pargalarindan yaklasik
olarak 3 giin sonra migrasyona ugramaya baslad:. 7.
Giinde overyan stromal hiicreler ve ovaryum ytzey
epiteli hiicrelerinin (miks hiicre kiltir) petri kabint
doldurdugu goéruldia. Overyan stromal hiicrelerin
morfolojik  goriniimlerinin  fibroblast  benzeri
htcreler oldugu, ovaryum yiizey epitelinin ise parke
kaldirimt  (cobblestone) seklinde oldugu gorildi
(Resim-2). Yapilan ilk pasajda (P1) hicrelerin 4.
ginde konflue olarak petri kabint doldurduklar
izlendi.

Resim-6. Tek katli ovaryum yiizey epiteli ve hemen
altindaki tunika albugineanin 1sik mikroskobisi
altindaki (x10) goriniimii; yesgil okla gosterilen
corpus luteum, siyah okla gosterilen ovaryum
yiizey epiteli,, kirmizi okla gosterilen tunika
albuginea tabakasidur.

Resim-7. Bazal membranin istiine dizilmis ve
farklilasmig ovaryum yiizey epiteli hiicrelerinin 11k

mikroskobisi altindaki (x100) goriintimleri
A)primordial  folikiill B)primer folikiill C-D)
primordial folikiil.

Ovaryum yiizey epiteli

Resim-8. Tunika albuginea’nmin istiinde bazal
membran boyunca dizilmig ve farklilagmig ovaryum
ylizey epiteli hiicrelerinin 1g1k mikroskobisi altindaki
(x100) goriiniimleri A)primer folikiill B) primordial
folikiil C-D) primer folikiil

Resim-9. Tunika albuginea’nin dstiinde bazal
membran boyunca dizilmig ve farklilagmis ovaryum
ylizey epiteli hiicrelerinin 1g1k mikroskobisi altindaki
(x100) goriintimleri  A-B-C)  primer  folikiil
D)primordial folikiil.

Resim 10. Ovaryum yiizey epitelinde gelisen primer
folikiil benzeri yapilar (x100) goriiniimleri A-B-C-D)
primer folikiil
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Faz kontrast mikroskobisi altinda yapilan sayimda
kultir kaplarinda sirastyla 2x10¢ ve 3x10° hiicrenin
tredigi goézlemlendi. Bazi alanlarda ise primordial
foliktl benzeri yapilatin olustugu gorildi (Resim-3).
Histolojik  kesitlerde  (hematoksilen-ecozin  ile
boyanmis) yapilan calismalarda ise bazi bélgelerde,
yalanct ¢ok katlt yiizey epitelinin aralarinda ve bazal
membranin tzerinde primordial folikiil ve primer
foliktl 6nciist yapilarin oldugu gbzlemlendi (Resim-
7-8-9).

TARTISMA

Hiicre kiltir ortaminda  yapilan  ¢aligmalarda
ovaryum yizey epiteli izole edilmis; proliferasyon
ozellikleri ve morfolojileri incelenmistit”8. Hem
epitelyal (sitokeratin) hem de mezenkimal belirtecleri
(vimentin) ifade eden ovaryum yuzey epitelinde FSH,
androjen,  progesteron,  Ostrojen  ve TSH
reseptorlerinin bulundugu gosterilmistir®!3. Ovaryum
yuzey epitelinin  mezoderm  kékenli  oldugu
bilinmektedir. Ovaryum kansetlerinin yaklasik olarak
%90’nindan fazlasina neden olan yiizey epitelinde
Oct 4, Stella, C-Kit ve Nanog gibi kék hiicre
belirtecleri eksprese edilir?!%. Overyan siklusta yiizey
epiteli siklik degisikliklere bagl olarak morfolojik
degisikliklere ugrar ve prolifere olur. Ovulasyondan
sonra, ovaryum yizey epiteli hasarli bolgelerin
onarimina yardimeci olmaktadir!>. Deney
hayvanlarinda ovaryum yiizey epitelinin ileri yaslarda
katlantilara sahip oldugu ve yapisinin diizensizlestigi
bildirilmistir'®. Bazt durumlarda ovulasyondan sonra
ovaryum yizey epitelinin bir kismi korteks bolgesine
dogru invagine olur ve bir miktar tunika albuginea ile
birlikte mevcudiyetini stirdiriir. Inkliizyon kistleri
olarak  bilinen  bu  yapilar  ultrasonografi
incelemelerinde goérilmez ve malign degisikliklere
ugrama egiliminde olabilir!. Kesitlerde tespit ettigimiz
inklizyon kistlerinde primordial folikiillerin varlig
gbzlemlendi (Resim-5).

Daha 6nceleri germinal epitel olarak bilinen ovaryum
yuzey epiteli ile ilgili olarak birgok arastirma
yaptlmustir. Bukosky ve ark. yaptiklar1 calismada
kazintiyla elde ettikleri ovaryum yiizey epitelinden
oosit benzeri hicrelerin ve graniiloza hucrelerinin
farkhilastigint bildirmislerdir!”. Klunt ve ark. kazima
ile elde ettikleri materyalden overyan kok hucreleri
izole ettiklerini ileri sirmislerdir. Bu hucrelerin
SSEA-4, OCT4, NANOG, SOX2 VE C-KIT gibi
kék  hiicre  belirteglerini  ifade  ettiklerini
bildirmislerdir!®20.  Bhartiya ve ark. yaptklar
calismada ovaryum yiizey epiteli kazintilarinda iki
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farkli boyutta hiicre populasyonu tespit etmislerdir.
Bunlardan daha kiiciik boyutta olan (3—5pm)
VSELs’in (gok kiicitk embriyon benzeri kék hiicreler)
nikleer olarak OCT4'l ifade ettigi belirtilirken, buytk
boyutta olan (8 pm'den fazla) hiicrelerin ise (overyan
kok hiicre) sitoplazmik olarak OCT4'4 ifade ettigini
gOstermislerdir!l.

Johnson ve ark. farelerde overyan kék hiicrelerin
ovaryum yuzey epitelinde bulundugunu ve postnatal
folikiler  yenilenmeyi  strdurdiklerini  iddia
etmislerdir. Daha sonrasinda ise kemik iligi ya da
periferik kanin overyan kék hiicreler icin depo gérevi
gordigint ve bu hiicrelerin ovaryuma dogru goe
ettiklerini ileri strmuslerdir. Eriskin disi fare kemik
iliginde Mvh, Dazl, Stella ve Fragilis olarak
adlandirilan germ htcre belirtegleri izole edilmistir.
Bircok calismadaki veriler overyan kék hiicrelerin
overyan yizey epitelinde bulundugunu ve yetiskin
yasaminda hem neoogenez hem de ovaryum
kanserinden sorumlu olabilecegini gostermektedir.
Overyan kok hiicre oldugu dustinitlen hiicrelerin
yapilarak edilmesi
infertilite, prematiir overyan yetmezlik, gibi ireme

karakterizasyonlarinin izole
kapasitesini etkileyen durumlarda ayrica kemoterapi
almis kadinlarda fertilitenin strdirilebilmesi icin
oldukca  6nem  tagtyabilir.  Bu  hiicrelerin
cogalmasindaki zorluklarin asilmast ve farklilasabilme
potansiyellerinin gosterilmesiyle birlikte tedavi amagli
olarak kullanilabilmeleri yolunda 6niindeki engeller
kalkabilir?'-26. Diger yandan preantral folikillerin in
vitro kiltir ortaminda gelisimlerini stirdirmeleri ve
olgun (MII) oosit elde edilmesi yoéntnde de birgok
calisma yapilmaktadir. Kemoterapi alan kadinlarda
ovaryum kortikal biyopsilerinin  ¢tkarilmasi  ve
dondurularak saklanmast fertilitenin ~ korunmast
actsindan 6nemli bir adimdir. Fakat bu dokulatin
transplantasyonu tim hastalar icin uygun bir secenek
olmayabilir. Olgun oositin olugsmasini saglayan in
vitro sistemlerin IVG-IVM (in vitro biyiime ve in
vitro matiirasyon) gelistirilmesiyle bitlikte fertilitenin
geri kazanilmast saglanabilir. Bazi arastirmacilar izole
ettikleri primordial folikiilleri matrijel veya alginat
hidrojel icinde enkapsile ederek ve in vitro
aktivasyonunu yaparak folikil gelisimlerinin (primer-
sekonder-graaf folikal) tamamlanmasini
saglamuslardir 27-33,

Histolojik kesitlerde ovaryumun bazi boliimlerinde
yuzey  epitelininin = hemen  Ustinde  icinde
fibroblastlarin  oldugu fibréz bir kilifin  oldugu
gorilmistir (Resim-4). Bu fibréz kilif ovaryumun
cevresindeki adipoz doku (peri-overyan adipoz doku)
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ile ovaryum yiizey epiteli arasinda bulunmaktadir.
Yapilan arastirmalarda peri-overyan adipoz dokunun
ovaryumdaki  folikiilerin  gelisimlerini  sagladigt
bildirilmis ve bu dokunun ovaryumun fonksiyonlart
icin 6nemli oldugu gosterilmistir34-3,

Sonug olarak, bazt kaynaklarda ovaryumun korteks
bolgesi, ylzey epitelinden medullaya kadar olan
bélim olarak belirtilmisken bazi kaynaklarda ise bu
bolge tunika albugineadan sonraki kisim olarak
goOsterilmigtir.  Calismamizda ovaryumun korteks
bélgesinin yani sira, tunika albugineada da primordial
ve primer folikiller gézlemlendi (Resim-5). Ayrica
histolojik kesitlerde baz1 bélgelerde ylizey epitelinden
farklilasmaya baslayan, bazal membranin Uzerine
dizilmis primordial folikil ve primer folikiil benzeri
yapilar tespit edildi (Resim-7-8-9-10-11). Bazal
membran ovaryum yiizey epiteli ve tunika albuginea
arasinda yer almaktadir. Goriintilleme
calismalarimizda 6zellikle bu membranin tzerinde
farklilasan yiizey epitel hucrelerini  g6éstermeyi
amacladik (Resim-0).

Ovaryumun eksplant kiltiirlerinde overyan stromal
hicreler, peri-overyan adipoz dokudan kdken alan
mezenkimal hiicreler ve yilzey epiteli hicrelerinin,
hem hiicre-hiicre etkilesimi hem de salgiladiklar
parakrin faktorlerle ayni in vivo ortamda oldugu gibi
birbirlerinden sinyal aldiklar1  dustnilmektedir.
Ovaryum yiizey epitelinin yant sira overyan stromal
hiicrelerin ve peri-overyan adipoz dokudan elde
edilen mezenkimal kok hucrelerin  ko-kiltitleri
yapilarak hiicrelerin  birbitleriyle etkilesimlerinin
gosterilmesi,  bizlere  oositlerin graniloza
hiicrelerinin =~ ig¢inde  bulundugu  mikrogevre-
makrocevre ve folikiillerin gelisim basamaklari
hakkinda fikirler verebilit (Resim-4). Hem hicre
kultirlerinde hem de histolojik kesitlerde, oosit
belirteclerinin (Gdf-9, C-Mos, Zpc, Stella) ve germ
hiicre belirteclerinin (Dazl, Vasa, Blimpl, Fragilis)
gosterilmesi  sonucu  bu  hiicrelerin  farklilagma
yeteneklerinin davranislarinin  anlasiimasiyla
birlikte infertilite ve ovaryum kanseri tedavilerinde
yeni stratejiler geligtirilebilir. Calismamizda bazt
kisithliklar da  mevcuttur. Cok kiicik boyutta
olduklart icin ve bazen lokalizasyonlart nedeniyle

ve

ve

hicrelerin her zaman tam olarak boyanamadiklar
gbzlemlenmistir. Ayrica hucreler seri kesitlerde bile
bir kesitte gorulirken bir sonraki kesitte tespit
edilememis ve sadece x1000’lik buytutmelerde
immersiyon yag1 altinda gézlemlenmistir.
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