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Abstract Öz 

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 3x106 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, Blimp1, 
Fragilis) both in cell cultures and in histological sections 
can give us valuable information in terms of monitoring 
the differentiation capacity of these cells. 

Amaç: Ovaryum yüzey epiteli hücrelerinin farklılaşma 
kapasitelerini hem hücre kültürü şartlarında hem de 
ovaryum doku kesitlerinde araştırmaktır. 
Gereç ve Yöntem: İki tane puberte öncesi dönemdeki (4 
haftalık) dişi sıçanların ovaryumları küçük parçalara 
ayrılarak eksplant hücre kültürü oluşturuldu. Miks hücre 
kültüründe overyan stromal hücrelerle birlikte çoğalan 
ovaryum yüzey epiteli izole edilerek çoğaltıldı. Bununla 
birlikte ovaryum dokusunun histolojik kesitlerinde 
ovaryum yüzey epiteli incelenerek mikroskop altında 
görüntüleri alındı. 
Bulgular: Ovaryum yüzey epitelinin morfolojik 
görünümünün parke taşı (cobblestone) şeklinde olduğu 
görüldü. Faz kontrast mikroskobisi altında yapılan sayımda 
kültür kaplarında sırasıyla 2x106 ve 3x106 hücrenin ürediği 
izlendi. Petri kaplarının bazı alanlarında primordial folikül 
benzeri yapıların oluştuğu görüldü. Histolojik kesitlerde ise 
bazal membranın üzerinde primordial ve primer folikül 
öncüsü yapıların olduğu gözlemlendi. 
Sonuç: Hem hücre kültürlerinde, hem de histolojik 
kesitlerde oosit belirteçlerini (Gdf-9, C-Mos, Zpc, Stella) ve 
germ hücre belirteçlerini (Dazl,Vasa,Blimp1,Fragilis) 
göstermek bu hücrelerin farklılaşma kapasitelerini 
izlememiz açısından bizlere değerli bilgiler verebilir. 
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GİRİŞ 

Ovaryumun yüzeyi bazı bölgelerde tek katlı kübik 
epitel ve yalancı çok katlı epitel; bazı bölgelerde ise 
yassı epitel ile döşelidir ve altında bazal membran 
vardır. Bazal membranın majör komponentleri, 
laminin, entaktin, heparin sülfat, proteoglikanlar, 
kollajen IV; minör komponentleri ise fibronektin, 
tenaskin, SPARC (osteonektin) ve fibulin’dir. 
Germinal epitel olarak bilinen sellüler tabaka 
mezovaryumu kaplayan mezotelyum ile devamlılık 
göstermektedir. Yüzey epiteli ile korteksin arasında 
sıkı bağ dokusu tabakası olan tunika albuginea yer 
almaktadır. Silya, apikal mikrovillus, desmosom, 
integrin, kadherin ve tamamlanmamış sıkı 
bağlantılara (tight junction) sahip olan ovaryum yüzey 
epiteli tip 7,8,18 ve 19 sitokeratinleri içerir1-4. 

Ovaryum korteks ve medulla’dan oluşmaktadır. 
Ovaryum folikülleri korteksin stromasında 
yerleşmiştir. Ovaryumun yapısal birimi olan 
foliküller, oositlere mikroçevre oluştururlar. 
Ovaryumdaki foliküllerin gelişimi hücre-hücre 
etkileşimleri, endokrin, otokrin ve parakrin faktörlerle 
gerçekleşir. Ovaryumda en çok bulunan folikül çeşidi 
primordial foliküldür ve bu yapı ovaryumun rezervini 
temsil eder. Primordial foliküller tek sıralı yassı folikül 
hücreleriyle çevrili bir primer oosit içerir. Puberteden 
sonra primordial foliküller seçilerek büyümeye 
başlarlar. Sırasıyla primer, sekonder ve graff folikül 
olarak gelişimlerini sürdürürler5. Oositin köken aldığı 
primordial germ hücreleri, embriyonik yolk kesesinin 
dorsal duvarının endoderminde belirir ve sonrasında 
gonadlara doğru göç eder ve çoğalır. Ovaryumda 
doğumdan itibaren kadınlarda sabit sayıda folikülü 
olduğu bilgisi ilk olarak 1870 yılında Alman 
anatomist-embriyolog Heinrich Waldeyer tarafından 
ortaya atılmıştır ve bu görüşe göre kadınlar postnatal 
yaşam boyunca azalan bir oosit rezervi içermektedir. 
Bir başka görüş ise kadınlarda doğumdan itibaren 
gelen sabit bir oosit rezervi olduğu, buna ilaveten 
uygun koşullarda aktive olan ve erişkinde oosit 
üretebilen bir hücre topluluğu olabileceğidir. 
Ovaryum yüzey epitelinin farklılaşma potansiyeli son 
yıllarda tartışmalı bir alan olmuş, overyan kök hücre 
(OKH) varlığından söz edilmeye başlanmıştır. Daha 
sonra birçok farklı görüş olmasına rağmen postnatal 
memeli ovaryumunda yeni oosit yapımının 
(neoogenez) olup olmadığı konusu belirsizliğini 
sürdürmüştür2,6. 

Bizim bu çalışmadaki amacımız ovaryum yüzey epiteli 
hücrelerinin farklılaşma kapasitelerini hem hücre 

kültürü şartlarında hem de ovaryum doku kesitlerinde 
araştırmaktır. Çalışmamızda ovaryum yüzey 
epitelinden farklılaşmış primordial ve primer folikül 
yapıları tespit edilmiştir. Bu bulgular şimdiye kadar 
doğru olarak kabul edilen doğumdan itibaren sabit 
sayıda folikül olduğu hipoteziyle uyuşmamaktadır ve 
mikroskop altında tespit edilen ilk görüntülerdir. 

GEREÇ VE YÖNTEM 

Ovaryum dokusunun alınması ve eksplant 
hücre kültürü 

Bu çalışma için Pamukkale Üniversitesi Hayvan 
Deneyleri Etik Kurulundan 13.01.2022 tarihli -E-
60758568-020-219916 sayılı kararı ile onay alınmıştır. 
Çalışmanın deneysel basamakları Pamukkale 
Üniversitesi Deneysel Cerrahi Uygulama ve 
Araştırma Merkezi ve Histoloji-Embriyoloji AD. 
Hücre Kültürü laboratuvarı alt yapısı kullanılarak 
yazarlar tarafından gerçekleştirilmiştir. İki tane 
puberte öncesi dönemdeki (4 haftalık) dişi sıçanların 
ovaryumları steril şartlarda alındı (Resim-1).  

İlk önce stereo mikroskop altında çevresindeki 
adipoz doku eksize edildi. Daha sonra ovaryum 
dokusu petri kabında küçük parçalara ayrılarak 
eksplant hücre kültürü oluşturulurdu. Miks hücre 
kültüründe, overyan stromal hücrelerle birlikte 
çoğalan yüzey epiteli hücrelerine bölgesel olarak 
işaretleme yapıldı ve lokal tripsinizasyon işlemi 
uygulanarak bu hücreler izole edildi. Adherent 
ovaryum yüzey epiteli hücreleri çoğalıp konflue 
olduktan (%70-80) sonra hücreler tripsin enzimi 
0.25% (Hyclone, USA) ile kaldırıldı ve içinde komplet 
besiyeri olan iki yeni kültür kabına ekimleri yapıldı. 
Komplet besiyeri Dulbecco’s Modified Eagle’s 
Medium DMEM (Capricorn Scientific, Germany), 
Fetal Bovine Serum FBS (Capricorn Scientific, 
Germany), Penisilin-Streptomisin (Pan Biotech, 
Germany) içermektedir.  

Hücreler çok hızlı prolifere olduğundan kültür 
kaplarının medyumları her gün değiştirildi ve optimal 
kültür şartları oluşturuldu. Çoğalan hücreler 
canlılıklarının değerlendirilmesi için tripan blue ile 
boyandı ve hücre sayıları Neubauer Improved sayım 
kamarasıyla tespit edildi. Tüm bu aşamalar invert 
mikroskop (CKX41 Olympus, Japan) kullanılarak 
gözlendi. Devam eden pasajlarda çoğalan hücreler 
araştırmalarda kullanılmak üzere kriyoprezervasyon 
işlemi yapılarak kriotüpler içinde -80°C’de derin 
dondurucuya kaldırıldı. Dondurma vasatı olarak 
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Dimetilsülfoksit (DMSO) ve DMEM karışımı 
kullanıldı. 

 

Resim-1. Sıçan ovaryumlarının eksize edilmesi. 

 

 

Resim-2. Kültüre edilen (miks kültür) overyan 
stromal hücrelerin ve ovaryum yüzey epitelinin (A-
B) faz kontrast mikroskobisi altındaki (x10) 
morfolojik görünümleri. 

 

 

Resim-3. Ovaryum yüzey epitelinin pasajının ( P1) 
yapıldıktan sonra 1. gün (A) ve 2. gün (B) faz 
kontrast mikroskobisi altındaki (x10) morfolojik 
görünümleri. 4. günde oluşan içinde oosite ve 
çevresindeki granüloza hücrelerine benzeyen (C-
D) primordial folikül benzeri yapılar. 

 

 

Resim-4. Ovaryum yüzey epitelinin bitişiğinde 
fibroblast hücrelerini içeren fibröz kılıf ve 
ovaryumun çevresindeki (A-B)  peri-overyan 
adipoz dokusunun ışık mikroskobisi altındaki 
(x10) görünümü 

 

Histolojik görüntülerin alınması 

Bir sonraki adımda ise “Deneysel olarak 
siklofosfamid ile overyan yetmezlik oluşturulan 
sıçanlarda over dokusu kaynaklı stromal kök 
hücrelerin ovaryum dokusu üzerine olası iyileştirici 
etkileri’’ isimli projeye ait olan (8 haftalık kontrol 
grubundaki sıçanların) ovaryum doku kesitlerinde, 
yüzey epitelinin ışık mikroskobisi (BX51 Olympus, 
Japan) altında görüntüleri alındı. 

 

 

Resim-5. Ovaryum yüzey epitelinin hemen 
altındaki tunika albuginea’daki (A-B) primordial 
foliküller. Ovulasyondan sonra inklüzyon 
kistlerinin oluşumuna neden olan invagine olmuş 
yüzey epiteli ve tunika albugineanın bir bölümü; 
siyah okla gösterilen ovaryum yüzey epiteli, yeşil 
okla gösterilen primordial folikül, kırmızı okla 
gösterilen tunika albuginea tabakasıdır.  (C-D) ve 
içerdiği primordial foliküllerin ışık mikroskobisi 
altındaki (x10-x20) görünümü; mavi okla gösterilen 
inklüzyon kisti (C), siyah okla gösterilen ovaryum 
yüzey epiteli, yeşil okla gösterilen primordial 
folikül, kırmızı okla gösterilen tunika albuginea 
tabakasıdır (D). 
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BULGULAR 

Hücreler ovaryumun doku parçalarından yaklaşık 
olarak 3 gün sonra migrasyona uğramaya başladı. 7. 
Günde overyan stromal hücreler ve ovaryum yüzey 
epiteli hücrelerinin (miks hücre kültürü) petri kabını 
doldurduğu görüldü. Overyan stromal hücrelerin 
morfolojik görünümlerinin fibroblast benzeri 
hücreler olduğu, ovaryum yüzey epitelinin ise parke 
kaldırımı (cobblestone) şeklinde olduğu görüldü 
(Resim-2). Yapılan ilk pasajda (P1) hücrelerin 4. 
günde konflue olarak petri kabını doldurdukları 
izlendi.  

 

Resim-6. Tek katlı ovaryum yüzey epiteli ve hemen 
altındaki tunika albugineanın ışık mikroskobisi 
altındaki (x10) görünümü; yeşil okla gösterilen 
corpus luteum, siyah okla gösterilen ovaryum 
yüzey epiteli,, kırmızı okla gösterilen tunika 
albuginea tabakasıdır. 

 

 

 

Resim-7. Bazal membranın üstüne dizilmiş ve 
farklılaşmış ovaryum yüzey epiteli hücrelerinin ışık 
mikroskobisi altındaki (x100) görünümleri 
A)primordial folikül B)primer folikül C-D) 
primordial folikül. 

 

Resim-8. Tunika albuginea’nın üstünde bazal 
membran boyunca dizilmiş ve farklılaşmış ovaryum 
yüzey epiteli hücrelerinin ışık mikroskobisi altındaki 
(x100) görünümleri A)primer folikül B) primordial 
folikül C-D) primer folikül  

 

Resim-9. Tunika albuginea’nın üstünde bazal 
membran boyunca dizilmiş ve farklılaşmış ovaryum 
yüzey epiteli hücrelerinin ışık mikroskobisi altındaki 
(x100) görünümleri A-B-C) primer folikül 
D)primordial folikül. 

 

Resim 10. Ovaryum yüzey epitelinde gelişen primer 
folikül benzeri yapılar (x100) görünümleri A-B-C-D) 
primer folikül  
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Faz kontrast mikroskobisi altında yapılan sayımda 
kültür kaplarında sırasıyla 2x106 ve 3x106 hücrenin 
ürediği gözlemlendi. Bazı alanlarda ise primordial 
folikül benzeri yapıların oluştuğu görüldü (Resim-3). 
Histolojik kesitlerde (hematoksilen-eozin ile 
boyanmış) yapılan çalışmalarda ise bazı bölgelerde, 
yalancı çok katlı yüzey epitelinin aralarında ve bazal 
membranın üzerinde primordial folikül ve primer 
folikül öncüsü yapıların olduğu gözlemlendi (Resim-
7-8-9). 

TARTIŞMA 

Hücre kültür ortamında yapılan çalışmalarda 
ovaryum yüzey epiteli izole edilmiş; proliferasyon 
özellikleri ve morfolojileri incelenmiştir7,8. Hem 
epitelyal (sitokeratin) hem de mezenkimal belirteçleri 
(vimentin) ifade eden ovaryum yüzey epitelinde FSH, 
androjen, progesteron, östrojen ve TSH 
reseptörlerinin bulunduğu gösterilmiştir9-13. Ovaryum 
yüzey epitelinin mezoderm kökenli olduğu 
bilinmektedir. Ovaryum kanserlerinin yaklaşık olarak 
%90’nından fazlasına neden olan yüzey epitelinde 
Oct 4, Stella, C-Kit ve Nanog gibi kök hücre 
belirteçleri eksprese edilir2,14. Overyan siklusta yüzey 
epiteli siklik değişikliklere bağlı olarak morfolojik 
değişikliklere uğrar ve prolifere olur. Ovulasyondan 
sonra, ovaryum yüzey epiteli hasarlı bölgelerin 
onarımına yardımcı olmaktadır15. Deney 
hayvanlarında ovaryum yüzey epitelinin ileri yaşlarda 
katlantılara sahip olduğu ve yapısının düzensizleştiği 
bildirilmiştir16. Bazı durumlarda ovulasyondan sonra 
ovaryum yüzey epitelinin bir kısmı korteks bölgesine 
doğru invagine olur ve bir miktar tunika albuginea ile 
birlikte mevcudiyetini sürdürür. İnklüzyon kistleri 
olarak bilinen bu yapılar ultrasonografi 
incelemelerinde görülmez ve malign değişikliklere 
uğrama eğiliminde olabilir1.Kesitlerde tespit ettiğimiz 
inklüzyon kistlerinde primordial foliküllerin varlığı 
gözlemlendi (Resim-5). 

Daha önceleri germinal epitel olarak bilinen ovaryum 
yüzey epiteli ile ilgili olarak birçok araştırma 
yapılmıştır. Bukosky ve ark. yaptıkları çalışmada 
kazıntıyla elde ettikleri ovaryum yüzey epitelinden 
oosit benzeri hücrelerin ve granüloza hücrelerinin 
farklılaştığını bildirmişlerdir17. Klunt ve ark.  kazıma 
ile elde ettikleri materyalden overyan kök hücreleri 
izole ettiklerini ileri sürmüşlerdir. Bu hücrelerin 
SSEA-4, OCT4, NANOG, SOX2 VE C-KIT gibi 
kök hücre belirteçlerini ifade ettiklerini 
bildirmişlerdir18-20. Bhartiya ve ark. yaptıkları 
çalışmada ovaryum yüzey epiteli kazıntılarında iki 

farklı boyutta hücre populasyonu tespit etmişlerdir. 
Bunlardan daha küçük boyutta olan (3–5μm) 
VSELs’in (çok küçük embriyon benzeri kök hücreler) 
nükleer olarak OCT4'ü ifade ettiği belirtilirken, büyük 
boyutta olan (8 μm'den fazla) hücrelerin ise (overyan 
kök hücre) sitoplazmik olarak OCT4'ü ifade ettiğini 
göstermişlerdir11.  

Johnson ve ark. farelerde overyan kök hücrelerin 
ovaryum yüzey epitelinde bulunduğunu ve postnatal 
foliküler yenilenmeyi sürdürdüklerini iddia 
etmişlerdir. Daha sonrasında ise kemik iliği ya da 
periferik kanın overyan kök hücreler için depo görevi 
gördüğünü ve bu hücrelerin ovaryuma doğru göç 
ettiklerini ileri sürmüşlerdir. Erişkin dişi fare kemik 
iliğinde Mvh, Dazl, Stella ve Fragilis olarak 
adlandırılan germ hücre belirteçleri izole edilmiştir. 
Birçok çalışmadaki veriler overyan kök hücrelerin 
overyan yüzey epitelinde bulunduğunu ve yetişkin 
yaşamında hem neoogenez hem de ovaryum 
kanserinden sorumlu olabileceğini göstermektedir. 
Overyan kök hücre olduğu düşünülen hücrelerin 
karakterizasyonlarının yapılarak izole edilmesi 
infertilite, prematür overyan yetmezlik, gibi üreme 
kapasitesini etkileyen durumlarda ayrıca kemoterapi 
almış kadınlarda fertilitenin sürdürülebilmesi için 
oldukça önem taşıyabilir. Bu hücrelerin 
çoğalmasındaki zorlukların aşılması ve farklılaşabilme 
potansiyellerinin gösterilmesiyle birlikte tedavi amaçlı 
olarak kullanılabilmeleri yolunda önündeki engeller 
kalkabilir21-26. Diğer yandan preantral foliküllerin in 
vitro kültür ortamında gelişimlerini sürdürmeleri ve 
olgun (MII) oosit elde edilmesi yönünde de birçok 
çalışma yapılmaktadır. Kemoterapi alan kadınlarda 
ovaryum kortikal biyopsilerinin çıkarılması ve 
dondurularak saklanması fertilitenin korunması 
açısından önemli bir adımdır. Fakat bu dokuların 
transplantasyonu tüm hastalar için uygun bir seçenek 
olmayabilir. Olgun oositin oluşmasını sağlayan in 
vitro sistemlerin IVG-IVM (in vitro büyüme ve in 
vitro matürasyon) geliştirilmesiyle birlikte fertilitenin 
geri kazanılması sağlanabilir. Bazı araştırmacılar izole 
ettikleri primordial folikülleri matrijel veya alginat 
hidrojel içinde enkapsüle ederek ve in vitro 
aktivasyonunu yaparak folikül gelişimlerinin (primer-
sekonder-graaf folikül) tamamlanmasını 
sağlamışlardır 27-33.  

Histolojik kesitlerde ovaryumun bazı bölümlerinde 
yüzey epitelininin hemen üstünde içinde 
fibroblastların olduğu fibröz bir kılıfın olduğu 
görülmüştür (Resim-4). Bu fibröz kılıf ovaryumun 
çevresindeki adipoz doku (peri-overyan adipoz doku) 
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ile ovaryum yüzey epiteli arasında bulunmaktadır. 
Yapılan araştırmalarda peri-overyan adipoz dokunun 
ovaryumdaki folikülerin gelişimlerini sağladığı 
bildirilmiş ve bu dokunun ovaryumun fonksiyonları 
için önemli olduğu gösterilmiştir34-36.  

Sonuç olarak, bazı kaynaklarda ovaryumun korteks 
bölgesi, yüzey epitelinden medullaya kadar olan 
bölüm olarak belirtilmişken bazı kaynaklarda ise bu 
bölge tunika albugineadan sonraki kısım olarak 
gösterilmiştir. Çalışmamızda ovaryumun korteks 
bölgesinin yanı sıra, tunika albugineada da primordial 
ve primer foliküller gözlemlendi (Resim-5). Ayrıca 
histolojik kesitlerde bazı bölgelerde yüzey epitelinden 
farklılaşmaya başlayan, bazal membranın üzerine 
dizilmiş primordial folikül ve primer folikül benzeri 
yapılar tespit edildi (Resim-7-8-9-10-11). Bazal 
membran ovaryum yüzey epiteli ve tunika albuginea 
arasında yer almaktadır. Görüntüleme 
çalışmalarımızda özellikle bu membranın üzerinde 
farklılaşan yüzey epitel hücrelerini göstermeyi 
amaçladık (Resim-6). 

Ovaryumun eksplant kültürlerinde overyan stromal 
hücreler, peri-overyan adipoz dokudan köken alan 
mezenkimal hücreler ve yüzey epiteli hücrelerinin, 
hem hücre-hücre etkileşimi hem de salgıladıkları 
parakrin faktörlerle aynı in vivo ortamda olduğu gibi 
birbirlerinden sinyal aldıkları düşünülmektedir. 
Ovaryum yüzey epitelinin yanı sıra overyan stromal 
hücrelerin ve peri-overyan adipoz dokudan elde 
edilen mezenkimal kök hücrelerin ko-kültürleri 
yapılarak hücrelerin birbirleriyle etkileşimlerinin 
gösterilmesi, bizlere oositlerin ve granüloza 
hücrelerinin içinde bulunduğu mikroçevre-
makroçevre ve foliküllerin gelişim basamakları 
hakkında fikirler verebilir (Resim-4). Hem hücre 
kültürlerinde hem de histolojik kesitlerde, oosit 
belirteçlerinin (Gdf-9, C-Mos, Zpc, Stella) ve germ 
hücre belirteçlerinin (Dazl, Vasa, Blimp1, Fragilis) 
gösterilmesi sonucu bu hücrelerin farklılaşma 
yeteneklerinin ve davranışlarının anlaşılmasıyla 
birlikte infertilite ve ovaryum kanseri tedavilerinde 
yeni stratejiler geliştirilebilir. Çalışmamızda bazı 
kısıtlılıklar da mevcuttur. Çok küçük boyutta 
oldukları için ve bazen lokalizasyonları nedeniyle 
hücrelerin her zaman tam olarak boyanamadıkları 
gözlemlenmiştir. Ayrıca hücreler seri kesitlerde bile 
bir kesitte görülürken bir sonraki kesitte tespit 
edilememiş ve sadece x1000’lik büyütmelerde 
immersiyon yağı altında gözlemlenmiştir. 
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