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OZET

Memeli oosit ve erken donem embriyo gelisiminde, epigenetik
mekanizmalardan birisi olan DNA metilasyonu kritik bir Sneme sahiptir. DNA
metilasyonu, genomdaki CpG ya da CpG olmayan adaciklardaki sitozin
nukleotidlerinin 5. karbon atomuna metil grubu takilmasiyla gerceklestirilir.
De novo(yeni bastan) ve surdirme metilasyon mekanizmalarinda, DNA
metiltransferaz (DNMT) enzimleri rol oynar. Yapilan ¢alismalarda, oosit ve
erken donem embriyo gelisiminde DNMT enzimlerinden olan DNMT1,
DNMT3A ve DNMT3B'nin 6nemli gorevleri oldugu belirlenmigtir. Bu
calismada, IVF uygulamalari ve deneysel arastirmalarda siklikla kullanilan
superovulasyonun DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B proteinlerinin
ekspresyonal duzeyleri ve hucre igi yerlesimleri Uzerine etkisinin belirlenmesi
amaclanmistir.

Bu calismada Balb/C irki 6 haftalik disi farelerden kontrol, normal doz
[5 IU gebe kisrak serum gonadotrophini (PMSG)ve 5 IU insan korionik
gonadotrophini (hCG)] ve yuksek doz (7.5 IU PMSG ve 7.5 IU hCG) olmak
uzere 3 grup olusturuldu. Belirlenen zaman c¢izelgesinde toplanan oosit
[germinal vezikll (GV) ve metafaz Il (MIl)] ve erken donem embriyolarda (1-
hacreli ve 2-hucreli) DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B'nin ekspresyonal
dizeyleri ve hucre ici yerlesimleri immunofloresan teknigi ile belirlendi. Elde
edilen boyanmalar, ImagedJ yazilimi ile analiz edilerek goreli ekspresyonlar
belirlenip; One Way Anova istatistiksel testi ile analiz edildi.

Calismamizin sonuglarina gore; DNMT1 ekspresyonu, analiz edilen
oosit ve erken donem embriyolarda nuikleer bdlgede zayif, sitoplazmada
daha yogun go6zlenirken membrana yakin bdlgelerde ise yogun siddette
oldugu her ug¢ grupta da belirlenmigtir. DNMT3A ve DNMT3B ekspresyonu,
nukleer bolgede yogun iken, sitoplazmik bolgede ise normal siddette yerlesim
gOstermigtir. Ayrica, DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B protein ekspresyonlari
normal ve yuksek doz gruplarindan elde edilen GV ve MIl oosit, 1-hucreli ve
2- hucreli embriyolarda kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli farkhhklar gézlenmistir (P<0.05).

Sonug olarak, bu calisma ile stperovulasyonun DNMT proteinlerinin
ekspresyonal duzeylerini degistirdigi ilk defa ortaya konulmustur. Kontrol
grubu digilerden alinan oosit ve embriyolarda bu proteinlerin hucre igi
yerlesimleri ilk defa detayl olarak incelenmistir. Deneysel calismalarda ve
yardimci Ureme tekniklerinde siklikla kullanilan superovulasyonun etkisinin
oosit ve erken donem embriyolarda daha detayl arastirilmasi gerekmektedir.

Anahtar  Kelimeler: DNMT, Embriyo,  Oosit, immunofloresan,
SlUperovulasyon



ABSTRACT

DNA methylation is one of the epigenetic mechanisms which plays
critical role at mammalian oocyte and preimplantation embryo development.
DNA methylation materializes by adding a methyl group to the fifth carbon
atom of the cytosine residues within cytosine-phosphate-guanine (CpG) and
non-CpG dinucleotide sites. DNA methyltransferase (DNMT) enzymes play
roles at de novo and maintenance methylation processes. In studies,
DNMT1, DNMT3A and DNMT3B which are DNMT enzymes were identified
to have important assignments in oocyte and preimplantation embryo
development. In this study propose that superovulation which is used
frequently in IVF applications and experimental researches that identification
expression of protein levels and in subcellular localization of DNMT1,
DNMT3A and DNMT3B.

In this study, three groups were formed which included control, normal
dose [5 IU pregnhant mare's serum gonadotropin (PMSG) and 5 IU human
chorionic gonadotropin  (hCG)] and high dose (7.5 IU PMSG and 7.5 IU
hCG) from 4-5 weeks female mice (BALB/C). Protein expression level and
cellular localization of DNMT1, DNMT3A and DNMT3B were defined by
immunofluorescence technique at oocyte [germinal vesicle (GV), metaphase
[l (MI)] and preimplantation embryos (1-cell and 2-cell) which were picked up
in predetermined set of time chart. The images obtained were analyzed by
ImageJ software and One Way Anova statistical test so that relative
expressions were identified.

According to the results of our study, DNMT1 we identified weak
expression pattern in nuclear region, more intensive in cytoplasmic region
and the most intensive expression pattern in near the membrane regions at
analyzed oocytes and preimplantation embryos for three groups. DNMT3A
and DNMT3B expressions have shown intensive localizations in nuclear
regions and normal expression in cytoplasmic regions. Additionally, DNMT1,
DNMT3A and DNMT3B protein expressions were observed significantly
different in normal and high dose groups compared with control groups at GV
and MII oocytes, 1-cell and 2-cell embryos (P<0.05).

In conclusion, this study has demonstrated for the first time that
superovulation alters expression levels of DNMT proteins. Subcellular
localizations of these proteins were examined in detail for the first time at
oocytes and embryos obtained from a control group of females.
Superovulation is commonly used in experimental studies and assisted
reproductive techniques that its effect should be further investigated in the
oocytes and preimplantation embryos.

Keywords: DNMT, Embryo, Oocyte, Immunofluorescence, Superovulation



TESEKKUR

Akademik kariyerimin ilk basamagi olan yuksek lisans egitimim
suresince her konuda destek olup yol gostericiligi ile yanimda olan ve tez
projemin gerceklestiriimesinde énemli katkilari olan danisman hocam Prof.
Dr. Gokhan Akkoyunlu’ya;

Tezimin projelendiriimesi ve gerceklestiriimesi sirasinda gerek
Oneri, bilgi ve tecribeleri gerekse maddi ve manevi destegi ile her zaman
yanimda olan ve akademik bakis acimin gelismesinde dnemli katkisi olan Dr.
Saffet Oztiirk’e;

Tez projemi gerceklestirirken bilgi ve tecrubelerinden yararlandigim
Akdeniz Universitesi Tip Fakultesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalr’nin
tum degerli 6gretim Uyelerine, aragtirma gorevlilerine ve ¢alisanlarina;

Yardimlarindan dolayr Akdeniz  Universitesi Saglik  Bilimleri
Enstitist’nin tim degerli calisanlarina;

Son olarak, egitim hayatim boyunca benden maddi ve manevi
destegini esirgemeyen ve her zaman yanimda olup beni destekleyen
anneme, babama, kardesime ve nisanlima sonsuz tesekkurlerimi sunarim.

vi



iCINDEKILER DIZiNi

OZET
ABSTRACT
TESEKKUR
ICINDEKILER DiZziNi
SIMGELER VE KISALTMALAR DiZziNi
SEKILLER DiZziNi
TABLOLAR DiziNi
GiRIiS
1.1. Hipotezin Temeli ve Amag
GENEL BILGILER
2.1. Primordiyal Germ Hucrelerinden Oogonialarin Olusumu
2.2. Memelilerde Oogenez
2.3. Memelilerde Folikilogenez
2.4. Fare Preimplantasyon Embriyo Gelisim Sireci
2.4.1. Fertilizasyon
2.4.2. Memelilerde Preimplantasyon Embriyo Gelisim Sureci
2.4.3. Zigot Yariklanmalari

2.4.4. Embriyonik Genom Aktivasyonu

Vii

Sayfa

Vi
Vil
Xi
Xiii

XV

10

10



2.4.5.

2.4.6.

2.5.

2.5.1.

2.5.2.

2.5.3.

2.6.

2.6.1.

2.7.

Kompaksiyon

Kavitasyon ve Blastosist Olusumu
DNA Metilasyonu

DNMT’lerin Genel Yapisi ve Gorevleri
DNMT larin Belirgin Ozellikleri

DNMT’lerin Oosit ve Erken Embriyonik
Gelisimdeki Ekspresyonlari

Superovulasyon

Superovulasyonun Oogenez ve Erken Donem Embriyo
Gelisimi Uzerine Etkileri

Calismanin Hipotezi

GEREG VE YONTEM

3.1.

3.1.1.

3.1.2.

3.2.

3.3.

3.4.

Superovulasyon Protokoll
Gonadotropinlerin Hazirlanigi
Gonadotropinlerin Uygulanmasi
Vazektomize Fare Modeli Olusturulmasi
Oositlerin Toplanmasi

Erken Donem Embriyolarin Toplanmasi

viii

11

12

12

14

15

17

21

21

25

26

26

26

26

27

27



3.5. immiinofloresan Boyama
3.5.1. Kullanilan Solusyonlar

3.5.2. Oositlerde ve Preimplantasyon Dénem Embriyolarda
DNMT Proteinlerinin Gosterilmesi

3.5.3. Imminofloresan Boyama Ydntem Basamaklari

BULGULAR

4.1. immiinofloresan Bulgulari

4.1.1. Suaperovulasyon Uygulamasi ile Elde Edilmis Oosit ve
Erken Dénem Embriyolarda DNMT1 Ekspresyonu

4.1.1.1. GV Oositlerde DNMT1 Ekspresyonu
4.1.1.2. Mll Oositlerde DNMT1 Ekspresyonu
4.1.1.3. 1-htcreli Embriyolarda DNMT1 Ekspresyonu
4.1.1.4. 2-hucreli Embriyolarda DNMT1 Ekspresyonu

4.1.2. Superovulasyon Uygulamasi ile Elde Edilmis Oosit ve
Erken Donem Embriyolarda DNMT3A Ekspresyonu

4.1.2.1. GV Oositlerde DNMT3A Ekspresyonu
4.1.2.2. MIl Oositlerde DNMT3A Ekspresyonu
4.1.2.3. 1-htcreli Embriyolarda DNMT3A Ekspresyonu
4.1.2.4. 2-hucreli Embriyolarda DNMT3A Ekspresyonu

4.1.3. Sulperovulasyon Uygulamasi ile Elde Edilmis Oosit ve
Erken Dénem Embriyolarda DNMT3B Ekspresyonu

4.1.3.1. GV Oositlerde DNMT3B Ekspresyonu

4.1.3.2. Mll Oositlerde DNMT3B Ekspresyonu

28

28

29

29

31

31

31

32

33

34

36

36

37

38

39

41

41

42



4.1.3.3. 1-htcreli Embriyolarda DNMT3B Ekspresyonu

4.1.3.4. 2-hucreli Embriyolarda DNMT3B Ekspresyonu
TARTISMA
SONUGCLAR
KAYNAKLAR

OZGEGMIS

43

44

47

51

53

60



AdoMet
ATRX

BSA

CpG
CXXC
DAPI
DNMT
eCG
E-kaderin
E2F1
FSH
GK
GV
hCG

HDAC1

HDAC?2

hSNF2H

IVF

LH

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZziNi

S-Adenozil Metiyonin
Sitozin Zengin Cinko Parmak DNA Baglama

Bovine Serum Albumin

Sitozin Fosfat Guanin

Sistein Zengin Bolge
4',6-Diamidino-2-Phenylindole Dihydrochloride
DNA Metiltransferaz

Kisrak Koryonik Gonadotropini
Epitelyal kaderin

E2F transkripsiyon faktor 1
Folikdl Stimule Edici Hormon
Lisin- Glisin

Germinal Vezikul

insan Koryonik Gonadotropini

Histon Deasetilaz 1
Histon Deasetilaz 2

SNF2 Aile Uyesi ATP-Bagimli Kromatin

Remodeling Enzimi

in Vitro Fertilizasyon

Liteinize Edici Hormon

Xi



MAPK

MRNA

MOS

Ml

MPF

NLS
oM
PBD
PBS
PFA
PGH
PHD
PMSG
POUSF1
PWWP

p21WAF1

SEM

TDF
YUT

ZP

Mitojen Aktive Eden Protein Kinaz

Mesajci Ribonukleik Asit

Bir Proto-Onkogen

Metafaz Il

Maturasyonu Uyaran Faktor

Nukleer Lokalizasyon Sinyali

Oosit Olgunlasma inhibitdrii

Proliferatif Hicre Nukleer Antijen Baglama
Fosfat Tamponlu Tuz

Paraformaldehit

Primordiyal Germ Hucreleri

Polybromo Homoloji

Gebe Kisrak Serum Gonadotropini

POU domain sinif 5 transkripsiyon faktor 1
Tetrapeptit Kromatin Baglama

Siklin Bagimli Kinaz inhibitor 1
Taramali Elektron Mikroskobu

Testis Belirleyici Faktor
Yardimci Ureme Teknikleri

Zona Pellusida

Xii



SEKILLER DiZziNi

Sekil Sayfa
2.1. Primordiyal germ hucrelerinin genital kabartiya gogu 4
2.2. Fetal geligsimin 7. haftasinda cinsiyet farkhlasmasi 5
2.3. Oogenez sireci ve olgun oosit olusumu 7

2.4. Primordiyal germ hucresinden olgun oosit olusumu ve

folikllogenez stireci 8
2.5. Fertilizasyonu gosteren sekil 9
2.6. Fare preimplantasyon embriyo geligim sureci 10

2.7. Kompaksiyon SEM (Taramali Elektron Mikroskop) goruntuleri 11

2.8. DNA metilasyonun genel olarak rol oynadigi mekanizmalar 13
2.9. DNA metilasyonu ve DNA metiltransferazlar 14
2.10. DNA metiltransferazlarin genel yapisi 15

2.11. Superovulasyonun c¢esitli mekanizmalar tGzerine olumsuz etkileri 25

4.1. Germinal vezikll asamasindaki oositlerde kontrol, normal
doz ve yuksek doz gruplarinda DNMT1 protein ekspresyonlari 32

4.2. Metafaz Il oositlerde kontrol, normal doz ve ylksek doz
gruplarinda DNMT1 protein ekspresyonlari 33

4.3. Bir hucreli embriyolarda kontrol, normal doz ve yuksek doz
gruplarinda DNMT1 protein ekspresyonlari 34

4.4,  Iki hiicreli embriyolarda kontrol, normal doz ve yiiksek doz
gruplarinda DNMT1 protein ekspresyonlari 35

4.5. Oosit ve erken ddnem embriyolarda goreli DNMT1

xiii



4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.11.

4.12.

4.13.

4.14.

4.15.

protein ekspresyonlari sonuglari

Germinal vezikul asamasindaki oositlerde kontrol, normal
doz ve yuksek doz gruplarinda DNMT3A protein ekspresyonlari

Metafaz Il oositlerde kontrol, normal doz ve yuksek doz
gruplarinda DNMT3A protein ekspresyonlari

Bir hucreli embriyolarda kontrol, normal doz ve yuksek doz
gruplarinda DNMT3A protein ekspresyonlari

Iki hiicreli embriyolarda kontrol, normal doz ve yiiksek doz
gruplarinda DNMT3A protein ekspresyonlari

Oosit ve erken donem embriyolarda goreli DNMT3A
protein ekspresyonlari sonuglari

Germinal vezikll asamasindaki oositlerde kontrol, normal
doz ve yuksek doz gruplarinda DNMT3B protein ekspresyonlari

Metafaz Il oositlerde kontrol, normal doz ve yuksek doz
gruplarinda DNMT3B protein ekspresyonlari

Bir hicreli embriyolarda kontrol, normal doz ve yuksek doz
gruplarinda DNMT3B protein ekspresyonlari

iki hiicreli embriyolarda kontrol, normal doz ve yiiksek doz
gruplarinda DNMT3B protein ekspresyonlari

Oosit ve erken donem embriyolarda goreli DNMT3B
protein ekspresyonlari sonuglari

Xiv

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46



Tablo

3.1.

4.1.

TABLOLAR DiziNi

immiinofloresan boyama yénteminde kullanilan primer
antikor, sekonder antikor ve seyreltme oranlari

Oosit ve erken donem embriyolarda DNMT1, DNMT3A
ve DNMT3B proteinlerinin hucre igi yerlegimleri

XV

Sayfa

30

46



GiRiS

1.1. Hipotezin Temeli ve Amag¢

Erkek ve disi Greme hucreleri primordiyal germ hucrelerinden (PGH)
koken almaktadir. Primordiyal germ hucreleri vitellis kesesinin
endoderminde ortaya cikarlar, ameboid hareketlerle vitellis kesesinden
bagirsak tupune, oradan da mezenter boyunca arka vucut duvarinin sag ve
sol yanlarina dogru go¢ ederler.Fetal gelisimin 7. haftasina kadar, her iki
cinsiyet icinde tek bir gonad taslagl vardir bu nedenle bu sure¢ gonadal
gelisimin farklanmamis doénemi olarak gegmektedir. Cinsiyeti Y kromozomu
belirlemektedir. Y kromozomunun cinsiyet belirleyici bolgesi Uzerindeki gen
tarafindan kodlanan ve testis belirleyici faktor (TDF) olarak adlandirilan bir
transkripsiyon faktort tarafindan kontrol edilmektedir. TDF yoklugunda disi
yonunde bir gelisim olmaktadir [1].

Primordiyal germ hdicreleri, disi gonada ulastiginda oogonyumlara
farklanirlar. Oogenez, oogonyumlarin olgun oositlere donusmesiyle
gerceklesen bir sureg¢ olarak bilinmektedir. Bu olgunlasma sureci, dogumdan
once baslayip puberte sonrasinda tamamlanir. Oogonyumlarin ¢cogu mitoz
bolinme ile bolunmelerini surdurdrken, bir kismi bolinmesini |. mayoz
bdlinmenin profaz asamasinda duraklayarak primer oositleri olustururlar.
Doguma kadar var olan primer oositler etraflarindaki tek kath yassi epitel
hidcreleri ile birlikte primordiyal folikula olustururlar. Bu surecten sonra
folikuller folikilogenez adi verilen bir sureci takip ederler ancak puberte ile
birlikte baslayan her ovaryal donglde sadece bir folikul gelisimini tamamlar.
Bu sure¢ sonucunda olusan en olgun folikll Graaf ya da preovulatuvar folik(l
olarak adlandiriimakradir. Ovulasyondan 6nce |I. mayoz boliunme tamamlanir,
sekonder oosit ve 1.kutup cisimcigi olusur. Ovulasyonda sekonder oosit II.
mayoz bolinmeye baslar ve metafaza kadar ilerleyip bu asamada duraklar.
Eger bir sperm sekonder oositi fertilize ederse mayoz bélinme tamamlanir.
Bu durumda, fertilize olmus oosit ve ikinci kutup cisimcigi olusmaktadir. ikinci
kutup cisimcigi de, birinci kutup cisimcigi gibi kug¢uk, islevsel olmayan ve kisa
siire icinde dejenere olan bir hiicredir. ikinci kutup cisimcigi atildiginda oosit
maturasyonu tamamlanir [2].

Fertilizasyonu takiben olugan embriyo, Fallop tuplerinden uterusa
dogru ilerlemekte ve bu asamada da implantasyona hazirlanmaktadir.
Fertilizasyonun gerceklesmesinden sonra olusan zigotun endometriyuma
implante olana kadar gegirdigi sireg, preimplantasyon embriyo gelisim sureci
olarak bilinmektedir [3]. Preimplantasyon embriyo gelisim slreci, zigotun
yariklanma bolinmelerine basglamasi, embriyonik genom aktivasyonu,
kompaksiyon, kavitasyon ve blastosist olusumu asamalarini igermektedir. Bu
asamalar tum memelilerde benzerdir. Fare embriyolarinin 1- hlcreli embriyo
asamasindan (zigot) blastosist agsamasina kadar gelismeleri yaklasik 3.5
glnde tamamlanmaktadir.



Memelilerde normal oogenez ve erken donem embriyo gelisimi
sureclerinde epigenetik mekanizmalar 6nemli rol oynamaktadir. Epigenetik
mekanizmalar, dogrudan veya dolayli olarak gen ifadesini kontrol
etmektedirler. Dogrudan gen ifadesini kontrol eden slreglerden bir tanesi
DNA metilasyonudur. DNA metilasyonu, genomdaki CpG (sitozin fosfat
guanin) ya da CpG olmayan adaciklardaki sitozin nukleotidlerinin 5. karbon
atomuna metil grubu takilmasiyla gerceklestirilir [4]. Bu zamana kadar de
novo (yeni bastan) ve sirdirme metilasyonu olmak Uzere iki farkl metilasyon
gesiti tanimlanmistir. De novo metilasyon, metillenmemis DNA zincirinin ilk
defa metilasyonu iken surdirme metilasyonu ise DNA replikasyonundan
sonra yarl metillenmig DNA zincirinin metilasyonu olarak tanimlanmaktadir.
Her iki mekanizmada da, DNA metilasyonu DNA metiltransferaz (DNMT)
enzimleri tarafindan katalizlenir. Memelilerde DNMT1, DNMT2, DNMT3A,
DNMT3B ve DNMT3L olmak Uzere 5 adet DNMT enzimi vardir [5]. DNMT1
enzimi, DNA replikasyonunu takiben yari-metillenmis DNA zincirini
metilleyerek surdirme metilasyonunda 6nemli bir role sahiptir. Bu enzim,
mitotik aktivite gosteren hlicrelerde ylksek oranda eksprese edilmektedir [6].
DNMT2 hem yapisal hemde fonksiyonel olarak diger DNMT’lerdan farklidir,
cUnkl N-terminal dizenleyici domain icermemektedir [7]. Ayrica, DNMT2
DNA'y1 metillemek yerine aspartik asit tRNA’sinin antikodon ilmigindeki
sitozin 38’i metillemektedir [8]. DNMT3A ve DNMT3B,de novo metilasyonu
gergeklestiren 6ncul enzimlerdir. Her ne kadar DNMT3A yuksek oranda CpG
adaciklarindaki metilasyondan sorumlu olsada CpA, CpT ve CpG
alanlarindaki sitozinin metilasyonunda da goérev almaktadir [9-11]. DNMT3L,
nikleer bir proteindir ve metiltransferaz aktif bolge motiflerini icermedigi icin
aktif olarak metilasyona katilamamaktadir ancak DNMT3A ve DNMT3B
enzimlerinin karboksi terminal domainlerine baglanarak bu enzimlerinin
aktivitelerini indiklemektedir [12].

Yapilan galismalarda yardimla Greme teknolojileri ile dogan ¢oguklarda
epigenetik anomalilerin arttigini vurgulamiglardir [13-16]. Bir yardimla Greme
yontemi olan ve Ozellikle infertilite tedavilerinde siklikla kullanilan
superovulasyon, disaridan hormonal mudahaleyle genital donguyu kontrol
altina alarak, normal fizyolojik kosullarda elde edilebilen kalitede fakat ¢ok
daha fazla sayida ve es zamanli olarak oosit ve embriyo elde etmek olarak
tanimlanabilmektedir. Deney hayvanlarinda superovulasyon protokollerinde
siklikla kullanilan molekiller gebe kisrak serum gonadotropin (PMSG) [17]
ve insan koryonik gonadotropin (hCG)’dir [18]. Calismalarda sUperovulasyon
uygulamasinin oosit kalitesi, fetal blyume geriligi, imprinting hastaliklar,
anormal blastosist sayisi, gen ekspresyonlari, embriyonik gelisimde gecikme
gibi cesitli strecleri olumsuz etkiledigi gosterilmistir [14, 15, 19-22].

Calismanin Hipotezi: Yardimla dreme teknikleri ile dogan c¢oguklar
dogal yolla dinyaya gelen cocuklarla karsilastirildiginda artmis epigenetik
anomalilerin oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmigtir. Bir yardimla tGreme
yontemi olan superovulasyonun da gesgitli mekanizmalari olumsuz etkiledigi
rapor edilmistir. Litaraturde sUperovulasyon uygulamasinin g¢esitli imprinting
genlerdeki metilasyonu etkiledigini, genlerin dogru metillenmemesi



sonucunda ise gen ekspresyonlarinda degisimler oldugu bildirilmistir. Ancak
metilasyonu primer olarak gercgeklestiren DNMT enzimlerinden mi anormal
metilasyonun gercgeklestigi henuz net olarak bilinmemektedir. Litaraturden
yola g¢ikarak, normal doz ve yuksek doz superovulasyon uygulamasinin DNA
metilasyonunda goérev yapan protein ifadelerine etkisini, oosit ve
preimplantasyon donemindeki embriyo gelisimi aracihidiyla fare deney
modelinde gosterebilecegimiz hipotezini kurduk..

Bu calismada Balb/C irki 4-6 haftalik disi farelerden kontrol, normal
doz [5 IU gebe kisrak serum gonadotrophini (PMSG) ve 5 IU insan korionik
gonadotrophini (hCG)] ve yuksek doz (7.5 IU PMSG ve 7.5 IU hCG) olmak
uzere 3 grup olusturuldu. Belirlenen zaman c¢izelgesinde toplanan oosit
[germinal vezikul (GV) ve metafaz Il (Mll)] ve erken donem embriyolarda (1-
hicreli ve 2-hucreli) DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B'nin ekspresyonal
duzeyleri ve hucre icgi yerlesimleri immunofloresan teknigi ile belirlendi. Elde
edilen boyanmalar, ImageJ yazilimi ile analiz edilerek goreli ekspresyonlar
belirlenip; One Way Anova istatistiksel testi ile analiz edildi.



GENEL BILGILER

2.1. Primordiyal Germ Hiicrelerinden Oogonialarin Olugsumu

Primordiyal germ hucreler, ilk olarak 4 haftalik fetuste vitellis kesesi
duvarinin endoderminde ortaya cikarlar. Dérdlincli ve altinci haftalara
arasinda, yaklasik 10-100 primordiyal germ hucresi ameboid hareketlerle
vitellis kesesinden bagirsak tupune, oradan da mezenter boyunca arka
vacut duvarinin sag ve sol yanlarina dogru go¢ ederler (Sekil 2.1).
Primordiyal germ hucrelerinin gogu, alkalen fosfataz enzimi ile izlenebilir
¢unkd bu hacrelerin plazma membranlarinda yuksek oranda alkalen fosfataz
enzimi bulunmaktadir.Bu hucrelerin gogu ve ¢gogalmasi, bir tirozin kinaz olan
c-kit reseptort ve ona uyan hicre membran ligandi olan kok hucre faktoru ile
etkilesimine baghdir. Arka vicut duvarinda, mezensim igerisinde bulunan
yaklagik 2500-5000 primordiyal germ hucresi, mezonefroz ve sdlomik orti
epitel hucrelerini genital kabariklik olusturmak Uzere uyarirlar. Sdlomik
epitelyal kordonlar, farklanmamis gonadin dista korteks ve icte medulla
bdlgelerini olustururlar[1].

On bagirsak Arka bagirsak

Allantoyis Genital kabarti

Arka bagirsak

Primordiyal

germ hicreleri
~  Genital
kabart

Kloak

Vitellis kesesi B

A

Sekil 2.1. Primordiyal germ hicrelerinin genital kabartiya goc¢u[2].

Fetal gelisimin 7. haftasina kadar, her iki cinsiyet icinde tek bir gonad
vardir bu nedenle bu slire¢ gonadal gelisimin farklanmamis dénemi olarak
gegmektedir. Yedinci haftadan sonra disi yonunde bir farklanma olacaksa
korteks gelismekte medulla gerilemekte iken erkek yonunde ise medulla
gelismekte ve korteks gerilemektedir. Cinsiyeti Y kromozomu belirlemektedir.
Y kromozomunun cinsiyet belirleyici bodlgesi Uzerindeki gen tarafindan
kodlanan ve testis belirleyici faktor (TDF) olarak adlandirilan bir
transkripsiyon faktéru tarafindan kontrol edilmektedir. TDF yoklugunda disi
yonunde bir gelisim olmaktadir (Sekil 2.2) [23] [1].
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Sekil 2.2. Fetal gelisimin 7. haftasinda cinsiyet farklilagsmasi [23].

2.2. Memelilerde Oogenez

Primordiyal germ hicreleri, disi gonada ulastiginda oogonyumlara
farklanirlar. Oogenez, oogonyumlarin olgun oositlere donusmesiyle
gerceklesen bir sureg¢ olarak bilinmektedir. Bu olgunlasma sureci, dogumdan
once baslayip puberte sonrasinda tamamlanir. Erken fetal yasamda,
oogonyumlar mitoz boliunme ile ¢cogalmaktadirlar ancak yaklasik 3. aydan
sonra, bolinmenin durmasiyla beraber yeni germ hicresi olugsmaz. Germ
hicre kisti adi verilen primordiyal folikillere doénuisecek, sonlanmamis
sitokinez nedeniyle aralarindaki sitoplazmik kdprulerin izlendigi germ huicre
gruplari belirginlesir [24]. Mitoz ile ¢ogalma durduktan sonra hacimsel
bdylime baslar. Dogumdan 6nce, oogonyumlar DNA’larini kopyalayarak
birinci mayoz bolunmeye baslayacak olan primer oositleri olugtururlar ancak



boliunme agsamasini tamamlayamazlar. Primer oosit gelistiginde ovaryuma ait
stroma hucreleri ile sarilir ki bu yapi folikller epitel hucrelerini meydana
getirir. Yassi epitel hicreleri ile gevrelenmis primer oosit, primordiyal folikul
olarak tanimlanmaktadir. Primer oosit, ilk mayoz bolunmesine dogumdan
once baslar fakat bolinme tamamlanmaz ve puberteye kadar profaz |
asamasinda beklemektedir. Bu asamadaki oosit,profaz | (Pl) yada germinal
vezikil (GV) oosit olarak adlandiriimaktadir. Bu slre boyunca, oositin
olgunlasmasi folikul huicreleri tarafindan salgilanan oosit olgunlasmasini
inhibe eden madde oosit olgunlasma inhibitérd (OMI) tarafindan
baskilanir.Boylece, insanda 40-50 yil kadar surebilecek olan oldukga uzun
suren bu asamada mayoz boélinme devam etmeden oositin hacmi artar.
Buna goére, dogumdaki primer oositler 46 kromozom igerirler ve her biri
kardes kromatid icermektedir. Puberte ile birlikte her ay birgok (insanda 10-
12 kadar) primer oosit geligir, ancak bunlardan yalnizca biri gercek olgunluga
ulasarak ilk mayotik boélinmeyi gergeklestirir (Sekil 2.3). Mayotik olgunlasma
sureclerinden gececek olan oositte ilk olarak germinal vezikul yikilmaktadir ki
bu asamadaki oosit metafaz | (MI) oosit olarak adlandirilir. Ovulasyondan
Oonce birinci mayoz bolinme tamamlanir, sekonder oosit ve birinci polar
cisimcik olusur. Polar cisimcik, kisa slre i¢inde dejenereolan ve islevsel
olmayan kuguk bir hucredir. Oositte mayozun sudrdurulebilmesi ve
tamamlanmasi maturasyonu uyaran faktér (MPF) , bir proto-onkogen (MOS) ,
ve mitojen aktive eden protein kinaz (MAPK) faktorlerinin birbirleri ile uyumlu
calismasina baglidir. MPF, GV’nin yikilmasi ile aktive olur ve farelerde oositi
mayoza yonlendirir. NOS/MAPK yolu ise metafazda igcik olusumu, MI-MII
gecisinde, DNA replikasyonunun baskilanmasi ve MIl agsamasindaki
duraklamanin surdurilmesi gibi sureglerde rol oynamaktadir [25, 26].
Ovulasyonda sekonder oosit Il. mayoz bolinmeye bagslar ve metafaza kadar
ilerleyip bu asamada tekrar duraklar. Eger bir sperm sekonder oositi fertilize
ederse mayoz bolinme tamamlanir. Bu durumda, fertilize olmus oosit ve
ikinci polar cisimcik olusmaktadir (Sekil 2.3). ikinci polar cisimcik de, birinci
polar cisimcik gibi kiguk, iglevsel olmayan ve kisa sure i¢inde dejenere olan
bir hiicredir. ikinci polar cisimcik atildiginda oosit maturasyonu tamamlanir.
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Sekil 2.3. Oogenez siireci ve olgun oosit olusumu[27].

Sonug¢ olarak, disi ana germ hucresi olan oogoniumdan olgun bir
oositin gelisme ve olgunlagsma sureci olan oogenez tamamlanmis olur. Olgun
bir insan oositi, 150-180 ym c¢apinda buylk ve hareketsiz bir hicredir.
Farede ise olgun oosit 90 um olarak bilinmektedir. Sitoplazmasi besin
maddelerinden zengindir ki fertilizasyondan sonra uterusa yerlesene kadar
zigota gerekli olan besin maddelerini saglar. Fertilize olmamis oosit,
ovulasyondan 24-48 saat sonra canliigini kaybederek dejenere olur.

2.3. Memelilerde Foliklilogenez

Puberteye ulasildiginda ovaryum primordiyal folikillerden olusan bir
folikil havuzuna sahiptir ve her ovaryal siklusta bu foliktllerden 5-15 tanesi
ovulasyon ile geliserek olgunlasir ki bu sure¢ folikilogenez olarak
bilinmektedir. Gelisen foliklllerden sadece 1 ya da 2 tanesi ovulasyonla
atilirken kalan folikuller ise atretik folikule donismektedir. Primordiyal folikl,
primer yada preantral folikil, sekonder yada antral folikll ve Graaf, tersiyer
yada preovulator folikil olmak Uzere 3 asamadan gecerek olgunlasir (Sekil
2.4). Profaz asamasinda beklemekte olan primer oosit buyumeye
bagladiginda oositi saran yassi epitel hucreleri kubiklesir ve ¢ogalmaya
baglar. Cogalan bu hucreler, granuloza hucreleridir. Bu asamada ki folikdl,
primer folikll olarak bilinmektedir. Bu dénemde, primer oosit granuloza
hicreleri ve oosit tarafindan salgilanan glikoprotein yapisinda olan “zona
pellusida (ZP)” adi verilen bir kilif ile sarilmaktadir. Granuloza hcreleri ise
stromal hucrelerin olusturdugu teka tabakasindan bir bazal membran ile
ayrilirlar. Folikal gelismeye devam ettikge teka tabakasi icte teka interna



dista ise teka eksterna tabakalarini olusturur. Daha sonra olusan folikuler
asama ise sekonder folikuldur, bu folikal kalinlagsmis ZP ve kuglik antrumlarin
(bosluk) olusumu ile karakterizedir (Sekil 2.4). Folikul hicreleri arasinda sivi
dolu bosgluklarin birlesmesiyle tek buyuk bir antrum olugsmaktadir. Boylece,
sekonder folikdl lGteinize edici hormon (LH)'in etkisiyle preovulator evreye
girmektedir. Bu asamadaki folikll ise Graaf veya preovulator folikll olarak
isimlendirilmektedir ki folikilogenezin en olgun ve en buyuk folikaludur (Sekil
2.4). Eksentrik duruglu primer oosit iceren preovulator folikul, tek bir antrum
ile karakterizedir. Ovulasyondan birka¢ saat 6nce |. mayoz tamamlanir ve
sekonder oosit olusur.

Gonodotropin - Bagimsiz | Gonadotropin -  Bagimh
PGH Germ hiicre Kisti ~ Primordial Primer Sekonder Erken Antral Folikal Preovulatuar Folikal
Folikal Folikil Folikal
Mayotik .
arrest
-
470 : Mitoz / ? @ Aktivasyon @ @
© oo OVWQOI Mayoz 3
Determinasyon

Sekil 2.4. Primordiyal germ hicresinden olgun oosit olusumu ve foliklilogenez sireci.
Sanchez ve ark. (2012) tarafindan yapilan ¢alismadan degistirilerek alinmigtir
[28].

Ovaryumda folikillerin;  oositi korumak, olgunlastirmak,ovulasyonu
saglamak, impantasyon igin hazirlik yapmak gibi temel amaglari mevcuttur.
Foliktl gelisimi baslangicta gonodotropinlerden bagimsiz olarak meydana
gelmektedir. Primordiyal foliklller gonadotropinlerden bagimsiz olarak
dinlenme evresinden c¢ikip gelismeye baslarlar. Bu suregte, gesitli sinyal
mekanizmalarin ve buyume faktorlerinin rol oynadigi bilinmektedir [29].
Folikil antral folikile gelistiginde ise gonadotropinlere bagimli donem
baslamaktadir.Bu slrecte ise Folikll uyarici hormon (FSHve Luteinizan
Hormon (LH) gérev almaktadir.

2.4. Fare Preimplantasyon Embriyo Gelisim Sureci

2.4.1. Fertilizasyon

Disi ve erkek gametlerin birbiriyle birlesip kaynasmasina fertilizasyon
(dollenme) denir. Fertilizasyon, uterus tiplerinin (Fallop) ampulla bélgesinde
gerceklesir ki bu bdlge tupun en genis ve ovaryuma yakin kismidir.
Fertilizasyon sonucu olusan dollenmis oosit, zigot olarak adlandiriimaktadir
(Sekil 2.5) [2].

Fertilizasyon (¢ asamada gerceklesmektedir. ik asamada
kapasitasyonunu tamamlayan sperm, sekonder oositi saran ilk sira hucre
tabakasi olan korona radiatayi delip gegmektedir. ikinci asamada ise spermin
akromozamal reaksiyonu tamamlamasiyla sahip oldugu akromozomal
enzimler yardimiyla zona pellusidayr ge¢mektedir. Fertilizasyonun son



asamasinda ise oosit ve sperm hicre membranlarinin kaynasmasi ile
fertilizasyon tamamlanir[2].

Spermin oosit sitopmazmasina girmesiyle 1. mayoz boélinme
tamamlanir ve boélinme sonucu olugan hicrelerden ¢ok az bir sitoplazmaya
sahip olan ikinci polar cisim, digeri ise MIl oosit olarak isimlendirilir. Bu
sekonder oositin kromozomlari (22+X) disi pronukleus olarak adlandirilan bir
cekirdek icinde yeniden dizenlenirler[2].

Fertilizasyonun temel sonuglari ise genel olarak 3 asamada 6zetlenebilir:

o Yarisi anneden, yarisida babadan gelen kromozomlarin diploid
sayisinin yeniden duzenlenmesiyle olugsan zigotun hem anneden
hemde babadan gelen kromozomal igerige sahiptir.

o Yeni olusacak canlinin cinsiyetinin belirlenmesi: X kromozomu
tasiyan sperm, disi bir embriyo (XX), Y kromozomu tasiyan sperm ise
erkek bir embriyo (XY) olusmasina imkan saglamaktadir.

o Yariklanma (cleavage) yani embriyonik ilk mitotik bélinme olayi
fertilizasyon ile baglatiimaktadir.
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Sekil 2.5. Fertilizasyonu gdsteren sekil[30].

2.4.2. Memelilerde Preimplantasyon Embriyo Gelisim Siireci

Fertilizasyonu takiben olugan embriyo, Fallop tuplerinden uterusa
dogru ilerlemekte ve bu asamada da implantasyona hazirlanmaktadir.
Fertilizasyonun gergeklesmesinden sonra olusan zigotun endometriyuma
implante olana kadar gegcirdigi sireg, preimplantasyon embriyo gelisim sureci
olarak bilinmektedir (Sekil 2.6) [3]. Preimplantasyon embriyo gelisim sureci,
zigotun yariklanma bdlunmelerine  baglamasi, embriyonik genom
aktivasyonu, kompaksiyon, kavitasyon ve blastosist olusumu asamalarini
icermektedir. Bu asamalar tim memelilerde benzerdir.



Zona

@
pellusida ,

E2.0
Ig hiicre
/llucre : ' kitlesl £4.0
-.®
komPaktlagmamQ ‘ Trofoblast
WA )

(hatching)

Epiblast

\ kompaktlagmi:
Hipoblast

E4.5

&

D ..

Geg blastosist

implantasyon

Sekil 2.6. Fare preimplantasyon embriyo gelisim sureci [31].

2.4.3. Zigot Yariklanmalari

Erken donem embriyo, iki pronukleuslu zigot asamasindan iki hucre
embriyo evresine ulastiktan sonra bir seri mitotik bolinmeye girerek hicre
sayisini arttirir. Her yariklanma sonucunda olusan hucrelerin hacmi giderek
kUgullr ki bu hucrelerin her birine blastomer denir ve sekiz hucreli embriyo
asamasina kadar gevsek bir hiicre kiimesi gérinimundedir[2]

Farede birinci yariklanma fertilizasyondan bir gun sonra
gerceklesmektedir. Bu yariklanmanin pozisyonu hakkinda farkli gortsler olsa
da [32-34], ilk yariklanma ekseninin kutup cisimlerinin pozisyonu ile iligkili
oldugu kabul gormustur. Plazma membrani ile ZP arasinda yer alan I. ve Il.
kutup cisimlerinin oldugu yerlesimde plazma membrani igeri dogru ¢oker ve
ilk boélinme bu ¢Okuk olan noktadan baslayip karsi tarafa dogru devam
eder[3].Fare embriyolarinin 1- hicreli embriyo agsamasindan (zigot) blastosist
asamasina kadar gelismeleri yaklasik 3.5 gunde tamamlanmaktadir.

2.4.4. Embriyonik Genom Aktivasyonu

ikinci mayoz béliinmenin metafaz evresindeki oositte transkripsiyonun
durmasiyla beraber mesajci ribonukleik asit (mRNA) translasyonu da
azalmaktadir. Fare embriyolari, 2- hicreli embriyo asamasina kadar protein
sentezini maternal mRNA’lari kullanarak gergeklestirmektedirler. Ancak 2-
hacreli embriyo agsamasinda maternal transkript rezervi tukenmeye
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baglamakta ve Ozelikle zigot asamasinda, bu asamaya 0zgu genlerin
eksprese olmasi ile birlikte embriyonik gen aktivasyonu baslar ve 2- hucreli
embriyo asamasinda tamamlanir. Bu suregten sonra gelisecek embriyolar
artik protein sentezi icin maternal mRNA'lar yerine kendi mRNA’larini
kullanmaya baglamaktadirlar. Embriyonik genom aktivasyonu turler arasinda
farkhliklar gostermektedir: Farede 2- hucreli embriyo asamasinda[35],
insanda 4-8 hucreli embriyo asamasindaiken [36, 37]sigirda ise 8-16 hucreli
embriyo agsamasinda meydana gelmektedir [38]

2.4.5. Kompaksiyon

Blastomerler sekiz hiicre embriyo agsamasina kadar gevsek bir hicre
kimesi iken uguncu yariklanmanin ardindan birbirleriyle daha siki temas
kurarak kompakt bir hucre grubu haline gelirler (Sekil 2.7). Bu sureg, hucre
ylzey adezyon glikoproteinleri ve 0zellikle epitelyal kaderin (E-kaderin)
tarafindan gergeklestirilir. Ayni zamanda hulcre baglanti komplekslerinin
artmasi ile hucreler arasi etkilesim de artmaktadir. Kompaksiyon olarak
bilinen bu siregte, i¢ hlcreler dis hucrelerden ayrilirlar. Fertilizasyondan
yaklagik 3 gun sonra, kompakt haldeki embriyo tekrar bolunur ve bu
asamadaki embriyo16-hucreli morula olarak adlandirilir. Morulanin i¢
hicreleri, i¢ hucre kitlesini olustururken dig hucreleri de dis hucre kitlesini
olusturmaktadir. i¢ hiicre kitlesinden embriyonun {i¢ germ tabakasina ait
dokulari, dis hicre kitlesinden ise plasentayi olusturacak olan trofoblastlar
gelismektedir [2].

Sekil 2.7. Kompaksiyon SEM (Taramal Elektron Mikroskop) goruntileri.
A)Kompaktlasmamig 8 hucreli embriyo, B) Kompakt morula [2].

2.4.6. Kavitasyon ve Blastosist Olugumu
Kompaksiyonun tamamlanmasi ile birlikte kavitasyon baslamaktadir.
Kavitasyon blastosdl olusumunu tetiklemektedir. Bu suregte, trofoektoderm
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hicreleri siki baglanti kompleksleri ile bir araya gelmigtir ve yassilagsmis
epitelyal hicre karakterindedir. Yaklasik olarak 32-hucreli embriyo
asamasina gelindiginde trofoektoderm hucreleri gerek hlcre ici gerekse
hicre digl alanlara sivi pompalayarak blastosist kavitesini olusturmaya
baslamaktadir.

Morula uterusa ulastiginda, uterus boslugundaki var olan sivi zona
pellusidayi gecger ve i¢ hlcre kitlesinin hicrelerarasi bosluguna sizarak orada
toplanmaya baglar. Genigleyen hucrelerarasi bosluklarin  birbirleriyle
birlesmesiyle blastosdl denilen tek bir bosluk olusur. Bu asamada, embriyo
blastosist olarak adlandiriimaktadir. Blastosistin bir kutbunda yerlesmis olan
ic hucre kitlesi embriyoblast, dis hlcre kitlesi de trofoblast olarak isimlendirilir.
Trofoblastlar yassilasarak blastosistin epitelyal duvarini olustururlar. Bu
asamadan sonra ZP kaybolur ve embriyonun endometriyuma implantasyonu
gerceklesir [2].

Memeli oogenez ve erken donem embriyonik gelisimi i¢in birgok genin belirli
zamanlarda eksprese edilmesine ihtiyag duyulmaktadir. Bu genlerin
ekspresyonel kontrollerinde belirli epigenetik mekanizmalar gérev almaktadir.
Bu mekanizmalarindan birisi olan DNA metilasyonu oogenez ve erken
embriyo gelisim donemlerinde oldukga kritik bir Sneme sahiptir.

2.5. DNA Metilasyonu

Epigenetik, gen sekansini degistirmeyen ve kalitsal olan gen ifadesi
degisikliklerini inceleyen bilim dalidir. Epigenetik mekanizmalar, dogrudan
veya dolayl olarak gen ifadesini kontrol etmektedirler. Dogrudan gen
ifadesini kontrol eden surecglerden bir tanesi DNA metilasyonudur. DNA
metilasyonu, tek zincir Uzerindeki sitozin fosfat guanin(CpG) ya da CpG
olmayan adaciklardaki sitozin nukleotidlerinin 5. karbon atomuna metil grubu
takilmasiyla gergeklestirilir [4]. Bu sUregte S-Adenozil Metiyonin (AdoMet) ise
metil grubu vericisi olarak kullaniimaktadir [39]. DNA metilasyonu,
transkripsiyonel aktivasyon ve baskilama, genomik imprinting, hicresel
farkihlasma, timorogenez, yaslanma, X-kromozomu inaktivasyonu ve diger
hicresel aktivitelerde rol oynamaktadir (Sekil 2.8) [40-42]. Bu gorevlerin
disinda, oogenez ve embriyogenez sureclerinde de gelisimle iliskili genlerin
kontrolinde DNA metilasyonu kritik neme sahiptir.
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Sekil 2.8. DNA metilasyonun genel olarak rol oynadigi mekanizmalar.

Bu zamana kadar de novo (yeni bastan) ve surdirme (maintenance)
metilasyonu olmak Uzere iki farkli metilasyon c¢esiti tanimlanmigtir. De novo
metilasyon, metillenmemis DNA zincirinin ilk defa metilasyonu iken surdirme
metilasyonu ise DNA replikasyonundan sonra yari metillenmis DNA zincirinin
metilasyonu olarak tanimlanmaktadir. Her iki mekanizmada da, DNA
metilasyonu DNA metiltransferaz (DNMT) enzimleri tarafindan katalizlenir.
Memelilerde DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B ve DNMT3L olmak tzere
5 adet DNMT enzimi vardir (Sekil 2.9) [5].
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Sekil 2.9. DNA metilasyonu ve DNA metiltransferazlar. A: Sirdirme metilasyonu ve
DNMTL1. B: De novo metilasyon ve DNMT3A-DNMT3B. C: DNMT3L[7].

2.5.1. DNMT’lerin Genel Yapisi ve Gorevleri

ilk DNMT enzimi bir bakteri olan ‘Haemophilus haemolyticus”den izole
edilip, klonlanmistir[43]. Memeli DNMT enzimleri, N-terminal dizenleyici
domain, C-terminal katalitik domain ve merkezi baglama bdlgesi olmak Uzere
3 ana yapisal domain igerir (Sekil 2.10) [44]. N-terminal dlzenleyici domain,
DNMT enzimlerinin hucre i¢i yerlesimlerinin  belilenmesinden ve
metillenmemis ve yari metillenmis DNA zincirlerinin ayirt edilmesinde rol
oynar. Bu domain, proliferatif hiicre nukleer antijen baglama (PBD), nukleer
lokalizasyon sinyali (NLS), sitozin zengin ¢inko parmak DNA baglama
(ATRX), polybromo homoloji (PHD) ve tetrapeptit kromatin baglama (PWWP)
bolgeleri olmak Uzere alt domainler icerir (Sekil 2.10) [5, 45]. Bunlardan, PBD
domain replikasyon sirasinda DNMT’lerin DNA dizileri ve PCNA proteini ile
etkilesimini saglarken[46], PHD replikasyon sirasinda dengeyi kurar ve yeni
DNA zincirlerinin biyosentezini uyarir [47]. Bundan baska, bu alt domainler
DNMT’lerin SNF2 aile uyesi ATP-bagimh kromatin remodeling enzimi
(hSNF2H) [48], siklin bagimh kinaz inhibitor 1 (p21WAF1)[46], E2F
transkripsiyon faktor 1 (E2F1) [49], histon deasetilaz 1 (HDAC1) ve 2
(HDAC2) gibi hlcre igi proteinlerle etkilesimini kolaylastirabilirler [50, 51].
DNMT1 enzimi ayni zamanda CpG adaciklarindaki metillenmemis DNA
dizilerinin taninmasina olanak saglayan CXXC (sistein zengin bdlge) domaini
icermektedir [52].
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Ote yandan, C- terminal katalitik domain, 10 farkh karakteristik motif
icerir ancak bunlardan 6 tanesi (I, IV, VI, VIII, IX ve X) evrimsel olarak
korunmustur. Motif |, AdoMet baglanma yerinin olusumuna katilir;motif IV
aktif bolgede sitozin substratina baglanir, motif VI bir proton vericisi gibi
hizmet eden glutamil rezidlisu igerir, motif VIII'in fonksiyonu hala
bilinmemektedir. Motif IX, substrat baglanma yeri yapisini korurken; motif X
AdoMet baglanma yerinin olusumuna katilmaktadir[53]. DNMT proteininin
ucuncu temel domain olan merkezi baglama bdlgesi, tekrarlayan Lizin-Glisin
(GK) dipeptitlerinden olusur ve N- ve C-terminal domainleri arasinda yapisal
bir kopru kurar (Sekil 2.10) [44].

N-terminal diizenleyici n::;::; C-terminal
domain slgesi katalitik domain

| 1 1
I I I 1 I 1

(O TN B e (I

CRR PBD NLS DRFTS CXXC PHD IV Vi v IX X

H I N

PWWP ATRX 1 IV VIVIIIIX X

NN (e[ e

I IV VIVIIIIX X

LI (D)

I IV VIVl

i

I v v vl IX X

Sekil 2.10. DNA metiltransferazlarin genel yapisi[7].

2.5.2. DNMT’lerin Belirgin Ozellikleri

DNMT1 enzimi, DNA replikasyonunu takiben yari-metillenmis DNA
zincirini metilleyerek surdirme metilasyonunda 6nemlibir role sahiptir. Bu
enzim, mitotik aktivite goOsteren hicrelerde yuksek oranda eksprese
edilmektedir [6]. Tanimlanan pakiten spermatositlerde eksprese olan formu
(DNMT1p) , oosit spesifik (DNMT10) ve somatik formu (DNMT1s) olmak
uzere 3 izoformu bulunmaktadir [54]. Dnmtlp mRNA’si pakiten
spermatositlerde eksprese edilmekte iken protein olarak goézlenmemistir[55,
56]. DNMT10, DNMT1s’nin N terminal bdlgesinde yerlesmis olup 118
aminoasitlik bir fragment eksiktir. Bu izoformlarin lokalizasyonu ve alternatif
eklemelerin (splicing) biyosentezi Dnmtl geninin birinci ekzonunda yerlesimli
domainler  tarafindan  duzenlenir [57]. Diger DNMT’ler ile
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kargilastirildiginda,DNMT1 in vitro sartlarda yari metillenmis DNA zincirlerine
metilenmemis DNA zincirlerinden 5 ile 40 kat yuksek afinite gosterir ki bu
enzimin strdirme metilasyonundaki fonksiyonu ile uyumludur[5, 58]. Ayrica,
DNMT1 DNMT3A tarafindan uyarildiginda minumum dizeyde de novo
metilasyon slrecinde rol oynar [59]. DNMT1’in fonksiyonu ile uyumlu olarak,
Dnmtl knockout (Dnmtl”-) fare modelleri gastrulasyonda yada sonrasinda
letalite ve global DNA metilasyonunda bozukluklar géstermektedir[9, 60, 61].
Dnmtl” fare embriyonik kok hicrelerde minumum diizeyde de novo
metilasyon kaybina yol agar ¢unki de novo metilasyon buyuk olgude
DNMT3A ve DNMT3B tarafindan katalizlenmektedir [62].

DNMT3A ve DNMT3B,de novo metilasyonu gerceklestiren oncul
enzimlerdir. Her ne kadar DNMT3A yuksek oranda CpG adaciklarindaki
metilasyondan sorumlu olsada CpA, CpT ve CpG alanlarindaki sitozinin
metilasyonunda da goérev alir [9-11]. Ancak CpG olmayan adaciklarda
gerceklesen metilasyonun 6nemi hala bilinmemektedir. DNMT3A enzimi
DNMT1 ile karsilastirildiinda daha dusik enzimatik aktiviteye sahiptir. Bu
nedenden dolay! aktivitesini arttirmaya yonelik spesifik bir kofaktére ihtiyag
duyabilir [53]. Simdiye kadar tanimlanan 2 izoformu bulunmaktadir [63]. Bu
izoformlar, agirhkh olarak embriyonik genom aktivasyonuna (EGA) kadar
oosit ve erken donem embriyolarda eksprese edilmektedir [64]. Ekspresyon
paterni bu enzimlerin maternal kaynakli olabilecedini akla getirmektedir.
Dnmt3a knockout (Dnmt3a”’") fare modelleri, dogum 6ncesi gelisimde kismi
kusurlar gosterirken, bazilari ise canhdir [65].

DNMT3B enzimi sadece perisentrik satellit bolgedeki tekrarlayan DNA
dizilerinde bulunan CpG dinukleotitlerinin metilasyonu igin 6zellesmistir [65,
66]. Yirmiden fazla izoformu tanimlanmistir [63]. Dnmt3b knockout (Dnmt3b
) fare modellerinde de, Dnmtl”- oldugu gibi embriyonik letalite gdzlenmistir
[65]. Dnmt3b geninin mutasyonu sonucu ICF sendromu olusur ki bu sendrom
immuan yetmezlik (1), sentromerik instabilite (C) ve fasyal dismorfizm (F) ile
karakterize konjenital bir hastaliktir [67, 68]. Perisentik bdlgedeki kromozom
1, 9 ve 16’nin satellit bolgeleri metile durumdayken, bu sendromu tasiyan
hastalarda bu bdlgeler tamamen metillenmemis durumdadir[69].

DNMT3L, nukleer bir proteindir ve metiltransferaz aktif bolge motiflerini
icermedigi icin aktif olarak metilasyona katilamamaktadir ancak DNMT3A ve
DNMT3B enzimlerinin karboksi terminal domainlerine baglanarak bu
enzimlerinin aktivitelerini indlklemektedir[12]. Bu yolla, DNMT3L enzimi
gametogenez sirasinda maternal genomik imprintlerin kurulmasinda dolayl
olarak rol oynamaktadir[70]. Dnmt3l knockout (Dnmt3I”) fareler canlidir
ancak disukde novo metilasyon seviyesi erkek farelerde kisirligin nedeni
olarak gosterilmektedir[70, 71].

DNMT2 hem yapisal hemde fonksiyonel olarak diger DNMT’lerden
farklidir, ¢inki N-terminal dizenleyici domain igermemektedir. DNMT2, C-
terminal katalitik domain icermesine karsin, yapisinda N-terminal duzenleyici
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domain olmadigi igin de novo ve surdirme metilasyon sureglerini
katalizleyememektedir[7]. Bilindigi gibi, N-terminal duzenleyici domain diger
DNMT’lerin DNA dizilerine ve diger duzenleyici protenlere badlanmasina
olanak saglamaktadir[53]. Ayrica, DNMT2 DNA'y1 metillemek yerine aspartik
asit tRNA’sinin antikodon ilmigindeki sitozin 38’i metillemektedir[8]. Bu
gorevleriyle uyumlu olarak,Dnmt2 knockout (Dnmt27) fare modellerinde
herhangi bir fenotip gézlenmemistir[72].

2.5.3. DNMT’lerin Oosit ve Erken Embriyonik Geligsimdeki

Ekspresyonlari

DNMT’lerin dinamik ekspresyon paternleri ve hlcre igi yerlesimleri
(daha ¢cok DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B) fare, sigir, maymun ve insanlarda
tanimlanmistir. Farede, Dnmtl fetal (E17.5-18.5) ve postanal 1, 5, 10, 15, 21,
35, 70 gunlerdeki ovaryumlarda ve ayni gunlerde alinan oositlerde eksprese
edilmektedir. Bununla birlikte, Dnmt1’in oosit spesifik izoformu olan Dnmtlo,
sadece postanal ovaryumlarda ve oositlerde eksprese edilmekte iken fetal
ovaryum ve oositlerde eksprese edilmemektedir[73]. Daha bagka analizler
DNMT1%s1° proteinin GV ve MII oositlerde sitoplazmada dagilim gosterdigini
ortaya koymustur[74]. DNMT1 o&ncelikli olarak MIl oositlerde korteks
bdlgesinde yerlesiktir[56]. DNMT1o0 ise MII oositin plazma membranina yakin
yerde lokalize olmustur. Beklenildigi gibi, hem Dnmtl hem de Dnmtlo mRNA
olarak MII oositlerde eksprese edilmektedir ve Dnmt1o’nun, Dnmt1’den daha
yuksek ekspresyon seviyesine sahip oldugu bulunmustur. Bu galismalarda
Dnmtl ve Dnmtlo’nun mRNA ekspresyon seviyeleri analiz edilmemigtir [7].

Bu bilgilerle uyumlu olarak,Dnmtl GV oositlerde metilasyonun
kurulmasinda rol oynayan en énemli enzimdir ve bitin GV asamasindaki
siIgir oositlerinde eksprese olmaktadir. Diger taraftan, Lodde ve ark. (2009),
DNMT1?’in in vitro olgunlasmis MIl oositlerde de eksprese oldugunu
bulmuslardir[75].

insanda, DNMT1 gen ekspresyonu sekonder folikiillerde, GV ve MI
oositte tanimlanirken; primordiyal ve primer folikillerde ise saptanmamistir
[76]. DNMTL1 proteini, GV oositlerde nukleusta, MI ve MIl oositlerde ise
sitoplazmada bulunurken; GV oositte sitoplazmada veMI oositte de nikleusta
g6zlenmemigtir. Benzer olarak, bir DNMT1 izoformu olan DNMT1s de GV
oositte nukleer, MI ve MIl oositlerde ise sitoplazmada yerlesim
gOstermektedir[77].Bu bulgular gostermektedir ki DNMT1 farkh gelisim
asamasindaki oositlerde zamansal ve bdlgesel olarak farkli ekspresyon
paternleri sergilemektedir[7].

Dnmt3a ve Dnmt3b mRNA olarak fare, sigir ve kedi oositlerinde
tanimlanmistir[70, 78, 79].Fare oositlerinde DNMT3A, GV oositlerin
nukleusunda, MII oositlerde ise sitoplazmada yerlesim gostermektedir[74].
DNMT3A izoformlarindan olan DNMT3a2 ekspresyonu, metilasyon
imprintlerinin kurulmasi sirasinda oosit buyumesiyle dogru orantili olarak
artmaktadir[80]. DNMT3A ve DNMT3a2 olgunlasmamis fare oositlerinde
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(primordiyal folikillerde vyerlesimli) sentezlenmemektedir, bu bulgu bu
genlerin ekspresyonlarinin postnatal donemde folikuler gelisimin baglangici
ile iligkili olabilecegini gostermektedir[80]. Maymunda, DNMT3A mRNA
ekspresyonu tum oosit asamalarinda tanimlanmigtir ancak metilasyon
seviyesi anlamli olarak GV asamasindan MIl agsamasindaki oositlere azalan
yondedir[81]. Diger taraftan bu genin ekspresyonu primordiyal folikilden
sekonder foliktle, GV ve MIl oositlerde de saptanmistir[76]. DNMT3A proteini
GV, MI ve MIl asamasindaki oositlerde 0. ginde (oosit toplamadan 2 saat
sonra) eksprese olmaktadir. Ancak, 1. glinde (bir gece in vitro olgunlagmis)
GV oositlerde tanimlanmazken, MI ve MIl oositlerde sitoplazmik olarak
bulunmustur[77]. Benzer olarak, DNMT3B insanda ge¢ primer ve sekonder
folikullerde sentezlenirken, primordiyal, erken primer folikul ve MII oositlerde
ekspresyonu gdézlenmemistir[76]. Bu genin protein ekspresyonu ise GV, Mi
ve MII oositlerde 0. ve 1. glnlerde tanimlanmistir[77].

Diger taraftan farede DNMT3B’nin GV ve MII oositlerde ekspresyonu
g6zlenmemistir[74]. Ancak Dnmt3b mRNA olarak distk diizeyde de olsa GV
ve MIl oositlerde bulunmustur. Benzer olarak, maymun oositlerinde
DNMT3Bekspresyonu tanimlanmistir[81]. Calismalar gdstermektedir ki,
DNMT3A maternal kaynakli olup, oosit maturasyonu sirasinda de novo
metilasyondan sorumlu iken; DNMT3B, embriyonik genom aktivasyonundan
sonra erken embriyo gelisimindeki de novo metilasyondan sorumludur[74].

DNMT3L, oogenez sirasinda analiz edildiginde olgunlasmamis fare
GV oositlerinde gdzlenmezken; tamamen olgunlasmis oositlerde fazla
miktarda ekspresyonu oldugu tanimlanmigtir[80]. Buna ek olarak, DNMT3L
hem mRNA hem de protein olarak fare MIl oositlerde eksprese
olmaktadir[82]. DNMT3L protein olarak prenatal fare ovaryumunda da
tanimlanmistir[81, 83]. Maymun GV ve MII oositlerinde oldukca dusukte olsa
DNMT3LmMRNA  ekspresyonu oldugu ortaya konulmustur  [81].
insanda,DNMT3L ve DNMT2 mRNA ekspresyonu primordiyal, primer ve
sekonder foliklil asamalarinin hig¢ birinde [76]ya da 0. ve 1. gunlerde GV, Mi
ve MIl oositlerde tanimlanmamistir[77]. Ancak minimum duzeyde de olsa
DNMT2 ekspresyonu MIl oositlerde gozlenmistir[76]. Buna karsin maymun
GV oositleri diger asamalarla karsilastirildiinda yiksek oranda DNMT2
sentezlemektedir[81].

Sonug¢ olarak, DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B ve DNMT3L
genleri farkh oosit asamalarinda boélgesel ve zamansal olarak gerek mRNA
gerekse protein olarak farkli ekspresyon paternlerine sahiptir. Buna ek olarak
memeli tirlerinde GV ve MIlI asamasindaki oositlerde farkli yerlesim
gOstermektedir. Oosit gelisimi sirasinda bu genlerin dinamik ekspresyonal
degisimlerinin, birbirlerinin fonksiyonunu telafi edebileceklerini
gosterebilmektedir[7].

DNMT’ler zigottan blastosist asamasina kadar erken embriyo gelisimi
sirasinda dinamik ekspresyon paternleri gosterirler[7].Dnmtl mRNA
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ekspresyonu, farede 1-hlcreli embriyodan blastosist asamasina kadar
kademeli olarak artmaktadir [73]. Maymun erken donem embriyolarinda
analiz edildiginde, 8-hucreli embriyo agamasinda anlamli bir bigimde dusus
gézlenmistir[81]. ineklerde DNMT1 mRNA ekspresyonu ilk olarak 2-hiicreli
embriyo asamasinda gozlenirken blastosiste kadar ekspresyonal devamlilik
gorulmustir[84]. Diger taraftan DNMT1 mRNA ekspresyonu blastosist
asamasina dogru gidildikge insan [76]ve maymunda [81]anlamli bir sekilde
azalmaktadir.

DNMT1 protein ekspresyonu farede zigottan blastosist asamasina
kadar gozlenmigtir[74]. DNMT1 ekspresyonu 2-hucreli, 4-hucreli ve blastosist
asamasindaki embriyolarda sitoplazmik bulunurken[73]; 8-hicreli embriyoda
nikleer tanimlanmigtir ancak bu asamadaki nukleer yerlesim
tartismalidir[85]. Hirasawa ve ark. (2008) [74]ve Kurihara ve ark. (2008)
[61]yillarinda yaptiklari ¢galismalarda DNMT1 ve DNMT10 ekspresyonlarinin
sitoplazmik yerlesimli olduklari tespit etmiglerdir. Diger taraftan Lodde ve ark.
(2009) yihnda DNMT1 ekspresyonunu sigirda zigot agsamasindan 8-16
hicreli embriyo asamasina kadar arastirmiglardir[75]. Arastirmacilar DNMT1
ekspresyonunu zigot asamasinda sitoplazmik goézlemlerken, 8-16 hucreli
embriyolarda bu proteinin farkli ekspresyon paterni sergiledigini bulmuslardir.
8-16 hucreli embriyolarda bazi blastomerlerde nukleer gorunurken bazi
blastomerlerde ise sitoplazmik oldugunu bulmuslardir[75]. Bununla birlikte,
DNMT1 mRNA ve protein ekspresyonlarinin, fare, sigir, maymun ve insani
iceren farkli memeli tirlerinde erken embriyo gelisimi sirasinda farkl
duzeylerde oldugu ¢alismalarda gosterilmistir. Bu farklilik bu turler arasindaki
embriyonik genom aktivasyonunun baglamasindaki farkhliktan ve farkli DNA
metilasyonu duzenleyici mekanizmalarinin kontrolinden kaynaklanabilecegi
dusunulmektedir [7].

Blastosist asamasina kadar erken donem embriyolarda ve oositlerde
Dnmtlo mRNA dizeyinde eksprese edilmektedir[86]. DNMT1o fare erken
dénem embriyolarda 8-hicreli embriyo asamasi disinda sitoplazmik olarak
gOzlenirken, bu agsamada yogdun olarak nukleer yerlesim gostermektedir[87,
88]. Dnmtloknockout fare embriyolarinda E7.5 ve E9.5 gunlerde belirgin
olarak imprinting anormallikleri gozlenmistir[89]. Bir diger DNMT1 izoformu
olan DNMT1s, 8-hilcreli embriyo asamasi disindaki butin erken dénem
embriyolarda eksprese edilmektedir[89, 90].

Fare erken donem embriyo gelisimi sirasinda, Dnmt3a mRNA
ekspresyonu, diger erken donem embriyolarla karsilastirildiginda 8-hucreli ve
blastosit asamalari arasinda anlamli olarak artmistir[81]. Maymun [81]ve
insanda [76]da bu gen zigot asamasindan blastosit asamasina kadar
tanimlanmigtir. iging olarak, sigirda DNMT3A mRNA ekspresyonu 2- hiicreli
embriyo agsamasinda baslar ve blastosist asamasina kadar devam eder[84].
DNMT3Aproteini, farede 1- hicreli embriyo asamasindan 8- hucreli agamaya
kadar gozlenirken, blastosit asamasinda tespit edilememistir[74, 91]. Ancak
DNMT3B, 2-hucreli embriyo agamasinda baglar, blastosit agamasinda ise
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guclU bir ekspresyon gdsterir. Bu bulgular, DNMT3A’nin maternal kaynakli;
DNMT3B’nin ise embriyonik genom aktivasyonundan sonra sentezlendigi
hipotezini desteklemektedir [74].

Embriyogenezin sonraki donemlerinde ise, farede DNMT3A
ekspresyonu E4.5-E8.5 glnlerinde yokken, DNMT3B E4.5-E7.0 glnlerde
yuksek oranda ekspresyonu oldugu gozlenmektedir[64]. Bu bilgiyle uyumlu
olarak, farede DNMT3B E4.5 glnde blastosist i¢ hlicre kitlesinde; E5.5 gunde
ise epiblast tabakasinda ve E7.0 gunde ise embriyonik ektoderm
tabakasinda saptanmistir[64]. Ayrica, DNMT3B, POU domain sinif 5
transkripsiyon faktor 1 (POU5SF1) ile benzer ekspresyon paternine sahiptir ki
bu gen bir transkripsiyon faktéridir ve totipotent hiicrelerde eksprese edilip
bir endoderm belirteci olarak kullaniimaktadir[92]. Bunun anlami DNMT3B,
DNMT3A’dan daha yuksek oranda embriyonik kok hlcrelerden eksprese
edilir[64]. Ancak, embriyonik kok hicreler somatik hucrelerden daha yuksek
oranda Dnmt3a ve Dnmt3b mRNA'larini eksprese ederler[62]. E10.5 ginden
sonra DNMT3A tekrar eksprese olmaya baglarken; DNMT3B, E10.5-E14.5
gunlerdeki embriyolarda Uretiimemektedir. Bununla birlikte, DNMT3A ve
DNMT3B'nin embriyonik kék hicrelerde de novo metilasyonunda ve oosit ve
embriyo gelisiminde post-implantasyon sureglerinde gerekli oldugu
gOrulmektedir[65, 93]. Golding ve ark. (2003) yilinda yapmis olduklari
calismada, DNMT1, DNMT2, DNMT3A ve DNMT3B genlerini RT-PCR
yontemi kullanarak sigir erken donem embriyolarda analiz ettiklerinde, bu
genlerin  2-hicre, 4-hlcre, 8-hlicre, 16-hicre, morula ve blastosist
asamasindaki embriyolarda ekspresyonunun oldugunu
bulmuslardir[84].Benzer olarak, insanda da DNMT3B mRNA ekspresyonu
zigottan blastosist agsamasina kadar tanimlanmistir[76]. Maymunda bu genin
erken donem embriyolarda duslik seviyede gozlenirken, blastosist
asamasinda en yuksek seviyeye ulasmistir[81].

DNMT1 ile benzer olarak DNMT3L de erken dbénem fare
embriyolarinda farkli ekspresyon paterni gdstermektedir. 1-hicreli embriyo
asamasinda DNMT3L protein ekspresyonu maternal ve paternal
pronukleuslarda esit olarak dagiimistir[82]. Bu protein, 2-hlcreli embriyo
asamasinda nukleer olarak tanimlanirken, 4-hucreli embriyodan morula
asamasina (E2.5) kadar ekspresyonu belirlememistir[82]. E3.5 glindeki erken
dénem embriyolarda ve blastosistte DNMT3L ekspresyonu saptanirken,
blastosist asamasinda trofoektoderm ve i¢ htcre kitlesinde ekspresyonal
farklihk tanimlanmamigtir[82]. Ancak dikkat etmek gerekir ki, E4.5 gundeki
blastosistte DNMT3L ekspresyonu i¢ hicre kitlesinde trofoektodermden daha
yuksektir[82]. Diger taraftan,Dnmt3Lekspresyonu fare erken dénem
embriyolarda (2-hlcreli, 4-hicreli, morula, blastosist) protein seviyeleri ile
benzer patern gostermektedir. Maymunda DNMT3L erken donem embriyo
gelisimi sirasinda kademeli olarak artan ekspresyon gosterir[81]. insan
embriyolarinda ise 4-hlcreli embriyo asamasindan blastosist asamasina
kadar belirgin DNMT3L ekspresyonu gozlenmektedir[76].
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Dnmt2 mRNA’si, erken donem sigir embriyo gelisimi sirasinda
oldukga dusuk seviyede tanimlanmigtir. Ancak morula asamasinda
ekspresyonu oOnemli oranda artmistir [84]. Ancak, maymunda blastosit
asamasinda ekspresyon seviyesi ylukselmektedir [81]. Her ne kadar DNMT2
ekspresyonu, insan embriyolarinda blastosist asamasinda tanimlanirken [76],
ilging olarak sigir embriyolarinda 2-hucreli embriyo asamasindan blastosist
asamasina [84] kadar varhgi saptanmistir. Bununla birlikte DNMT2 farkh
memeli turleri arasinda farkli ekspresyon paternine sahiptir. Gelecek
calismalarda DNMT2 proteinin erken donem embriyolarda DNA metilasyonu
surecinde rolu tanimlandiginda, bu ekspresyonal degisimlerin anlami daha
net anlasilacaktir.

Sonu¢ olarak oosit ve erken donem embriyo gelisimi sirasinda
DNMT’lerin farkli memeli tlrlerinde belirgin olarak farkli ekspresyonlari
g6sterilmistir. Siralanan faktérler bu farkliliklarin nedeni olabilmektedir. ilk
neden olarak, embriyonik genom aktivasyonunun farkli tlrlerde farkli
zamanlarda baglamasi gosterilebilir. Ornegin; embriyonik genom aktivasyonu
farede 2-hlcreli embriyoda [35], insanda 4-8 hicreli embriyoda [36,
37]sigirsa ise 8-16 hiicreli embriyoda meydana gelmektedir. Ikinci olarak,
metilasyon imprintlerin farkli gelisimsel slrecglerde kurulmaktadir. Farede
gelismis blastosist agsamasinda, insanda erken blastosistlerde kurulurken [94]
sigirda ise 16 hucreli embriyo asamasinda [95] kurulmaya baslamaktadir.
Sonu¢ olarak memelilerde bu farklihk, DNMT’larin hicre igi yerlesimlerini,
bolgesel ve zamansal ekspresyonlarini duzenleyen hucre ici sinyal
yolaklarindan kaynaklanabilmektedir.

2.6. Superovulasyon

Superovulasyon, disaridan hormonal mudahaleyle genital donguyu
kontrol altina alarak, normal fizyolojik kosullarda elde edilebilen kalitede fakat
cok daha fazla sayida ve es zamanli olarak oosit ve embriyo elde etmek icin
uygulanan bir protokoldur.

Superovulasyon uygulamasinda kullanilan protokoller
karsilastirildiginda, insan IVF (in vitro fertilization) ve deney hayvanlarinda
uygulanan molekiller agisindan birbirinden farklilik gosterebilmektedir. IVF’
de kullanilan molekuller Ostrojen antagonistleri[96], pulsatil gonadotropin
salgilatici hormon, ekzojen gonadotropinler, gonadotropin salgilatici hormon
agonistleri ve aromataz inhibitorleri iken [97]deney hayvanlarinda kullanilan
molekuller ise gebe kisrak serum gonadotropin (PMSG)[17], insan koryonik
gonadotropin (hCG)[18], kisrak koryonik gonadotropin (eCG) ve 06strojen
antagonisti olan klomifen sitrattir[98].

2.6.1. Superovulasyonun Oogenez ve Erken Donem Embriyo Geligimi
Uzerine Etkileri
Oosit ve erken donem embriyo gelisimi sirasinda epigenetik
degisimler, embriyonik gelisim ve basarili gebelik icin kritik bir dneme
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sahiptir. Ozellikle yardimci tGreme teknikleri (YUT) ile dogan cocuklarda
artmis oranda epigenetik anomalilerin ortaya ¢iktigi gozlenmektedir. Ancak
bu karmasik sureg yapilan arastirmalarla aydinlatiimaya ¢alisiimaktadir.

Farelerde stperovulasyon ve epigenetik anomalilerin iligkisini anlamak
icin iki mekanizma akla gelmektedir. ilk olarak hormonal uyarim normal
oogenez siirecinde metilasyon imprintlerini bozabilmektedir[99, 100].Ikinci
olarakda oosit kalitesine maternal genleri etkileyerek zarar verebilmektedir.
Dolayisiyla, bu suregte DNA metilasyonu ve bu suregte rol alan DNMT
enzimleri zarar gormekte ve bu kusurlu imprintlerin surdurdlmesiyle olusan
bozuk epigenetik profil erken donem embriyo geligimini olumsuz
etkilemektedir[101-103].

Superovulasyon yontemi ile elde edilen bazi oositler normal yolla elde
edilen oositlerle karsilastirildiginda ayni yeterlilikte degildir (Sekil 2.11) [13].
Embriyolarin yeterli olmayan oositlerden de gelistigi ancak bazi epigenetik
isaretlerde anormallikler igerdigi bildirilmistir. SGperovulasyon ile elde edilen
blastosistlerde global DNA metilasyon dizeyinin kontrole goére 6zellikle i¢
hicre kitlesinde azaldigi bildirilmistir[104]. Ayrica, sUperovulasyon zigot
asamasinda maternal pronukleusta global DNA metilasyonunu normal
ovulasyon grubuna gore anlamhl olarak dusurmektedir ve blastosist
asamasinda gen ekspresyonunu da etkilemektedir. Yapilan analizlerde,
blastosistte Dnmtl, Dnmt3a,Dnmt3b ve DNMT3I genlerininsiperovulasyon
grubunda anlaml olarak artis gostermektedir[105].

YUT ile iligkili dogum sayisi Kuzey Amerika’da son on yilda iki kattan
fazladir. Kanada da YUT kayitlari géstermektedir ki 2011 yilinda 23.722 YUT
donglsu rapor edilmistir ki bu deger 2010 yilina gbére %29 oraninda
artmistir[106]. YUT, ovaryumlarin hipersitimulasyonu (slperovulasyon), in
vitro fertilizasyon, intra-sitoplazmik sperm enjeksiyonu, gamet ve embriyo
dondurma, kiltr medyumuna maruz kalma, in vitro oosit maturasyonu gibi
cesitli prosedurleri icermektedir. Cesitli galismalar YUT gebeliklerinde artmig
gebelik komplikasyonlarini ile konjenital anomalileri rapor etmiglerdir[14, 15].
Ek olarak CpG adaciklarindaki metilasyon kaybindan dolayl sonuglanan
Angelman sendromu ve Beckwith-Wiedemann sendorumu gibi imprinting
hastaliklar ile YUT arasindaki iliski ortaya konulmustur [107]. Son
zamanlarda insanda YUT uygulamalarinin DNA metilasyonuna etkisi
arastinimisdir ancak elde edilen sonuglar geligkilidir. Bazi arastirmacilar YUT
ile anormal DNA metilasyonu arasinda iliski oldugunu insan gamet,
embriyo[19], plasenta [20] ve gobek kordonu [21] 6rneklerinde godsterirken,
bazi aragtirmacilar sonuglarin anlamh olmadigini bulmuslardir[22, 108]. Bu
celiskinin  kullanilan c¢alisma gruplarindan vel/veya kullanilan materyal
farklilklarindan kaynaklanabilecegi dustnulmektedir[106].

Bir YUT yontemi olan sUperovulasyon yada ovaryan situmulasyon
artmig oosit Uretimine olanak saglar. Insanlarda bu yontem infertilite
tedavisinde uygulanan yaygin bir uygulama haline gelmistir. Yuksek dozda
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ekzojen hormonlarin kullanimi, oosit maturasyonu Uzerine etkisi birgok
tartismaya neden olmustur. Tipik olarak, YUT icinde kullanilan yéntemlerin
beraber kullaniimasi  imprinting  dlzenlenmesinde  etkilidir.  Ancak
superovulasyonun tek basina fertilite tedavisinde kullanimi ¢ocuklarda
anormal imprintinge neden olabilmektedir. Cudnkl imprinting kurulumu
oogenez sirasinda meydana gelmektedir ve bu imprintlerin kurulumu ekzojen
hormon tedavilerine duyarli olabilmektedir[109, 110]. Fareler Uzerinde
yapilan c¢alismalarda, bu uygulamanin in vitro embriyo gelisiminde
gecikmeye, fetal buylime geriligine ve artmis anormal blastosist sayisi gibi
anomalilere neden oldugu gosterilmistir  (Sekil 2.11)[109, 111].
Superovulasyon uygulamasi ile elde edilen embriyolarda, anormal global
DNA metilasyonu belirlenmistir[112]. Angelman sendromu ve Beckwith-
Wiedemann sendorumu gibi insan imprinting hastaliklarina sahip olan
hastalarda ovaryan stimulasyonun bu genetik hastaliklarin olusumuna neden
olabildigi gosterilmistir[113, 114]. Ayrica, suUperovulasyon tek basina
blastosist asamasindaki embriyoda Snrpn, Kcnglotl, Peg3 ve H19 imprinting
genlerini metilasyon durumlarini etkileyebilmektedir[100, 102].

Memeli ovaryan folikullerinin buyumesi ve gelismesi sirasinda cesitli
genlerin aktivasyonu ve deaktivasyonu genetik ve epigenetik mekanizmalarin
kontroll altindadir[115]. Diside metilasyon paternlerinin kurulmasi agirlikli
olarak oosit gelisiminin ilerleyen dénemlerindemeydana gelir[116, 117]. Cogdu
maternal imprintler, mayotik metafaz Il asamasinin tamamlanmasiyla ortaya
cikar[118]. Fakat, insanda bazi maternal imprintler iki prontkleusun flizyonu
olusuna kadar tamamlanmazlar[119]. Fare c¢alismalari gdstermektedir ki:
superovulasyon azalmis oosit kalitesi, gecikmis embriyonik ve fetal
gelisim[111], post-zigotik genom yeniden duzenlenmesinde bozukluklar
[112]ve oositlerde, embriyolarda, fetlslerde ve plasentalarda degismis DNA
metilasyonu [120] ile iligkilidir. Stperovulasyonun benzer olumsuz etkileri
insanlarda da meydana geldigi rapor edilmistir[16]. Superovulasyon ile
uretilen embriyolar normal yolla Uretilenlerle karsilastirildiginda farkli gen
ekspresyon profillerine sahip olduklari bulunmustur[121]. Bu farkhlik oosit
maturasyonu ve ovulasyon sirasinda gen ekspresyonlarini kontrol eden
epigenetik isaretlerin degisiminden kaynaklanabilir. Ovaryan sitimulasyon,
YUT ile dogan cocuklarda Angelman sendromu ve Beckwith-Wiedemann
sendorumuna yakalanma sikligini arttirmaktadir[122].

Liang ve ark. 2013 yilinda vyaptiklann calismada farelerde
superovulasyonun etkisini; Dnmtlo, Dnmt3a, Dnmt3b ve Dnmt3ImRNA
dizeyinde MIl oositlerde ve zigotlarda, normal doz (61U) (PMSG/hCG),
yuksek doz (10IU)(PMSG/hCG) ve kontrol gruplarinda karsilastirmiglardir.
Ancak gruplar arasinda anlamh fark bulunmadigini  dolayisiyla
superovulasyonun doz bagmh olarak DNMT’lerin ekspresyonunu
etkilemedigini rapor etmislerdir[123].

Yapilan bir bagska calismada da, suiperovule fare morula asamasindaki
embriyolarda3 gelisimsel onemli yeniden duzenlenme genlerinden Apex
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Nukleaz 1 (Apexl), Metil CpG baglama protein (Mbd3) ve Polimeraz Beta
(Polb) genlerinin  ekspresyonunun azaldigini gdstermektedir[124]. Bu
bulguyla uyumlu olarak, imprinting genlerde metilasyon anomalileri ile
ovaryum sitimulasyonu (7.5 IU PMSG/7.5 IU hCG) arasinda baglanti oldugu
ortaya konmustur. Ayrica, slUperovulasyon fare blastosistlerde H19 gen
ekspresyonunun bozulmasi ile iligkilidir[120].Superovulasyonun olumsuz
etkileri arasinda DNA metilasyon kaybi, DNA metilasyon artisi ve DNA
metilasyon gecikmesi de yer almaktadir[125]. DNA metiltransferazlardaki
mutasyonlar da gostermektedir ki DNA metilasyonu fare gelisimi ve germ
hacre farkhlasmasi igin gereklidir. Embriyo gelisimi sirasinda yardimci Greme
teknikleri epigenetik diizenlemeyi aksatan potansiyele sahiptir. Ozellikle
ovaryum stimulasyonundan kaynakli DNA metilasyon aksamasinda yuksek
risk oldugu anlasiimaktadir [126].

Oogonez, preimplantasyon ve postimplantasyon gelisim sirasinda
ovaryum stimulasyonunun, DNA metilasyonu Uzerine etkisini olup olmadigina
karar vermek icin calismalar yapilmaktadir. iiging olarak bazi calismalarda
sonuglar celigkili olarak rapor edilmistir. Sato ve ark., slUperovulasyon
uygulanan disi fare ooositleri ve insan ooositlerinde H19 metilasyonunda
artis, PEG1 geninde ise metilasyon kaybi oldugunu gdstermislerdir [127].
Halbuki, Anckaert ve ark., fare ooositlerinde superovulasyonun H19,
SNPRN vyada Igf2r metilasyonunu  etkilemedigini bulmuslardir[128].
Ovaryum sitimulasyonu DNA metilasyonunu sadece maternal olarak degil,
paternal imprinting genlerinin de fare blastosistlerinde etkilendigi
go6zlenmigtir.

Yardimci ureme teknikleri sirasinda uygulanan, in vivo olgunlagsma ve
yuksek doz hormon uyarimi abnormal metilasyon profillerine sahip ooositlere
neden olabilir. Shi ve Haff superovule edilen grubu superovule edilmeyen
digilerle kargilastirginda superovule olan disilerde 2 hucreli embriyolarda
anormal metilasyon paternlerini rapor etmistir[112].

Sonug olarak, stperovulasyon uygulamasinin oosit ve erken donem
embriyo gelisimi Uzerine olumsuz etkileri oldugu ortaya konulmustur. Ayrica,
superovulasyonun oosit ve erken donem embriyolarda DNA metilasyon
bozukluklarina neden oldugu da belirlenmigstir. Bu ¢alismada, stiperovulasyon
uygulmasinin oosit ve erken donem embriyolarda DNMT genlerinin
ekpresyon duzeyleri Uzerine etkisinin arastiriimasi amacglanmistir.
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Sekil 2.11. Superovulasyonun ¢esitli mekanizmalar tizerine olumsuz etkileri.

2.7. GCahismanin Hipotezi

Literatirde yapilan ¢calismalarda ozellikle yardimla Ureme teknolojisiyle
dogan coguklarda epigenetik anomalilerin olma sikhiginin daha fazla oldugu
rapor edilmistir. Bu teknoloji icerisinde bulunan superovulayon yada ovaryan
hipersitimulasyon, in vitro fertilizasyon, gamet ve embriyo dondurma, in vitro
kaltur gibi yontemlerin gesitli mekanizmalar Uzerinde olumsuz etkilerininde
oldugu yapilan galismalarda gosterilmigtir. Gerek insanda fertilite tedavisinde
gerekse deneysel calismalarda siklikla kullanilan superovulasyon
uygulamasinin da oosit ya da embriyo kalitesi, fetal buyime geriligi, gen
ekspresyonlari, embriyo gelisiminde gecikmeler, imprinting genlerin
ifadesinde bozukluklar ve buna bagimh imprinting hastaliklar ve epigenetik
mekanizmalar gibi sureclerde olumsuz etkilerinin oldugu yapilan ¢alismalarda
bildirilmigtir. SUperovulasyon uygulamasinin gesitli genlerin metilasyonunu
bozdugunu ve buna bagh olarak da genlerin ekspresyonlarini degistirdigi
bildirilmistir. Ancak literatirde DNA metilasyonu degisiminin, bu sureci primer
gergeklestiren DNMT enzimlerinden mi kaynakladigi bilinmemektedir. Bu
litaratlr 1s1ginda calismamizin hipotezi, siperovulasyon uygulamasi DNMT
enzimlerinin (protein) ekspresyonlarini degistiriyor olabilir.
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GEREG VE YONTEM

3.1. Superovulasyon Protokoli

Bu calismada disi farelerde folikilogenezi stimule etmek igin Folikul
uyarici hormon (FSH) analogu olan Pregnant Mare’s Serum Gonadotropin
(PMSG, Intervet); ve ovulasyonu induklemek icin Luteinizan Hormon (LH)
analogu olan Human Chorionic Gonadotropin (hCG, Sigma CG-10)
kullaniimistir.

3.1.1. Gonadotropinlerin Hazirlanisi

PMSG ve hCG steril enjeksiyonluk su igerisinde 50 |.U./ml ve 75
I.LU./ml olacak sekilde ¢o6zuldli. Stok solUsyonlar aliquatlar seklinde
hazirlanarak  -20°C’de kullanima kadar muhafaza edildi. Enjeksiyonun
yapilacagi zaman, hazirlanan bu aliquatlardan her fareye 0.1 ml
intraperitoneal yolla enjekte edildi.

3.1.2. Gonadotropinlerin Uygulanmasi

Tim deney protokolii Akdeniz Universitesi Tip Fakiltesi Deney
Hayvanlari Bakim ve Kullanim Kurulu tarafindan incelendi ve etik olarak
onaylandi (B.30.2.AKD.0.05.07.00/30). Temel deneysel yontemler daha
onceki caligmalardan modifiye edilerek uygulandi [129]. Calismamizda
Akdeniz Universitesi, Tip Fakiltesi Deney Hayvanlari Bakim ve Uretim
Unitesi'nde Uretilen 4-5 haftalik Balb/C irki disi ve ciftlestirme igin 8-10
haftalik Balb/C irki erkek fareler kullanildi. Balb/C irki disi ve erkek fareler su
ve besin kisitlamasi olmaksizin, 12 saatlik aydinlik/karanlik déngusunde
tutuldular. Folikilogenezi stimule etmek i¢in normal doz grubundaki her bir
disi fareye intraperitoneal yolla 5 1.U/ml ve yuksek doz grubundaki her bir disi
fareye ise 7.5 1.U/ml PMSG enjeksiyonu yapildi. Toplanacak embriyolar igin,
PMSG enjeksiyonundan 48 saat sonra ovulasyonu induklemek amaciyla
normal doz grubundaki her bir disi fareye intraperitoneal yolla 5 [.U/ml,
yuksek doz grubundaki her bir disi fareye ise 7.5 1.U/ml hCG enjeksiyonu
yapildi. hCG enjeksiyonunun yapildigi gunin aksami disi fareler, erkek
fareler ile giftlestirme kafesi icinde 1 disi:1 erkek olacak sekilde gece boyunca
ciftltesmeye birakildi. Ertesi sabah vajinal plak kontroll yapildi ve vajinal plak
gorulen digi fareler fertilizasyonun 0.5. gininde kabul edildi.

3.2. Vazektomize Fare Modeli Olusturmasi

Vazoktemize model olusturma iglemi anestezi altinda gergeklestirildi.
Vazoktemize edilecek erkek fareler rompun+ketalar ve serum fizyolojik ile
tamamlanip hayvanin agirigina goére belirlenen dozlarda (1:1 oraninda)
intraperitonel olarak verildi. Kesim tahtasina yerlestirilen farenin uzuvlari
flasterle sabitlendi.Penisin Ust (farenin bagina dogru) bolgesi tras makinesi ile
traglandi.Bu bdlgeler %70'lik alkolle temizlendikten sonra bistlri ile iyice
temizlendi.Bu temizlenen ve penisin Ust bolgesine bir kesik atilip,yanlarindan
makasla agildi. Testislerden uzanan ve belirgin bir uzanti olan vas deferens'e
ulasildi.Vas deferens yakinindaki damarlardan uzaklastirilip arasinda 1 cm
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olacak sekilde iki ugtan sutur malzemesi ile baglanip arasindan makasla
kesilerek vazoktemize edildi. Diger vas deferens de ayni sekilde kesilerek
vazoktemize islemi gergeklestirildi.Once abdomen bélgesi sonra da farenin
deri bolgesi dikildi. Dikis yeri betadin surllerek enfeksiyon kapmasi 6nlendi.
Klvezde yarim saat 37 derecelik 1s1 altnda ve nemli bir ortamda
bekletildikten sonra fareler, dinlenme odasina alindi. igme sularina Veteriner
Hekimin 6nerdigi dozda agri kesici eklenen vazektomize erkek farelerin
gunluk kontrol ve bakimlari yapildi.

3.3. Oositlerin Toplanmasi

Normal ve yuksek doz grubundaki digi fareler PMSG enjeksiyonu
yapildiktan 20 saat sonra profaz | yada germinal vezikil asamasindaki
oositler (GV) ve hCG enjeksiyonu yapildiktan 14 saat sonra metafaz Il (Mll)
asamasindaki oositlerin toplanabilmesi icin servikal dislokasyon ile sakrifiye
edildi. Profaz | asamasindaki oositleri toplamak icin sakrifiye edilen farelerin
ovaryumlari, MIl asamasindaki oositleri toplamak igin sakrifiye edilen farelerin
Fallop tupleri alinarak Modified HTF medyumunun igerisine konuldu. Stereo
mikroskop (Zeiss Stemi SV 11) altinda ovaryumlarin pargalanmasi ile profaz |
asamasindaki oositler, fallop tuplerinin pargalanmasi ile de MIl asamasindaki
oositler toplanildi. Ovaryum ve Fallop tlplerinin penset ile bir tarafindan
sabitlenmesi saglanarak diger kisimlarinin 23 d’lik enjektor ignesi ile
parcalanmasi gercgeklestirildi ve oositlerin  medyum icerisine ¢ikmasi
saglandi. Daha sonra medyum igerisindeki oositler stereo mikroskopaltinda
inceltilmis cam Pasteur pipeti takilmis agiz pipeti ile toplandi ve Modified HTF
medyumundan gegirilerek yikandiktan sonra, 1 mg/ml konsantrasyondaki
hiyallronidaz sollisyonu (Sigma, H-4272) icerisine alindi ve bdylece metafaz
Il asamasindkai oositlerin etrafindaki kumulus hucreleri uzaklastirildi.
Kumulus hdcreleri uzaklastirnidiktan sonra oositler, temiz Modified HTF
medyumuna alindi.

Kontrol grubundaki disi farelerden ise GV asamasindaki ve MIl
asamasindaki oositler superovulasyon uygulanmadan toplandi. GV
asamasindaki oositleri toplamak icin sakrifiye edilen farelerin ovaryumlari
medyum igerisine alindi. MIl asamasindaki oositleri elde etmek igin digi
fareler vazektomize erkekler ile ciftlestirmeye atildi. Diger gun, vajinal plak
kontroli yapildi ve vajinal plak pozitif olan disiler ciftlesmeye atildiklari
saatten 14 saat sonra Fallop tupleri Modified HTF medyumu igerisine alindi.
Stereo mikroskop altinda ovaryumlarin parcalanmasi ile profaz |
asamasindaki oositler, Fallop tlplerinin pargalanmasi ile de Mil
asamasindaki oositler deney gruplarindaki sekilde toplandi.

3.4. Erken Donem Embriyolarin Toplanmasi

Vajinal plak kontroli yapilarak gebeligin pozitif oldugu kabul edilen
kontrol grubundaki disi fareler ile superovulasyon grubundaki disi fareler ise
hCG enjeksiyonundan 20, 42 saat sonra servikal dislokasyon ile sakrifiye
edildi. 20. saatte farelerin Fallop tupleri ¢ikartilarak Modified HTF medyumu
icerisine alindi ve stereo mikroskop altinda Fallop tiUpunun ampulla bolgesi
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bir pensle sabitlenerek diger kisimlari enjektér ignesi ile patlatildi ve 1 hicreli
embriyolarin  medyum igerisine c¢ikmasi saglandi. Medyum igerisindeki
embriyolar agiz pipeti ile toplandi. 42. saatte 2 hlcreli embriyolar yine Fallop
tuplerinin mikroskop altinda parcalanmasi ile elde edildi. Toplanan embriyolar
temiz Modified HTF medyumu igerine alindi.

3.5. immiinofloresan Boyama

Calismada toplanan profaz | ve metafaz Il asamasindaki oositlerde ve
preimplantif ddnem embriyolarinda (1 hucreli, 2 hicreli) DNMT1, DNMT3A ve
DNMT3B proteinlerinin lokalizasyonlarinin ve ekspresyon duzeylerinin
belirlenmesi amaciyla immunofloresan yontemi kullaniimistr.

3.5.1. Kullanilan Solusyonlar

%4 Paraformaldehit (PFA) Sollisyonu

6 gr paraformaldehit 200 ml bidistile suya konuldu ve igerisine NaOH
eklenip manyetik karistiricida (Velp Scientifica, F20520162) tamamen
¢ozlnene kadar karistirildi. Berrak ¢ozelti olusmasinin ardindan 1 tablet PBS
karisimina eklendi (1X PBS, Sigma P4417). Sollisyonun pHI 7.2- 7.4
arasinda olacak sekilde pH metre ile odlgllerek ayarlandi ve daha sonra
solUsyon esit hacimlere bélinerek -20°C’ de kullanima kadar saklandi.

Fosfat Tamponlu Tuz(PBS) Soliisyonu- %2 Bovine Serum

Albumin (BSA) Soliusyonu

Bir tablet PBS (Sigma, P4417) 200 ml bidistile su icerisinde ¢ozllerek
kullanilacak olan 1X PBS solusyonu hazirlandi. %2’lik BSA solusyonu taze
olarak ve 10 ml PBS igcine 0.2 gr BSA (Sigma A9647) eklenipgozilerek
hazirlandi.

Permeabilizasyon Sollisyonu
1000 pl PBS igerisine 10 pl Tween-20 (Sigma P1379) eklenerek
kullanilacagi zaman taze hazirlandi.

Antikor Diliient (Seyreltme) Soliisyonu

%0.05’lik Tween-20 iceren PBS-%2 BSA solusyonu antikor diluye
edici sollsyon olarak kullanildi. 1000 ul PBS-%2 BSA sollsyonu igerisine 0.5
pl Tween-20 eklenerek hazirlandi.
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Bloklama Soliisyonu
799 ul PBS igerisine, 1 yl Tween 20 ve 200 pl Normalkegi serumu
(Vector N0912) eklenerek taze hazirlandi.

DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole Dihydrochloride)

Nuklear boyanma igin DAPI (Sigma D8417) 1 ml steril suda ¢6zindu.
Aliquatlar seklinde bolinerek -20°C’ye kaldirildi. Calisma solusyonu
hazirlamak icin, bu aliquattan 1 uyl alinarak 999 ul PBS (1:1000
konsantrasyonda) igerisine konuldu.

Gozlem:

Stereo mikroskop: Tum parcalama-toplama ve immunofloresan
boyanma basamaklari Zeiss Stemi SV11 marka stereo mikroskop altinda
yapildi.

Floresan mikroskop: immiin boyama sonrasinda floresan isaretli
proteinlerin gézlemi ve degerlendiriimesi ise Olympus BX61 marka floresan
mikroskop ve beraberindeki dijital kamera ve bilgisayar yazilimi kullanilarak
yapildi.

3.5.2. Oositlerde ve Preimplantasyon Doénem Embriyolarda DNMT
Proteinlerinin Gosterilmesi
Calismada DNMT proteinlerinden DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B
profaz | ve metafaz Il oositlerdeki ve 1 hacreli, 2 hicreli, 4 hicreli, 8 hicreli,
morula  ve blastosist  asamalarindaki preimplantasyon donem
embriyolarindaki ekspresyonu asagida detaylandirilmig olan immunofloresan
boyama yontemi ile belirlendi.

3.5.3. immiinofloresan Boyama Yéntem Basamaklari
1. Oositler ve embriyolar, %4 PFA igerisine alinarak 30 dakika fikse
edildi.

2. Fiksasyon isleminden sonra oositler ve embriyolar, 3x10 dakika 10’
dakika %Z2’lik BSA damlasindan gegirilerek yikama yapildi.

3. Yikamanin ardindan oositler ve embriyolar permeabilizasyon
solusyonu igerisinde oda i1sisinda 15 dk permeabilize edildi.

4. Permeabilizasyon isleminin ardindan oositler ve embriyolar, bloklama
solusyonu icerisinde oda i1sisinda 60 dakika bloklandi.

5. Bloklama isleminin ardindan oositler ve embriyolar, antikor seyreltme
solusyonu igerisinde hazirlanmig olan primer antikorlarin igerisine
alinarak gece boyu +4°C’ de inkube edildiler.

6. Primer antikor ile inkibe edilme isleminin ardindan oositler ve
embriyolar, 3x10 dakika PBS- %2 BSA damlasindan gegcirilerek
yikama yapildi.

29



7.

8.

9.

Yikama igleminin ardindan oositler ve embriyolar, antikor seyreltme
solisyonu igerisinde hazirlanmig olan floresan isaretli sekonder
antikor icerisine aktarildilar ve 60 dakika oda isisinda ve karanlik
ortamda inkube edildi.

Sekonder antikor ile inkibe edilme isleminin ardindan oositler ve
embriyolar, 3x10 dakika PBS- %2 BSA damlasindan gegirilerek
yikama yapildi.

Oositler ve embriyolar, nuklear DNA boyanmasi igin DAPI

solusyonunun igine alinarak 2 dakika boyunca inkube edildi.

10.DAPI dolusyonu ile inkibe edilme isleminin ardindan oositler ve

11.Son olarak oositler ve embriyolar, floresan

embriyolar, 5 dakika PBS- %2 BSA damlasinda yikama yapildi.

ISimanin  solmasini
engelleyen 5 pl'lik kapatma sollsyonun (Vector Vectaschield, H-1100)
bulundugu lam Uzerine alindi ve lamel ile hava boslugu kalmayacak

sekilde kapatma iglemi yapildi.

Tablo 3.1. immunofloresan boyama ydnteminde kullanilan primer antikor,

sekonder antikor ve seyreltme oranlari

PRIMER KATALOG SEKONDER | KATALOG
ANTIKOR | NUMARAs! | SEYRELTME | ANTiKOR | NUMARAs! | SEYRELTME
Alexa Fluor
DNMT1 ABCAM _ 488 goat INVITROGEN _
AbS7654 1:300 anti—rabbit A11008 1:400
1gG
Alexa Fluor
DNMT3A ABCAM _ 488 goat INVITROGEN _
Ab23565 1:200 anti—rabbit A11008 1:400
I9G
Alexa Fluor
DNMT3B ABCAM _ 488 goat INVITROGEN _
Ab2851 1:200 anti—rabbit A11008 1:400
fo[€}
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BULGULAR

4.1. Iimmiinofloresan Bulgulari

Bu calismada superovule edilmis fare oosit ve erken ddnem
embriyolarinda DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B proteinlerinin hucre igi
yerlesimleri ve goreli ekspresyon duzeyleri kontrol gruplar ile
karsilastiriimistir. Ayrica bu proteinlerin herhangi bir induksiyon yapiimamis
normal oosit ve erken donem embriyolardaki ekspresyon seyri de ilk defa
detayl bir sekilde degerlendirilmistir.

4.1.1. Kontrol ve Superovulasyon Uygulamasi ile Elde Edilmig Oosit ve
Erken Donem Embriyolarda DNMT1 Ekspresyonu
Superovulasyon uygulamasi ile elde edilen GV oosit, MIl oosit, 1-
hiacreli ve 2-hucreli  embriyolarda DNMT1  protein  ekspresyonu
immunofloresan yontemi kullanilarak kontrol gruplari ile karsilastiriimistir.

4.1.1.1. GV Oositlerde DNMT1 Ekspresyonu

Normal doz grubundaki GV oositlerde DNMT1 ekspresyonu kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli dizeyde azalmistir
(P<0.01). Yuksek doz ve normal doz grubundaki GV oositler
kargilastirildiginda yliksek doz grubundaki GV oositlerde DNMT1
ekspresyonu anlamli olarak artmistir (P<0.01). Ancak kontrol ve yuksek doz
gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (Sekil 4.1)(Sekil
4.5).

DNMT1 proteini, kontrol grubundaki GV oositlerde nukleer bdlgede zayif,
sitoplazmada ise normal seviyede yerlesim gosterirken, memrana yakin
bdlgede bu proteinin ekspresyonunun arttigi gézlenmistir (Tablo 4.1). Hucre
ici yerlesim duzeyleri karsilastirildiginda, superovulasyon uygulamasi ile elde
edilen GV oositlerde fark olmadigi gozlenmistir.
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FITC DAPI BIRLESTIRILMIS

NOOU rprp=x02 rFOX-HZOX

NOO Xmwn XC:=<

roga-ZoxXx n——>»omz

Sekil 4.1. Germinal vezikil asamasindaki oositlerde kontrol, normal doz ve yiksek doz
gruplarinda DNMT1 protein ekspresyonlari. Orjinal bayitme 400X dir.

4.1.1.2. MlIl Oositlerde DNMT1 Ekspresyonu

Normal doz grubundaki MIl oositlerde DNMT1 ekspresyonu,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda artis gorllsede anlamli dizeyde fark
yoktur. Yuksek doz ve normal doz grubundaki GV oositler karsilastirildiginda
yuksek doz grubundaki GV oositlerde DNMT1 ekspresyonu azalmasina
ragmen gruplar arasinda anlamli fark bulunmamigstir. Kontrol ve ylksek doz
gruplarindaki MIl oositler karsilastirildiginda ise yuksek doz grubunda azalma
gorulmesine ragmen istatiksel olarak anlamh fark bulunmamistir (Sekil
4.2)(Sekil 4.5).

DNMT1 proteini, kontrol grubundaki MIl oositlerde nukleer bdlgede
zayIf, sitoplazmada ise normal seviyede yerlesim gosterirken, memrana
yakin bdlgede bu proteinin ekspresyonunun arttigi gézlenmistir (Tablo 4.1).
Hucre i¢i yerlesim duzeyleri karsilastirildiginda, normal doz grubunda diger
gruplara gére MIl oositlerde membrandz yogunlasma oldugu gézlenmisgtir.
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Sekil 4.2. Metafaz Il asamasindaki oositlerde kontrol, normal doz ve yiiksek doz gruplarinda
DNMT1 protein ekspresyonlari. Orjinal blyttme 400X'dir.

rox-HZOX

NOD Xmwu X< NOO r»=302Z

FOX-HZOX NM——P»POmZ

4.1.1.3. 1-hicreli Embriyolarda DNMT1 Ekspresyonu

Normal doz grubundaki 1-hucreli embriyolarda DNMT1
ekspresyonu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
dizeyde azalmistir(P<0.05). Yiksek doz ve normal doz grubundaki 1-htcreli
embriyolar karsilastirildiginda gruplar arasinda anlaml fark bulunmamistir.
Kontrol ve ylksek doz gruplarindaki 1-hucreli embriyolar karsilastirildiginda
ise yuksek doz grubunda kontrole gore anlamli duzeyde DNMTA1
ekspresyonunda azalma bulunmustur (P<0.05) (Sekil 4.3) (Sekil 4.5).

DNMT1 proteini, kontrol grubundaki 1-hucreli embriyolarda nukleer
bdlgede zayif, sitoplazmada ise normal seviyede yerlesim gosterirken,
memrana yakin bdlgede bu proteinin ekspresyonunun arttigi gézlenmistir
(Tablo 4.1). Hicre ici yerlesim dizeyleri karsilastirildiginda, stperovulasyon
uygulamasi ile elde edilen 1-hucreli embriyolarda fark olmadidi gézlenmistir.
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NOO rp=23x02Z rox-HZ0X

NOD XmuXc=<

ro’=-zZOoOxX n=—=>»0mz

Sekil 4.3. Bir hicreli embriyolarda kontrol, normal doz ve yiksek doz gruplarinda DNMT1
protein ekspresyonlari. Orjinal biyitme 400X’dir.

4.1.1.4. 2-hucreli Embriyolarda DNMT1 Ekspresyonu

Normal doz grubundaki 2-hicreli embriyolarda DNMT1
ekspresyonu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
duzeyde artmistir (P<0.01). Yuksek doz ve normal doz grubundaki 2-hlcreli
embriyolar karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli fark bulunmamistir.
Kontrol ve yuksek doz gruplarindaki 1-hucreli embriyolar kargilastirildiginda
ise yuksek doz grubunda kontrole gbére anlamli dizeyde DNMT1
ekspresyonunda artig bulunmustur (P<0.01) (Sekil 4.4) (Sekil 4.5).

DNMT1 proteini, kontrol grubundaki 2-hucreli embriyolarda nukleer
bdlgede zayif, sitoplazmada ise normal seviyede yerlesim gosterirken,
kortikal bolgede bu proteinin ekspresyonunun arttigi gdézlenmistir (Tablo 4.1).
Hucre ici yerlesim duzeyleri kargilastirildiginda, stiperovulasyon uygulamasi
ile elde edilen 2-hicreli embriyolarda membrandz yogunlasma oldugu
gOzlenmisgtir.
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Sekil 4.4. iki hiicreli embriyolarda kontrol, normal doz ve yiiksek doz gruplarinda DNMT1
protein ekspresyonlari. Orjinal blytutme 400X dir.

rox-HZOoX

NODU XmuXc=< NOD F»I00Z

roI—HZOX N——>»OmzZ
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Sekil 4.5. Oosit ve erken donem embriyolarda goéreli DNMT1 protein ekspresyonlari
sonuglari

4.1.2. Kontrol ve Siuperovulasyon Uygulamasi ile Elde Edilmis Oosit ve
Erken Donem Embriyolarda DNMT3A Ekspresyonu
Superovulasyon uygulamasi ile elde edilen GV oosit, MIl oosit, 1-

hicreli ve 2-hucreli embriyolarda DNMT3A protein  ekspresyonu

immunofloresan yéntemi kullanilarak kontrol gruplari ile karsilastirilmistir.

4.1.2.1. GV Oositlerde DNMT3A Ekspresyonu

Normal doz grubundaki GV oositlerde DNMT3A ekspresyonu,
kontrol grubu ile kargilastirildiginda artis gorilsede anlamli duzeyde fark
yoktur. Yuksek doz ve normal doz grubundaki GV oositler karsilastirildiginda
yuksek doz grubundaki GV oositlerde DNMT3A ekspresyonu azalmasina
ragmen gruplar arasinda anlamli fark bulunmamistir. Kontrol ve ylksek doz
gruplarindaki GV oositler karsilastirildiginda ise yuksek doz grubunda
azalma gorilmesine ragmen istatiksel olarak anlamli fark bulunmamistir
(Sekil 4.6) (Sekil 4.10).

DNMT3A proteini, kontrol grubundaki GV oositlerde nikleer bolgede
yogun yerlesim gosterirken, sitoplazmada ise normal seviyede yerlesim
gosterdigi gozlenmistir (Tablo 4.1). Hicre ici yerlesim duzeyleri
karsilastirildiginda, stiperovulasyon uygulamasi ile elde edilen GV oositlerde
fark olmadigi gézlenmisgtir.
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Sekil 4.6. Germinal vezikil asamasindaki oositlerde kontrol, normal doz ve yiliksek doz
gruplarinda DNMT3A protein ekspresyonlari. Orjinal biyatme 400X dir.

roX-HZOX

NODO XmwXcC< NOOU rppE=X02Z

rox-—HZOX N——H>»0mZ

4.1.2.2. MlIl Oositlerde DNMT3A Ekspresyonu

Normal doz grubundaki MIl oositlerde DNMT3A ekspresyonu,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda azalma goérilsede anlamli dizeyde fark
yoktur. Yuksek doz ve normal doz grubundaki MIl oositler karsilastirildiginda
yuksek doz grubunda DNMT3A ekspresyonu azalmasina ragmen gruplar
arasinda anlamli fark bulunmamistir. Kontrol ve yuksek doz gruplarindaki Mii
oositler karsilastirildiginda ise ylksek doz grubunda DNMT3A
ekspresyonunun istatistiksel olarak anlaml diuzeyde azaldigi bulunmustur
(P<0.01) (Sekil 4.7) (Sekil 4.10).

DNMT3A proteini, kontrol grubundaki MIl oositlerde nukleer ve
sitoplazmik bdlgede normal seviyede yerlesim gdosterdigi gézlenmistir (Tablo
4.1). Hucre ici yerlesim duzeyleri karsilastirildiginda, slperovulasyon
uygulamasi ile elde edilen Mll oositlerde fark olmadigi gdézlenmisgtir.
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rox-HZOX

NOU XmwnXcC=<

NOO rp»=x02Z

FOX—HZOX M——PpOmMZ

Sekil 4.7. Metafaz || asamasindaki oositlerde kontrol, normal doz ve yiksek doz gruplarinda
DNMT3A protein ekspresyonlari. Orjinal buyiutme 400X’dir.

4.1.2.3. 1-hicreli Embriyolarda DNMT3A Ekspresyonu

Normal doz grubundaki 1-hucreli embriyolarda DNMT3A
ekspresyonu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
dizeyde arttigi bulunmustur (P<0.001). Yilksek doz ve normal doz
grubundaki 1-htcreli embriyolar karsilastirildiginda ylksek doz grubunda
DNMT3A ekspresyonunun anlamh olarak azaldigi bulunmustur (P<0.05).
Kontrol ve yuksek doz gruplarindaki 1-hucreli embriyolar kargilastirildiginda
ise yuksek doz grubunda DNMT3A ekspresyonunun istatistiksel olarak
anlamli duzeyde arttigi bulunmustur (P<0.05) (Sekil 4.8) (Sekil 4.10).

DNMT3A proteini, kontrol grubundaki 1-hucreli embriyolarda nukleer
bolgede yogun yerlesim gdsterirken, sitoplazmada ise normal seviyede
yerlesim gosterdigi gozlenmistir (Tablo 4.1). Hucre igi yerlesim duzeyleri
karsilastirildiginda, superovulasyon uygulamasi ile elde edilen 1-hlcreli
embriyolarda fark olmadidi1 gézlenmistir.
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Sekil 4.8. Bir hicreli embriyolarda kontrol, normal doz ve yiksek doz gruplarinda DNMT3A
protein ekspresyonlari. Orjinal biytutme 400X’dir.

NODU XmuXc=< NOOD F»In0Z rox-HZOoX

rox-HZOX M——ipamzZ

4.1.2.4. 2-hicreli Embriyolarda DNMT3A Ekspresyonu

Normal doz grubundaki 2-hlcreli embriyolarda DNMT3A
ekspresyonu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda artis gorulsede istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmamigtir. Yuksek doz ve normal doz grubundaki 2-
hicreli embriyolar karsilastirildiginda, yuksek doz grubunda DNMT3A
ekspresyonunun anlamli olarak azaldigi bulunmustur (P<0.01). Kontrol ve
yuksek doz gruplarindaki 2-hucreli embriyolar kargilastirildiginda ise yuksek
doz grubunda DNMT3A ekspresyonunda azalma goOzlensede istatistiksel
olarak anlamh bulunmamistir (Sekil 4.9) (Sekil 4.10).

DNMT3A proteini, kontrol grubundaki 2-hucreli embriyolarda nukleer
bolgede yogun yerlesim gdsterirken, sitoplazmada ise normal seviyede
yerlesim gosterdigi gozlenmigtir (Tablo 4.1). Hucre ici yerlesim duzeyleri
kargilastirildiginda, norma doz grubunda 2-hicreli embriyolarda nukleer ve
membrandz yogunlagsma oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.9. iki hiicreli embriyolarda kontrol, normal doz ve yiiksek doz gruplarinda DNMT3A
protein ekspresyonlari. Orjinal biyitme 400X’dir.

roo-HZox

NOUD XmuXc< NOO rFr»=ZX0Z

FOX—HZOX M——>»0OmMZ
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Sekil 4.10. Oosit ve erken dénem embriyolarda goreli DNMT3A protein ekspresyonlari
sonuglari.

4.1.3. Kontrol ve Siiperovulasyon Uygulamasi ile Elde Edilmis Oosit ve
Erken Donem Embriyolarda DNMT3B Ekspresyonu
Superovulasyon uygulamasi ile elde edilen GV oosit, MIl oosit, 1-

hacreli ve 2-hucreli embriyolarda DNMT3B protein  ekspresyonu

immunofloresan yéntemi kullanilarak kontrol gruplari ile karsilastirilmistir.

4.1.3.1. GV Oositlerde DNMT3B Ekspresyonu

Normal doz grubundaki GV oositlerde DNMT3B ekspresyonu,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda azalma gérulsede anlamli dizeyde fark
yoktur. Yuksek doz ve normal doz grubundaki GV oositler karsilastirildiginda
yuksek doz grubundaki GV oositlerde DNMT3B ekspresyonu artmasina
ragmen gruplar arasinda anlamli fark bulunmamistir. Kontrol ve ylksek doz
gruplarindaki GV oositler karsilastirildiginda ise yuksek doz grubunda artis
gorulmesine ragmen istatiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (Sekil 4.11)
(Sekil 4.15).

DNMT3B proteini, kontrol grubundaki GV oositlerde nikleer bolgede
yogun yerlesim gosterirken, sitoplazmada ise normal seviyede yerlesim
goOsterdigi  gozlenmistir (Tablo 4.1). Hucre i¢i vyerlesim duzeyleri
kargilastirildiginda, normal doz grubunda GV oositlerde nukleer ve
sitoplazmik bolgede ekspresyonun azaldigi gozlenmisgtir.
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Sekil 4.11. Germinal vezikiil asamasindaki oositlerde kontrol, normal doz ve yiksek doz
gruplarinda DNMT3B protein ekspresyonlari. Orjinal bayatme 400X dir.

NOU Xmun X< NOOU r»=x0Z rox-<zZoXx

rox-ZoOX N—=->»o0mz

4.1.3.2. MIl Oositlerde DNMT3B Ekspresyonu

Normal doz grubundaki MIl oositlerde DNMT3B ekspresyonu,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda azalma gérulsede anlamli dizeyde fark
yoktur. Yuksek doz ve normal doz grubundaki MIl oositlerde DNMT3B
ekspresyonu karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli  fark
bulunmamistir. Kontrol ve yuksek doz gruplarindaki MIl oositler
kargilastirildiginda ise ylksek doz grubunda DNMT3B ekspresyonunun
istatistiksel olarak anlamli dlzeyde azaldigi bulunmustur (P<0.05) (Sekil
4.12) (Sekil 4.13).

DNMT3B proteini, kontrol grubundaki MIl oositlerde nukleer ve
sitoplazmik bdlgede normal seviyede yerlesim gosterdigi gdozlenmistir (Tablo
4.1). Hucre igi yerlesim duzeyleri karsilastirldiginda, stperovulasyon
uygulamasi ile elde edilen MIl oositlerde nikleer ve sitoplazmik bdlgede
ekspresyonun azaldigi gozlenmistir.
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Sekil 4.12. Metafaz |l asamasindaki oositlerde kontrol, normal doz ve ylksek doz
gruplarinda DNMT3B protein ekspresyonlari. Orjinal bayitme 400X dir.

4.1.3.3. 1-hucreli Embriyolarda DNMT3B Ekspresyonu

Normal doz grubundaki 1-hlcreli embriyolarda DNMT3B
ekspresyonu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmamistur. Yliksek doz ve normal doz grubundaki 1-hicreli
embriyolar  karsilastirildiginda  yiksek doz  grubunda DNMT3B
ekspresyonununda azalma gorulsede anlamli fark bulunmamistir. Kontrol ve
yuksek doz gruplarindaki 1-hucreli embriyolar kargilastirildiginda ise yuksek
doz grubunda DNMT3B ekspresyonunun da azalma gozlense de anlamli fark
bulunmamistir (Sekil 4.13) (Sekil 4.15).

DNMT3B proteini, kontrol grubundaki 1-hucreli embriyolarda nukleer
bolgede yogun yerlesim gdsterirken, sitoplazmada ise normal seviyede
yerlesim gosterdigi gozlenmigtir (Tablo 4.1). Hucre ici yerlesim duzeyleri
kargilastirildiginda, normal doz grubunda 1-hucreli embriyolarda nukleer ve
sitoplazmik bdlgelerde ekspresyonun arttigigézlenmistir.
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Sekil 4.13. Bir hiicreli embriyolarda kontrol, normal doz ve ylksek doz gruplarinda DNMT3B
protein ekspresyonlari. Orjinal biyitme 400X dir.
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4.1.3.4. 2-hucreli Embriyolarda DNMT3B Ekspresyonu

Normal doz grubundaki 2-hlcreli embriyolarda DNMT3B
ekspresyonu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
dizeyde arttigi bulunmustur (P<0.01). Yiksek doz ve normal doz grubundaki
2-hucreli embriyolar karsilastirildiginda gruplar arasinda anlaml  fark
bulunmamistir. Kontrol ve yuksek doz gruplarindaki 2-hucreli embriyolar
karsilastirildiginda ise yuksek doz grubunda istatistiksel olarak anlaml
dizeyde artmig DNMT3B ekspresyonunun oldugu bulunmustur (P<0.01)
(Sekil 4.14) (Sekil 4.15).

DNMT3B ekspresyonunda DNMT3B proteini, kontrol grubundaki 2-
hicreli embriyolarda nukleer bdlgede yogun vyerlesim gosterirken,
sitoplazmada ise normal seviyede yerlesim gdOsterdigi gézlenmistir (Tablo
4.1). Hucre ici yerlesim duzeyleri karsilastirildiginda, sUperovulasyon
uygulamasi ile elde edilen 2-hucreli embriyolarda nukleer ve sitoplazmik
bdlgelerde ekspresyonun arttigi gdzlenmistir.
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Sekil 4.14. iki hiicreli embriyolarda kontrol, normal doz ve yiiksek doz gruplarinda DNMT3B
protein ekspresyonlari. Orjinal blytutme 400X dir.
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Sekil 4.15. Oosit ve erken dénem embriyolarda goreli DNMT3B protein ekspresyonlari

Kortikal bdlge (Yogun)

sonuglari
DNMT1
. Sitoplazma
GV 0OOSIT Nikleus
. Sitoplazma
MIl OOSIT Nikleus

1-HUCRELi EMBRiYO

Kortikal bdlge (Yogun)

Sitoplazma
Nukleus

Kortikal bdlge (Yogun)

Sitoplazma

2-HUCRELIi EMBRiIYO Niikleus

Kortikal bdlge (Yogun)

DNMT3A
Sitoplazma (Normal)

Nukleus  (Yogun)

Sitoplazma (Normal)
Nukleus  (Yogun)

Sitoplazma (Normal)
Nikleus  (Yogdun)

Sitoplazma (Normal)
Nukleus  (Yogun)

DNMT3B
Sitoplazma (Normal)

Nukleus  (Yogun)

Sitoplazma (Normal)
Nukleus  (Yogun)

Sitoplazma (Normal)
Nikleus  (Yogun)

Sitoplazma (Normal)
Nukleus  (Yogun)

Tablo 4.1. Oosit ve erken dénem embriyolarda DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B proteinlerinin

hicre ici yerlesimleri.
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TARTISMA

Yapilan bu calismada fare deney modelinde superovulasyon
uygulamasinin oosit ve embriyolarda DNMT proteinlerden olan DNMT1,
DNMT3A ve DNMT3B’nin ekspresyonal diizeylerini degistirdigi ilk defa ortaya
konulmustur. DNMT1 protein ekspresyonu GV oosit, 1-hlcreli ve 2-hucreli
embriyolarda istatiksel olarak anlamli duzeyde degigirken, MIl oosit
asamasinda degisim gorulse de sonug¢ anlamli bulunamamigtir. DNMT3A
protein ekspresyonu MIl oosit, 1-hlcreli ve 2-hlcreli embriyo asamasinda
istatiksel olarak anlamli seviyede degisirken, GV oosit asamasinda da
degisim go6zlenmis olmasina ragmen istatiksel olarak anlamh fark
bulunamamigtir. Son olarak DNMT3B protein ekspresyonunda ise MIl oosit
ve 2-hucreli embriyo asamalarinda istatiksel olarak anlamli fark gérilmesine
ragmen, GV oosit ve 1-hlcreli embriyo asamalarinda goézlenen degisim
anlamli bulunmamistir. Yapilan bu ¢alisma ile, ilk defa bu proteinlerin hicre
ici yerlesimleri kontrol gruplarinda detayli olarak incelenmistir. Hucre igi
yerlesimleri karsilagtirildiginda kontrol grubu ve superovulasyon uygulanan
gruplar arasinda belirgin bir farka rastlanmamigtir. DNMT1 proteininin oosit
ve embriyolarda yerlesimi nikleer bdlgede zayif, sitoplazmada normal ve
membrana yakin bodlgelerde ise yogun goézlenmistir. DNMT3A ve DNMT3B
proteinlerinin yerlesimleri ise sitoplazmada normal gozlenirken nukleer
bdlgelerde yogun siddette gorulmuastur.

Epigenetik mekanizmalar; oosit ve preimplantasyon embriyo gelisim
sureclerinde 6nemli rol oynar ve basarili gebelik icin 6nemlidir. Son yillarda
yapilan ¢aligmalarda yardimla ureme teknolojisi ile dogan ¢oguklarda artmig
oranda epigenetik anomalilerin oldugu go6zlenmektedir[130]. Dogal yoldan
dogan coguklardan farkli olarak bu teknolojide kullanilan yoéntemlerden mi bu
anomalilerin ortaya c¢iktigi henuz net olarak aydinlatilamamigtir. Bu konuda
bircok calisma yapilmistir ve hala calismalara devam edilmektedir. Bir
yardimla Ureme yontemi olan suUperovulasyon ya da ovaryan situmulasyon
artmis oosit ve embriyo Uretimine olanak saglamaktadir. insanlarda bu
yontem fertilite tedavisinde kullanilan bir uygulama haline gelmigtir. Ancak
yapillan c¢alismalarda superovulasyon uygulamasinin oosit maturasyonu,
oosit kalitesi, epigenetik mekanizmalar, anormal blastosist sayisi, imprinting
hastaliklar, fetal bliylime geriligi, embriyonik gelisimde gecikme gibi birgok
mekanizma Uzerinde olumsuz etkisinin oldugu bulunmustur.

Yapilan bir c¢alismada superovulasyon yontemi ile elde edilen
blastosistlerde H19 geninin dogru metillenmedigi bulunmustur [120]. H19
geni paternal imprinte olmasi gereken bir gendir. Babadan gelen genomda
H19 metile durumda iken IGF2 geni eksprese olmaktadir. Anneden gelen
genomda ise IGF2 geninin, baskilayici olan geni metile durumda olmadigi
icin bu gen anneden Uretilemez. Dolayisi ile H19 geninin dogru
metillenmemesi IGF2'nin dopru baskilanamamasina sebeb olur ve hem
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anneden hem babadan IGF2’nin ekspresyonuna neden olur. Sonug olarak bu
imprinting bozuklugu sonucunda dogan c¢ocguklarda Wilm’s tumoru
gelisebilmektedir [131]. Farkli yapilan calismalarda da superovulasyon
uygulamasinin oosit ve embriyo disinda plasenta gibi dokularda da imprinting
genlerde metilasyon bozukluklarina neden oldugunu ortaya koymustur [13].
Yapilan 2010 ve 2011 yillarinda farkli ¢alismalarda ise sUperovulasyon
uygulamasinin blastosistlerde maternal ve paternal imprinting genler
uzerinde olumsuz etkisinin doz bagimli oldugunu ve Ozellikle yuksek doz
gruplarinda (10 IU) bu olumsuz etkinin daha ¢ok arttigini bildirmiglerdir [100,
102].

Yapilan bir bagka calismada, hormonal uyarimin oogenez sirasinda
metilasyon imprintlerini bozdugunu yada oosit kalitesine etki eden maternal
genleri etkileyerek bu zarari verebilecegini bildirmektedir.Hormonal uyarimin
bu zarari, DNA metilasyonu ve bununla iligkili olarak DNMT enzimlerini
etkileyerek, bu kusurlu imprinting mekanizmalarin ise surdurulmesiyle
olusacak bozuk epigenetik isaretli preimplantif ddénem embriyolari
olusturabilecegini bildirmislerdir [103]. Sudperovulasyon ile elde edilen
blastosistlerde global DNA metilasyonunun kontrole gore Ozellikle i¢ hlcre
kitlesinde azalis gosterdigi bulunmustur [104].

DNA metilasyonunu oncul olarak gerceklestiren bilindigi tzere DNMT
enzimleridir. Ancak Ozellikle oosit ve erken donem embriyolarda,
superovulasyonun DNMT’lar Gzerine etkisini arastiran calismalar oldukga
sinirhdir. Yapilan 2013 yilinda bir ¢alismada, superovulasyonun etkisini,
Dnmtlo, Dnmt3a, Dnmt3b ve Dnmt3I mRNA dizeyinde MIl oositlerde ve 1-
hicreli embriyolarda degerlendirmiglerdir. Bu ¢calismada kontrol, disik doz (6
IlU) ve ylksek doz (10 IU) olmak Uzere 3 grup olugsturmuslardir.
Arastirmacilar gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklarin olmadigini
rapor etmislerdir [123]. Biz de g¢alismamizda kontrol, normal doz (5 IU) ve
yuksek doz (7.5 IU) olmak Uzere 3 grup olusturduk. MIl oositlerde DNMT3A
ve DNMT3B proteinlerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark
bulunurken DNMT1 proteinin de ise anlamli fark bulunmamistir. 1-htcreli
embriyolarda ise butlin gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur. Yapilan iki galisma arasinda farkliigin mRNA ve protein
ekspresyonal farkhligindan, kullanilan hormon doz farklliklarindan, hayvan
turt yada hayvan yasindan kaynaklanabilecedini diginmekteyiz.

Daha yeni bir calismada ise superovulasyon uygulamasi ile elde edilen
zigotlarda global DNA metilasyonunun normal ovilasyon grubuna goére
anlamli olarak azaldigi bulunmustur. Ayni zamanda arastirmacilar,
blastosistte Dnmtl, Dnmt3a, Dnmt3b ve DNMT3I genlerininsiperovulasyon
grubunda anlamli olarak arttigini bulmusglardir [105]. Bizim ¢alismamizda da
paralel bir bulgu olarak DNMT3A ekspresyonu artarken; DNMT1 protein
ekspresyonu anlamli olarak zigot agsamasinda azalmakta ve DNMT3B ise
degismemektedir. Bu farkhhgin ise kullanilan FSH analoglarindan
kaynaklanabilegini diusunmekteyiz. Calismamizda kullanilan FSH analogu
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PMSG iken diger calismada kullanilan ise kisrak koryonik gonadotropindir
(eCG).

Onemli bir bulgu olarak, yaptigimiz calisma ile kontrol gruplarinda ilk
defa detayll olarak DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B proteinlerinin hicre igi
yerlesimleri fare deney modelinde bir arada degerlendirilmigtir. Bulunan
sonuglar litaratirde yapilan galismalar ile uyumludur. DNMT1 ekspresyonun
oositlerde ve erken donem embriyolarda sitoplazmik yerlesim gosterdigi
yapilan calismalarda gosterilmistir [74]. DNMT1 ekspresyonun sadece 8-
hicreli embriyo asamasinda nuikleer bolgede yogunlastigi bildiriimistir [74].
Litaratlrle uyumlu olarak yaptigimiz calismada DNMT1 proteinin yerlesiminin
sitoplazmik bolgede daha yodun oldugunu gdsterdik. DNMT3A proteinin GV
oositte nukleer, MIl oositte sitoplazmik oldugu 8-hucreli embriyo asamasina
kadar ekspresyonunun zayifladigi ve blastosist asamasinda ise
ekspresyonun olmadigi yapilan calismada bildirilmigtir [74]. Calismamizda
DNMT3A’nin oosit ve erken dénem embriyolarda nlkleer bdlgede
yogunlastigini, Mll asamasinda nikleus ve sitoplazmada yerlesimi oldugunu
goOsterdik. DNMT3B ekspresyonunun ise GV ve MIl oositlerde ve 1-hicreli
embriyo asamasinda olmadigi, ozellikle 2-hlcreli embriyo asamasindan
sonra nukleer bolgede yerlesim gostererek blastosist asamasina kadar
varligini surdurdi@u rapor edilmistir [74]. Ancak calismamizda DNMT3B
protein ekspresyonunun oosit ve embriyolarda nukleer bodlgede yerlesim
gostererek tum gelisim agsamalarinda varliginin oldugunu goésterdik. DNMT3B
proteininin GV ve MII oosit, 1-hlcreli embriyo asamasinda, litaratirden farkl
olarak buldugumuz sonucun kullanilan hayvan turd yada antikor
farkhliklarindan dolayi kaynaklanabilecegini distinmekteyiz.

PMSG, glikoprotein hormon ailesine aittir ve FSH analogu olarak
gorev yapmaktadir. Bilindigi gibi FSH folikilogenez surecinde 6nemli rol
oynar ve ovaryum folikullerinin maturasyonunu aktive eder [132, 133]. Daha
onceden FSH reseptorinin geg folikiler gelisim evrelerindeki granuloza
hicrelerinden eksprese edildigi bilinmekteydi [134]. Ancak vyapilan
¢alismalarla insan ve domuz ovarumlarinda, primer folikilden preovulator
folikile kadar olan evrelerden alinan GV oositlerde FSH reseptoérinin varligi
tanimlandi [135]. hCG ise LH analogu olarak kullaniimaktadir. LH reseptoru
ise ovaryumda bulunan granuloza, teka ve luteal hicrelerden sentezlenir.
FSH ve LH reseptorleri mRNA olarak insan ve fare oosit ve erken donem
embriyolarda tanimlanmistir. Temel olarak FSH ve LH reseptorleri hicre ici
sinyal mekanizmalarini indikleyen FSH ve LH ‘in aktivasyonunu
yonetmektedir. Clinki FSH ve LH reseptorlerinin gen ekspresyonlari fare
oosit, erken donem embriyolar ve granuloza hucrelerinde gosterilmigtir,
PMSG ve hCG de oosit ve erken donem embriyolarda dogrudan yada dolayh
olarak benzer etkiye sahiptir [136]. Yaptigimiz ¢alismada DNMT1, DNMT3A
ve DNMT3B proteinlerinin oosit ve erken donem embriyolarda kontrol ve
superovulasyon gruplari ile karsilastirildiginda, farkli ekspresyon paterine
sahip oldugunu gordik. Ornegin; GV oosit asamasinda DNMT1 protein
ekspresyonu normal doz grubunda kontrole goére anlamli olarak duserken, 2-
hlcreli embriyo agsamasinda kontrole gére normal doz grubunda anlaml artis
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bulduk. Sonu¢ olarak; PMSG ve hCG farkli oosit ve erken ddénem
embriyolarda farkli etkiler yaratmaktadir.

Son olarak, memelilerde normal oogenez ve erken dénem embriyo
gelisiminde dogru genlerin dogru zamanda ifadesi icin DNA metilasyonu kritik
oneme sahiptir. DNA metilasyonu surdirme ve de novo metilasyon olmak
uzere iki sureg icermektedir ki metilasyonda gorev yapan primer enzimler
DNMT lerdir. DNMT lerin yoklugunda, mutasyonlarinda yada
malformasyonlarinda oosit maturasyonunda gecikme, embriyonik letalite,
imprinting hastaliklar, epigenetik anomaliler gibi birgcok mekanizmada
bozukluklarin ortaya ¢ikmasi bu enzimlerin 6nemini vurgulamaktadir. Bu
enzimlerin genel yapilari, ekspresyonal duzeyleri, hucre i¢i yerlegimleri ve
gorevleri yapilan galigmalar ile aydinlatiimaya caligiimaktadir. Ancak henlz
hangi hucre i¢i yada digi sinyal yolaklarinin ya da hangi molekullerin bu
enzimleri aktive ettigi net olarak bilinmemektedir. Ozellikle yardimla Greme
teknolojileri ile dogan c¢oguklarda epigenetik hastaliklarin arttigi rapor
edilmigtir. Bu teknolojide kullanilan tekniklerin bu hasara neden olabilecegi
dusunulmektedir. Bu konuda vyapilan c¢alismalarda superovulasyon
uygulamasinin  DNA metilasyonunu ve bununla iligkili olarak DNMT
enzimlerini degistirdigi vurgulanmaktadir. Yaptigimiz calismada ilk defa
superovulasyon uygulamasinin oosit ve erken donem embriyolarda DNMT1,
DNMT3A ve DNMT3B enzimlerini protein dizeyinde etkiledigi gdsterilen
sonuglar ile bildirilmigtir. Ayni zamanda ¢alismamizda ilk defa detayli olarak
bu proteinlerin hiicre ici yerlesimleri gosterilmistir. ileride yapilacak olan
calismalar, sinyal yolaklari gibi bu genleri aktive yada inaktive eden
mekanizmalarin bulunmasi ile Ozellikle yardimla Ureme tekniklerindeki
kayiplar, aciklanamayan disi infertilite, polikistik over sendromu, prematur
over yetmezligi gibi bircok hastaligin nedenini ve bununla baglantili olarak
tedavi sureclerinde yeni bakis agisi kazanmamiza olanak saglayacaktir.
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SONUGLAR

Yapilan bu ¢alisma ile; DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B proteinlerinin
ekspresyonlari kontrol grubu ile superovulasyon uygulamasi ile elde edilen
oosit ve embriyolarda ilk defa karsilastiriimistir. Kontrol grubu oosit ve erken
donem embriyolarda bu proteinlerin yerlesimleri ilk defa detayli olarak
incelenmigtir. Calismanin sonuglari asagida maddeler halinde 6zetlenmisgtir;

1. DNMT1 protein ekspresyonu, GV oositte normal doz grubunda
kontrole gore istatistiksel olarak azalmistir. Normal doz grubu ile
yuksek doz grubu karsilastirildginda DNMT1 ekspresyonu yuksek doz
grubunda anlamli olarak artarken; kontrol ile yuksek doz gruplar
arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmamistir.

2. DNMT1 protein ekspresyonu, MIl oositte gruplar arasinda degisim
gOstermesine ragmen istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir.

3. DNMT1 protein ekspresyonu, 1-hlcreli embriyoda normal doz ve
yuksek doz gruplarinda kontrole goére istatistiksel olarak anlamh
duzeyde azalirken, normal ve yuksek doz gruplari arasinda anlamli
fark bulunmamistir.

4. DNMT1 protein ekspresyonu, 2-hlcreli embriyoda normal doz ve
yuksek doz gruplarinda kontrole goére istatistiksel olarak anlaml
dizeyde artarken, normal ve yiuksek doz gruplari arasinda anlamli fark
bulunmamistir.

5. DNMT1 proteini, kontrol grubundaki GV ve MII oositler ile 1-hlcreli ve
2-hiucreli embriyolarda nukleer bdlgede zayif, sitoplazmada ise normal
seviyede yerlesim  gOsterirken, membranda bu  proteinin
ekspresyonunun arttiyi goézlenmistir. Hucre ici yerlesim duzeyleri
karsilastirildiginda, stperovulasyon uygulamasi ile elde edilen GV ve
MII oosit ile 1-hacreli ve 2-hucreli embriyolarda belirgin fark olmadigi
gozlenmisgtir.

6. DNMT3A protein ekspresyonu, GV oositte gruplar arasinda farklilik
gOsterse de istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir.

7. DNMT3A protein ekspresyonu, MIl oositte yuksek doz grubunda
kontrole gore anlamli olarak azalmistir. Ancak diger gruplar arasinda
anlamli fark bulunmamistir.
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8. DNMT3A protein ekspresyonu, 1-hlcreli embriyoda normal ve yuksek
doz gruplarinda kontol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlaml duzeyde artmistir. Normal ve yuksek doz gruplari arasinda
kargilastirildiginda ise, yuksek doz grubunda anlamli bir azalma
bulunmustur.

9. DNMT3A protein ekspresyonu, 2-hucreli embriyoda normal doz
grubunda yuksek doz grubuna gore anlamli olarak artmistir. Ancak
diger gruplar arasinda anlaml fark bulunmamistir.

10.DNMT3A proteini, kontrol grubundaki GV ve MIl oositler ile 1-hlcreli
ve 2-hucreli embriyolarda nukleer bdlgede yogun, sitoplazmada ise
normal duzeyde yerlesim gostermektedir. Hlcre igi yerlesim duzeyleri
karsilastirildiginda, stperovulasyon uygulamasi ile elde edilen GV ve
MII oosit ile 1-hlcreli ve 2-hlcreli embriyolarda belirgin fark olmadigi
go6zlenmisgtir.

11.DNMT3B protein ekspresyonu, GV oositte gruplar arasinda farkhlik
gOsterse de istatistiksel olarak anlaml fark bulunmamigtir.

12.DNMT3B protein ekspresyonu, MIl oositte yluksek doz grubunda
kontrole gore anlamh olarak azalmistir. Ancak diger gruplar arasinda
anlamli fark bulunmamistir.

13.DNMT3B protein ekspresyonu, 1-hucreli embriyoda gruplar arasinda
farkhlik gosterse de istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir.

14.DNMT3B protein ekspresyonu, 2-hucreli embriyoda normal doz ve
yuksek doz gruplarinda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
dizeyde artarken, normal ve yuksek doz gruplari arasinda anlamli fark
bulunmamisgtir.

15.DNMT3B proteini, kontrol grubundaki GV ve MII oositler ile 1-hlcreli
ve 2-hlcreli embriyolarda nukleer bdlgede yogun, sitoplazmada ise
normal duzeyde yerlesim gostermektedir. Hucre i¢i yerlesim duzeyleri
kargilastirildiginda, stperovulasyon uygulamasi ile elde edilen GV ve
MII oosit ile 1-hlcreli ve 2-hlcreli embriyolarda belirgin fark olmadigi
go6zlenmigtir.
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