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OZET

Amag¢: Oosit maturasyonu sirasinda aktinin sagladigi kromozom gocii ile 00sit
asimetrik olarak boliinmektedir. Bu ¢alismada, fare oositlerinde in vitro maturasyon
(IVM) siirecinde MAPK/ERK kinaz (MEK) inhibisyonunun ve protein kinaz A
(PKA) inhibisyonu ile gerceklesen ‘“‘maturation promoting factor” (MPF)
aktivasyonunun birinci mayoz bdliinme sirasinda aktin nukleasyonu saglayan
Formin-2 (FMN2), Spire-1 ve Spire-2’nin miktar ve lokalizasyonlar1 {izerine olan
etkisinin ve mitojen ile aktive olan kinazlarin (MAPK) bu proteinler ile etkilesiminin

MPF aracili olup olmadiginin belirlenmesi amaglanmustir.

Yontem: 3-5 haftalik BalbC disi farelerden folikiil aktivasyonunun ardindan
preovulatuvar ovaryum folikiillerinden elde edilen germinal vezikiil (GV) oositlere
IVM sirasinda MEK inhibitorii PD98059 ve MPF aktivasyonu saglayan PKA
inhibitori H89 uygulanmistir. Germinal vezikiil yikimi (GVBD) ve polar cisimcik
atilmi (PBE) oranlari, immunofloresan ile oositlerde FMN2, Spire-1 ve Spire-2’nin

lokalizasyonu, Western blot ile bu proteinlerin miktari belirlenmistir.

Bulgular: GVBD oranlart gruplar arasinda benzerlik gosterirken, PBE oran1t MEK
inhibisyonu ile diigmiistiir. FMN2’nin oositlerde ig olusumu asamasindan itibaren ig
cevresinde lokalize oldugu goriilmistir. Spire-1 ve Spire-2’nin  kortikal
lokalizasyonlar1 belirlenmistir. MEK inhibisyonu PBE asamasindaki oositlerde
FMNZ2, kortikal Spire-1 ve Spire-2 seviyelerini disiirmiistir. MPF aktivasyonu
FMN?2 seviyesini ig gocii asamasinda diisiiriirken, Spire-1’in kortikal seviyesini,
kortikal ve total Spire-2 seviyesini PBE oositlerde artirmistir. MEK inhibisyonu ve
MPF aktivasyonunun birlikte uygulanmasi PBE asamasindaki FMN2 ve Spire-1

diistisiinii 6nlemis, ancak Spire-2 seviyesindeki diisiisii telafi edememistir.

Sonug¢: Bu ¢alisma MAPK ve MPF’nin aktin nukleasyonu saglayan FMN2, Spire-1
ve Spire-2 proteinlerini oosit maturasyonunun belirli asamalarinda etkiledigini
gostermektedir. Bu ¢alismanin bulgularina gére, MAPK sinyalinin etkisi Spire-2 i¢in

dogrudan, FMN2 ve Spire-1 i¢cin ise MPF iizerinden dolayl bir etkidir.

Anahtar Kelimeler: mapk, mpf, fmn2, spire-1, spire-2



ABSTRACT

Objective: During oocyte maturation chromosome migration driven by actin
nucleation give rise to asymmetric division of oocytes. The aim of this study was to
determine the effects of MAPK/ERK kinase (MEK) inhibition and ‘“maturation
promoting factor” (MPF) activation on the amount and localizations of actin
nucleators Formin-2 (FMNZ2), Spire-1 and Spire-2 and also to determine whether the
relation of mitogen-activated protein kinases (MAPK) with these proteins is through

MPF during in vitro maturation (IVM) of mouse oocytes.

Method: MEK inhibitor PD98059 and PKA inhibitor H89 for MPF activation was
applied during IVM to the germinal vesicle (GV) oocytes retrieved from
preovulatory ovarian follicles of 3-5 weeks old female BalbC mice after follicle
activation. Germinal vesicle breakdown (GVBD) and polar body extrusion (PBE)
rates were determined. The localization of Formin-2 (FMN2), Spire-1 and Spire-2
were determined through immunofluorescence, protein levels were determined via

Western blot for oocytes at different stages.

Results: Though GVBD rates were similar in different groups, PBE rates were lower
in MEK inhibition group. FMN2 was localized around spindle and cortex, while only
cortical localizations of Spire-1 and Spire-2 were determined. MEK inhibition
resulted in a decrease in FMN2, cortical Spire-1 and Spire-2 levels in PBE oocytes.
MPF activation lead to decrease in FMN2 and increase in cortical Spire-1 levels in
spindle migration stage oocytes, while it resulted in increase of cortical and total
Spire-2 levels in PBE oocytes. Application of MEK inhibition and MPF activation at
the same time resulted in compensation of the decrease in FMN2 and Spire-1, while

Spire-2 levels remained low with no compensation of MPF activation.

Conclusion: This study shows that MAPK and MPF affects actin nucleators FMNZ2,
Spire-1 and Spire-2 at particular stages of oocyte maturation. According to the results
of this study, MAPK directly affects Spire-2, while it affects FMN2 and Spire-1
indirectly through MPF activation.

Key words: mapk, mpf, fmn2, spire-1, spire-2
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1. GIRIS

1.1. Hipotezin Temeli ve Amacg

Oositler, ovaryum folikiilleri igerisinde gelisen biiyiik hiicrelerdir ve nuklear genetik
materyalin yarisin1 olusturmanin yani sira, {remenin basarili bir gsekilde
gerceklesmesi icin gerekli olan tiim membrandz ve sitoplazmik determinantlari ile
embriyoyu meydana getirirler. Yeterli biyiikliige ulagmis olan oositler LH
preovulatuvar artisina cevaben mayoz I’i tamamlarlar. Profaz I’de duraklamis olan
oositlerin nukleusu germinal vezikiil (GV) adim alir. Mayoz I’in tamamlanmasinin
en acik gostergesi GV’nin ortadan kalkmasi ya da yikimi (GVBD), kromozom
yogunlagmasi ve bipolar metafaz I (MI) iginin olusmasidir. Birinci mayotik boliinme
stiresince, homolog kromozomlar ayrilir ve bir set birinci polar cisimcige aktarilir ve
bdylece haploid genom olusur. Daha sonra ikinci bir mayotik ig olusur ve oositler
metafaz [’ye (MII) girerler ve bir spermatozoon tarafindan aktive edilene kadar bu

evrede beklerler (Hunter ve ark., 1976).

LH uyaris1 olmadiginda, oositin mayotik maturasyonunun duraklamasi igin oositteki
yiiksek cAMP diizeyi, “maturation promoting factor” (MPF) aktivasyonunu cAMP
bagimli protein kinaz A (PKA)’nin etkisi ile baskilar (Bornslaeger ve ark., 1986).
MPF katalitik siklin bagiml kinaz 1 (“cyclin dependent kinase 1” =CDKI1 ya da
Cdc2) altiinitesi ve onun regiilator altiinitesi siklin B1’den olusan bir komplekstir
(Doree ve Hunt, 2002). Son yapilan g¢aligmalar gdstermistir ki protein kinaz A
(PKA), hem Cdc25 fosfatazlarin hem de Weel kinazlarin aktivitelerini dogrudan
diizenleyerek MPF’nin mayotik duraklama sirasinda inaktif halde kalmasini saglar
(Oh ve ark., 2010). cAMP diizeyinin diismesi ve PKA’nin baskilanmasi ile MPF

aktif hale gelerek oosit maturasyonunun devam etmesini saglar (Mehlmann, 2005).

Mitojen ile aktive olan protein kinazlar (MAPK)’1n oositteki MPF aktivasyonu ile
iliskili oldugu gosterilmistir (Verlhac ve ark., 2000). Oositin nuklear maturasyonunu
diizenleyen MPF’ye iliskin mekanizmalar ve bu mekanizmalarin MAPK sinyali ile
olan iligkisi iyi bilinmektedir. Ancak maturasyon siirecinde gorev alan bu
mekanizmalarin oositin asimetrik boliinmesi i¢in gerekli olan kromozom gog¢iinii

dogrudan etkileyip etkilemedigi bilinmemektedir.



Oositin asimetrik boliinmesi metafaz iginin oositin merkezinden periferine dogru gog
etmesi ile gerceklesir ve bu gogii saglayan asil hiicre iskeleti elemaninin aktin oldugu
belirlenmistir. Bu nedenle aktin nukleasyonundan sorumlu olan proteinlerin oositin
asimetrik boliinmesinde etkili oldugu diisiiniilmektedir (Yi ve Li, 2012). Paralel
aktin demetleri olusturabilen proteinlerden biri formin proteinleridir (Chesarone ve
ark., 2010). Forminler, aktin olusumu igin birlikte ¢alisan formin homoloji 1 ve 2
(FH1 ve FH2) domainlerinin varlig ile karakterize olan genis bir protein ailesidir
(Chesarone ve ark., 2010). Bu ailenin iiyelerinden biri olan FMN2’nin oositin
asimetrik boliinmesi sirasinda aktin nukleasyonu sagladigi bilinmektedir (Yi ve ark.,
2013). Aktin polimerize edici diger bir protein olan Spire’in da fare oositlerinin
asimetrik boliinmesinde rol oynadigi gosterilmistir (Pfender ve ark., 2011). Memeli
oositlerinde Spire-1 ve Spire-2’nin FMN1 ve FMN2’ye baglandigi bilinmektedir
(Vizcarra ve ark., 2011). Spire, polar cisimcigin atilmasinda da rol oynar (Verlhac ve
ark., 2000). Spire ve FMN2 ile ilgili kolokalizasyon ¢aligmalari, fare oositlerinde bu
molekiillerin birlikte gorev yaptigin1 gostermektedir (Pfender ve ark., 2011). Ancak,
oositte FMNZ2, Spire-1 ve Spire-2 ‘nin birlikte kontrol ettigi aktin nukleasyonunu

hangi sinyalin aktive ettigi heniiz belirlenmemistir.

Omurgasiz oositlerinde c-Mos’un, dolayisiyla MAPK sinyalinin forminler ile iliskili
oldugu gosterilmistir (Verlhac ve ark., 2000), ancak memeli oositlerinde benzer bir
iliski olup olmadigi bilinmemektedir. Bu ¢aligmada, Mos’un aktive ettigi MAPK
sinyalinin, kromozom gog¢ilinde aktin nukleasyonunda gorevli oldugu bilinen FMN2
ve bu siiregte FMN2 ile birlikte gorev alan Spire-1 ve Spire-2 ile olan iligkisi
arastirlmistir. MAPK’mn  oositte kromozom gocii saglayan bu proteinler ile
etkilesiminin dogrudan bir iligki mi, MAPK’m MPF aktivasyonu nedeniyle

gerceklesen dolayli bir iligki mi oldugu sorgulanmuistir.

Bu calismada, fare oositlerinde in vitro maturasyon siirecinde MEK inhibisyonunun
ve PKA inhibisyonu ile ger¢eklesen MPF (“Maturation Promoting Factor”)
aktivasyonunun birinci mayoz boliinme sirasinda FMN2, Spire-1 ve Spire-2
proteinlerinin  miktar ve lokalizasyonlar1 {izerine olan etkisinin belirlenmesi

amaclanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Disi Ureme Sistemi

Disi iireme sistemi insanda pelvik yerlesimli bir ¢ift ovaryum, iletim kanali, bir ¢ift
tuba uterina (oviduktlar), tek bir uterustan olusur. Uterusun altinda serviks ile ayrilan
boliim ise vajinadir (Demir, 2008) (Sekil 2.1). Disi lireme sisteminin iglevi disi esey
hiicreleri olan gametlerin (oositler) liretimi ile embriyo ve fetiis evrelerinden doguma
kadar dollenmis oositi tasimaktir. Ayrica lireme sisteminin organlarini kontrol eden
ve viicudun diger organlar iizerinde etkileri olan esey hormonlarmi da iiretir. ilk
menstrilasyon kanamalarinin meydana geldigi menarsta (ilk adet) baslayarak lireme
sistemi yap1 ve iglevsel etkinlik bakimindan dongiisel (siklik) degisiklikler gegirir.
Bu degisiklikler hormonlar tarafindan kontrol edilir. Menapoz ile dongiisel
degisiklikler diizensizlesir ve sonucta tliimiiyle ortadan kalkar. Menapoz sonrasi

doénemde tireme sisteminde yavas bir gerileme goriiliir (Solakoglu, 2009).
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Sekil 2.1. insanda disi iireme sistemi organlar1 (Hoehn, 2001).

2.2. Ovaryumlar

Ovaryumlar, pelvis boslugunun derinlerine yerlesmis, yassi, ovalimsi bir ¢ift yapidir.
Ovaryumun bir boliimii mezovaryum adi verilen bir periton kivrimi aracigiyla genis
baga, diger bir boliimii de ovaryum bagi araciligiyla uterus duvarina tutunmustur.
Yiizeyi tek katli yass1 ya da kiibik epitel ile kaplidir; bu epitel germinal epitel olarak
adlandirilir (Demir, 2008). Germinal epitelin altinda ovaryumun beyazimsi rengini
veren ve tunika albuginea olarak adlandirilan siki bag dokusu katmani bulunur.

Tunika albugineanin altinda oositleri igeren ovaryum folikiillerinin bol miktarda
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bulundugu kortikal bolge yer alir. Kortikal bolgenin altinda medulla bulunur.
Medulla; biiyiik kan damarlar1 (ovaryumun sarmal ve kivrimli arteri ile ven), lenf

damarlari ve sinirler ile bunlari destekleyen bag dokusu igerir (Demir, 2006).

Farelerde ovaryumlar, dorsal viicut duvarina mezovaryum ligamentleri ile asil1 olan,
bobreklerin hemen yaninda yer alan kiigiik oval organlardir (Sekil 2.2). Her bir
ovaryum kendisini abdominal kaviteden ayiran bir kapsiil tarafindan ¢evrelenmistir.
Insanda oldugu gibi kemirgenlerde de ovaryum kesin sinirlar1 olmayan iki tabakadan,
medulla ve korteksten olusmustur. Kan ve lenf damarlart ile sinirler hilus ile
medullaya girer ve daha sonra ovaryumun periferal bolgesindeki kortekse ulagmak
tizere medullanin stromal dokusu boyunca dallanir. Gelisimin tiim asamalarindaki
folikiiller ve pek ¢ok Ostrus siklusu ge¢irmis hayvanlarda korpus luteum kalintilari
kortekste yer alir. Ovaryum yiizey epiteli veya germinal epitel olarak bilinen ince bir
kuboidal epitel hiicre tabakasi bazal membran iizerindeki ovaryumun yiizeyini kaplar

(Fox, 2007).
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Sekil 2.2. Farede disi iireme sistemi organlar1 (Ruehl-Fehlert ve ark., 2003).

2.3. Ovaryum gelisimi
XX esey kromozomuna sahip embriyolarda gonadin medullar kordonlar1 geriler ve
sekonder kordonlar olan kortikal kordonlar gelisir. XY esey kromozomuna sahip

embriyolarda, medullar kordonlar testisi olusturur ve sekonder kortikal kordonlar
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geriler (Dissen GA, 2003). Disi embriyolarda ovaryum, ventral kranial mezonefrozda
genital kabarti olarak isimlendirilen bir kalinlasma seklinde gelisir ve ilkel esey
kordonlar1 diizensiz hiicre kiimelerine ayrilirlar (Basaklar, 1995). Embriyonun
vitellis kesesinde gelisen germ hiicreleri, insanlarda erken gestasyonda (6. hafta
(Kurilo, 1981)), fare gibi diger tiirlerde ise orta-gestasyonda (embriyonik 11 veya 12.
giin (Dissen GA, 2003)) oncelikle genital kabartiya gelerek ovaryuma go¢ ederler.
Farklanmamis gonad igerisindeki germ hiicrelerinin kolonize olmasinin ardindan,
germ hiicreleri ve somatik hiicreler mitotik ¢ogalmalar gergeklestirirler (Dissen GA,
2003). Ilkel germ hiicrelerini igeren hiicre kiimeleri, ovaryumun medulla kismina
dagilirlar. Daha sonra bu hiicre gruplar1 kaybolur ve ovaryum medullasini olugturan
bir vaskiiler stroma bu hiicre gruplarinin yerini alir. Erkek gonadin aksine disi
gonadin epitelinde hiicre ¢ogalmast devam eder. Daha sonra epitel, farkli bir kordon
tipi olan kortikal kordonlart olusturur. Kortikal kordonlar, alt kisimda yer alan
mezensime dogru girintiler yapar ancak yiizeye yakin olarak kalirlar. Bu kordonlar
izole hiicre kiimelerine ayrilirlar ve her bir hiicre kiimesi bir ya da iki germ hiicresini
cevreler. Daha sonra germ hiicreleri oogonyumlara doniislir. Oogonyumlar, ylizey
epitelinden koken alan hiicreler tarafindan c¢evrelenir ve bu hiicreler folikiiler

hiicreleri olusturur (Basaklar, 1995).

2.4. Germ hiicre gelisimi

Primordial germ hiicreleri (PGH) memelilerde ilk kez Chiquoine tarafindan 1954°te
tanimlanmuistir (Chiquoine, 1954). Farede embriyonik 7.25. giinde (E 7.25) gelisen
allantois tabaninda, vitelliis kesesinin endoderminde, primitif ¢izginin hemen altinda,
yiiksek alkalen fosfataz (AP) aktivitesine sahip, hem oositlere hem de
spermatozoonlara farklanabilen bir germ hiicre popiilasyonudur (Moore ve ark.,
2008).

Strome S. ve arkadaslarinin derlemelerinde belirtildigi gibi (Strome ve Updike,
2015), PGH, memeli embriyolarinda, erken embriyonik bdliinmeler sirasinda
goriilmez, post-implantasyon epiblastinda indiiklenirler. E5.75 fare embriyolarinda,
proksimal epiblastin posteriyor kisminda Wingless-Int1-3 (WNT3) ekspresyonu
goriilen hiicreler, komsu ekstra-embriyonik dokudan gelen kemik morfogenetik

protein (“bone morphogenetic protein” = BMP4) sinyali ile uyarilir. WNT3 sinyali
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mezodermal transkripsiyon faktorii T’nin ekspresyonunu uyarir. BMP4 sinyali T nin
mezodermal gen “promoter”’larina baglanmasint bloke eder ve bdylece T’nin
yalnizca germ hiicre gelisimi i¢in gerekli olan transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyonunu uyarmasi saglanir (Magnusdottir ve ark., 2013). Fare embriyolarinda
T’nin germ hiicrelerini uyarici fonksiyonu BMP4 tarafindan indiiklenirken, insanda
endodermal tarnskripsiyon faktorii SRY (“sex determining region Y” = cinsiyet
belirleme bolgesi Y) Box-17 (SOX17), B-lenfosit ile indiiklenen maturasyon
proteini-1 (“B-lymphocyte-induced maturation protein 17 = BLIMP1) ile birlikte

germ hiicre gelisimini uyarir (Sekil 2.3).

Germ hiicrelerinin gelisiminde ve farklanma yeteneklerinde Stella ve Fragilis
genlerinin  6nemli rolleri bulunmaktadir. Fragilis ekspresyonu, germ hiicre
toplulugunun tiimiinde goriilirken, Stella ekspresyonu hiicre kiimesinin orta
bolimiindeki hiicreler ile siirhidir (Evans ve ark., 2014). Gog etmekte olan germ
hiicreleri giliglii ve spesifik bir Stella ekspresyonu goéstermeye devam ederken,
cevredeki somatik hiicrelerde yiliksek diizeyde ekspresyonu goriilen homebox
genlerinin (Hoxbl, Hoxal, Evxl ve Liml) germ hiicrelerinde baskilanmasi sz
konusudur (Saitou ve ark., 2003).

Farede germ hiicre hattinin 6zellesmesi E6.25 civarinda, proksimal epiblastta
Blimpl/ Prdml (“Pr domain containing protein”=Pr domaini igeren protein) (Ohinata
ve ark., 2005) ve Prdm14 (Yamaji ve ark., 2008) ekspresyonu ile tanimlanan kiigiik

bir hiicre popiilasyonu ile baslar.
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Sekil 2.3. Farede primordial germ hiicre (PGH) goc¢ii ve kolonizasyonunun diizenlenmesinde rol
oynayan sinyaller ve zaman ¢izelgesi (Nikolic ve ark., 2016).



BLIMP1, PRDM14 ve aktivator artirict baglayan protein 2y (“activating enhancer-
binding protein 2y” = AP2y) ekspresyonu, post-implantasyon epiblastindaki kii¢iik
bir grup hiicrede, WNT3 ve BMP4 sinyali tarafindan uyarilir. Bu ii¢ transkripsiyon
faktorii, hiicreleri in vitro’da PGH benzeri hiicrelere doniismek lizere
programlayabilirler ve bu hiicreler in vivo’da gamet ve yeni doller olusturma
yetenegine sahip hiicrelerdir (Magnusdottir ve ark., 2013). Bu transkripsiyon
faktorleri somatik genlerin baskilanmasin1 ve pluripotensi genleri de dahil olmak
lizere germ hiicre genlerinin aktive olmasinmi saglar (Hackett ve Surani, 2014). Bu
hiicreler sayica artar ve AP aktivitesi olan, Stella expresyonu (Dppa3 veya Pgc7
olarak da bilinir) goriilen PGH’yi olustururlar (Saitou ve ark., 2002; Sato ve ark.,
2002). Farede PGH, gastrulasyon sirasinda, E6.5’te ekstraembriyonik ektoderm ve
viseral endodermden, pluripotent epiblast hiicrelerine gelen BMP sinyali ve heniiz
tanimlanmamig olan sinyaller tarafindan indiiklenir (Saga, 2008). Bu indiiksiyon,
Stella gibi PGH-spesifik genlerin ekspresyonunu artiran ve Hox gen ailesinin liyeleri
gibi somatik hiicre genlerini baskilayan epiblast hiicrelerinin Blimpl/Prdmi aracili

transkripsiyonel diizenlenmesi ile sonuglanir (Ohinata ve ark., 2005).

Kiiltiirde epiblast benzeri hiicreler somatik genlerin ekspresyonu ve somatik
farklanma i¢in hazir hale gelirler. Bu hiicreler, ¢ok sayidaki gelisimsel diizenleyici
genler “bivalent” kromatin belirtegleri (aktive edici ve baskilayic1 histon
modifikasyonlarinin bir karisgimi) igerirler (Kurimoto ve ark., 2015). PGH
indiiksiyonu ile birlikte, bivalent kromatin belirtegleri bircok bolgeden kaybolur,
global DNA demetilasyonu “temel durum” olarak tanimlanan bir evreye gecer ve
baskilayici 6zellikteki histon H3 (H3K9me2)’deki Lys9 (mono-metil-histon H3)’un
dimetilasyonunun yerini, H3 (H3K27me3) ‘deki Lys27 (tri-metil-histon H3)’nin
trimetilasyonu alir. H3K9me?2 heterokromatin ile, H3K27me3 ise daha dinamik bir
sekilde diizenlenen, baskilanmis kromatin ile iligkilidir. Farede bu ii¢ transkripsiyon
faktoriinden herhangi birinin kayb1 mutant PGH olusumuna ve bu hiicrelerin kaybina
ya da ¢evredeki somatik hiicrelere benzer sekilde gelisimine neden olur (Ohinata ve

ark., 2005; Magnusdottir ve ark., 2013).

Ozellesmenin hemen ardindan, PGH polarize olmus bir morfoloji ve sitoplazmik

uzantilar sergilerler ve primitif ¢izgi boyunca, posteriyor embriyonik endoderm,
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ekstraembriyonik endoderm ve allantoise dogru go¢ etmeye baglarlar (Anderson ve
ark., 2000) . Nikolic A. ve arkadaslarinin derlemelerinde belirtildigi gibi (Nikolic ve
ark., 2016) farede PGH gociinde ilk adim, E7.5’te hiicrelerin posteriyor primitif
cizgiden endoderme dogru hareket etmesidir. E8.5 ve E13.5 arasinda, dokuya 6zgii
olmayan alkalen fosfataz (“tissue-nonspecific alkaline phosphatase” = Tnap) pozitif
PGHler ¢ogalir ve bagirsak endodermi ve mezenter boyunca go¢ eder ve bunu
takiben genital kabartilara bilateral go¢ meydana gelir. Bu gogiin ardindan diside
hiicreler mayoza baslarken erkekte mitotik duraklama olusur ve oositlere ya da

spermatozoa’ya farklanma baslar (Tilgner ve ark., 2008).

Vasa proteini germplazmanin 6nemli bir bilesenidir ve germ hiicre belirlenmesinde
gerekli olan RNA ve protein kompleksidir. Germ plazmanin bilesenleri, fare VAZA
homologu (“mouse VAZA homolog”= MVH (DDX4 [dead box helikaz-4] olarak da
bilinir) da dahil olmak iizere PGH’larin 6zellesmesinin ardindan eksprese olurlar
(Toyooka ve ark., 2000). Bu komponentler farkli graniillerde bir araya gelirler
(Chuma ve ark., 2009). Embriyolarda ve gametogenez sirasinda germ graniilleri
VASA, argonot proteinleri, PRDM5 ve Tudor-domain proteinlerini icerir. Germ
graniilleri ve germ plazma farede 6zellesme ile ilgili herhangi bir rolii bulunmaz

ancak bu yapilar farkli gelisimsel asamadaki fare germ hiicrelerinin 6zellikleridir.

Gog¢ etmekte olan PGH, pluripotensiye iliskin genomik programini korur. Belli bash
pluripotensi genlerinin (Oct4, Nanog ve Sox2) ekspresyonu bu hiicrelerde goriiliir.
Bu hiicreler postnatal fare testislerine enjekte edildiginde teratoma olustururlar
(Saitou ve Yamaji, 2012). Gog eden PGH’da ayn1 zamanda evreye 6zgii embriyonik
antijen 1 (“stage-specific embryonic antigen 1°=SSEA1) ekspresyonu goriiliir
(Tilgner ve ark., 2008). Gonada ulagmalarinin ardindan, gelismekte olan PGH igin
germ hiicrelerine 6zgli RNA baglayici protein DAZL (“deleted in azoospermia-like”)
onem kazanir (Lin ve Page, 2005).

Disi XX embriyoda, PGH ¢ogalmaya devam eder ve ardindan mayoz bdliinmenin
profaz 1 agamasina girer (Tam ve Snow, 1981). Bundan sonra mayoz I profazinin
diploten evresinde duraklarlar. Dogumdan sonra gonositler kortikal interstisiyel

tabaka hiicreleri tarafindan cevrelenirler ve primordial folikiil i¢indeki primer



oositleri olustururlar. Puberte ile birlikte, ovulasyon sirasindaki hormonal
stimulasyon ile maturasyon gerceklesir ve oositler ovaryumdan ovidukta atilarak
birinci mayoz boliinme tamamlanir, birinci polar cisimcik atilir. Haploid
spermatozoon ile fertilizasyonun ardindan, oosit ikinci mayoz boliinmeyi de

tamamlar ve ikinci polar cisimcik de atilir (Saitou ve Yamaji, 2012).

Germ hiicrelerinin mitotik proliferasyonu sona erdikten sonra mayoz baslar. Birinci
mayoz boliinmenin profaz evresi dort farkli asamadan olusur: leptoten, zigoten,
pakiten, diploten ve diakinez (Dissen GA, 2003). Germ hiicreleri, folikiiller
igerisinde yer aldiklar1 sirada, diploten evresinde duraklarlar. Germ hiicrelerinin
mitoz boliinmesinin tamamlanmasindan Once, mezonefrik tiibiiller (Wolf kanal1)
stirekliligini kaybeder ve bunun sonucunda olusan epitel hiicre yiginlari rete ovari’yi
olustururken (Dissen GA, 2003), gelisimin ilerleyen asamalarinda ovaryum
folikiilleri kortikal kordonlardan gelisir (Dalcik, 2009) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Yirminci hafta ovaryum Kkorteks kesiti. Rete ovarilerin dejenerasyonu ve primordial
folikiillerin olusumu goriilmektedir (Dalcik, 2009).

2.5. Folikiilogenez

Primordial germ hiicrelerinin diside oogonia’yr olusturmasindan sonra bir dizi
mitotik boliinme gergeklesir. Bu mitoz boliinmelerin ardindan, bazi hiicreler mayoz I
profaz evresinde duraklarlar ve primer oositleri olustururlar. Insanda 7. ayda

neredeyse tiim oogonyumlar atretik hale gelir ve sadece ovaryum ylizey epitelinden
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koken alan tek tabaka folikiiler hiicreler ile gevrili olan primer oositler hayatta kalir.
Folikiiler hiicreler ve bunlarin ¢evreledigi oosit birlikte primordial folikiilii olusturur.
Pubertede, sinirli sayida primordial folikiilden olusan, gelismekte olan bir folikiil
havuzu secilir. Hergiin 15-20 folikiil olgunlasmaya baslar ve olgunlastikca ti¢ farkl
asamadan gegerler: 1) primer veya preantral; 2) sekonder veya antral (vesikiiler,
Graaf); ve 3) preovulatuvar. Primer oosit, folikiil sekonder agsamaya gelinceye kadar
birinci mayoz bdliinmenin profaz asamasinda kalir. Bu asamada, liiteinize edici
hormon (LH) uyarisi ile preovulatuvar gelisim indiiklenir: mayoz I tamamlanir ve
sekonder oosit ile polar cisimcik olusur. Daha sonra sekonder oosit, ovulasyondan
yaklasik olarak 3 saat 6nce, mayoz II’nin metafaz asamasinda duraklar ve bu hiicre

bolinmesini fertilizasyona kadar tamamlayamaz (Basaklar, 1995).

Ovaryum folikiilleri ovaryumun en basit fonksiyonel birimleridir. Folikiilogenez,
primordial oositi ¢evreleyen tek tabaka yassi granuloza hiicrelerinden olusan
primordial folikiillerin aktive olmalarinin ardindan primer, sekonder ve

preovulatuvar asamaya gelmeleri stirecidir (McGee ve Hsueh, 2000) (Sekil 2.5).

Memelilerde iireme hipotalamik gonadotropin salgilatici hormon (“gonadotropin
releasing hormone” = GnRH) noronlarindan aralikli olarak salinan GnRH ile kontrol
edilir (Knobil ve ark., 1980). GnRH ilk olarak hipotalamusta kesfedilmis ve
tiremenin diizenlenmesi ile ilgili rolleri oldugu bilinen bir dekapeptittir (pGlu-His-
Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2) (Stanislaus ve ark., 1998). Folikiilogenezi
primer olarak diizenleyen, alfa ve beta olmak iizere iki polipeptit birimden olusan
35.5 kDa’luk glikoprotein bir heterodimer olan folikiil stimule edici hormonun (FSH)
(Pierce ve Parsons, 1981) anterior hipofizden salinimi GnRH ve 6strojen ile birlikte
inhibin tarafindan diizenlenir (Besecke ve ark., 1997). Juvenil ratlarda, hem
hipofizektomi hem de GnRH antagonisti uygulamasi sonrasinda gonadotropin
seviyesinin diismesi ile ovaryum agirligi ve gelisen folikiillerin sayis1 azalmistir
(McGee ve ark.,, 1997). Bunun aksine, hipofizektomi yapilmis veya GnRH
antagonisti uygulanmis preantral ve daha kiigiikk folikiilleri bulunan prepubertal
ratlarda, FSH uygulamasinin ovaryum agirligimmi ve antral agsamaya kadar folikiil
gelisimini artirdif1 goriilmiistir (McGee ve ark., 1997). Onceki calismalar, primer

asamadan sonraki asamalara kadar olan folikiillerde FSH reseptorlerinin

10



ekspresyonunun oldugunu (Oktay ve ark., 1997) ve FSH ve LH uygulanmasinin
preantral folikiil gelisimini indiikledigini (McGee ve ark., 1997). FSH reseptorii
olmayan fareler (Abel ve ark., 2000) ve hipofizektomize edilmis kadinlarda (Schoot
ve ark., 1994) folikiillerin preantral asamalara kadar gelistikleri bilinse de, in vitro ve
in vivo g¢aligmalar preantral folikiil gelisiminin endojen ve eksojen gonadotropinler

ile indiiklenebildigini géstermistir (Tepekoy ve Akkoyunlu, 2016).
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Sekil 2.5. Folikiiler maturasyon, sessizlik, atrezi, yirtilma, oosit atilmasi, korpus luteum olusumu ve
fonksiyonunu kontrol eden endokrin, parakrin ve otokrin etkilesimler. Maternal LH, KL ekspresyonu
araciligiyla oositte mayozu diizenler ve FSH ile birlikte primordial folikiil maturasyonunu
gerceklestirerek folikiil gelisimini saglar. LH ve FSH folikiilde tekal hiicre olusumunu, androjen
sentezi ve granuloza hiicresi Ostrojen sentezi i¢in kolesterol taginimini saglar. Bu sirada oositin
gelisimini tamamlamis bir zona pellusidasi vardir ve ¢ok sayidaki granuloza hiicre tabakasi teka
hiicrelerinden bir bazal membran ile ayrilmigtir. Aktive olan folikiillerdeki granuloza hiicreleri, aktive
olmayan folikiillerin gelisimini baskilayan AMH sentezini artirir. LH, proteolitik enzim kaskadini
aktive ederek ve oluklu baglanti (“gap junction”) proteinlerini baskilayarak folikiiler yirtilmay1
indiikler ve bdylece Kumulus oosit kompleksi (KOK) ovidukta salinir (Atwood ve Vadakkadath
Meethal, 2016).

Bu nedenle, Hsueh AJ ve arkadaslarinin derlemelerinde belirtildigi gibi (Hsueh ve
ark., 2015), folikiil gelisimi gonadotropin bagimli ve gonadotropine cevap veren
asamalardan olusur. FSH i¢ermeyen farelerde de gosterildigi gibi antral asamaya

kadar folikiil gelisimi FSH bagimli olmamasina ragmen (Abel ve ark., 2000),
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preantral folikiiller FSH uygulamasina karst duyarlidir. /n vivo ¢alismalarin yaninda,
kiiltiire edilen preantral folikiillerin kullanildig1 in vitro ¢alismalar da FSH ve diger
faktorlerin preantral folikiil gelisiminde onemli oldugunu gostermistir (Kreeger ve

ark., 2005; Xu ve ark., 2009; Tepekoy ve Akkoyunlu, 2016).

Atwood CS ve arkadaglarinin derlemelerinde belirtildigi gibi (Atwood ve
Vadakkadath Meethal, 2016) folikiilogenezin LH aracili devamliligi granuloza
hiicrelerinde Kit ligand (KL: diger adiyla kok hiicre faktorii) ekspresyonunun ve
oosit ile teka-interstisiyel hiicrelerde yer alan reseptorii olan c-Kit’e baglanmasinin
diizenlenmesiyle gergeklesir (Ye ve ark., 2009). KL-1 ve KL-2 ekstraseliiler domain,
hidrofobik transmebran domain ve kisa sitoplazmik kuyruktan olusur (Hutt ve ark.,
2006). KL otokrin mekanizmalar ile primordial ve preantral folikiillerdeki oosit
gelisimini uyarmasinin yaninda (Ye ve ark., 2009), teka hiicrelerinin ¢evre stromal
dokudan secilimini, proliferasyonunu, farklanmasini (Nilsson ve Skinner, 2004) ve
ovaryan steroidogenezi (Reynaud ve ark., 2000), antrum olusumu ve mayotik
maturasyonu da uyarir (Hutt ve ark., 2006). KIT sinyalindeki mutasyonlar primordial
germ hiicrelerinin hayatta kalmasini, migrasyonunu ve proliferasyonunu etkileyerek,
primordial folikiil rezervini bozar (Besmer ve ark., 1993). KL ekspresyonunu pre-
granuloza ve granuloza hiicrelerinde aktive eden faktorler, primordiyal folikiilleri
cevreleyen mezensimal hiicrelerden (prekorsor teka hiicreleri) salgilanan fibroblast
bliylime faktorii-7 (“fibroblast growth factor-7 = FGF-7) (Kezele ve ark., 2005) ve
primordial folikiillerdeki oositlerden salgilanan FGF-2 (temel FGF) (Nilsson ve ark.,

2001) KL ekspresyonunun artmasini saglar.

Fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K)’in Kit genine baglandigi noktadaki mutasyon,
primer folikiil asamasindaki folikiil gelisimini bozar (Kissel ve ark., 2000). Fosfat ve
tensin homologu (“Phosphatase and tensin homolog™) Pten geninin Zp3 promotert ile
kosullu olarak silinmesi, oositlerdeki PI3K aktivitesini artirir ancak biiyiiyen
folikiillerin gelisimini etkilemez (Jagarlamudi ve ark., 2009). PI3K aktif mutanti,
folikiillerde apoptozu anlamli sekilde azaltir ve gelisimsel yeterliligi olan oositler
igeren fazla sayida folikiil olusumuna neden olur (Kim ve ark., 2015). PI3K sinyal
yolagi elemanlar1 primordial folikiillerin aktive olmasini saglar ve ayni zamanda

folikiillerin hayatta kalmasin1 ve gelisimini uyarir. KL, primordial folikiillerde ve
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gelisiminin erken agsamasindaki folikiillerde bu yolagin aktive edilmesinde 6nemli bir
rol oynar, ancak folikiiler gelisimin sonraki agsamalarinda KL yerini FSH ile
etkilesim igerisinde olan insulin ve insulin-benzeri biliylime faktorii (“insiilin-like
growth factor” =IGF) gibi diger baz1 gelisim faktorlerine birakir (Mani ve ark.,
2010).

KIT’in sinyal yolaginin alt basamagindaki efektorii olan transkripsiyon faktorii
forkhead box O3 (FOXO3A) nin primordial folikiil rezervinin korunmasinda 6énemli
oldugu belirlenmistir (Castrillon ve ark., 2003). FOXO3A ayn1 zamanda PI3K
bagimli olarak oosit gelisimini baslatan kilit bir molekiildiir (John ve ark., 2008;
Reddy ve ark., 2008). Transkripsiyon faktorii forkhead box L2 (FOXL2)’yi
kodlayan geni c¢ikarilmis farelerde, primordial folikiillerin yassi granuloza hiicreleri
farklanamaz ve bu durum oositlerin 6lmesine ve folikiiler yikima neden olur

(Schmidt ve ark., 2004).

Siklin bagimli kinaz inhibitor 1B (“cyclin-dependent kinase inhibitor 1B”=
CDKN1B) folikiil aktivasyonunu baskilarken (Rajareddy ve ark., 2007), PDPK1 (3-
phosphoinositide-dependent protein kinase 1) ve ribozomal protein S6 (RPS6)
folikiillerin hayatta kalmasini1 saglar (Reddy ve ark., 2009). Primordial folikiil
dormansisi ve aktivasyonu, RPS6’y1 aktive ederek hiicre gelisimi, proliferasyonu ve
metabolizmasini  kontrol eden rapamisin kompleksinin memelilerdeki hedefi
(“mammalian target of rapamycin complex 17 = mTORCI1) tarafindan diizenlenir
(Laplante ve Sabatini, 2012). Oositte artmis mTORCI1 aktivitesi olan mutant
farelerde, tiim primordial folikiil havuzu zamanindan 6nce aktive olmustur (Adhikari

ve ark., 2010).

mTORCI1 sinyali gelisim faktorleri, besinler, oksijen, stres ve enerji gibi bir¢ok
etken tarafindan aktive edilmektedir (Laplante ve Sabatini, 2012). Gelismekte olan
folikiillerin granuloza hiicreleri tarafindan iiretilen anti-miillerian hormon (AMH)
(Monniaux ve ark., 2012), primordial folikiil aktivasyonunu inhibe edebilir ve bu
sekilde folikiil rezervinin zamanindan once kaybedilmesini dnleyebilir (Durlinger ve
ark., 1999). mTORCI1 sinyalinin yoklugunda PI3K sinyalinin telafi edici etkisi ile

normal folikiiler gelisim ve fertilite devamliligin1 korur (Gorre ve ark., 2014). Bunun
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aksine, Rictor’'un (MTOR’un RPTOR bagimsiz olan iiyesi, mTORC2’nin kilit bir
bilesenini kodlayan kompleks 2) oositlerde kosullu olarak silinmesi, folikiiler
hiicrelerde artmis apoptoz, biiylik oranda folikiil kayb1 ve sekonder subfertilite gibi
prematiire ovaryum yetmezligi fenotipleri sergilenmesine neden olur (Chen ve ark.,

2015).

KL’dan bagimsiz olarak ¢alisan BMP-4, primordial folikiil gelisimini ve primordial-
primer folikiil gecisini saglayan faktdrlerden biridir (Nilsson ve Skinner, 2003).
BMP-4’lin etkileri granuloza hiicrelerindeki LH reseptor ekspresyonunun artisi ile
diizenlenir (Glister ve ark., 2010) . Transforme edici biiylime faktorii-b (TGF-b)
stiperailesinin bir iiyesi olan BMP4’lin yanisira, granuloza hiicreleri ve interstisiyal
teka hiicrelerinde lokalizasyonu belirlenen TGF-a’nin da folikiiller maturasyonda
gorevli oldugu diistintilmektedir (Akkoyunlu ve ark., 2003). Folikiilogenez siirecinde
hiicre proliferasyonu ile farklanmasi, glial hiicre kokenli norotropik faktor (“glial
cell-derived neurotrophic factor” = GDNF) ‘iin reseptoriine (GFRal) baglanmasi ile
ubikutoz tirozin kinaz reseptér RET’in aktive olmasi ile uyarilir (Naughton ve ark.,

2006).

Folikiilogenez siirecine oositte ekspresyonu goriilen faktorler de katilir. Oositte
tiretilen BMP-15, granuloza hiicrelerindeki KL ekspresyonunu artirir ve oosit
membraninda yer alan c-Kit tizerinden etkisini gdsteren KL, gelisimi uyarir ve BMP-
15 ekspresyonunu negatif yonde etkileyerek, erken ovaryum gelisiminde olusumu
sinir bliylime faktorii (“nerve growth factor’=NGF) tarafindan diizenlenen (Romero
ve ark., 2002) FSH reseptér (FSHR) diizeyini artirir (Hutt ve ark., 2006). Gdf9 -/-
fareler, folikiiler gelisim primer folikiil asamasinda bloke oldugu i¢in sterildir (Dong
ve ark., 1996). Biiylime farklilagma faktorii (“growth differentiation factor” = GDF9)
granuloza hiicreleri tarafindan ¢esitli morfogenlerin (Hedgehog ligandlari) iiretimini
saglar ve oositin folikiiler teka farklanmasi i¢in gerekli oldugu hipotezini dogurur
(Liu ve ark., 2015). Bunun aksine, Bmpl5-/- farelerde, folikiilogenez ovulatuvar
asamalara kadar bozulmaz ve ovaryumlar yalnizca minimal histopatolojik defekt

gosterir (Yan ve ark., 2001).
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FSH’in folikiilin hem germ hiicre hem de somatik bdliimlerininin gelisimini
koordine ettigi diistiniilmektedir (Demeestere ve ark., 2012). LH, KL ekspresyonunu
artirmasimin yaninda, granuloza hiicrelerinden epidermal biiylime faktorii (EGF)
salimimin1 uyarir ve germinal vezikiil yikimini (“germinal vesicle breakdown” =
GVBD) saglar (Kawamura ve ark., 2004). AMH, primordial folikiil havuzundan
secilmis olan folikiillerde goriiliir ve secilmemis olan folikiillerde gelisimin erken
asamalarini baskilar (Visser ve Themmen, 2005; Hillier, 2009). Kemik morfogenetik
proteinler (BMP-2, -6, -7 ve -15), insan granuloza hiicrelerinde AMH iiretimini

uyarir (Ogura-Nose ve ark., 2012).

Primer asamadan sekonder (preantral) asamaya geciste daha fazla oosit
ekspansiyonu, granuloza hiicre proliferasyonu ve LH’a cevap veren teka hiicre
tabakas1 gereklidir (Hillier, 2009). KL aktivasyonu ve erken folikiillogenezde gorev
alan LH, FGF-7 ve FGF-2’nin yaninda, endojen olarak sentezlenen BMP'ler,
aktivinler, inhibinler = ve follistatinler (Yoshioka ve ark., 1998) primordial
folikiillerin preantral folikiillere farklanmasinda 6nemli diizenleyicilerdir (Silva ve
ark., 2006). Aktivinler granuloza hiicre proliferasyonunu uyarir, onlarin FSH’a olan
duyarliligmmi artirir ve teka androjen sentezini inhibe eder, inhibinler ise LH ile
uyarilan androjen sentezini indiikler ve androjen sentezinde folikiil i¢i itici bir giic

olusturur (Hillier, 1991).

Konneksin-37 (heterolog oosit-granuloza oluklu baglantilarin1  olusturan)’yi
kodlayan Gja4 (“gap junction” = oluklu baglanti protein alfa 4)’lin silinmesi
preantral asamada folikiiler gelisimi durdurur ve oositi gelisminin ve mayotik
yeterlilik kazanmasini engeller (Carabatsos ve ark., 2000). KL/KIT sinyali preantral
folikiillerdeki oosit gelisimini etkiler ancak heterozigot hayvanlarda folikiilogenez,
dollenebilir oositlerin ovulasyon agamasina kadar normal sekilde ilerler (Reynaud ve

ark., 2001).

Folikiiler antrum olusumu ve antral ekspansiyon FSH bagimlidir (Combelles ve ark.,
2004). Gelisimin son asamalarinda pre-ovulatuvar folikiil endokrin (LH, FSH) ve
parakrin (inhibin-A) sinyalin etkisi ile 17b-Ostradiol sentezler (Hillier, 1991). LH

sinyali teka hiicrelerinde kolesteroliin androjenlere (androstenedion ve testosteron)
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doniigiimiinii saglar ve bu androjeneler artik luteinize edici hormon, koryonik
gonadotropin reseptorii (LHCGR) ve FSHR, salgilamakta olan granuloza hiicreleri
tarfaindan alinirlar. FSH, bu reseptorleri kullanarak, aromataz (CYP19) araciligr ile
androjenlerin Ostrojenlere (17b-Ostradiol, Ostron) doniistimiinii uyarir (Palermo,

2007).

Oosit tarafindan tiretilen ve biiyiik 6l¢iide aktif olan BMP15/GDF9 heterodimerleri,
kemik morfogenetik protein reseptor tip 1B (“bone morphogenetic protein receptor
type 1B” = BMPRI1B) ’yi de iceren spesifik bir reseptdr kompleksine baglanabilir ve
boylece SMAD?2/3 sinyal yolagint ve kumulus hiicrelerindeki hedef gen
ekspresyonunu aktive edebilir (Mottershead ve ark., 2015). BMP15 ve GDF9 ayni
zamanda kumulus hiicrelerinde natriliretik peptit reseptdri 2 (Npr2)’nin
ekspresyonunu artirarak oositlerin mayotik duraklamasini dolayli olarak etkileyebilir
(Zhang ve ark., 2010). Folikiilogenezin farkli asamalarinda granuloza hiicrelerinde
(PKCa ve PKC6) ve oositlerde (PKCe) lokalize olan belirli protein kinaz C (PKC)
izotiplerinin folikiilogenez siireciyle iligkili hiicre fonksiyonlarinda gorevli

olabilecegi diisiiniilmektedir (Tepekoy ve ark., 2014).

2.6. Oositin nuklear maturasyonu

Oositler, ovaryum folikiilleri icerisinde gelisen biiyiik hiicrelerdir. Eseyli iireyen
organizmalarda nuklear genetik materyalin yarisini olusturmanin yani sira, tiremenin
basarili bir sekilde gerceklesmesi icin gerekli olan tiim membrandz ve sitoplazmik
determinantlar1 ile embriyoyu meydana getirirler. Memeli oositleri, ¢evredeki
somatik hiicrelerden kaynaklanan parakrin sinyaller ve etkilesimlerin bir sonucu olan
uzun bir gelisim siirecine girerler. Yeterli biiyiikliige ulagsmis olan oositler LH
preovulatuvar artigina cevaben mayoz I’i tamamlarlar. Profaz I’de duraklamis olan
oositler tam bir nuklear membran ile karakterize edilirler ve nukleus, germinal
vezikiil (GV) adim1 alir. Mayoz I’in tamamlanmasinin en agik gostergesi GV’nin
ortadan kalkmasi ya da yikimi (GVBD), kromozom yogunlagmasi ve bipolar metafaz
I (MI) iginin olugmasidir. Birinci mayotik bdliinme siiresince, homolog kromozomlar
ayrilir ve bir set birinci polar cisimcige aktarilir ve boylece haploid genom olusur.

Daha sonra ikinci bir mayotik i1g olusur ve oositler metafaz II’ye (MII) girerler ve bir
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spermatozoon tarafindan aktive edilene kadar bu evrede beklerler (Hunter ve ark.,

1976) (Sekil 2.6).

Pekcok memelide MII evresine kadar olan mayotik maturasyon ovulasyon ile
tamamlanir ancak maturasyon ve ovulasyon arasindaki korelasyon deneysel olarak
ayrilabilir. LH bagimsiz (spontan) maturasyon oosit- kumulus hiicre kompleksinin
antral folikiillerden ayrilarak uygun bir medyumda kiiltiire edilmesiyle gergeklesir
(Pincus ve Enzmann, 1935). Bu nedenle ovulasyonun hormonal indiiksiyonu nuklear
maturasyonun baslamasi i¢in gerekli degildir. Aksine, gonadotropinlerin domuzlarda
erken Ostrus evresinde enjeksiyonu ile ovulasyon indiiksiyonu primer (diploid)
oositlerin ovulasyonu ile sonuclanmistir (Hunter ve ark., 1976). Oositler mayozun
devaminda defektler gosteren belirli fare tlirlerinde MI evresinde de ovule

olmuglardir (Eppig ve ark., 1977).
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Sekil 2.6. Oosit maturasyonunun sematik goésterimi. Profaz I’de duraklayan bir oosit, maturasyona
germinal vezikiil yikimi (GVBD) ile baglar. GVBD’yi takiben mayoz I igi olusur ve kromozom gé¢ii
baslar. Kromozom gocii ile birlikte kortikal aktomiyozin bolgesi olusur (kirmizi). Mayoz I anafaz ve
birinci polar cisimcigin atilmasinin ardindan, subkortikal bdlgede mayoz II igi olusur ve ikinci bir
polar aktomiyozin bdlgesinin olusumunu indiikler. 2C DNA igeren olgun oosit metafaz II asamasinda
duraklar ve bu sirada igin asimetrik konumu da korunur. Fertilizasyonun ardindan mayoz kaldigi
yerden devam eder ve kardes kromatidlerin ayrilmasi ve ikinci polar cisimcigin atilmasinin ardindan
1C DNA igerigi bulunan digi pronukleus olusur (Li ve Albertini, 2013).

Oositin nuklear maturasyonunun kontrolii, maturasyonun duraklamasi veya devam
etmesi oositte yer alan siklik adenozin monofosfat (cAMP) dengesi ile iliskilidir.
Oositteki cAMP  konsantrasyonundaki diisiis mayozun tamamlanmasma yani
maturasyonun devam etmesine neden olur (Conti ve ark., 2002). Gilchrist RB ve
arkadaglarinin  derlemelerinde belirtildigi gibi (Gilchrist ve ark., 2016) Orta
biiyiikliikteki antral ve pre-ovulatuvar folikiillerdeki oositler mayotik maturasyon

icin yeterlidir ancak folikiiler ¢evrenin etkisi ile GV asamasinda duraklarlar. Bu
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nedenle, folikiilden uzaklagtirilan ve in vitro ortama alinan oositlerde, hormon
bagimsiz, spontan mayotik maturasyon gergeklesir (Edwards, 1965). Folikiiler
somatik ve germ hiicrelerinde gelen siklik nukleotitler cAMP ve siklik guanozin
monofosfat (¢cGMP) oositin mayotik maturasyonunu koruyan temel molekiillerdir.
Theophylline (Cho ve ark., 1974) ve 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX) (Dekel ve
Beers, 1978), gibi spesifik olmayan fosfodiesteraz (PDE) inhibitérleri in vitro’da
oosit mayotik duraklamasini korur. Mayotik duraklama siirecinde PDElerin rolii
(Masciarelli ve ark., 2004), cAMPlerin yani sira (Mehlmann ve ark., 2002) cGMP
lerin oositteki kaynagi ve rolii ve natriiiretik peptitlerin katilimi belirlenmistir

(Zhang ve ark., 2010).

s,
' N _  Reseptorler

Granuloza hiicreleri Oosit

Sekil 2.7. cAMP dengesi ve mayotik duraklama. PDE izotipleri oosit ve granuloza hiicrelerinde
Ozgiinlik gostermektedir. PDE3A izotipi oositlerde bulunurken, PDE4D granuloza hiicrelerine
Ozgiindiir. Her iki izotipin gorevi cAMP enzimini baskilamak ve oositin mayotik duraklamasina son
vermektir (Conti ve ark., 2002).

PDEler, cAMP veya cGMP veya her iki siklik nukleotiti de hidrolize edebilen farkli
PDE izozimlerinden olusan 11 aileye ayrilmistir. Oositteki baskin PDE olan PDE3A,
cGMP ile inhibe olan bir cAMP hidrolize edici enzimdir (Maurice ve Haslam,
1990). ¢cGMP’nin bir oosit maturasyon inhibtérii oldugu (Hubbard, 1986) ve LH
uyarimimin ardindan ovaryumdaki cGMP seviyelesinin diistiigli (Ratner, 1976)
bilinmektedir. Granuloza/kumulus boliimiinden oosite oluklu baglantilar araciligr ile
gecen cGMP’nin oositteki PDE3A’y1 inhibe ettigi gosterilmistir (Norris ve ark.,
2009; Vaccari ve ark., 2009). Bu nedenle folikiiler somatik hiicrelerden gelen cGMP,
oositin mayotik duraklamasin1 korumak iizere yeterli oosit-ici cAMP diizeyinin

olugmasini saglar. Farmakolojik ve molekiiler yaklasimlar ile cAMP’y1 yikan ve
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inaktive eden PDE’lerin ekspresyonunun ovaryan folikiilde farkli bolgelere 6zgii
oldugu belirlenmistir. PDE3 oositte bulunurken, PDE4 granuloza hiicrelerinde yer
almaktadir (Sekil 2.7). Fare oositinde ekspresyonu goriilen PDE3’lin somatik
hiicrelerde bulunan PDE3A ile benzer 6zellikler sergiledigi belirlenmistir. Oositte
bulunan PDE3’{in tamamen inhibe edilmesi oosit maturasyonunu hem in vitro hem
de in vivo diizeyde bloke etmistir ve bu enzimin oosit maturasyonu i¢in gerekliligi

kanitlanmistir (Conti ve ark., 2002).

Oositteki yliksek cAMP diizeyi, “maturation promoting factor” (MPF) aktivasyonunu
cAMP bagimh protein kinaz A (PKA) nin etkisi ile baskilar (Bornslaeger ve ark.,
1986). MPF katalitik siklin bagimli kinaz 1 (“cyclin dependent kinase 1 =CDKI1 ya
da Cdc?) altiinitesi ve onun regiilator altiinitesi siklin B1’den olusan bir komplekstir
(Doree ve Hunt, 2002). MPF’nin aktivitesi Cdc2’nin biiylikk oranda korunmus
bolgeleri olan Thrl4 ve Tyrl5’in fosforilasyonu ile diizenlenir. Bu bolgelerde
gerceklesen inhibitor fosforilasyonlar Weel kinazlar tarafindan katalize edilirken, bu
bolgelerin defosforilasyonu ise Cdc25 fosfatazlar tarafindan gerceklestirilir (Lew ve
Kornbluth, 1996) (Sekil 2.8). Son yapilan ¢aligmalar gostermistir ki protein kinaz A
(PKA), hem Cdc25 fosfatazlarin hem de Weel kinazlarin aktivitelerini dogrudan
diizenler (Oh ve ark., 2010).

0 P P
\\0 Myt1/Weel w

o Cde25 _ cyclin B

MPF =) pre-MPF

Sekil 2.8. “Maturation promoting factor” (MPF) aktivitesini diizenleyen mekanizmalar. Mature olan
oositlerde pre-MPF ve MPF dengesi Mytl/Weel ve cdc25 aktivitesi ile kontrol edilir. Yaglanmisg
oositlerde, Mytl/Weel ve cdc25 aktivitelerindeki dengenin bozulmasi ile gerceklesen pre-MPF
birikimi ile MPF aktivitesi azalir. Vanadat, geng oositlerde cdc25 aktivitesini baskilar ve bdylece pre-
MPF birikimi ve MPF aktivitesinde azalma gergeklesir. Bunun aksine, kafein yaslanmis oositlerde
Mytl/Weel aktivitesini baskilar ve pre-MPF’den aktif MPF’ye doniisiime neden olur ve MPF
aktivitesi artar (Miao ve ark., 2009).

Adhikari D ve arkadaglarinin derlemelerinde belirtildigi gibi (Adhikari ve Liu, 2014)
profaz -1 duraklamasi diisiik MPF aktivitesi ile iligkilidir ve hormonal sinyallerin
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gelmesinin ardindan mayozun tamamlanmasi MPF aktivasyonu ile gerceklesir
(Jones, 2004; Adhikari ve ark., 2012). CDK1, matur olmayan oositlerde mayozun
tamamlanmasinda 6nemli bir rol oynar ve diger CDKlar CDKI1 fonksiyon kaybini
telafi edemezler (Adhikari ve ark., 2012). Mature olmayan oositlerde profaz I
evresinden c¢ikis mitozdaki G2/M faz gecisine karsilik gelir ve CDKI1, G2/M
gecisinde de onemli bir rol oynar (Santamaria ve ark., 2007; Diril ve ark., 2012).
Hem mitoz hem de mayozda Cdc2-Siklin B kompleksi farkli sitoplazmik
bolgelerdeki aktivasyonundan sonra profazdan metafaza gecisin isareti olan GVBD
icin gerekli olan belirli hedefleri fosforile etmek {lizere nukleusa girer (Marangos ve

Carroll, 2004).

Fare oositleri antral folikiillerden ayrildiklarinda ve in vitro kiiltiire edildiklerinde
mayozu kendiliginden tamamlarlar. Ancak, PKA’nin katalitik altlinitesinin
mikroenjeksiyonu profaz I duraklamasini koruyabilir (Bornslaeger ve ark., 1986).
Benzer sekilde, PDE3A igermeyen fare oositlerinde GVBD ger¢eklesmezken, PKA
sinyalinin inhibe edilmesi bu oositlerde GVBD’yi indiikler (Masciarelli ve ark.,
2004). Bu sonuglar gosterir ki, CAMP tarafindan saglanan profaz I duraklamasi PKA
aktivasyonu araciligiyla gerceklesir. PKA, CDK1’i dogrudan fosforile etmez ancak
CDKT’in inaktif olarak kaldig: siirecte Weel kinaz ve Cdc25b fosfataz’in aktivitesini
diizenler ve dengeler. Preovulatuvar LH uyarimi ve oositin folikiilden atilmasi ile
birlikte, cAMP’deki azalma CDKI1’in aktive olmasimi saglar. Cdc25 fosfataz ve
WeelB kinaz, fare oositlerinde PKA’nin dogrudan substratlar1 olarak gosterilmistir

(Han ve Conti, 2006).

GV asamada duraklayan oositlerde, Cdc25b’nin PKA aracilt fosforilasyonu
fonksiyonunun baskilanmasina neden olur (Pirino ve ark., 2009). WeelB’nin PKA
tarafindan fosforilasyonu WeelB aktivitesini artirir ve boylece nukleustaki MPF
aktivitesini inhibe eder (Sekil 2.9). MPF, GV asamada duraklamis olan oositlerde
genel olarak sitoplazmada lokalize olsa da sitoplazmik lokalizasyon, nukleustan hizl
bir sekilde sitoplazmaya dogru hareket veya nukleusa gidisin oldukca yavas olmasi
sonucu olabilir (Reis ve ark., 2006). Bu nedenle, WeelB, mayotik duraklama
stiresince nukleusa giden MPF’nin aktivasyonunu Onler. Diger taraftan miyelin

transkripsiyon faktorii-1 (Mytl), sitoplazmada lokalize olan MPF’nin aktivitesini
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inhibe eder. Bu inhibisyon Myt/’in morfolino oligoniikleotit “knockdown”

uygulamasi ile gosterilmistir (Oh ve ark., 2010).
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Mayotik duraklama

Sekil 2.9. Mayotik duraklamanin korunmasini saglayan hiicre sinyali. GPR3’iin, folikiiler hiicrelerden
gelen sinyal veya bilinmeyen bir ligand aracilig ile aktive olmasinin ardindan Gs aktive olur ve
adenilat siklaz’1 (AC) uyararak cAMP artisina neden olur. cAMP ise protein kinaz A (PKA)’y1 aktive
eder ve aktive olan PKA hiicre siklusu regiilatdr kompleksinin (CDK1/siklinB) fosforile olmasin (P)
ve bu sekilde inaktive olmasii saglar. PKA (dogrudan veya dolayli olarak) inaktive edici fosfataz
CDC25b (CDC25b-P)’nin fosforilasyonuna neden olur. PKA ayni zamanda CDK1’i fosforile ederek
mayozun tamamlanmasini Snleyen WEE1/MYT1 kinazlarin aktivitesini de uyarabilir. cAMP
fosfodiesteraz, PDE3A’nin aktivitesinin de immatiir oositte diisiik tutuldugu ve oositte cAMP
yikimiin nlenerek cAMP diizeyinin korundugu diisiiniilmektedir (Mehlmann, 2005).

Adhikari D ve arkadaslarinin derlemelerinde belirtildigi gibi (Adhikari ve Liu, 2014),
CDK1, Weel/MYTI kinazlar tarafindan, treonin-14 (Thr14) ve tirozin-15 (Tyrl5)
bolgelerinden fosforile oldugunda inaktive olur (Mueller ve ark., 1995). Fare
oositlerinde WeelB, CDK1’1 Tyrl5 bolgesinden fosforile eden kilit bir CDK1
inhibitor kinazdir (Han ve ark., 2005). WeelB mRNA germinal vezikiil (GV)
asamada duraklayan oositlerde translasyona ugrar ve ekspresyonunun baskilanmasini
hem in vivo hem de in vitro ortamda mayozun erken tamamlanmasina neden olur
(Han ve ark., 2005; Han ve Conti, 2006). WeelB inhibisyonu, normalde folikiilden
atilmasinin ardindan GVBD goriilmeyen PDE3A i¢ermeyen fare oositlerinde GVBD
gerceklesmesini saglar. Bu bilgi de WeelB’nin profaz 1 duraklamasini saglamada
PKA’nin hedef proteini olarak gorev aldigin1 gosterir (Masciarelli ve ark., 2004; Han
ve ark., 2005). PKA’nin WeelB’yi serin-15 (Serl5) bolgesinden dogrudan fosforile
ettigi ve kinaz aktivitesini artirdigi in vitro ortamda gosterilmistir (Han ve ark.,
2005). MYT]1 kinazin azalmasi da fare oositlerinde mayozun erken tamamlanmasina

neden olur. WeelB oosit nukleusunda lokalize olurken, MYTI1 sitoplazmadaki
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CDKI1 aktivitesini inhibe eder (Oh ve ark., 2010). Hem WeelB hem de MYTI1
baskilandiginda, mayozun devamliligina olan etkileri her birinin tek basina

baskilandig1 durumdaki etkisinden ¢ok daha fazladir (Han ve ark., 2005).

Cdc25’nin 3 izoformu (Cdc25A, Cdc25B, ve Cdc25C), memeli hiicre siklusunun
diizenlenmesinde, CDK1’in Weel/MYT1 kinazlar tarafindan gergeklestirilen
inhibitdr fosforilasyonlarinin tersine ¢evrilmesinde gorev alir (Rudolph, 2007). PKA,
Xenopus oositlerinde Cdc25’yi Ser287 bolgesinden fosforile ederek inaktive eder.
Cdc25b’nin PKA tarafindan fosforile edilemeyen mutant bir versiyonu oositte asiri
derecede eksprese edildiginde, PKA profaz I duraklamasini korumaya daha fazla

devam edemez (Duckworth ve ark., 2002).

y. PDE3A
"cAMP "4~

. PKA
» Y

» Y
WEE1/MYT1 CDC25b

P
' “MPF.V

Mayozun devam etmesi

Sekil 2.10. LH’in mayozun tamamlanmasina iliskin potansiyel hedefleri. Mayotik duraklama
mekanizmasinin aksine oositte aktif olan PDE3A, cAMP diizeyinin diismesine neden olur ve bunun
sonucu olarak PKA inaktif hale gelir. Boylece WEE1/MYT1 inaktif hale gelirken CDC25b aktive olur
ve MPF’yi aktive ederek mayozu tamamlanmasini saglar (Mehlmann, 2005).

Fare oositlerinde, Cdc25B’nin CDKI1 aktivasyonu ve mayozun tamamlanmasi i¢in
gerekli oldugu gosterilmistir (Lincoln ve ark., 2002). Fare oositlerinde mayotik
duraklama stiresince, PKA’nin Cdc25B’y1 Ser321 bolgesinden fosforile ederek
inaktive ettigi diistiniilmektedir (Zhang ve ark., 2008; Pirino ve ark., 2009). Cdc25B,
PKA tarafindan fosforile edildiginde 14-3-3 proteinlerine baglanir ve substratindan
uzaga, sitoplazmaya aktarilir (Pirino ve ark., 2009). Cdc25B’nin PKA tarafindan
fosforile edilemeyen bir mutant versiyonu fare oositlerinde eksprese edildiginde
nukleusta lokalize olur ve GVBD’yi hizlandirir (Pirino ve ark., 2009; Oh ve ark.,
2010).
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Oositte LH uyarmminin ardindan cAMP seviyeleri diistiigiinde ve PKA inaktive
oldugunda, Cdc25B PKA tarafidan fosforile edilmez ve dolayisiyla inaktive
edilemez ve nukleusa hareket eder (Oh ve ark., 2010) . Nukleustaki fosfataz birikimi,
WeelB/MYT]I kinazlar tarafindan gergeklestirilen inhibitor fosforilasyonlar1 ortadan
kaldirarak CDK1 aktivitesini artirir ve nukleusa giden MPF’nin aktivasyonunu

indiikler (Sekil 2.10).

Nukleusta, aktive olan MPF, WeelB’nin sitoplazmaya gonderilmesini indiikler.
Boylece, mayotik duraklama PKA’nin cAMP aracili aktivasyonu ve MPF aktivitesini
diizenleyen kinaz ve fosfatazlarin dogrudan regiilasyonu ile diizenlenir. Regiilator
zincirin bu iki halkas1 mayotik duraklama siiresince MPF’yi inaktif halde tutmak

tizere sinerjistik olarak ¢alisir (Conti ve ark., 2012).

Siklin miktarinin artmasi CDK1 aktivasyonu i¢in énemli bir gerekliliktir (Murray ve
Kirschner, 1989). Mitotik hiicre sikluslarinda, her mitozda yeni siklin sentezi
meydana gelir (Evans ve ark., 1983) ve mitozdan ¢ikis siklin B1’in ubikutin bagimli,
proteozom aracili yikimi ile gergeklesir (Glotzer ve ark.,, 1991). GV asamada
duraklayan fare oositlerinde, MPF aktivasyonu veya GVBD i¢in protein sentezi
gerekli degildir (Hashimoto ve Kishimoto, 1988). Yeni siklin B sentezi icin
gereklilik yok ise, oogenez siirecindeki pre-MPF’nin defosforilasyonu = MPF
aktivasyonu i¢in yeterlidir (Chesnel ve Eppig, 1995). Protein sentezi inhibitorleri
normal mayoz I (MI) ig olusumunu engellediklerinden (Hashimoto ve Kishimoto,
1988), MI siiresince protein sentezinin gerekli oldugu diistiniilmektedir. MI siiresi ve
GVBD ile MI arasindaki MPF aktivitesindeki artis siklin sentez hiz1 ile iliskili
oldugundan, siklin B’nin gerekli proteinlerden biri oldugu diisiiniilmektedir (Hampl

ve Eppig, 1995).

CDK1-siklin B aktivitesi ile ilgili 6nemli olan diger bir nokta bu kompleksin hiicre
igerisinde nasil bir dagilim gosterdigidir (Pines, 1999; Takizawa ve Morgan, 2000).
CDKl-siklin B interfaz siiresince sitoplazmiktir ve nuklear kilif yikimindan
(“nuclear envelope breakdown” = NEBD) hemen once, profazin ge¢ asamalarida
nukleusa girer (Pines ve Hunter, 1991; Casas ve ark., 1999). GV oositlerde siklin

B1’in aktif nuklear eksport ile sitoplazmada tutuldugu ve sonrasinda, GVBD’den
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hemen once siklin B1’in kromatin ile iliskide olacagi nukleusa tasindigi

gosterilmistir (Marangos ve Carroll, 2004).

Olgun oositler ikinci mayoz boliinmenin (MII) metafaz evresinde duraklar.
Fertilizasyon ile birlikte hiicreici Ca>" konsantrasyonunun hizli ve gegici olarak artist
tetiklenir. Bu Ca®" sinyalleri MPF’yi inaktive ederek hiicre siklusunun devam
etmesini saglar (Jones, 2005). Genel olarak siklin B’nin proteolitik yikiminin MPF
inaktivasyonunu ve M-faz cikisini kontrol ettigi diisiiniilmektedir (Wasch ve Cross,
2002; Jones, 2005). Oositlerde siklin B yikimi1 “anaphase-promoting complex”
(APC)’nin koaktivatoriic Cdc20 (APCcdc20) ile birlikte aktivasyonu ile gerceklesir
(Wasch ve Cross, 2002).

2.7. MAPK sinyali ve nuklear maturasyondaki rolii

Mitojen ile aktive olan protein kinazlar (MAPK), bir¢ok hiicre tipinde yer alan, bir
dizi hiicre dis1 uyaran ve sinyal yolagi aracilifiyla diizenlenen, hiicre siklusu,
proliferasyon ve farklilagmanin kontroliinde gorev alan serin/threonin kinazlardir
(Pearson ve ark., 2001). Memeli oositlerinde MAPK’in p44ERK1 (“extracellular
signal-regulated kinase” = hiicredis1 sinyaller ile kontrol edilen kinaz) ve p42ERK2
olmak tizere iki izoformu bulunur ve pekgok calisma bu kinazlarin mayotik
maturasyon siirecinde aktive oldugunu gostermistir (Fan ve Sun, 2004). MAPK
fosforilasyonu ve aktivasyonu i¢in sinyal yolaginin bir iist basamaginda yer alan
MEK (MAPK/ERK Kinaz)’in MOS proteini tarafindan fosforilasyonu ve
aktivasyonu gerekir (Verlhac ve ark., 2000). MAPK’in MPF aktivasyonu ile iligkili
oldugu gosterilmistir (Verlhac ve ark., 2000).

2.8. Sitoplazmik oosit maturasyonu

Oositin MPF ile diizenlenen nuklear maturasyonu sirasinda, sitoplazmik maturasyon
da gergeklesmektedir. Sitoplazmik maturasyon sirasinda organellerdeki artigin yan
sira hiicre iskeleti elemanlarinin yeniden organize olmasi mayoz béliinmenin uygun
sekilde gerceklesmesini saglamaktadir (Watson, 2007). Sitoplazmik maturasyon
gelisen oositlerde gergeklesen, fertilizasyon ve erken embriyo gelisimi igin gerekli

olan bir siirectir. Nuklear maturasyon ile paralel olarak gerceklestigi diisiiniilse de,
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mayozun devamindan Once oosit biiylimesi sirasinda da kilit adimlar gerceklesir

(Eppig 1J, 2003).

Primordiyal folikiil oositleri genellikle yaniltici bigimde “sessiz” olarak
tanimlanirlar. Ancak bu sadece dinlenme halinde olan nukleusun durumudur. Kiiciik
oositlerdeki bir veya daha fazla nukleusun varligi, RNA polimeraz aktivitesi ve
aminoasitler ile riboniikleotidlerin alimi1 aktif olduklarin1 gosterir. Orta-gelismis
evredeki oositler pek ¢ok somatik hiicreden 10 kat daha fazla RNA firetirler ve
nukleoluslar daha genis ve yogun hale gelir. Primordiyal folikiillerdeki oositler ile
karsilastirildiginda, olgun oositler ¢cok daha karmasik bir sitoplazmik organizasyona
sahiptir, mayozu tamamlamak ic¢in yeterlidirler ve fertilizasyonu gergeklestirip

yariklanma boliinmelerini tamamlayabilirler (Grudzinskas, 1995).

Kiiciik oositlerin organelleri genellikle nukleus cevresinde kiimelenmistir. Isik
mikroskobu altinda bu organeller Balbiani vitellin cisimcigi (yolk nukleusu) de
denen, Golgi aygiti, mitokondri ve yag damlaciklar1 gibi pek cok membrandz
organeli iceren tam bir perinuklear yapi olarak go6zlemlenir. Oosit biiyiimeye
basladiginda bu organeller hiicre polarize olmaksizin perifere dogru go¢ eder. Golgi
aygitr, disart verilecek olan glikoproteinlerin {iretimindeki roliine uygun olarak

kortikal bolgede iki ayr1 bolgeye boliiniir (Grudzinskas, 1995).

Kortikal graniil olusumu rodentlerde oosit gelisiminin baslangicindan hemen sonra
gerceklesir ve post ovulator evreye kadar devam eder. Olgun evrede, dollenmenin
ardindan veya diger aktive edici sinyallere cevaben perivitellin aralia salinmak
tizere hlicre membraninin hemen altinda yer alirlar (Grudzinskas, 1995). Oositte
bulunan kii¢iik, oval veya yuvarlak sekilli mitokondriler preovulatoér evrede sayica
artar ve krista daha siitunsu bir hal alir (Grudzinskas, 1995). Babayev E. ve
arkadaglarinin derlemelerinde belirtildigi gibi (Babayev ve Seli, 2015) memeli
oositlerindeki mitokondriler transkripsiyonel ve biyoenerjetik olarak sessizdir ve bu
fonksiyonel evre, 6zellikle diisiik ATP iiretimi goriilen olgun olmayan oositlerde
(Bentov ve ark., 2011) evrimsel olarak korunmustur (Allen ve de Paula, 2013). Bu

sessiz evrenin, daha sonra embriyoya gecmesi muhtemel olan mitokondriyal DNA
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mutasyonlarint minimum diizeyde tutmak i¢in 6nemli olduguna inanilmaktadir (de

Paula ve ark., 2013).

Oositler, hiicre boliinmesi sirasinda kromozomlar1t ayiran ig ipliklerinin
diizenlenmesinden sorumlu olan sentriyollere sahip degillerdir. Primordiyal
oositlerde var olan sentriyoller orta-gelismis evrede kaybolurlar ve embriyo birgok
yariklanma boliinmesini tamamlayincaya kadar ortaya c¢ikmazlar (Grudzinskas,
1995). Hem graniilli hem de diiz yiizlii endoplazmik retikulum (ER) oogenez
stiresince mevcuttur ancak olgun oositlerde baska yapilara doniistiikleri i¢in graniilli
ER daha seyrektir, diiz yiizlii ER ise daha az 6nemli hale gelir. Ribozom sayis1 farede
oogenez siirecinde ooplazmanin genislemesi nedeniyle dort kat artar (Grudzinskas,

1995).

2.9. Asimetrik hiicre bélilnmesi

Hiicre boliinmesi diisiiniildiigiinde genellikle bir hiicrenin iki 6zdes hiicreyi vermesi
akla gelir. Ancak bircok durumda, hiicre boliinmeleri asimetriktir ve protein igerigi,
hiicre boyutu veya gelisimsel potansiyeli agisindan farkli olan yavru hiicreleri

olusturur (Knoblich, 2008) (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11. Asimetrik hiicre boliinmesi tipleri. (A) Asimetrik hiicre kaderi belirlenmesi nig’ten elde
edilen bir sinyal ile diizenlenir. Nis ile temas halinde bulunan hiicreler kimliklerini korurken,
boliinmeden sonra nis’ten ayrilan hiicreler farkli bir hiicre kaderine sahip olurlar (B) Eksternal polarite
hiicre kaderi determinantlariin (yesil) asimetrik lokalizasyonunu igerir (C) Intrinsik asimetride hiicre
kaderi determinantlarina (yesil) mitoz siiresince ekstraseluler bilesenlerin yoklugunda yol gdsteren
polarite proteinleri (kirmizi) bulunur (Neumuller ve Knoblich, 2009).
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Memeli oositleri tarafindan gerceklestirilen ardarda gelen iki hiicre boliinmesi ile
maturasyon siirecinde haploid, fonksiyonel bir gamet meydana gelmektedir. Bu iki
boliinme, hem yavru hiicrelerin boyutlar1 hem de gelisim potansiyelleri agisindan
oldukca asimetriktir. Biiylik olan oosit fertilize olarak embriyoya gelisebilirken,
kiigiik polar cisimcikler ise dejenere olur. Bu asimetrik hiicre boliinmesi, olgun
oositin genig bir sitoplazmaya sahip olmasini ve sperm giriginin kolaylagmasini
saglarken, tek bir zona pellusida igerisinde gelisim potansiyeli diisiik olan ¢ok sayida

fertilize olmus oosit olusumunu 6nlemek icin gereklidir (Otsuki ve ark., 2012).

Farkli memeli tiirlerinde profaz I asamasinda duraklayan oositlerin germinal vezikiilii
merkezi konumludur. /n vitro matiirasyon sirasinda fare oositlerinde kromozomlar
metafaz plaginda dizildiklerinde, mayoz I igi kortekse goc¢ eder ve anafazi baslatir.
Bu siireg, “kromozom gogli” olarak adlandirilir. Mikrotiibiil inhibitorlerinin bu
stirecte kullanilmasi kromozom gociinii engellemediginden kromozom gogii i¢in itici
giiclin mikrotiibliller olmadig diistiniilmektedir (Longo ve Chen, 1985). Polar
cisimcigin atilmasi mayotik igin kortekse dogru hareketini ve burada demirlenmesini
gerektirir, ki bu hareket i¢in itici gii¢ aktin filamanlardir (Yi ve Li, 2012; Almonacid
ve ark., 2014). Mayotik igin konumlanmasmin ardindan bdliinme ¢izgisi ig
ipliklerinin hemen yaninda belirir (Heidemann ve Kirschner, 1978) ve sitokinezin
ardindan polar cisimcik atilir (Maro ve Verlhac, 2002). Mayoz I kromozom gogii,
oosit polaritesinin kazanilmasinda asimetrik hiicre boliinmesi i¢in igin pozisyonunun
yant sira farkl katkilarda da bulunur. Kortekste F-aktin birikimi ve mikrovillustan
fakir bir zonun olusumu ve miyozin II halkasi ile karakterize olan korteksin yeniden
sekillenmesini indiikler (Deng ve ark., 2007). Yeniden organize olan bu korteks
bolgesinde hiicre polaritesini diizenlemekten sorumlu “partitioning defective 3
(PAR3) (Duncan ve ark., 2005) RHO (Ras homolog gen) ailesi GTPaz aktif formu
olan RAC (Ras-related C3) (Halet ve Carroll, 2007) lokalize olur. Bu bélge polar
cisimcigin atilacagi kisimdir. Mayoz I’in ardindan mayoz II’ye ait 1§ de subkortikal
bolgede olusur ve kromozom yeni bir aktomiyozin bileseninin konumunu belirler.
Olgun oosit kortikal polariteyi fertilizasyona kadar korur (Deng ve ark.,
2007).Mayoz II geciren oositlerde kromozom, kortekse olan uzakligi “small GTPase
RAN (“RAs-related Nuclear protein)”i i¢eren bir mekanizma ile belirler. Mayotik 1§

olusumu RAN-GTP gradienti/yogunluk farki ile saglanir. Bu gradient kromatin ile
27



iligkili olan “regulator of chromosome condensation 1”7 (RCC1), RAN GEF
(“guanine nucleotide exchange factor””) ve RAN’a iliskin sitoplazmik GTPaz aktive
edici protein aracilifiyla kromozomlarda yogunlasir (Kalab ve Heald, 2008) (Sekil
2.12).
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Sekil 2.12. Aktomiyozin olusumunu saglayan kromatin sinyaline ait olan muhtemel molekiiler ag.
Kromatin tarafindan olusturulan RAN -GTP gradienti RAC GTPaz aktivasyonu saglar ve RAC
GTPaz da WASL’yi (ndral Wiskott—Aldrich sendromu proteininin fare homologu) ve ARP2/3 (aktin
ile iligkili protein 2/3) kompleksini aktive eder ve aktin polimerizasyonunu baslatir. Diger bir yolak
ile, RAN-GTP, muhtemelen MLCK (miyozin hafif zincir kinaz) aktivasyonu araciligi ile miyozin
II’nin kortikal lokalizasyonunu uyarir. MLCK ’nin da bilinmeyen bir mekanizma ile aktin olusumunu
etkiledigi diistiniilmektedir. Kesikli ¢izgiler direkt olmayabilecek etkilesimleri gosterirken, soru
isaretleri spekiilatif olan etkilesimleri isaret etmektedir (Li ve Albertini, 2013).

2.10. Oositte hiicre iskeleti elemanlar:

Mayotik maturasyon siiresince oosit, arada DNA replikasyon fazi igermeyen iki
hiicre boliinmesi geg¢irir. Bu boliinmeler oositin hiicre iskeleti elemanlar1 tarafindan
kontrol edilen ve biiyiik Olgiide zaman bagimli olan bir dizi hiicresel olay1 igerir.
Mikrotiibiiller ig ipliklerini olusturur ve birinci mayoz bodliinmede homolog
kromozomlart (MI, yarilanma boliinmesi), ikinci mayoz boliinmede kardes
kromatidleri (MII, esitleme boliinmesi) ayirir. Buna ek olarak ig mikrotiibiilleri ve
aktin mikrofilamanlar1 bu mayotik boliinmelerin asimetrisini kontrol eder. Iki
boliinmede de kiigiik bir polar cisimcik ve polar cisimcige gore oldukga biiyiik olan
ve boyutunu koruyan ve oogenez siiresince biriken tiim maternal depoyu igeren oosit
olusur. Mitoz siiresince ig diizenlenmesi mikrotiibiil polimerizasyonunun temel

noktalar1 olan sentrozomlar tarafindan genis bir alana yayilir (Ou ve Rattner, 2004).
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Mitozun baslangicinda tek olan sentrozom duplike olur ve iki sentrozom ayrilarak
nukleusun zit noktalarina go¢ ederler. Bunun bir sonucu olarak, nuklear kilifin
yikilmasinin ardindan, her iki sentrozomdan ¢ikan mikrotiibiiller kromozomlar ile
etkilesime gecer ve hizli bir sekilde bipolar ige organize olurlar. Oositte sentrozom
yoktur ve mikrotiibiiller, mikrotiibiil organize edici merkez (“Microtubule organizing
centers” = MTOC) ad1 verilen sitoplazmanin farkli noktalarinda polimerize olurlar.
Cok sayida MTOC’un sitoplazmaya yayildigi fare oositinde, kromozomlar ig
diizenlenmesinde oOncii rol alirlar. GVBD’den hemen sonra, MI baslangicinda
MTOClar aktive edilir ve/veya kromozomlarin yakinina getirilir ve mikrotiibiiller bu
alanda stabilize olurlar. Daha sonra, rastgele diizenlenen gelisen mikrotiibiiller

kromozomlarin ¢evresinde bipolar sekilde diizenlenirler.

Bipolar ig diizeni saglandiginda kromozomlar metafaz plagini olusturmak iizere ig
ekvatorunda dizilirler. Mitoz siiresince bu dizilim, her iki kardes kromatit ile iligkili
yapilar olan kinetokorlar tarafindan diizenlenir. Kinetokorlar mikrotiibiilleri tutar,
stabilize eder ve direngli bir ‘kinetokor ipligi® (K-ipligi) olusturur. K-iplikleri bir
kromozomun her iki kinetokorunu zit i§ kutuplarima ¢ektiginde, kromozom ig
ekvatoruna taginir (Biggins ve Walczak, 2003). Fare oositlerinde, birinci mayotik M
fazinda metafaz plaginda bivalent kromozom dizilimi alternatif mekanizmalar igerir.
Mitozda tanimlanan durumun aksine, mayoz I M fazinda bivalentler ile iliskili olan
kinetokorlar, mikrotiibiilleri demirlemek ve/veya stabilize etmek icin yeterli degildir.
Ancak, K-ipliklerinin yoklugunda, bivalent kromozomlar ig ekvatoruna dogru tasinir
ve birkag saat bu alanda kalir (Brunet ve ark., 1999). ig mikrotiibiillerinin kromozom
kollarna itici gii¢ uyguladigr gosterilmistir. ‘polar riizgar’ olarak da adlandirilan bu
giicler kromatin ile iligkili mikrotiibiil motorlari ile diizenlenirler (Brunet ve Vernos,

2001).

Asimetrik boliinme ile ilgili bilgiler genellikle, 1§ konumlanmasimin hiicre korteksi
ve ig kutuplarini hiicre korteksine baglayan ‘astral’ mikrotiibiiller ile gerceklestigi
(Cowan ve Hyman, 2004) mitotik hiicreler iizerinde yapilan gozlemlere dayanir
(Betschinger ve Knoblich, 2004). Oositte sentrozom yoktur ve 18, astral
mikrotiibiilleri icermez. Fare oositlerinde, diger tiirlere ait oositlerde tanimlananin

aksine (Weber ve ark., 2004; Yang ve ark., 2005) ig gocii ve demirleme igin
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mikrotiibiiller degil aktin mikrofilamanlar gereklidir. Fare oositlerinde bu siiregler,
mikrofilamanlar ve kromozomlarin etkilesimlerine baglidir (Verlhac ve ark., 2000),
ancak bu etkilesimlerin molekiiler temeli heniiz tam olarak bilinmemektedir. Aktin
ile iligkili motor protein olan miyozinII’nin polar cisimcik olusumunda rol oynayarak

siirece katkis1 oldugu diisiintilmektedir (Simerly ve ark., 1998).

Fare oositlerinde igin eksentrik konumlanmasi oosit korteksinin  lokal
reorganizasyonu ile iligkilidir. Bu kortikal domain, 1§ gocli sirasinda ortaya ¢ikar ve
MII siiresince ig iizerinde tutulur. Reorganizasyon, mikrovilluslarin lokal olarak
kaybolmasi (Johnson ve ark., 1975), aktin mikrofilamanlarinin plazma membraninin
altinda birikmesi (Longo ve Chen, 1985) ve kortikal graniillerin atilmasi (Deng ve
ark., 2005) ile karakterizedir.

2.11. Aktin yapasi ve ozellikleri

42-kDa’luk bir protein olan aktin monomeri, ¢ift zincirli helikal bir aktin filamanini
olusturmak i¢in en temel birimdir (Holmes ve ark., 1990; Kabsch ve ark., 1990).
Aktin nukleasyonu, aktin dimer ve trimerlerinin olusumu ve yogunlagsmasidir. Aktin
filaman diizenlenmesinin kinetigi, nukleasyon asamasi ile termodinamik olarak
sinirlanir  (Sept ve ark., 1999).  Trimerler olusur olusmaz, mevcut aktin
monomerlerinin konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak hizli bir sekilde uzamaya
baslarlar (Wegner ve Engel, 1975). Aktin monomerlerinin filaman uglarindaki
polimerizasyonunu takiben filaman icerisindeki aktin altiinitelerine bagli ATP’nin
0,3 s! hizinda hidrolizi ve 0,002 s™! hizinda fosfat ayrismas1 gerceklesir (Blanchoin
ve Pollard, 2002). Buna ek olarak, aktin monomerleri, kalsiyum ve magnezyum gibi
divalent katyonlar1 baglar ve baglanmis katyonun 06zelligi polimerizayon
dinamiklerini etkiler (Blanchoin ve Pollard, 2002). Mg®"un hiicresel
konsantrasyonlart milimolarin iizerinde oldugundan, fizyolojik kosullar altindaki
aktin monomerleri MgATP ile yiikliidiir (Pollard ve ark., 2000). Blanchoin L. ve
arkadaglarin derlemelerinde belirtildigi gibi (Blanchoin ve ark., 2014) aktin
filamanlar, saga doniik helikal burgu seklinde, ¢entikli ve sivri u¢ olarak adlandirilan
dinamik olarak farkli iki ucu bulunan polar polimerlerdir. Centikli ug, aktin
filamanmin daha dinamik olan ucudur ve 11,6 uM™!-s""lik bir hiz ile sivri uca gore

10 kat daha hizli uzar (Pollard, 1986).
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Sekil 2.13. Aktin polimerizasyonunun sematik gosterimi. G-aktin, ¢iftli heliks icerisinde organize
olan, birbirine dolanmis iki protofilamandan olusan F-aktin polimerlerine polmerize olur. Aktin
filamanlar1 polardir ve centikli u¢ sivri ugtan daha hizli biiyilir. a) Nukleasyon, yeni aktin
filamanlarinin olusum siirecidir ve filaman uzamasina onciilliik etmektedir. Uzayabilen uglar1 olan bir
filaman nukleusu olusturmak icin ii¢ G-aktin monomeri biraraya gelmelidir. Aktin filamanlarinin
kendiliginden uzamasi G-aktin monomerlerinin eklenmesi ile gergeklesir ve kaplama olarak
adlandirilan bir islem ile heterodimerik bir kaplama proteini tarafindan bloke edilir. b) Nukleusun
olusumu aktin polimerizasyonunda hiz sinirlayici bir asamadir ve ¢ok sayida nukleasyon yapan
protein tanmimlanmgtir: aktin filaman nukleasyonu yapabilen ve bu filamanlarin uzamasini
saglayabilen forminler; tekrarlayan WH2 motifleri igeren ve monomerik aktine baglanabilen WH2
aktin nukleasyonu saglayicilari ve ARP2 (aktin ile iliskili protein 2) ve ARP3’i igeren ARP2/3
protein kompleksi. Aktive edildiginde ARP2/3 kompleksi dnceden var olan aktin filamanina baglanir
ve ARP2 ve ARP3’ii biraraya getirecek bir konformasyonel degisiklik gecirir. Bu degisiklik aktin
filamanin uzayabildigi ¢entikli ucu taklit eder. Yeni aktin filamani, daha dnceden var olan aktin
filamanma sivri ucu araciligi ile baglanir ve ARP2/3 dallanmis bir aktin agt olusturur. Aktin
filamanlarinin uzamasi, ¢entikli uglart kaplama proteininden koruyan iki sinif protein tarafindan
kolaylastirilir ve hizlandirilir: ENA/VASP proteinleri ve forminler. Her iki protein sinifi da F-aktin’in
uzamasi i¢in profilin bagl G-aktin’i alir (profilin, G-aktin {izerinde ADP’den ATP doniisiimiinii saglar
ve polimerizasyon igin G-aktini yeterli hale getirir). Profilin-aktin kompleksi filamanlarin
nukleasyonunu kendiliginden saglayamaz ve sivri uglart uzatamaz. Ancak ENA/VASP proteinleri ve
forminler ile ¢entikli uglart uzatabilir. Kofilin, filamanlar1 depolimerize eder ve aktin molekiillerinin
yikilmasini destekler (Krause ve Gautreau, 2014).

Aktin filamanlarinin polimerizasyonu ve aktin regiilatdr proteinler ile iligkileri ¢ok
farkli aktin mimarilerinin olusmasin1 saglar. Aktin polimerizasyon nukleasyonu

termodinamik olarak elverigsizdir; ancak oligomerler olustugunda spontan aktin
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diizenlenmesi, aktin monomeri ‘kritik konsantrasyon’ olarak adlandirilan noktanin

(6rnegin 0.1uM) tizerindeyse ¢entikli uglarda gergeklesebilir (Pollard ve ark., 2000).

Aktin monomer baglayici bir protein olan profilin, aktin homeostazinda énemli bir
rol oynar (Pollard ve ark., 2000). Profilin, yeni aktin filamanlarinin nukleasyonu igin
yap1 taglar1 olan aktin dimer veya trimerlerinin spontan olusumunu inhibe ederek
fonksiyon goriir (Pollard ve ark., 2000).Profilin ile kompleks olusturan aktin
monomerleri yalnizca hiicresel nukleasyon faktorleri ile katalize edilen de novo aktin
olusumu i¢in kullanilabilir. Bu faktérler WASP/WAVE (“Wiskott—Aldrich syndrome
protein/ WASP family verprolin-homologous protein”) ailesi proteinleri tarafindan
aktive edilen aktin ile iliskili protein 2/3 (actin-related protein 2/3= ARP2/3)
kompleksi, ve forminlerdir (Sekil 2.13). Profilin, formin varliginda filamanlarin hizli
bir sekilde uzamasi i¢in kilit bir molekiildiir: aktin filamanin serbest ¢entikli uglari
10uM!-s! hizinda uzarken, formin/profilin ikilisi bu uzama hizim 90uM"'-se

kadar artirir (Higashida ve ark., 2004).

2.12. Aktin nukleasyonundan sorumlu proteinler

Kromozom sinyalinin hiicre iskeletindeki hedeflerinden biri ARP2/3 komplekstir
(Sun ve ark.,, 2011). Dallanmig aktin agmin Arp2/3 kompleks varliginda
polimerizasyonu ¢ok yonlidir ve in vivo’da dallanma olusumunun kinetiginin
ayarlanmas i¢in ¢oklu bir kilit mekanizma gereklidir (Higgs ve Pollard, 1999). Tiim
stire¢, Arp2/3 kompleksi ile etkilesim halindeki dnceden var olan bir filament ya da
“primer” ile baslatilir (Machesky ve ark., 1999). ARP 2/3 aktivasyonu saglayan iki
sinyal yolagi vardir: Bunlardan biri CDC42 ve “ndéral WASP” (N-WASP) “
icerirken, digeri RAC ve WAVE’1 kullanir. CDC42 ve RAC, gesitli sinyallere
cevaben aktin nukleasyonu saglayan RHO-tip GTPazlar iken, N-WASP ve WAVE,
ARP2 /3’1 dogrudan aktive eden NPF (“nucleation promoting factors”) iceren ayni
WCA domain ailesine aittir (Pollard, 2007). Tiim NPF’lerin Arp2/3 aktive edici
domainlerinin bir 6zelligi, Arp2/3 kompleksi baglayict motifinin NH2 terminali olan
WASP Homoloji (WH2) domaininin varligidir. WH2 domainleri, monomerik aktine
baglanan ve aktin filaman nukleasyonu gibi gorevleri olan kisa domainlerdir (30-50
amino asit) (Husson ve ark., 2010). Hem RACI hem de WASL (N-WASP’in fare
homologu — “Wiskott-Aldrich syndrome like”) kortikal bdliimde yer alir ve
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inhibisyonlari, ARP2/3 kompleksinin aktivasyon bozukluguna bagl olarak mayoz II
iginin konumlanmasinda hatalara yol agar (Yi ve ark., 2011). CDC42 ve WASF2
(WAVE2’nin fare homologu — “WAS Protein Family Member”) ise daha ¢ok ig veya
kromozom bdlgesinde yer alir ve her ikisinin inhibisyonu hem ig defektlerine hem de
kromozom go¢iiniin engellenmesine yol agar (Na ve Zernicka-Goetz, 2006).
Kromozomlarin kortikal polariteyi indiiklemesinde miyozin hafif zincir kinaz (Deng
ve ark., 2005), FYN Tyr kinaz (Luo ve ark., 2009) ve hiicre siklusunun temel
diizenleyicisi olan Ser/Thr kinaz MOS ‘un (Deng ve ark., 2005) da gorevleri vardir.
Bu molekiiler diizenleyicilerin etki ettikleri noktalarin ve bu molekiiller arasindaki

iletisim aginin tam olarak belirlenmesi gerekmektedir.

Paralel aktin demetleri olusturmak i¢in alternatiflerden biri de formin proteinleridir
(Chesarone ve ark., 2010). Forminler, aktin olusumu i¢in birlikte ¢alisan formin
homoloji 1 ve 2 (FH1 ve FH2) domainlerinin varlig1 ile karakterize olan genis bir
protein ailesidir (Chesarone ve ark., 2010). FHI domaini profilin-aktin molekiilleri
icin bir kement olarak islev goriirken, FH2 domaini aktin filamanlarinin sivri ucu ile
ilskilidir (Chen ve ark., 2012). Birgok formin i¢in FH2 domaini, filamanlar uzadikca
biiyliyen sivri uclara bagli kalir ve formini ilerleyen bir uzama makinasi haline
getirirler (Higashida ve ark., 2004). Bazi durumlarda forminler aktin olusumu igin
Arp2/3 kompleksi veya timor supresdr APC ile birlikte calisirlar (Breitsprecher ve
ark., 2012).

Forminler isimlerini memelilerde tanimlanan ilk formin geninden (fmnl) alirlar
(Mass ve ark., 1990). Isogai T. ve arkadaslarinin derlemelerinde belirtildigi gibi
(Isogai ve Innocenti, 2016) formin ailesi hem ¢ok hiicreli hem de tek hiicreli
okaryotlarda ¢ok sayida proteini ve memelilerde 15 farkli proteini icerecek sekilde
genislemistir. Tiim forminler bir FH1 domaini ve fonksiyonel bir birim olusturmak
lizere bu domainin yaninda yer alan bir FH2 domaini igerirler (Castrillon ve
Wasserman, 1994). Forminlerin FH1-FH2 bolgesi aktinin polimerizasyonunu
katalize eden ve komsu bolgelerinin de yardimiyla mikrotiibiil stabilizasyonu
saglayan bolgesidir (Gaillard ve ark., 2011). Diaphanous-iligkili forminler (Drf)
(Kuhn ve Geyer, 2014), protein-protein ve protein-lipid etkilesimleri ile FH1-FH2

aktivitesini kontrol eden diizenleyici bilesenlere sahiptir (Aspenstrom, 2010). Iki iyi
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karakterize edilmis diizenleyici bilesen Diaphanous inhibitér ve Diaphanous
otoregiilator domainlerdir (sirastyla DID ve DAD). Diger formin ailesi iiyeleri de
FH1-FH2 modiilii ile isbirligi i¢inde veya bu modiilden bagimsiz olarak aktin
dinamiklerini kontrol eden domainler igerir (Ramabhadran ve ark., 2013) (Sekil
2.14). Forminler mitokondriyal fiizyonu (Hatch ve ark., 2014), vezikiil trafigini ve
membranin disar1 dogru uzanmasii diizenler, asimetrik hiicre boliinmesi ve
yonlendirilmis hiicre gocii i¢in polaritenin olusturulmasi ve korunmasini kontrol eder

(Goode ve Eck, 2007).

mDia1 - mDia3 (120-150 kDa)

= = s === = = =
FMNL1 - FMNL3 (117-124 kDa)
—— = — A -
DAAM1 and DAAM2 (123 kDa) Drfs
—-— ——a—— O G O
FHOD1 and FHOD3 (127-159 kDa)
= = D G -

FMN1 and FMN2 (157-166 kDa)

Delphilin (134 kDa)
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<L A —— OC—
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Sekil 2.14. 8 formin alt ailesinde toplanan 15 memeli formininin multi-domain organizasyonunun
sematik gosterimi. GBD, GTPaz-baglayici domain; DID, Diaphanous inhibitér domain; DD,
dimerizasyon domaini; CC, coiled-coil region; FH1, formin homoloji domain 1; FH2, formin
homoloji domaini 2; DAD, Diaphanous otoregiilatér domain; FSI, Formin—Spire etkilesim domaini;
PDZ, postsynaptic density 95; Discs large, Zona occludens-1 domain; M, microtubule-baglayici
domain; WH2/DAD, WASP homoloji 2-benzeri domain/DAD. Tahmin edilen molekiiler agirlik veya
agirlik araliklar altaile adinin hemen yaninda belirtilmistir (kDA) (Isogai ve Innocenti, 2016).

Ayni zamanda sitozoldeki sinyal iletimini ve nukleustaki gen transkripsiyonunu
etkiler (Olson ve Nordheim, 2010). Son yillarda yapilan ¢alismalar forminlerin hiicre
siklusu ve apoptoz ile iliskili fonksiyonlarinin olabilecegini gostermistir (Yamada ve
ark., 2013). Ayrica, hem omurgasiz hem de memeli forminleri embriyonik gelisim ve
doku homeostazina katkida bulunurlar (Randall ve Ehler, 2014). Forminlerin
aktivitesini ve ekspresyonunu etkileyen germ hiicre mutasyonlar1 ve somatik
mutasyonlar ¢ok sayida kalitimsal hastalik ve kanser ile iliskilidir (Randall ve Ehler,

2014).
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Formin 2 (FMN2) ve Cappucccino (FMN2’nin Drosophila homologu), Rho-GTPaz
bagimsiz FMN ailesinin birer iiyesi olan forminlerdir (Bor ve ark., 2012). FMN2,
FMNI geni ile 6zellikle korunmus formin tekrar domaini ile homoloji gosterdigi igin
bu sekilde isimlendirilmigtir. FMN2’de bu formin tekrar bdlgesi proteinin orta
kismindan C terminaline kadar mevcuttur. Formin domainleri hiicre iskeletindeki

aktin filamanlarinin nukleasyonu i¢in gereklidir (Faix ve Grosse, 2006).

FMN?2 insanda tanimlanan 15 formin proteininden biridir. Tanimlanmas: katalitik
aktin nukleasyonu saglayici ve polimerize edici FH2 domaininin varligina dayanir
(Schonichen ve Geyer, 2010). FMN2 ek olarak DEP (Dishevelled, Egl-10 ve
Pleckstrin) domainini de kodlar, bu nedenle G-protein ile iligkili reseptdr sinyalinde
de bir rolii oldugu diisiiniilir. Bunun yaninda prolinden zengin bir FH1 domaini,
aktin nukleasyonunda gorevleri olan bir Formin-Spirel etkilesim (“Formin-Spire
interaction” =FSI) domaini (Zeth ve ark., 2011) ve muhtemelen aktivitesini
diizenlemekle gorevli olan ¢ok sayida fosforilasyon bolgesi igerir. Fmn2 ‘nin 18
eksonu vardir, 3 major izoformu kodlar ve aktin hiicre iskeleti organizasyonu ve
hiicresel polaritenin olusturulmasinda 6nemli rolleri oldugu diisiiniilmektedir. Fmn2
ekspresyonu agirlikli olarak gelisen ve olgun beyinde goriilse de (Leader ve Leder,
2000) Fmn2 “knockout” fareler herhangi bir major defekt olmaksizin hayatta kalirlar
ve ayni batindaki diger yavrular ile karsilastirildiklarinda beyinlerinde biiyiik 6l¢iide
ya da histolojik olarak fark gézlenmez (Leader ve Leder, 2000).

Fmn2 -/- germ hiicre hatt1 disi mutant farelerde diisiik fertilite orani, oogenez
stiresince metafaz iginin anormal yerlesimi ve anormal birinci polar cisimcik
olusumu gozlenir ancak erkeklerde bunlara karsilik gelen herhangi bir defekt

goriilmez (Leader ve ark., 2002).

Spire ilk olarak Drosophila embriyogenezini etkileyen maternal bir faktdr olarak
tanimlanmistir (Theurkauf, 1994). Spire, aktin nukleasyonu aktivitesi i¢in gerekli
olan 4 adet WH2 domainine (Paunola ve ark., 2002) ve monomerik aktin baglayici

motiflere sahiptir (Quinlan ve ark., 2005) (Sekil 2.15).
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Nukleasyon: Spire tarafindan katalize
edilen hiz sinirlayici asama

Sekil 2.15. Spire tarafindan gergeklestirilen aktin nukleasyonunun muhtemel mekanizmasi. Spire’daki
dort ardigsk WH2 domaini (kirmizi) dort ATP-aktin monomerini baglar ve yeni aktin
polimerizasyonuna koken olusturacak yeni bir tek zincirli aktin tetrameri olusturur. Daha ¢ok karboksi
terminal iceren WH2 domaini ve araya giren baglayict bdlge (yesil halka) bu olayr baglatir ve yeni
olusan filamanin ¢entikli ucunu kapatir (mavi halka). Daha sonra, tek zicirli bir polimer olusturmak
iizere ek ATP-aktin monomerleri segilir. Bu tek zincirli polimer, ¢ift zincirli forma déniistiikten sonra
hizli ‘gentikli u¢’aktin filaman uzamasi i¢in uygun bir substrat haline gelir. En son eklenen ATP-aktin
monomerleri gri ile gosterilmistir (Baum ve Kunda, 2005).

WH2 domainine ek olarak, N-terminal bolgesinde yer alan ve FMN2 veya
cappucino’nun C-terminali ile etkilesen bir kinaz non-katalitik C-lob domainine
(KIND) sahiptir (Pechlivanis ve ark., 2009). C terminal bolgesinde ise ¢inko parmak
domaini ve modifiye olmus FYVE domainleri yer alir (Kerkhoff ve ark., 2001)
(Sekil 2.16). Farede Spire’1 kodlayan 2 genin, Spirel ve Spire2’nin “knockdown”
edilmesi, Fmn2 “knockdown” fenotipine benzer sekilde (Dumont ve ark., 2007)
farede oosit maturasyonunu ve aktin ag1 olusumunu bozar (Pfender ve ark., 2011).
FMN?2 ve Spire arasindaki evrimsel olarak korunmus protein-protein etkilesimine ve
Drosophila’daki (Quinlan ve ark., 2007) ve fare oositlerindeki (Pfender ve ark.,
2011) kolokalizasyonlarina dayanarak, FMN2 ve Spire’in hem Drosophila hem de
memelilerde oogenezde aktin nukleasyonu i¢in tek bir birim olarak islev gordiikleri
diisiiniilmektedir. In vitro’da Spire proteininin zayif aktin nukleasyon aktivitesi
vardir ancak bu aktivite Cappuccino ile etkilesim sonucu anlamli sekilde artar
(Quinlan ve ark., 2007). Formin ailesi proteinler dimer seklinde olduklarindan ve
Spire’in WH2 domaininin yapay dimerizasyonu in vitro aktin nukleasyon aktivitesini
anlamli derecede artirdigindan (Namgoong ve ark., 2011) ve Spire’in baglanmasi ile

FMN2/cappucinno’nun nukleasyon aktivitesi inhibe edildiginden (Montaville ve
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ark., 2014) Spire’mm FMN2 ile iligkili olarak aktin nukleasyonunda yalnizca in
vivo’da gorev yaptig1 distniilmektedir. FMN2 ile etkilesiminin disinda, Spire ile

ilgili diizenleyici mekanizmalar heniiz tam olarak anlagilamamustir.

Spir
Spirt KIND WH2  box mFYVE

(742 aa)
Dm-SpirA
(1020 ag) = e}

Fmn2
(1722 aa)

Capu
(1059 aa) —— | |

Sekil 2.16. Spir ve Fmn2/Capu. KIND sematik gosterimi. Capu kuyrugu Capu aktivitesi ve Spir-
KIND baglanmas: i¢in gereklidir. kinaz katalitik olmayan C-lobe domaini(mavi); WH2, Wiscott-
Aldrich homoloji-2 motif (yesil); Spir box (beyaz); mFYVE, modifiye Fabl/YOTB/Vacl/EEA1 ¢inko
baglayict domain (gri); FH1, formin homoloji-1 (turuncu); FH2, formin homoloji-2 (kirmizi); kuyruk
(sar1) (Vizcarra ve ark., 2011).

Spire’da olmas1 muhtemel olan bir rab-baglayic1 domain’in varligina ve Spire’in fare
oositlerinde vezikiillerde ve kortekste RAB11A (Ras ile iliskili protein) ve FMN2 ile
kolokalizasyonuna dayanarak (Schuh, 2011), Spire’in RABI11A ile etkilesimde
bulunarak vezikiillerde lokalize olabilecegi diisiiniilmektedir. Dominant-negatif
RABI11A ekspresyonu fare oositlerinde 1§ goclinii ve aktin agi olusumunu
bozdugundan (Holubcova ve ark., 2013), vezikiillerdeki Spire lokalizasyonunun
Spire aktivitesini diizenleyen ve sitoplazmik aktin agini olusturan bir mekanizma

olabilecegi diisiiniilmektedir (Namgoong ve Kim, 2016).

2.13. FMIN2, Spire-1, Spire-2’nin oosit kromozom go¢iindeki rolleri

ARP 2/3 sinyaline ek olarak, formin protein ailesinin bir iiyesi olan ve aktin
nukleasyonunda gorevli bir protein olan FMN2’nin de mayotik kromozom gocilinde
onemli bir rolii oldugu belirlenmistir (Leader ve ark., 2002). FMN2, GVBD’den
once kortekste sinirli kalirken (Schuh ve Ellenberg, 2008), kromozom gogiinden
once kortikal lokalizasyonuna ek olarak mayoz I iginin periferinde yogunlasir (Li ve
ark., 2008). Kortikal FMN2’nin sitoplazmik bir F-aktin ag1 olusumuna aracilik ettigi
diistiniilmektedir (Azoury ve ark., 2011). Ayn1 zamanda sitoplazmik FMN2’nin ER
vezikiilleri ile iligkili oldugu ve bu sitoplazmik FMN2 havuzunun ig periferinde aktin

nukleasyonunda gerekli oldugu belirlenmistir. FMN2, RHO GTPaz baglayici domain
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icerip icermedigi bilinmediginden, FMN2’nin dogrudan GTPazlar ile kontrol edildigi
stiphelidir (Yi ve ark., 2013).

Aktin polimerize edici diger bir protein olan Spire’in fare oositlerinin asimetrik
boliinmesinde rol oynadigr gosterilmistir (Pfender ve ark., 2011). Memeli
oositlerinde Spire-1 ve Spire-2 ‘nin FMN1 ve FMN2’ye baglandigi bilinmektedir
(Vizcarra ve ark., 2011). Spire, polar cisimcigin atilmasinda da rol oynar (Verlhac ve
ark., 2000). Spire ve FMN2 ile ilgili kolokalizasyon ¢alismalari, fare oositlerinde bu
molekiillerin birlikte gorev yaptigin1 gostermektedir (Pfender ve ark., 2011). Fare
oositlerinde Spire-1 ve Spire-2 birlikte inhibe edildiginde asimetrik ig konumlanmasi
basarisiz olmustur. Spire-1 ve -2’nin birlikte inhibe edildigi oositlerde FMN2 ‘nin
asirt ekspresyonu aktin yogunlugunu degistirmemistir. Benzer sekilde FMN-2
“knockout” oositlerde Spire-1 ve -2’nin asir1 ekspresyonu aktin yogunlugunu
degistirmemistir. Aktin nukleasyonu i¢in Spire-1 ve -2, FMN2 ile birbirine bagimli
molekiillerdir (Pfender ve ark., 2011) (Sekil 2.17).

Golgi aygiti
L GRAD |

H : élefeldin A

]

Sekil 2.17. Memeli oositi asimetrik boliinmesine iligskin bilinen diizenleyiciler ve bunlara ait sinyal
yolaklar1. Aktin nukleasyon faktorleri (N-WASP, JMY, WAVEZ2, cortactin, CYA, Arp2/3 kompleks,
formin, mDia, and Spire), oositlerde aktin olusumuna dogrudan katilirlar. “small GTPazlar” (RhoA,
Racl, Ran, Cdc42, ve ARF1) ise aktin nukleasyon faktorlerini aktive etmek {izere sinyal yolaginin iist
basamaklarinda yer alirlar. Mikrotiibiil ile iliskili proteinler (MPF, TPEN, Mos, MAPK, Survivin,
SKA), “small GTPazlar” ve nukleasyon uyaric1 faktorler ile etkilesebilirler. Kesikli ¢izgiler farkli
modellerde tanimlanan sinyal yolaklarini gosterir (Sun ve Kim, 2013).

Aktin
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FMN2’nin  diizenleyicilerinden  biri  oldugu  disiinlilen = Mos’un  oosit
maturasyonundaki etkisi ile ilgili yapilan ¢alismalara bakildiginda, Mos “knockout”
fare oositlerinde anormal derecede biiylik polar cisimcik atilimi ve partenogenez
gerceklestigi (Verlhac ve ark., 2000), ancak yabanil tip fare oositlerinde GV agsamada
Mos “antisense” oligonukleotit (MosAS) (Paules ve ark., 1989) enjeksiyonunun
PBE’yi onledigi goriilmektedir. MEK aktivitesinin GV asamada MEK inhibitorii
U0126 ile inhibe edilmesi fare ve domuz oositlerinde PBE’yi kalic1 olarak onler
(Amiel ve ark., 2009). Ancak, fare oositlerinde GVBD’nin ardindan MEK
inhibisyonu yapilmasi sonucu; normal polar cisimcik, biiyiik polar cisimcik,
kromozom icermeyen polar cisimcik atilimi veya polar cisimcik atilmamasi gibi
farkli sonuglar elde edilmistir (Lee ve ark., 2007). Omurgasiz oositlerinde Mos—
MAPK-—p90Rsk sinyal yolaginin PBE i¢in gerekli oldugu ve bu yolak ile Dia
forminlerin bir baglantist oldugu belirlenmistir (Ucar ve ark., 2013). Drosophila
oogenezi siiresince Spire-1 ve FMN2 etkilesiminin oldugu ve bu etkilesimin Spire’a
ait kinaz katalitik olmayan C-lob domain ve formine ait C-terminal kuyruk ile

gerceklestigi belirlenmistir (Vizcarra ve ark., 2011).

Fare oositlerinde asimetrik boliinme saglayan aktin nukleasyonunu FMN2, Spire-1
ve Spire-2’nin sagladigi bilinse de bu proteinlerin miktar ve lokalizasyonunu
etkileyen mekanizmalar heniiz tam olarak anlasilamamistir. Bu ¢alisma
kapsamindaki hipotezimiz: Fare oositlerinde FMN2, Spire-1 ve Spire-2’nin miktar ve
lokalizasyonunun MAPK sinyali tarafindan dogrudan ya da MPF aracili olarak
dolayl sekilde etkilenir (Sekil 2.18).
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---------------------- 'nnpk sinyali ile mpf aracili aktivasyonu |

i | TMN2. Spire-1 ve Spire-2min |} -
mapk sinyali ile dogrudan aktivasyonu | ,/ ) 1 IM\" Spire-1 ve Spire-2'nin '
[ FMN?2 ---- Spire-1 ---- Spire-2
Aktin nukleasyonu
Asimetrik boliinme

Sekil 2.18. Fare oositlerinde kromozom gogii ve asimetrik boliinme saglayan aktin nukleasyonunu
etkileyen muhtemel mekanizmalar.

Bu hipotez dogrultusunda, fare oositlerinde IVM siirecinde MEK inhibisyonunun ve
PKA inhibisyonu ile ger¢eklesen MPF aktivasyonunun birinci mayoz boliinme
sirasinda aktin nukleasyonu saglayan FMNZ2, Spire-1 ve Spire-2’nin miktar ve
lokalizasyonlari tizerine olan etkisinin ve MAPK’in bu proteinler ile etkilesiminin

MPF aracili olup olmadiginin belirlenmesi amaglanmustir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Fare Ovaryumundan Germinal Vezikiill (GV) Oosit Eldesi ve in vitro
Maturasyon (IVM)

Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

CO2 Kafesi

Stereomikroskop: Zeiss (Oberkochen, Almanya), Stemi SV-11-APO

CO: Inkiibatér: Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, ABD), #3308

Su banyosu: Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, ABD), #1300 A2
Gebe Kisrak Serum Gonadotropini (“Pregnant Mare’s Serum
Gonadotropin” = PMSG): Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, ABD),
#G4527.

%0,9 Sodyum Klorid Soliisyonu: Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
ABD), #S 8776.

Hiyaluronidaz: Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, ABD), #H4272. 1 vial
hiyaluronidaz 3mL M2 medyumunda ¢ozdiiriildii ve 10 mg/mL stok soliisyon
elde edildi. Stok soliisyon, son konsantrasyon 300 pg/ml olacak sekilde M2
medyumu kullanilarak seyreltildi.

3-1zobutil-1-metilksantin (IBMX): Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
ABD), #15879. 0,2 mM olacak sekilde DMSO igerisinde ¢6zdiirtildii.
Dimetilsiilfoksit (DMSO): Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, ABD),
276855

M2 Medyumu: EMD Millipore, (Billerica, MA, ABD, #MR-015-D

M16 Medyumu: EMD Millipore, (Billerica, MA, ABD), #MR-016-D
Mineral Yag: Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, ABD), #M5904

Johns Hopkins Universitesi Deney Hayvanlar1 Birimi’nden elde edilen 3-5 haftalik

BalbC disi farelere ovaryum folikiil aktivasyonu amaciyla yukarida 5IU PMSG

enjeksiyonu yapildi. 1 vial PMSG, 1 ml % 0,9 Sodyum Klorid Soliisyonu igerisinde

konsantrasyon 50 IU/mL olacak sekilde c¢ozdiiriildii. Farelere 0,1 mL (5 IU)

intraperitonal olarak enjekte edildi. PMSG enjeksiyonunun ardindan folikiil

aktivasyonunun optimum sekilde saglandig diisiliniilen 48 saat sonunda farelere CO2

inhalasyonu ile 6tanazi uygulandi.
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CO:2 ile otanazi teknigi: Gaz tiiplinden COz’nin akim hiz1 baslangicta CO2
odaciginin hacminin dakikada %10-30’unu dolduracak sekilde ayarlandi. Bu sekilde
CO: konsantrasyonunun yavas bir sekilde artis1i saglanarak ani ve sert CO:
uygulamasindan kac¢inildi. Gaz seviyesi %40-50’ye ulastiginda farelerde bayginlik
olusmaya basladigi ve dogrultma refleksinin (“righting reflex”) kayboldugu
gbzlemlendi. Bu noktadan sonra CO akim hizi artirilarak kafesin daha hizli bir
sekilde CO- ile dolmas1 ve 6liim i¢in gecen zamanin azalmasi saglandi. Respiratuvar
duraklamadan sonra bir dakika daha CO. akimi devam ettirildi. Gazin kesilmesinin
ardindan fareler tiim kas aktivitesi durana ve tiim hayat belirtileri kaybolana kadar en
az 30 sn siire ile gézlemlendi. Oliimiin kesin olarak saglanmasi i¢in sekonder fiziksel

yontem olarak farelere servikal dislokasyon uygulandi.

Oosit eldesi ve IVM: Farelerin karin 6n duvari, steril kosullarda agilarak
ovaryumlar alindi ve 6nceden 37°C’ye getirilen su banyosunda bekletilmis olan 0,2
mM IBMX igeren M2 medyumu igerisine aktarildi. Steromikroskop altinda olgun
antral folikiiller belirlenerek, bu folikiiller igersindeki GV oositler insiilin ignesi
yardimyla folikiillerden izole edildi. Izole edilen GV oositlerin ¢evresinde yer alan
kumulus ve granuloza hiicreleri hiyaluronidaz uygulamasi (5 dk. 37°C, %5 COy) ile
uzaklastirildi. GV asamadaki oositler agiz pipeti ile IBMX iceren M16 in vitro
maturasyon kiiltiir medyumu icerisine aktarildi. 50 pL damlaciklar seklinde petri
kabina konan kiiltiir medyumunun kurumasini engellemek {iizere ilizerini Ortecek
sekilde mineral yag eklendi. IBMX iceren medyumda GV oositler 3 saat siire ile
37°C’de %5 CO2 iceren inkiibatorde kiiltiire edildi. 3 saatin sonunda GV oositler
olgunlastirilmak {izere IBMX iceremeyen M16 medyumu igerisine aktarildi.
Maturasyonun farkli asamasindaki oositler deneysel parametreleri uygulamak tizere

kiiltiir ortamindan toplandi.

0. saat: GV oositler

2. saat: GVBD oositler

5. saat: Ig olusumu gergeklesmis olan oositler

7. saat: Kortikal bolgeye kromozom gogii gerceklesmis olan oositler

9. saat: Birinci mayoz boliinmeyi tamamlamis ve 1. polar cisimcik atilimini (“polar

body extrusion” = PBE) gerceklestirmis olan oositler
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Kontrol grubunda fare oositlerinin maturasyon evrelerinin belirtilen saatler ile
uyumlu oldugu goriilse de, inhibitér uygulamalarinda uygulanan inhibisyona bagh
olarak bu stirelerin daha kisa ya da daha uzun olabildigi goriilmiistiir. Bu nedenle
degerlendirmeler yapilirken oositlerin maturasyon asamasi dikkate alinmustir.

Oositlerin GVBD ve PBE oranlart belirlenmistir.

3.2 IVM Sirasinda Oositlerde MEK Inhibisyonu

Kullanilan Kimyasallar
- PD98059: Cell Signaling Technology (Danvers, MA, ABD) #9900
- DMSO: Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, ABD), #276855

MEK proteinini gelismekte olan oositlerde inhibe etmek iizere IVM sirasinda MEK
spesifik kimyasal inhibitor PD98059 uygulandi. IVM medyumuna etkin inhibitor
dozu belirlemek iizere literatiirde daha dnce uygulandig: belirlenen dozlarda inhibitor
eklendi (LaRosa ve Downs, 2005). IVM siiresince, oositlerin IBMX icermeyen M16
kiiltiir medyumuna alinmasini takiben 2 saat siiresince 10uM, 25uM ve 50uM
dozlarda PD98059 uygulamas: yapildi. Inhibisyonun etkinliginin belirlenmesi icin,
MEK proteininin fosforile ettigi hedef proteini olan ERK1/2 proteininin fosforile
formunun oositlerdeki miktar1 western blot yontemi ile belirlendi. Ayni zamanda
ERK1/2 proteininin total formunun oositlerdeki miktar1 da belirlendi. Western blot
sonuclarina gore ERK1/2 proteininin fosforile formunun miktarinin en fazla diisiis

gosterdigi 50uM’lik doz optimal doz olarak belirlendi.

3.3. IVM Sirasinda Oositlerde PKA Inhibisyonu ile MPF Aktivasyonu

Kullamlan Kimyasallar
- H89: Cell Signaling (Danvers, MA, ABD), #9844
- DMSO: Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, ABD), #276855

Gelismekte olan oositlerde MPF aktivasyonu, IVM sirasinda PKA’nin kimyasal
inhibitorii H89 kullanilarak gerceklestirildi. Etkin inhibitér dozu belirlemek iizere
IVM medyumuna literatiirde daha once uygulandig: belirlenen dozlarda H89 eklendi
(Mishra ve Joy, 2006). IVM siiresince oositlerin IBMX igermeyen M16 kiiltiir
medyumuna alinmasini takiben 2 saat siiresince 0,1puM, 5uM ve 10uM dozlarda H89

43



uygulamas1 yapildi. Inhibisyonun etkinligini degerlendirmek icin PKA’nin
fosforilasyon hedefi olan fosforile CREB proteininin miktar1 western blot yontemi ile
belirlendi. Ayrica CREB proteininin total formunun oositlerdeki miktar1 da
belirlendi. Western blot sonuglarina géore CREB proteininin fosforile formunun

miktarimin en fazla diisiis gosterdigi 10uM’lik doz optimal doz olarak belirlendi.

MAPK sinyalinin aktin nukleasyonu saglayan proteinler ile olan iliskisinin MPF
aracilt olup olmadiginin test edilebilmesi i¢cin IVM sirasinda her iki inhibitér ayni
anda optimal dozlarinda uygulandi. Kontrol grubunda inhibitér ¢dzgen maddesi

olarak kullanilan DMSO uygulandi.

Deney Gruplar:
1) Cozgen Grubu (Kontrol) =
2) MEK Inhibisyon Grubu (PD98059) GV, GVBD, ig
3) MPF Aktivasyon Grubu (H89) = | olusumu, Ig gocii, PBE
i . asamadaki oositler
4) MEK Inhibisyon + MPF Aktivasyon Grubu
(PD98059 + H89) -

3.4. Immunofloresan icin Oosit Fiksasyonu ve Mikrotiibiil Stabilizasyonu

Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

%4 Paraformaldehit (PFA) (PBS igerisinde hazirlanmis): Affymetrix

(Waltham, MA, ABD), #19943

- Triton X-100: Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, ABD), #T-9284

- Tween-20: Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, ABD), #P9416

- Bovin Serum Albumin (BSA): Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, ABD),
#A3733

- “Phosphate Buffer Saline” (PBS) pH 7.4: Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, ABD), #10010023

- EGTA: Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, ABD), #£0396

- PIPES: Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, ABD), #P6757

- MgCl2.6H20: Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, ABD), #M2670

- Aprotinin Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, ABD), #A1153
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DTT: Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, ABD), #D9779

D20: Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, ABD), #D4501

Taxol: Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, ABD), #T7402

Phenylarsine oxide (PAO): Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, ABD),
#P3075

Sodium ortho-vanadate: Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, ABD),
#56508

Falloidin: Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, ABD), #R415

DAPI’li kapatma medyumu: Vector Labs (Burlingame, CA, ABD), #H-
1200

Konfokal mikroskop: Zeiss (Oberkochen, Almanya), LSM-510

Stabilizasyon Tamponu (ST) (5X)

PIPES 15,12¢g
MgCl2.6H.0 0,519
EGTA 0,489
Distile su 100 mL

Distile su ile 1X olarak dilue edilerek kullanildi.

Mikrotiibiil Stabilizayon Tamponu (MTST)

Stabilizasyon Tamponu (ST) 2 mi
Aprotinin 1 ul
DTT (IM H20 stogu) 10 pl
D20 5ml
Taxol (1 mg/ml DMSO stogu) 10 pl
Triton X-100 (%10 PBS 100 pl
stogu)

%4 paraformaldehit (37% v/v) 540 ul
Phenylarsine oxide (PAO - 40 uM 10 ul
DMSO stogu)

Sodium ortho-vanadate (100 uM H2O 100 pl
stogu)

-Bidistile su ile 10 mL’ye tamamlandi.

IVM siirecinin ardindan oositler PBS ile yikandi.
FMN2, Spire-1 ve Spire-2 antikorlar1 i¢in 2 farkli fiksasyon ydntemi
uygulandi: FMN2 antikoru igin oositler %4 PFA ile 45 dakika oda 1sisinda
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fikse edildi. Spire-1 ve Spire-2 antikorlari i¢in oositler %4 PFA ile 15 dakika
37°C’de fikse edildi.

Fiksasyonun ardindan ii¢ kez 5 dakika PBS ile yikama yapildi.

Mikrotiibiil stabilizasonu ve permeabilizasyon icin 45 dakika oda i1sisinda
MTST uygulandi.

Ug kez 5 dakika PBS ile yikama yapildi

PBS igerisinde hazirlanan % 0,01 Tween 20 + %2 BSA (bloklama/yikama
soliisyonu) ile 2 saat boyunca bloklama yapildi.

Oositler %2 BSA igerisinde hazirlanmig olan FMN2, Spire-1 ve Spire-2
antikorlar1 (Tablo 3.1) ile gece boyu +4°C’de inkiibe edildi.

FMN2, Spire-1 ve Spire-2 antikorlarinin her biri ile a-tubulin ¢iftli boyamasi
yapildi.

Primer antikor inkiibasyonunun ardindan oositler 3 kez 5 dakika
bloklama/yikama soliisyonu ile yikand1

Uygulanan primer antikora uygun sekonder antikorlar BSA igerisinde 1:200
dilusyonda hazirlanarak 4 saat boyunca oda 1sisinda inkiibasyon yapildi.
Sekonder antikor inkiibasyonunun ardindan oositler 3 kez 5 dakika
bloklama/yikama soliisyonu ile yikandi.

Falloidin oda 1sisinda 10 dk uygulandi (Stok falloidin soliisyonu metanol
icerisinde ¢ozdiriildiigi i¢cin stok soliisyon %2,5 oraninda PBS ile dilue
edildi).

Bloklama/yikama soliisyonu ile 3 kez 5 dakika yikama yapildi.

DAPT’li kapatma medyumu ile kapatma yapildi.

Zeiss LSM-510 konfokal mikroskop ile uygun filtreler kullanilarak
goriintiileme yapildi.

Her bir immunofloresan deneyinde, farkli deneysel gruplara ait,
maturasyonun farkli asamasindaki 3’er adet oositin boyanma yogunluklari
belirlendi ve deneyler 3’er kez tekrar edildi. Dolayisiyla istatistiksel
degerlendirmeler yapilirken her gruptan (kontrol, PD98059, HS89,
PD98059+H89) farkli asamadaki (GV, GVBD, ig olusumu, ig gocli, PBE)

9’ar adet oosit kullanildi.
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e Tiim deneysel gruplari igeren her bir floresan deneyi i¢in 10 adet fareden elde

edilen oositlerden havuz olusturuldu.

Tablo 3.1. Immunofloresan deneylerinde kullanilan primer ve sekonder antikorlar

Primer Antikor

Katalog Numarasi

Diliisyon

Sekonder Antikor

FMN2 ab-72052 1:100 AlexaFlour 488 anti-rabbit
(ab150077) (1:200)

Spire-1 sc-85162 1:100 AlexaFlour 488 anti-rabbit
(ab150077) (1:200)

Spire-2 sc-136905 1:100 AlexaFlour 488 anti-goat
(Thermo, A-11055) (1:200)

a-Tubulin Sigma T9026 1:1000 AlexaFlour 647 anti-mouse

(Thermo, A-21235) (1:400)

3.5. Western Blot Analizi

3.5.1 Hiicre Lizati Hazirlama

Kullanilan Soliisyonlar

- Sample Buffer 2X, Laemmli electrophoresis Reagent (Sigma, #53401)

e VM prosediiriiniin ardindan oositler PBS ile 3 kez yikanarak kiiltiir

medyumunun uzaklagtirilmasi saglandi.

e FMN2 ve Spire-1 antikoru igin, her bir kuyucuga yiiklenmek tiizere, 40’ar
adet oosit; Spire-2, p-ERK1/2 ve p-CREB antikorlar1 i¢in 20’ser adet oosit

kullanildi. Tiim deneysel gruplar1 iceren her bir Western blot deneyi igin,

FMN2 ve Spire-1 antikorlari i¢in 10 adet, Spire-2, p-ERK1/2 ve p-CREB

antikorlar1 i¢in 5 adet fareden elde edilen oositlerden havuz olusturuldu ve

deneyler 3 kez tekrar edildi.

e 0,5 mL ependorf tiip igerisindeki 20 uL 1X Laemli Buffer icerisine aktarildi

ve vortekslenerek oositlerin parcalanmasi saglandi.

e Hiicre lizatlar1 95°C’de 5 dakika boyunca kaynatildi.
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3.5.2 SDS-PAGE Western Blot protokolii

Kullanilan Soliisyonlar

» S5X Yiiriitme Tamponu:
Tris (Bio-Rad, #161-0719) : 99¢
Glisin (Bio-Rad, #161-0718) : 43,2¢
SDS (Sigma,# L4390) : 39
Distile su : 600 mL

-Distile su ile 1X seklinde diliie edilerek kullanildi.

» _Transfer Tamponu:
Glisin (Bio-Rad, #161-0718) : 143¢g
Tris (Bio-Rad, #161-0719) : 390
Distile su : 700 mL
Metanol : 200 mL
(Merck,#1.06.008.2500)

-Toplam hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

Bloklama Soliisyonu (%5’lik BSA): 5g BSA (Sigma, #A3733) 100 ml
TBS-T igerisinde ¢o6ziildii ve +4°C’de en fazla 24 saat kalacak sekilde
muhafaza edildi.

%4-20 Gradyan Jel: Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, ABD), #4568094
10X TBS Tamponu pH:7.4: Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA,
ABD), #BP2471500. Distile su ile 1X seklinde diliie edilerek kullanilda.
TBS-T Soliisyonu: 1 litre 1X TBS igerisine 1 mL Tween-20 (Sigma, P9416)
eklendi ve oda 1s1sinda saklandi.

Thick Blot Paper: Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, ABD), #165-0921
Clarity Western ECL Substrate: Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA,
ABD), #1705060

PVDF Membran: Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, ABD), #88518
Kaleidoscope Prestained Standards, broad range: Bio-Rad Laboratories
(Hercules, CA, ABD), #161-0324

48



- CL-Xposure film 18x24 cm: Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA,
ABD), #34089

- PQ Universal Developer: ILFORD (San Clemente, CA, ABD), #1757314

- Hypam Fixer: ILFORD, (San Clemente, CA, ABD), #1758285

- Medical Film Processor: Konica, (Newark, NJ, ABD), #SRX101

Calisilacak olan proteinin kilo dalton (kDa) agirligi dikkate alinarak uygun yiizdede
hazir jel secildi (%4-10). Her kuyucuga 20 mikrolitre numune yiiklenerek jel
elektroforezi gerceklestirildi. Elektroforez sonrasinda immunoblotting yapilarak
jeldeki proteinlerin membrana gecmesi saglandi. Proteinlerin PVDF membrana
transferinden sonra, membran 1 saat siire ile oda 1sinda pH’s1 7.2-7.4 olan ,% 0.1
Tween-20 ilaveli Tris Buffer Soliisyonu ile hazirlanan % 5 lik BSA ile bloklandi.
Membran ERK, p-ERK , CREB, p-CREB, FMN2, Spire-1 ve Spire-2 antikorlari ile
+4°C’de gece boyu karistirici iizerinde inkiibe edildi. Kullanilan primer ve sekonder
antikorlar liste halinde Tablo 3.2.’de gériilmektedir. Inkiibasyon sonrasinda, 3 kez
10 dakika TBS-T ile yikamanin ardindan membran, sekonder antikor ile oda 1sisinda
karistiricr iizerinde 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda tekrar 3 kez 10
dakika TBS-T soliisyonu ile yikandi. Membran “Clarity Western ECL Substrate” ile
uygun siirede gelistirilip, membrandaki protein bandlar1 karanlik odada “Medical

Film Processor” ile hiperfilme aktarildi.
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Tablo 3. 2. Western Blot analizinde kullanilan primer ve sekonder antikorlar

Primer Antikor Katalog Diliisyon | Sekonder Antikor
Numarasi
FMN2 ab-72052 1:200 anti-rabbit HRP (1:2000)
Cell Signaling #7074
Spire-1 sc-85162 1:500 anti-rabbit HRP (1:1000)
Cell Signaling #7074
Spire-2 sc-136905 1:500 anti-goat HRP (1:2000)
Thermo #31402
b-Tubulin Sigma T9026 1:3000 anti-mouse HRP (1:3000)
Cell Signaling #7076
ERK1/2 Cell Signalling 1:1000 anti-rabbit HRP (1:2000)
4690 Cell Signaling #7074
p-ERK 1/2 Cell Signalling 1:1000 anti-rabbit HRP (1:2000)
(Thr202/Tyr204) | 4370 Cell Signaling #7074
CREB Cell Signalling 1:1000 anti-rabbit HRP (1:2000)
- o Cell Signaling #7074
p-CREB(Ser133) | Cell Signalling 1:1000 anti-rabbit HRP (1:2000)
9198 Cell Signaling #7074

3.6. Istatistik

FMN2, Spire-1 ve Spire-2 antikorlar1 ile yapilan immunofloresan boyanmalarin
yogunlugu Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) programu ile
belirlendi. FMN2, Spire-1 ve Spire-2 antikorlar1 kullanilarak yapilan western blot
deneylerinin sonucunda elde edilen bantlarin yogunlugu da Image J program ile
belirlendi. Bu antikorlara ait bantlarin yogunlugu b-Tubulin’e ait bant yogunluklarina
oranlanarak normalize edildi. p-ERK1/2 bant yogunlugu total ERK1/2 ile, p-CREB
bant yogunlugu total CREB ile normalize edildi. Belirtilen sekilde elde edilen
immunofloresan ve western blot deneylerinin verileri ile GVBD ve PBE oranlar
Sigma Stat programi (Sigma Stat for Windows, version 3.0, Jandel Scientific Corp.,
San Rafael, CA, USA) ile One-Way ANOVA testleri uygulanarak degerlendirildi.
Veriler +SEM olarak ifade edildi. Istatistiksel anlamlilik p < 0,05 olarak tanimlanda.
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Grafiklerde yer alan farkli harfler, tiim gruplarin birbirleri arasindaki istatistiksel
anlamlilig1 ifade etmektedir. Grafikte ayni harf ile isaretlenen siitunlar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark yok iken, farkli harfler ile isaretlenen siitunlar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir. Grafikteki degerler 3 farkli deney

sonucunda elde edilen verilerin ortalamasini yansitmaktadir.
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4. BULGULAR

4.1 MEK Inhibitorii Uygulamasi icin Doz Belirleme Analizi Bulgular

Oositlere IBMX icermeyen M16 kiiltiir medyumuna alinmalarin1 takiben 2 saat
siireyle daha once literatiirde kullanilmis dozlar olan 10uM, 25 uM ve 50uM
dozlarda PD98059 uygulamasi yapilmistir. Inhibisyonun etkinligi, MEK proteininin
fosforile ettigi hedef proteini olan ERKI1/2 proteininin fosforile formunun
oositlerdeki miktarinin Western blot analiz sonucuna goére degerlendirilmistir.
Western blot sonuglarina gore ERK1/2 proteininin fosforile formunun miktarinin en
fazla 50uM’lik doz uygulamasinda diisiis gosterdigi goriilmis (Sekil 4.1) ve daha

sonraki deneysel prosediirlerde bu doz uygulanmistir.

pERK1/2 / total ERK 1/2
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Sekil 4.1. p-ERK1/2 protein seviyeleri. Belirtilen dozlarda MEK inhibit6rii PD98059 varliginda IVM
uygulanan oositlerde p-ERK1/2 / ERK1/2 proteinlerinin Western blot bantlar1 ve protein seviyelerinin
Image J degerlendirmelerinin matematiksel degerlerinin grafigi. Farkli harfler istatistiksel anlamlilig1
ifade etmektedir (p < 0.05) (One way anova, Holm Sidak metodu). Tiim gruplar birbirleri arasinda
istatistiksel olarak karsilagtirilmig, anlamli fark olan gruplara ait siitunlara farkli harfler verilmis, fark
goriilmeyen gruplara ait siitunlar ayn1 harf ile isaretlenmistir.
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4.2 PKA Inhibitérii Uygulamasi i¢in Doz Belirleme Analizi Bulgular

IBMX icermeyen M16 kiiltiir medyumuna alinan oositlere, 2 saat siireyle daha once
literatlirde kullanilmis dozlar olan 0,1uM, 5 uM ve 10uM dozlarda H89 uygulamasi
yapilmistir. inhibisyonun etkinligi, PKA proteininin fosforilasyon hedefi olan CREB
proteininin fosforile formunun oositlerdeki miktarmin Western blot analiz sonucuna
gore degerlendirilmistir. Western blot analizi sonucunda CREB proteininin fosforile
formunun miktarinin en fazla 10uM’hik doz uygulamasinda diisiis gosterdigi

goriilmiis (Sekil 4.2) ve daha sonraki deneysel prosediirlerde bu doz uygulanmastir.

pCREB / CREB
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2 08
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Sekil 4.2. pCREB protein seviyeleri. Belirtilen dozlarda PKA inhibitérii H89 varliginda IVM
uygulanan oositlerde pCREB / CREB proteinlerinin Western blot bantlar1 ve protein seviyelerinin
Image J degerlendirmelerinin matematiksel degerlerinin grafigi. Farkli harfler istatistiksel anlamlilig1
ifade etmektedir (p < 0.05) (One way anova, Holm Sidak metodu). Tiim gruplar birbirleri arasinda
istatistiksel olarak karsilagtirilmis, anlamli fark olan gruplara ait siitunlara farkli harfler verilmis, fark
goriilmeyen gruplara ait stitunlar ayni harf ile isaretlenmistir.
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4.3 IVM Uygulanan QOositlerde GVBD ve PBE Oranlan

IVM uygulanan kontrol grubu oositlerde, MEK inhibitorii PD98059 uygulanan
oositlerde, MPF aktivatorii H89 uygulanan oositlerde ve PD98059+H89 uygulamasi
yapilan oositlerde GVBD ve PBE oranlar1 belirlenmistir. GVBD oranlar1 tiim
gruplarda benzerlik gosterirken, PBE oranlariin PD98059 grubunda anlamli sekilde
azaldig1 goriilmistiir (Tablo-4.1).

Tablo 4.1. IVM uygulanan oositlerde GVBD ve PBE oranlari. Farkli harfler siitunlar arasindaki
(kontrol, PD98059, H89 ve PD98059+H89 gruplari arasindaki) istatistiksel anlamliligi ifade
etmektedir (p<0.05) (One way anova, Holm Sidak metodu). Tim gruplar birbirleri arasinda

istatistiksel olarak karsilastirilmig, anlamli fark olan gruplara farkli harfler verilmis, fark goriilmeyen
gruplar ayni harf ile igsaretlenmistir.

KONTROL PD98059 H89 PD98059+H89
GVBD 89,2 + 2,32 85,6 + 3,12 82,1 +2,5° 84 + 1,92
PBE 68,3 + 1,4° 52,2 + 228 63+ 2,9° 59 + 3,3°
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4.4. FMN2 immunofloresan Analizi Bulgular

Immunofloresan deneyleri ile FMN2’nin kontrol grubunda GV asamadan PBE
asamasina kadar tiim maturasyon evrelerinde oosit sitoplazmasinda lokalize oldugu
gorilmistir. FMN2 floresan yogunlugunun GVBD asamada GV’ye gore anlamhi
sekilde fazla oldugu belirlenmistir. I§ olusumu asamasinda FMN2’nin floresan
yogunlugunun GVBD’ye gore azaldigi ve oOzellikle ig c¢evresinde lokalize oldugu
goriilmiistiir. FMN2, ig gocii ve PBE asamasinda hem ig g¢evresindeki sitoplazmik
alanlarda hem de kortikal alanlarda lokalizasyon gostermektedir ve floresan

yogunlugu ig olusumu asamasina gore daha fazladir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. In vitro maturasyon uygulanan kontrol grubu oositlerde FMN2 immunolokalizasyonu. A)
GV (a), GVBD (b), ig olusumu (¢), ig gocii (d) ve PBE (e) asamadaki oositler, negatif kontrol (f). Bar:
20 pm. Yesil: FMN2. Kirmizi (korteks): F-Aktin. Kirmiz1 (ig): a-tubulin. Mavi: Dapi. B) Oositteki
FMN2 immiinboyanmalarinin Image J analizinden elde edilen matematiksel degerlerin grafigi. Farkli
harfler istatistiksel anlamlilig1 ifade etmektedir (p < 0.05) (One way anova, Holm Sidak yontemi).
Tim gruplar birbirleri arasinda istatistiksel olarak karsilasgtirilmig, anlamli fark olan gruplara ait
stitunlara farkli harfler verilmis, fark goriilmeyen gruplara ait stitunlar ayni harf ile isaretlenmistir.
Grafikteki degerler 3 farkli deney sonucunda elde edilen verilerin ortalamasini yansitmaktadir.
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IVM siiresince PD98059 ile MEK inhibisyonu yapildiginda, FMN2 floresan
yogunlugunun en fazla GVBD asamada oldugu belirlenmistir. i olusumu ve ig gocii
asamalarinda FMN2 floresan yogunlugu GVBD’ye gére azalmustir. 1§ olusumu
asamasinda 1§ c¢evresinde spesifik bir FMN2 lokalizasyonu goriilmemis, kortikal
alanlarda lokalizasyon saptanmistir. I§ gocii sirasinda FMN2’nin hem i§ ¢evresi hem
de kortekste lokalize oldugu, PBE asamasinda FMN2 floresan yogunlugunun anlamli
sekilde azaldig1 goriilmiustiir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. In vitro maturasyon uygulanan PD98059 (MEK inhibisyon) grubu oositlerde FMN2
immunolokalizasyonu. A) GV (a), GVBD (b), ig olusumu (c), ig gbc¢ii (d) ve PBE (e) asamadaki
oositler, negatif kontrol (f). Bar: 20 um. Yesil: FMN2. Kirmizi (korteks): F-Aktin. Kirmiz1 (ig): a-
tubulin. Mavi: Dapi. B) Oositteki FMN2 immiinboyanmalarinin Image J analizinden elde edilen
matematiksel degerlerin grafigi. Farkli harfler istatistiksel anlamlilig1 ifade etmektedir (p < 0.05) (One
way anova, Holm Sidak yontemi). Tiim gruplar birbirleri arasinda istatistiksel olarak karsilastirilmais,
anlamli fark olan gruplara ait siitunlara farkli harfler verilmis, fark goriilmeyen gruplara ait siitunlar
ayni harf ile isaretlenmistir. Grafikteki degerler 3 farkli deney sonucunda elde edilen verilerin
ortalamasini yansitmaktadir.
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HS89 uygulamasi ile MPF aktive edildiginde, GV asamada diisiik olan FMN?2 floresan
yogunlugunun, GVBD oositlerde diger asamalara gore anlamli sekilde daha fazla
oldugu belirlenmistir. ig olusumu asamasinda FMN2 yogunlugu GVBD’ye gére
azalmistir ve  FMN2 lokalizasyonunun ig c¢evresinde oldugu gorilmiistir. H89
uygulamasinin  ozellikle i§ gog¢li asamasinda FMN2 yogunlugunu azaltti
belirlenmistir. PBE asamasinda hem ig c¢evresinde hem de kortekste lokalize olan

FMN2’nin floresan yogunlugunun GVBD’ye gore diisiik oldugu belirlenmistir (Sekil
4.5).
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Sekil 4.5. In vitro maturasyon uygulanan H89 (MPF aktivasyon) grubu oositlerde FMN2
immunolokalizasyonu. A) GV (a), GVBD (b), ig olusumu (c), ig gécii (d) ve PBE (e) asamadaki
oositler, negatif kontrol (f). Bar: 20 um. Yesil: FMN2. Kirmizi (korteks): F-Aktin. Kirmiz1 (ig): a-
tubulin. Mavi: Dapi. B) Oositteki FMN2 immiinboyanmalarinin Image J analizinden elde edilen
matematiksel degerlerin grafigi. Farkli harfler istatistiksel anlamlilig1 ifade etmektedir (p < 0.05) (One
way anova, Holm Sidak yontemi). Tiim gruplar birbirleri arasinda istatistiksel olarak karsilagtirilmas,
anlamli fark olan gruplara ait siitunlara farkli harfler verilmis, fark goriilmeyen gruplara ait siitunlar
ayn1 harf ile isaretlenmistir. Grafikteki degerler 3 farkli deney sonucunda elde edilen verilerin
ortalamasini yansitmaktadir.
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IVM sirasinda hem PD98059 hem de H89 uygulandiginda, diger deney gruplarinda
oldugu gibi GVBD asamadaki oositlerde FMN2 floresan yogunlugunun GV’ye
oranla arttig1 goriilmiistir. Ig olusumu asamasinda ig ¢evresinde FMN2
lokalizasyonu goriiliirken, i gocli asamasinda FMN2 floresan yogunlugunda azalma
oldugu belirlenmistir. PBE asamasinda ise i§ c¢evresinde yogunlasmaksizin
sitoplazmik ve kortikal alanlarda lokalize olan FMN2’nin floresan yogunlugunda
GV, ig olusumu ve ig gogii asamalarina gore anlamli diizeyde artis goriilmiistiir

(Sekil 4.6).

FMN2 (PD98059+H89)

250000

200000 C
150000
100000
50000 d
0 I

GVBD iG GOCO PBE
OLU_SUMU

0O0SIT MATURASYON EVRELERI

° 8

FLORESAN YOGUNLUK (A.U.)

Sekil 4.6. In vitro maturasyon uygulanan PD98059+H89 grubu oositlerde FMN2
immunolokalizasyonu. A) GV (a), GVBD (b), ig olusumu (c), ig gbc¢ii (d) ve PBE (e) asamadaki
oositler, negatif kontrol (f). Bar: 20 pm. Yesil: FMN2. Kirmizi (korteks): F-Aktin. Kirmiz1 (ig): a-
tubulin. Mavi: Dapi. B) Oositteki FMN2 immiinboyanmalarinin Image J analizinden elde edilen
matematiksel degerlerin grafigi. Farkli harfler istatistiksel anlamlilig1 ifade etmektedir (p < 0.05) (One
way anova, Holm Sidak yontemi). Tiim gruplar birbirleri arasinda istatistiksel olarak karsilastirilmis,
anlamli fark olan gruplara ait siitunlara farkli harfler verilmis, fark goériilmeyen gruplara ait siitunlar
ayni harf ile isaretlenmistir. Grafikteki degerler 3 farkli deney sonucunda elde edilen verilerin
ortalamasini yansitmaktadir.
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FMN2 floresan yogunlugu verileri farkli deney gruplar1 arasinda oosit
maturasyonunun belirli asamalarinda degerlendirildiginde GVBD asamada PD98059
ve PD98059+H89 gruplarinda FMN2 seviyesinde diisiis oldugu belirlenmistir. Ig
olusumu asamasinda FMN2 floresan yogunlugu kontrol grubunda diger gruplara
gore yiiksektir. Ig gocii asamasinda PD98059 grubunda kontrol grubuna gére diisiik
olan FMN2 yogunlugunun H89 ve PD98059+H89 grubunda daha da distigi
goriilmektedir. PBE asamasinda ise FMN2 yogunlugu PD98059 uygulamas: ile
kontrole gore azalmig, H89 ve PD98059+H89 gruplarinda ise tekrar yiikseldigi

goriilmiustiir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Oosit maturasyonunun farkli asamalarindaki FMN2 immiinboyanmalarinin Image J
analizinden elde edilen matematiksel degerlerin grafigi. Farkli harfler istatistiksel anlamlilig1 ifade
etmektedir (p < 0.05) (One way anova, Holm Sidak yontemi). Tiim gruplar birbirleri arasinda
istatistiksel olarak karsilagtirilmig, anlamli fark olan gruplara ait siitunlara farkli harfler verilmis, fark
goriilmeyen gruplara ait siitunlar ayni harf ile isaretlenmistir. Grafikteki degerler 3 farkli deney
sonucunda elde edilen verilerin ortalamasini yansitmaktadir.
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4.5. FMIN2 Western Blot Analizi Bulgular

Western blot analizi bulgulari, kontrol grubunda FMN2 protein seviyesinin GVBD
oositlerde GV’ye goére anlamli sekilde arttigimi gostermektedir. I§ olusumu
asamasindaki oositlerde ise FMN2 protein seviyesinin diistiigii gdzlenmistir. Ig gocii

ve PBE agsamalarinda ise FMN2 seviyesinin artis gosterdigi goriilmiistiir.

IVM siiresince PD98059 ile MEK inhibisyonu uygulandiginda ise GVBD asamada
FMN2 seviyesinde artis olmus, i§ olusumu asamasimin yam sira bu grupta PBE

asamasinda da FMN2 diizeyinde anlamli bir diisiis oldugu gézlemlenmistir.

H89 ile MPF aktivasyonu gerceklestirildiginde FMN2 seviyesi GVBD asamada
GV’ye oranla artmistir. Ig gocli asamasinda FMN2 seviyesinin GVBD, ig olusumu

ve PBE asamalarina gore anlamli sekilde diisiik oldugu goriilmiistiir.

Hem PD98059 hem de H89 uygulamasi yapildiginda, FMN2 protein seviyesinde
GVBD asamasinda GV’ye gore artis oldugu goriilse de daha sonraki asamalar olan ig
olusumu, ig gocli ve PBE asamalarinda diisiis oldugu belirlenmistir. Bu asamalardan
ig gbcli asamasindaki FMN?2 seviyesi diger asamalara gore anlamli sekilde diistliktiir
(Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. FMN2 protein seviyeleri. IVM uygulanan kontrol, PD98059, H89, PD98059+H89 grubu
fare oositlerinde FMN2/b-Tubulin protein seviyelerini gosteren Image J analizinden elde edilen
matematiksel degerlerin grafigi ve Western blot bantlari. Farkli harfler istatistiksel anlamlilig1 ifade
etmektedir (p < 0.05) (One way anova, Holm Sidak yontemi). Tiim gruplar birbirleri arasinda
istatistiksel olarak karsilagtirilmis, anlamli fark olan gruplara ait siitunlara farkli harfler verilmis, fark
goriilmeyen gruplara ait siitunlar ayni harf ile isaretlenmistir. Grafikteki degerler 3 farkli deney
sonucunda elde edilen verilerin ortalamasini yansitmaktadir.
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4.6. Spire-1 immunofloresan Analizi Bulgular

IF deneyleri ile oositlerde Spire-1’in kortikal lokalizasyonu maturasyonun tim
asamalarinda belirlenmistir. Kontrol grubunda GVBD ve ig gogii asamasindaki
oositlerde Spire-1 floresan yogunlugunun diger asamadaki oositlere gbre anlamli

derecede diisiik oldugu goriilmiistiir. Floresan yogunlugun en diisiik oldugu asama

ise ig go¢li asamasidir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. In vitro maturasyon uygulanan kontrol grubu oositlerde Spire-1 immunolokalizasyonu. A)
GV (a), GVBD (b), ig olusumu (¢), ig gocii (d) ve PBE (e) asamadaki oositler, negatif kontrol (f). Bar:
20 um. Yesil: Spire-1. Kirmiz1 (korteks): F-Aktin. Kirmizi (ig): a-tubulin. Mavi: Dapi. B) Oositteki
Spire-1 immiinboyanmalarinin Image J analizinden elde edilen matematiksel degerlerin grafigi. Farkli
harfler istatistiksel anlamlilig1 ifade etmektedir (p < 0.05) (One way anova, Holm Sidak yontemi).
Tim gruplar birbirleri arasinda istatistiksel olarak karsilastirilmis, anlamli fark olan gruplara ait
stitunlara farkli harfler verilmis, fark goériilmeyen gruplara ait siitunlar ayni harf ile isaretlenmistir.
Grafikteki degerler 3 farkli deney sonucunda elde edilen verilerin ortalamasini yansitmaktadir.
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MEK inhibitérii PD98059 varliginda Spire-1 kortikal floresan yogunlugunun GVBD
ve ig gocii agsamasindaki oositlerin yan1 sira PBE asamasindaki oositlerde de diger

asamalara gore diisiik oldugu belirlenmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. In vitro maturasyon uygulanan PD98059 (MEK inhibisyon) grubu oositlerde Spire-1
immunolokalizasyonu. A) GV (a), GVBD (b), ig olusumu (c), ig gbcii (d) ve PBE (e) asamadaki
oositler, negatif kontrol (f). Bar: 20 pm. Yesil: Spire-1. Kirmiz1 (korteks): F-Aktin. Kirmiz1 (ig): a-
tubulin. Mavi: Dapi. B) Oositteki Spire-1 immiinboyanmalarimin Image J analizinden elde edilen
matematiksel degerlerin grafigi. Farkli harfler istatistiksel anlamlilig1 ifade etmektedir (p < 0.05) (One
way anova, Holm Sidak yontemi). Tiim gruplar birbirleri arasinda istatistiksel olarak karsilagtirilmas,
anlamli fark olan gruplara ait siitunlara farkli harfler verilmis, fark goriilmeyen gruplara ait siitunlar
ayni harf ile isaretlenmistir. Grafikteki degerler 3 farkli deney sonucunda elde edilen verilerin
ortalamasini yansitmaktadir.
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H89 uygulamasi ile MPF aktive edildiginde Spire-1’in kortikal floresan
yogunlugunun yalnizca GVBD asamasinda anlamli sekilde azaldigi belirlenmistir.

Maturasyonun tiim diger asamalarinda kortikal Spire-1 seviyesinin birbirine yakin

oldugu goriilmistiir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. In vitro maturasyon uygulanan H89 (MPF aktivasyon) grubu oositlerde Spire-1
immunolokalizasyonu. A) GV (a), GVBD (b), ig olusumu (c), ig gbcii (d) ve PBE (e) asamadaki
oositler, negatif kontrol (f). Bar: 20 pm. Yesil: Spire-1. Kirmiz1 (korteks): F-Aktin. Kirmiz1 (ig): a-
tubulin. Mavi: Dapi. B) Oositteki Spire-1 immiinboyanmalarinin Image J analizinden elde edilen
matematiksel degerlerin grafigi. Farkli harfler istatistiksel anlamlilig1 ifade etmektedir (p < 0.05) (One
way anova, Holm Sidak yontemi). Tiim gruplar birbirleri arasinda istatistiksel olarak karsilastirilmus,
anlamli fark olan gruplara ait siitunlara farkli harfler verilmis, fark goriilmeyen gruplara ait siitunlar
ayni harf ile isaretlenmistir. Grafikteki degerler 3 farkli deney sonucunda elde edilen verilerin
ortalamasini yansitmaktadir.
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PD98059+H89 grubunda, Spire-1’in kortikal floresan yogunlugunun GVBD
asamasinda anlamli sekilde diisiik oldugu belirlenmistir. PBE asamasinda ise Spire-1

kortikal diizeyinin anlamli sekilde artmis oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. In vitro maturasyon uygulanan PD98059+H89 grubu oositlerde Spire-1
immunolokalizasyonu. A) GV (a), GVBD (b), ig olusumu (c), ig gocii (d) ve PBE (e) asamadaki
oositler, negatif kontrol (f). Bar: 20 pm. Yesil: Spire-1. Kirmiz1 (korteks): F-Aktin. Kirmiz1 (ig): a-
tubulin. Mavi: Dapi. B) Oositteki Spire-1 immiinboyanmalarimin Image J analizinden elde edilen
matematiksel degerlerin grafigi. Farkli harfler istatistiksel anlamlilig1 ifade etmektedir (p < 0.05) (One
way anova, Holm Sidak ydntemi). Tiim gruplar birbirleri arasinda istatistiksel olarak karsilastirilmas,
anlaml fark olan gruplara ait siitunlara farkli harfler verilmis, fark goriilmeyen gruplara ait siitunlar
ayni harf ile isaretlenmistir. Grafikteki degerler 3 farkli deney sonucunda elde edilen verilerin
ortalamasini yansitmaktadir.
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Spire-1 floresan yogunlugu deney gruplari arasinda oosit maturasyonunun farkli
asamalarinda degerlendirildiginde GVBD oositlerde PD98059 uygulamasinin Spire-
1 kortikal yogunlugunu disiirdiigii, PD98059+H89 grubunda da Spire-1 Kkortikal
seviyesinin diger gruplara gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Ig olusumu
asamasinda Spire-1 kortikal floresan yogunlugu PD98059+H89 grubunda diger
gruplara gore daha diisiiktiir. 1§ gocii asamasinda ise Spire-1 kortikal seviyesinin
H89 ve PD98059+H89 uygulamas: ile artis gosterdigi belirlenmistir. PBE
asamasindaki oositlerde kortikal Spire-1 seviyesi PD98059 uygulamas: ile azalmas,

H89 uygulamasi ile artis gostermistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Oosit maturasyonunun farkli asamalarindaki Spire-1 immiinboyanmalarinin Image J
analizinden elde edilen matematiksel degerlerin grafigi. Farkli harfler istatistiksel anlamliligi ifade
etmektedir (p < 0.05) (One way anova, Holm Sidak yontemi). Tiim gruplar birbirleri arasinda
istatistiksel olarak karsilagtirilmig, anlamli fark olan gruplara ait siitunlara farkli harfler verilmis, fark
goriilmeyen gruplara ait siitunlar ayni harf ile isaretlenmistir. Grafikteki degerler 3 farkli deney
sonucunda elde edilen verilerin ortalamasini yansitmaktadir.
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4.7. Spire-1 Western Blot Analizi Bulgular:
Western blot deneyleri ile kontrol grubunda Spire-1 protein seviyesinin VM
stiresince GV, GVBD, ig olusumu ve PBE asamadaki oositlerde benzer oldugu,

ancak 1g gbcli asamasinda anlamli sekilde azaldigi belirlenmistir.

IVM siiresince MEK inhibitorii PD98059 uygulandiginda da Spire-1 seviyesinin ig
gocli asamasinda en diisik oldugu belirlenmistir. Oosit maturasyonunun diger
asamalarinda Spire-1 protein seviyesinin ig gocii asamasindan daha yiiksek seviyede

ve birbirine yakin oldugu gorilmiistiir.

H89 ile MPF aktivasyonu saglandiginda Spire-1 protein seviyesinin 00sit
maturasyonunun farkli asamalarinda anlamli fark gostermedigi belirlenmistir.
PD98059+H89 grubunda, Spire-1 seviyesinin GVBD asamada anlamli sekilde diisiik
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Spire-1 protein seviyeleri. VM uygulanan kontrol, PD98059, H89, PD98059+H89 grubu
fare oositlerinde Spire-1/b-Tubulin protein seviyelerini gésteren Image J analizinden elde edilen
matematiksel degerlerin grafigi ve western blot bantlari. Farkli harfler istatistiksel anlamlilig: ifade
etmektedir (p < 0.05) (One way anova, Holm Sidak yontemi). Tim gruplar birbirleri arasinda
istatistiksel olarak karsilagtirilmig, anlamli fark olan gruplara ait siitunlara farkli harfler verilmis, fark
goriilmeyen gruplara ait siitunlar ayni harf ile isaretlenmistir. Grafikteki degerler 3 farkli deney
sonucunda elde edilen verilerin ortalamasini yansitmaktadir.
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4.8. Spire-2 immunofloresan Analizi Bulgular

Kontrol grubunda Spire-2 kortikal floresan yogunlugunun GV oositlerde en diisiik
oldugu belirlenmistir. GVBD asamasinda Spire-2 diizeyinin arttigi, ig olusumu ve
PBE asamalarinda en yiiksek diizeyde oldugu, ig go¢ii asamasinda ise bir diisiis

meydana geldigi goriilmiustiir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. In vitro maturasyon uygulanan kontrol grubu oositlerde Spire-2 immunolokalizasyonu. A)
GV (a), GVBD (b), ig olusumu (¢), ig go¢ii (d) ve PBE (¢) asamadaki oositler, negatif kontrol (f). Bar:
20 pm. Yesil: Spire-2. Kirmiz1 (korteks): F-Aktin. Kirmizi (ig): a-tubulin. Mavi: Dapi. B) Oositteki
Spire-2 immiinboyanmalarinin Image J analizinden elde edilen matematiksel degerlerin grafigi. Farkli
harfler istatistiksel anlamlilig1 ifade etmektedir (p < 0.05) (One way anova, Holm Sidak yontemi).
Tiim gruplar birbirleri arasinda istatistiksel olarak karsilastirilmig, anlamli fark olan gruplara ait
stitunlara farkli harfler verilmis, fark goriilmeyen gruplara ait stitunlar ayni harf ile isaretlenmistir.
Grafikteki degerler 3 farkli deney sonucunda elde edilen verilerin ortalamasini yansitmaktadir.
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PD98059 ile MEK inhibisyonunun ardindan, Spire-2’nin kortikal floresan
yogunlugunun GV asamada diisiik oldugu, GVBD ve ig olusumu asamalarinda artig
gosterdigi belirlenmistir. I§ gdcii asamasinda da GV ve PBE’ye gore yiiksek diizeyde
goriilen Spire-2 floresan yogunlugu, PBE asamasinda diger asamalara gore anlamli

bir diisiis gostermistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. In vitro maturasyon uygulanan PD98059 (MEK inhibisyon) grubu oositlerde Spire-2
immunolokalizasyonu. A) GV (a), GVBD (b), ig olusumu (c), ig gocii (d) ve PBE (e) asamadaki
oositler, negatif kontrol (f). Bar: 20 um. Yesil: Spire-2. Kirmiz1 (korteks): F-Aktin. Kirmiz1 (ig): a-
tubulin. Mavi: Dapi. B) Oositteki Spire-2 immiinboyanmalarinin Image J analizinden elde edilen
matematiksel degerlerin grafigi. Farkli harfler istatistiksel anlamhilig1 ifade etmektedir (p < 0.05) (One
way anova, Holm Sidak yontemi). Tiim gruplar birbirleri arasinda istatistiksel olarak karsilagtirilmas,
anlamli fark olan gruplara ait siitunlara farkli harfler verilmis, fark goriilmeyen gruplara ait siitunlar
ayni harf ile isaretlenmistir. Grafikteki degerler 3 farkli deney sonucunda elde edilen verilerin
ortalamasini yansitmaktadir.
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H89 uygulamasi ile MPF aktivasyonu yapilan oositlerde Spire-2’nin kortikal floresan
yogunlugunda ig goc¢li asamasinda anlamli bir diisiis meydana gelmistir. PBE
asamasinda Spire-2 seviyesinin en yiiksek oldugu goriilmiistiir. GVBD ve ig olusumu
asamalarinda Spire-2 boyanma yogunlugu GV’ye gore diisiiktlir, ancak bu fark

istatistiksel olarak anlamli degildir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. In vitro maturasyon uygulanan H89 (MPF aktivasyon) grubu oositlerde Spire-2
immunolokalizasyonu. A) GV (a), GVBD (b), ig olusumu (c), ig gbc¢ii (d) ve PBE (e) asamadaki
oositler, negatif kontrol (f). Bar: 20 um. Yesil: Spire-2. Kirmiz1 (korteks): F-Aktin. Kirmiz1 (ig): a-
tubulin. Mavi: Dapi. B) Oositteki Spire-2 immiinboyanmalarimin Image J analizinden elde edilen
matematiksel degerlerin grafigi. Farkli harfler istatistiksel anlamlilig: ifade etmektedir (p < 0.05) (One
way anova, Holm Sidak yontemi). Tiim gruplar birbirleri arasinda istatistiksel olarak karsilastirilmus,
anlamli fark olan gruplara ait siitunlara farkli harfler verilmis, fark goériilmeyen gruplara ait siitunlar
ayni harf ile isaretlenmistir. Grafikteki degerler 3 farkli deney sonucunda elde edilen verilerin
ortalamasini yansitmaktadir.
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PD98059+H89 grubundaki oositlerde GV ve ig gog¢li asamalarinda Spire-2’nin
kortikal floresan yogunlugunun anlamli sekilde yiiksek oldugu goriilmiistiir. PBE
oositlerde ise Spire-2’nin kortikal floresan yogunlugunun en diisik oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. In vitro maturasyon uygulanan PD98059+H89 grubu oositlerde Spire-2
immunolokalizasyonu. A) GV (a), GVBD (b), ig olusumu (c), ig gocii (d) ve PBE (e) asamadaki
oositler, negatif kontrol (f). Bar: 20 um. Yesil: Spire-2. Kirmiz1 (korteks): F-Aktin. Kirmiz1 (ig): a-
tubulin. Mavi: Dapi. B) Oositteki Spire-2 immiinboyanmalarimin Image J analizinden elde edilen
matematiksel degerlerin grafigi. Farkli harfler istatistiksel anlamlilig1 ifade etmektedir (p < 0.05) (One
way anova, Holm Sidak yontemi). Tiim gruplar birbirleri arasinda istatistiksel olarak karsilastirilmus,
anlamli fark olan gruplara ait siitunlara farkli harfler verilmis, fark goriilmeyen gruplara ait siitunlar
ayni harf ile isaretlenmistir. Grafikteki degerler 3 farkli deney sonucunda elde edilen verilerin
ortalamasini yansitmaktadir.
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Spire-2  boyanma yogunlugu oosit maturasyonunun farkli asamalarinda
degerlendirildiginde, PD98059 uygulamasinin GVBD ve ig olusumu asamalarindaki
oositlerde Spire-2 kortikal yogunlugunu artirdig1 belirlenmistir. Ig gdcii asamasinda
ise hem PD98059 hem de PD98059 ve H89’un birlikte uygulandigi grupta kortikal
Spire-2 floresan yogunlugunun arttigi goriilmiistir. PBE asamasindaki oositlerde
kontrol grubundaki kortikal Spire-2 yogunlugunun diger gruplara gore daha fazla
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.19).

Spire-2 (GVBD) Spire-2 (ig Olusumu)

El El
<
= 550000 ~ 650000 c
X 585000 3 585000
2 520000 2 520000
3 o c s 5
Q390000 ;
S 325000 b 2 325000 b b
= 260000 = 260000
< 195000 a < 195000 a
& 130000 a & 130000
Q 65000 S 65000
T 0 T 0
Kontrol PD98O59 He9 PDI8059+H89 Kontrol PDI8059 H89 PDIS059+HEI
DENEY GRUPLARI DENEY GRUPLARI
= Spire-2 (Ig Gégli) E Spire-2 (PBE)
< <
= 650000 b = 650000
¥ 585000 b % 585000
2 520000 2 520000
= 455000 = 455000
D 390000 Q390000
S 325000 2 325000 b
Z 260000 a Z 260000
& 195000 a < 195000 a a
L 130000 & 130000 a
C 65000 S 65000
S 0 = 0 - i ]
Kontrol PD98059 H89 PDI8059+HSY Kontrol PD98059 H89 PDIBO5+HBI
DENEY GRUPLARI DENEY GRUPLARI

Sekil 4.19. Oosit maturasyonunun farkli asamalarindaki Spire-2 immiinboyanmalarinin Image J
analizinden elde edilen matematiksel degerlerin grafigi. Farkli harfler istatistiksel anlamliligi ifade
etmektedir (p < 0.05) (One way anova, Holm Sidak yontemi). Tiim gruplar birbirleri arasinda
istatistiksel olarak karsilagtirilmig, anlamli fark olan gruplara ait siitunlara farkli harfler verilmis, fark
goriilmeyen gruplara ait siitunlar ayni harf ile isaretlenmistir. Grafikteki degerler 3 farkli deney
sonucunda elde edilen verilerin ortalamasini yansitmaktadir.
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4.9. Spire-2 Western Blot Analizi Bulgular:

Western blot analizi bulgularina gore, kontrol grubunda Spire-2 protein seviyesinin
GVBD agamadan sonra anlamli sekilde arttigt ve PBE asamasina kadar yliksek
diizeyde kaldigr goriilmiistir. PD98059 ile MEK inhibisyonunun ardindan, WB
analizi ile Spire-2 seviyesinin GV ve PBE asamalarda maturasyonun diger
asamalarina gore daha diisiik oldugu belirlenmistir. H89 ile MPF aktivasyonunun
ardindan Spire-2 protein seviyesinin PBE asamasinda en yiiksek oldugu ve ig gocii
asamasinda diger asamalara gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. PD98059+H89
grubunda Spire-2 seviyesinin ig goc¢li asamasinda en yiiksek, PBE asamadaki

oositlerde en diisiik oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Spire-2 protein seviyeleri. VM uygulanan kontrol, PD98059, H89, PD98059+H89 grubu
fare oositlerinde Spire-2/b-Tubulin protein seviyelerini gésteren Image J analizinden elde edilen
matematiksel degerlerin grafigi ve western blot bantlari. Farkli harfler istatistiksel anlamlilig1 ifade
etmektedir (p < 0.05) (One way anova, Holm Sidak yontemi). Tiim gruplar birbirleri arasinda
istatistiksel olarak karsilagtirilmig, anlamli fark olan gruplara ait siitunlara farkli harfler verilmis, fark
goriilmeyen gruplara ait siitunlar aymi harf ile isaretlenmistir. Grafikteki degerler 3 farkli deney
sonucunda elde edilen verilerin ortalamasini yansitmaktadir.
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5. TARTISMA

Oosit maturasyonu, oositin fertilizasyona hazir hale geldigi ve fertilizasyondan sonra
gelisecek olan embriyonun gelisim potansiyelinde etkili olan bir siirectir. Memeli
oositleri tarafindan gerceklestirilen ardarda gelen iki hiicre boliinmesi ile maturasyon
stirecinde haploid, fonksiyonel bir gamet meydana gelmektedir (Otsuki ve ark.,
2012). Oositlerde gerceklesen mayotik hiicre boliinmesi ile erken embriyogenez
sirasinda meydana gelen somatik hiicre boliinmesi arasindaki en 6nemli fark mayoz
boliinmenin asimetrik olarak gergeklesmesidir (Clift ve Schuh, 2013). Hiicrenin
boliinme diizleminin igin konumu tarafindan belirlenmesi nedeniyle, mayotik igin
korteks bolgesine dogru go¢ etmesi memeli gametlerinde asimetrik hiicre boliinmesi

stirecinin gergeklesmesi i¢in dnemli bir agamadir (Sun ve Kim, 2013).

Fare oositlerindeki her iki mayotik boliinme de hem yavru hiicrelerin boyutlart hem
de gelisim potansiyelleri agisindan asimetriktir. Bu boliinmeler sonucunda oldukga
kiigiik bir hiicre olan polar cisimcik ve orijinal boyutunu koruyan oosit olusmaktadir.
[k polar cisimcik kromozom gogii ekseninde atilir. Oosit periferinde MII igi olusur
ve metafaz duraklamasi boyunca plazma membranmin altinda tutulur (Maro ve
Verlhac, 2002). Biiyiik olan oosit fertilize olarak embriyoya gelisebilirken, kiigiik
polar cisimcikler ise dejenere olur. Bu asimetrik hiicre boliinmesi, olgun oositin genis
bir sitoplazmaya sahip olmasini ve sperm girisinin kolaylagsmasini saglarken, tek bir
zona pellusida igerisinde gelisim potansiyeli diisiik olan ¢ok sayida fertilize olmus

oosit olusumunu 6nlemek i¢in gereklidir (Otsuki ve ark., 2012).

Hiicre iskeleti elemanlarindan aktinin murin (Longo ve Chen, 1985) ve domuz (Kim
ve ark., 1996) oositleri dahil olmak iizere memeli oositlerinde ger¢eklesen asimetrik
boliinmenin temel itici giicli oldugu bilinse de, bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda
aktin hiicre iskeleti yeniden modellenmesinin hangi mekanizmalar ile oositteki
asimetrik boliinmeye katkida bulundugu heniiz ortaya ¢ikarilamamistir (Namgoong

ve Kim, 2016).

Oositte aktin nukleasyonu basarili bir maturasyon siireci ve ardindan gelen
embriyonik gelisim i¢in 6nemlidir. Oositte gerceklesen asimetrik hiicre boliinmesi

aktin ag1 ile biiyiikk olclide iligkilidir ve dolayisiyla aktin nukleasyonu saglayan
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proteinlerin bu siirecte 6nemli rolleri vardir (Namgoong ve Kim, 2016). Aktin
nukleasyonu saglayici proteinler FMN2, Spire-1 ve Spire-2’nin fare oositlerindeki
varlig1r onceki calismalarda belirlenmistir (Leader ve ark., 2002; Pfender ve ark.,
2011). Bu proteinleri birbirleriyle olan etkilesimleri agisindan inceleyen ¢alismalar
da yapilmistir (Pfender ve ark., 2011; Montaville ve ark., 2014). Bu ¢alismada ise
aktin nukleasyonu saglayan bu proteinlerin lokalizasyonunu ve miktarini etkileyen

diizenleyici faktorlerin neler oldugu arastirilmistir.

Farede mayoz I sirasinda igin PBE bolgesinde belirleyici olan kortikal bolgeye gocii
oosit polaritesinin olusmasinda ilk adim olarak kabul edilir (Verlhac ve ark., 2000).
Sitoplazmik aktin filamanlarinin diizenlenmesi ile yonetilen bu siirecte FMN2 6nemli
bir rol oynar (Yi ve Li, 2012). FMN2 yoklugunda metafaz iginin dogru konumu
almas1 gerceklesemez, gebelik kayiplari ve infertilite meydana gelir (Leader ve ark.,
2002). FMN2 izotropik, dinamik bir sitoplazmik agin olusumu i¢in gereklidir ancak
aktin diizenlenmesinin hangi mekanizma ile igin konumunu almasini sagladigi heniiz

tam olarak bilinmemektedir (Azoury ve ark., 2011).

Bu calismada gerceklestirilen hem IF hem de WB analizleri sonucunda, IVM
stiresice herhangi bir inhibitér uygulamanin yapilmadigi kontrol grubunda FMN2
seviyesinin GV asamadan GVBD’ye gectiginde artis gosterdigi belirlenmistir. Bu
bulgular FMN2’nin GVBD siirecinde etkili olabilece§ini gdstermesinin yaninda,
GVBD’den sonra gerceklesecek olan ig olusumu ve i gocii asamalari i¢in gerekli
olan FMN2 protein sentezinin bu asamada gergeklestigini diisiindiirmektedir. Son
yillarda yapilan caligmalar formin ailesi iiyesi proteinlerin GVBD’de rolii
olabilecegini gdstermistir (Gao ve ark., 2017). 1§ olusumu asamasinda ise hem IF
hem de WB analizi FMN2 seviyesinin diistiiglinii gostermis, IF ile FMN2’nin bu
asamada spesifik olarak i§ cevresinde lokalize oldugu goriilmiistiir. I gocii ve PBE
stiresince de 1g ¢evresinde lokalize olmaya devam ettigi goriillen FMN2’nin oositte ig
cevresinde lokalize oldugu onceki ¢alismalarda da gosterilmistir (Yi ve ark., 2013).
FMN2’nin ayn1 zamanda, oosit maturasyonu sirasinda dinamik olarak degisen ve ig
gocii i¢in gerekli olan sitoplazmik aktin aginin olusumundan da sorumlu oldugu
bilinmektedir (Azoury ve ark., 2008; Holubcova ve ark., 2013). i§ gocii ve PBE

asamalarinda, ig olusumu asamasina gore hem IF hem de WB analizi ile gosterilen
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artisin bu asamalarda artan kromozom sinyali (Li ve Albertini, 2013) ile iligkili
olabilecegi ve oOzellikle ig cevresinde lokalize olan FMN2’nin bu bolgedeki

kromozom sinyali ile etkilesim halinde olabilecegi diisliniilmektedir.

Calismamizda ilk grupta MEK’in IVM siiresince kimyasal inhibitorii PD98059 ile
inhibe edilmesinin ardindan hem IF hem de WB verilerine gore GVBD asamada
GV’ye gore artis gozlenmesi nedeniyle MAPK sinyalinin FMN2 {izerinde bu
asamada etkili olmadigim diisiindiirmektedir. Ancak MEK inhibitoriinlin PBE
asamasindaki oositlerde FMN2 seviyesini diisiirdiigii goriilmiistiir ve bu nedenle
MAPK sinyalinin PBE asamasindaki oositlerde FMN2 diizeyini etkiledigi
diisiiniilmektedir. GVBD ve PBE oranlarina bakildiginda, PD98059 grubunda
yalnizca PBE oranlarinin etkilenmis olmasi bu bulgulari1 dogrulamaktadir. Daha 6nce
yapilan calismalar da MAPK ile PBE iligkisini gostermektedir (Tong ve ark., 2003).
Bu caligmada elde edilen bulgular MAPK’in PBE iizerindeki bu etkisinin FMN2
araciligi ile gerceklestiriyor olabilecegini gdstermektedir. MEK inhibisyonu ile ayni
zamanda ig olusumu asamasinda ig ¢evresinde lokalize olan FMN2 seviyesinin
azalmis olmasi, MAPK sinyalinin FMN2’nin ig cevresinde lokalize olmasini

saglayan kromozom sinyali ile etkilesim halinde olabilecegini diistindiirmektedir.

Ikinci deney grubumuz olan PKA inhibitérii H89 uygulamas: ise kontrol grubundan
farkli olarak i1g goc¢ii asamasinda FMN2 seviyesinde diisiise neden olmustur. Bu
calismada PKA inhibitoriit MPF aktivasyonu saglamasi amaciyla kullanilmis olsa da
PKA’nin hiicre iskeleti organizasyonundaki potansiyel rolleri diisliniildiiglinde
(Matsuoka ve ark., 1996), ig gocli asamasinda FMN2 diizeyinde gerceklesen bu

diisiisiin PKA inhibisyonu nedeniyle olabilecegi diisiiniilmektedir.

Son deney grubumuzda ise IVM medyumuna MEK inhibitorii ile MPF aktivatoriiniin
ayn1 anda eklenmesi ile PBE asamasinda FMN2 seviyesindeki diisiis onlenmistir. Bu
bulgular MPF’nin aktive edilmesinin, FMN2 ekspresyonu agisindan MEK
inhibisyonunu telafi edebilecegini gostermektedir. Bu durumda MAPK sinyalinin
FMN2 {izerindeki etkisi MPF aktivasyonu iizerinden dolayli bir sekilde gergeklesiyor
olabilir. MPF’nin MAPK sinyali tarafindan aktive edildigi bilindiginden (Ohashi ve
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ark., 2003), MPF’nin MAPK aracili aktivasyonu oositlerde FMN2 protein

seviyesinin artmasina neden olabilir.

FMN2 oosit maturasyonu ile iligkili oldugu gosterilen ilk aktin nukleasyonu saglayici
proteindir (Leader ve ark., 2002). Farede FMN2’nin “knockout” edilmesi ig gd¢iiniin
ve fertilizasyonun basarisiz olmasina neden olur ve MI asamasinda gerceklesen
duraklamaya bagli olarak gerceklesen poliploidiye neden olur (Leader ve ark., 2002;
Dumont ve ark., 2007). Oosit maturasyonu siiresince FMN2’nin kortkeste (Azoury
ve ark., 2008) ve intraseliiler vezikiillerde (Schuh, 2011; Holubcova ve ark., 2013)
lokalize oldugu gosterilmistir. Forminin fare homologu olan Drosophila diaphanous
(mDia) formin ailesi de dahil olmak iizere formin ailesine dahil olan pek¢ok protein
otoinhibitdr mekanizmalar ile kontrol edilir ve Rho ailesi GTPaz RHOA tarafindan
aktive edilir (Goode ve Eck, 2007) ancak FMNZ2’yi kontrol eden spesifik

mekanizmalar heniiz tam olarak bilinmemektedir.

FMN2’nin etkilesim icerisinde oldugu bilinen diger iki protein Spire ve profilindir
(Dahlgaard ve ark., 2007). Fare oositlerinde yapilan asir1 ekspresyon g¢alismalari
Spire ve FMN2’nin ig translokasyonunu gerceklestirmek tlizere fonksiyonel bir
birimde is birligi yaptiklarin1 géstermistir (Pfender ve ark., 2011). Floresan fiizyon
proteinleri ile yapilan c¢alismalar oosit ylizeyinde, sitoplazmasinda ve boliinme
cizgisinde hem Spire-1 hem de Spire-2’nin FMN2 ile kolokalizasyon gosterdigini
belirlemistir (Vizcarra ve ark., 2011; Montaville ve ark., 2014).

Bu ¢alismadaki WB analizine gére GV ve GVBD asamalarindaki Spire-1 seviyeleri
birbirine yakin olmasma ragmen, IF verilerine goére Spire-1 seviyesti GVBD
asamasinda GV’ye gore diisiis gOstermistir. Bu bulgular bize Spire-1 protein
diizeyini belirlemek iizere kullanilan antikorun IF uygulamasinda sitoplazmik
lokalizasyonunu belirleyemedigini diisiindiirmiistiir. Daha 6nceki ¢aligmalarda Spire-
I’in sitoplazmada yer alan Rab-1la ile iliskili vezikiillerde yer aldig:
belirlendiginden (Holubcova ve ark., 2013) vezikiil icerisinde yer alan Spire-1’in IF
ile tespit edilemedigi diisiiniilmektedir. Bu nedenle bu ¢alismada Spire-1 proteini ile
ilgili IF bulgular1 Spire-1’in kortikal diizeyi, WB bulgular1 ise total diizeyi olarak

degerlendirilmistir.
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Spire-1’in kortikal diizeyi GVBD ve ig olusumu sirasinda diisiik olsa da total
diizeyinin daha yiiksek olmasi, bu asamalarda Spire-1’in daha ¢ok sitoplazmada
lokalize olabilecegini diisiindiirmektedir. Onceki ¢alismalarda FMN2 ile birlikte ig
goclinde gorev aldigr belirtilen Spire-1 (Holubcova ve ark., 2013), maturasyonun
belirli asamalarinda sitoplazmada lokalize oldugu belirlenen FMN2 (Yi ve ark.,
2013) ile birlikte gorev yapiyor olabilir. Ig gocii asamasinda hem IF hem de WB
verilerine gore Spire-1 diizeyinin diisiik olmasi, bu asamada Spire-1’in etkili

olmadigini diisiindiirmektedir.

MEK inhibisyonunun PBE asamasindaki oositlerde yalnizca kortikal Spire-1
seviyesini diisiirdiigii goriilmiistiir. Onceki calismalarda Spire proteininin PBE ile
iligkili oldugu gosterildiginden (Pfender ve ark., 2011), ¢alismamizda oositlerdeki
PBE oraninin diismesinde Spire-1’in kortikal seviyesinin diismesi ile iliskili
olabilecegi diistiniilmektedir. H89 ile MPF aktivasyonu sonucu total Spire-1 seviyesi
maturasyonun farkli asamalarinda benzer sekilde iken, ig go¢ili asamasinda kortikal
diizeyde anlamli bir diisiis gozlenmemistir. Bu bulgular MPF aktivasyonunun ig gocii

sirasinda Spire-1’in kortikal alanda kalmasini sagladigini diistindiirmektedir.

PD98059+H89 grubunda, yalnizca PD98059 uygulandigi durumda goriilen PBE
asamasindaki kortikal Spire-1’deki diisiis goriilmemistir. Bu nedenle H89 ile
MPF’nin aktive edilmesinin, MEK inhibisyonunu telafi ettigi diisiiniilmektedir. Bu
bulgular, Spire-1 tlizerindeki MAPK sinyali etkisinin MPF aktivasyonu tizerinden

indirekt olarak gergeklesiyor olabilecegini gdstermektedir.

Bu ¢aligmada Spire-2 proteini de IF ile yalnizca oositin kortikal bolgelerinde tespit
edilebilmistir. Onceki c¢alismalarda da Spire-2 proteininin negatif yiiklii hiicre
membranina yiiksek afinite gosterdigi belirlenmistir (Tittel ve ark., 2015).
Caligmamizda Spire-1’in aksine Spire-2’nin kortikal seviyesi GV asamadan GVBD
asamaya gecildiginde artig gostermistir ve bu nedenle Spire-2’nin GVBD asamasinda
kortikal alanda etkili oldugu diisiiniilmektedir. IF boyanmalar1 Spire-2’nin kortikal
lokalizasyonunun ig gd¢ili asamasinda azaldigin1 gosterirken, WB analizine gore total
protein seviyesinde herhangi bir diisiis olmamasi, Spire-2’nin i gog¢ii asamasinda

sitoplazmik alanda yer aldigini diisiindiirmektedir. Onceki yillarda yapilan
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calismalarda da Spire-2’nin sitoplazmik vezikiiller ile iliskili olarak sitoplazmada yer

aldig1 gosterilmistir (Holubcova ve ark., 2013).

PD98059 ile MEK inhibisyonu Spire-2’nin PBE asamasindaki oositlerde hem
kortikal hem de total diizeyinde azalmaya neden olmustur. Bu bulgular MAPK
sinyalinin Spire-2 seviyesi lizerinde PBE asamasinda etkili oldugunu gostermektedir.
H89 ile MPF aktive edildiginde GVBD ve ig olusumu asamalarinda Spire-2’nin hem
kortikal hem de total diizeyinin diisiik olmasinin, PKA’nin hiicre iskeleti ile olan
iliskisi distiniildiigiinde (Gao ve ark., 2017), H89 ile PKA’nin inhibe edilmesinden
kaynaklandig1r diisiiniilmektedir. MPF aktivasyon grubunda PBE asamadaki
oositlerde daha yiiksek Spire-2 protein seviyesi gozlemlenmis, bu nedenle MPF

aktivasyonunun 6zellikle bu asamada Spire-2 seviyesini artirdig1 diisiiniilmiistiir.

Hem PD98059 hem de H89 uygulandiginda, PBE oositlerde Spire-2 diizeyi diistigii
gozlemlendiginden, MPF aktivasyonunun MEK inhibisyonunu Spire-2 diizeyi
acisindan telafi edemedigi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle MAPK sinyalinin Spire-2
tizerindeki etkisinin, MPF ile etkilesim olmaksizin, dogrudan gerceklesiyor

olabilecegi diisliniilmektedir.

Farede Spire-1 ve Spire-2’nin “knockdown” edilmesinin oosit maturasyonunu bloke
ettigi ve aktin aginin olusumunu engelledigi bilinmektedir (Pfender ve ark., 2011) ve
bu fenotip FMN2 “knockdown” fenotipi ile benzerlik gostermektedir (Leader ve ark.,
2002) FMN2 (Drosophila’da Cappucino) ve Spire arasindaki evrimsel olarak
korunmus protein-protein etkilesimine ve bu proteinlerin Drosophila (Quinlan ve
ark., 2005) ve fare oositlerindeki (Pfender ve ark., 2011) kolokalizasyonuna
dayanarak FMN2 ve Spire’in aktin nukleasyonunu gercgeklestirmek {izere hem
Drosophila hem de memeli oositlerinde tek bir birim olarak islev gordiikleri

distiniilmektedir.

Hiicre siklusu boyunca M-fazi MPF’nin aktivasyonu ve inaktivasyonu ile kontrol
edilir (Masui ve Markert, 1971). MPF nin regiilator bileseni olan siklin B’nin (Doree
ve Hunt, 2002) sentezi ve degredasyonu ile gergeklesen konsantrasyon degisikligi
MPF aktivitesinin kontroliinde biiyiik bir dneme sahiptir (Murray ve Kirschner,
1989). Mitotik siklinler hiicre siklusu boyunca sentezlenirler ve metafaz-anafaz
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gecisinde kisa bir siireligine (Evans ve ark., 1983) 6 ubikutin yolag: ile yikilirlar
(Glotzer ve ark., 1991). Oositte mayotik maturasyon siiresince meydana gelen, iki
asimetrik hiicre boliinmesi ile sonuglanacak olan tiim hiicresel olaylarin zamaninda
gerceklesmesi olduk¢a dnemlidir. Mayotik maturasyonun zamanlamasinin kontrolii
daha ¢ok siklin B’ye baghdir. Siklin B seviyesindeki degisiklik MPF aktivitesinde
yol acgtigr degisiklikler ile hem mayoz siiresince hiicre siklusu fazlarmin
zamanlamasin1 hem de fonksiyonel mayotik ig olusumu ve asimetrik boliinme ile

iliskili olaylar1 kontrol eder (Brunet ve Maro, 2005).

MPF, GVBD sirasinda aktive olur ve ilk mayozun M fazinda platoya erisinceye
kadar artmaya devam eder (Verlhac ve ark., 1994). Mayoz I’den Mayoz II'ye geg¢is
sirasinda MPF aktivitesinde gegici bir diisiis meydana gelir. Mayoz II’ye gegis i¢in
MPF hizlica tekrar aktive edilir ve metafaz II duraklamasi boyunca yliksek bir
seviyede tutulur. Olgunlasmamis oosit ¢ok kii¢lik bir miktar, yalnizca ilk mayozun
M fazma girmeye yetecek kadar siklin B igerir (Ledan ve ark., 2001). GVBD’den
hemen 6nce germinal vezikiil icerisine girer (Marangos ve Carroll, 2004). GVBD’ nin
ardindan siklin B sentezini seviyesi siirekli artar ve ilk mazyon M fazinin sonunda
maksimum diizeye ulasir ve yeni sentezlenen protein aktif bir kompleks olusturmak
tizere hemen p34cdkl kinaz ile birlesir (Hampl ve Eppig, 1995). PBE i¢in siklin B
degredasyonu gereklidir (Ledan ve ark., 2001).

MPF aktivitesinin oositte fonksiyonel bir ig olusumunu kontrol ettigi belirlenmistir.
MPF’nin ayn1 zamanda igin konumunu da dolayli olarak kontrol ediyor olabilecegi
diisiiniilmektedir. Kinetokor aktivasyonunda oldugu gibi, 1§ gog¢ii de ancak MPF
aktivitesi yiiksek seviyeye ulastiginda baslar. Bu nedenle MPF’nin mikrofilamanlar
ile iliskili olan proteinlerin aktivitesini kontrol edebilecegi ve bdylece 1§ gdciinii
indiikleyebilecegi diisiiniilmektedir (Satterwhite ve ark., 1992). Ancak bu siirece

dahil olan mekanizmalar ve molekiiller hentiz tam olarak bilinmemektedir.

Mayotik boliinmede asimetrinin ortadan kalkmasi, daha genel olarak oosit hiicre
iskeletinin organizasyon bozuklugu gametlerin yaslanmasi veya diisiik kalitede
olmast ile karakterizedir (Diaz ve Esponda, 2004). Hiicre iskeletindeki bu

organizasyon bozuklugunun tam olarak hangi molekiiler mekanizmalardan ve
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maturasyonun hangi asamalarinda etkilendiginin belirlenmesi bu organizasyon
bozuklugunun 6niine gegmek veya diizeltilebilmesini saglamak agisindan énemlidir.
Bu c¢alismada elde edilen bulgular MPF ve MAPK’1n aktin diizenleyici molekiiller
lizerinde maturasyonun belirli asamalarinda etki gostererek bu siirecte yer aldiklari

belirlenmistir.

Memeli oositlerinde MAPK ve MPF aktivitesi maturasyon siiresince dalgalanma
gosterir ve en yiiksek seviyede olduklari iki nokta MI ve MII metafaz asamalaridir
(Wehrend ve Meinecke, 2001). MAPK mayoz siiresince mikrotiibiil dinamiklerinin
kontrol edilmesinde (Minshull ve ark., 1994) ve birinci polar cisimcigin boyutunun
diizenlenmesinde o6nemli bir rol oynar (Choi ve ark., 1996). Farelerde oosit
maturasyonu siiresince MAPK aktivitesinin mikrotiibiil ve kromatin organizasyonu
ile iliskili oldugu belirlenmistir (Verlhac ve ark., 1994). c-mos “knockout” farelerde
oositlerin anormal ig dagilimina sahip oldugu gorilmiistiir (Araki ve ark., 1996).
MEK inhibitérii U0126’nin neden oldugu mayotik anomaliler, MEK’in asimetrik
boliinmedeki 6nemli rollerini ortaya koymustur (Tong ve ark., 2003)

Memeli oositleri p44ERK1 ve p42ERK2 olmak iizere MAPK’1n iki izoformunu
icerir. Cok sayida calisma bu kinazlarin varliginin ve aktivasyonunun oositin
mayotik maturasyonu siirecinde gerekli oldugunu gostermistir (Fan ve Sun, 2004).
MAPK sinyali, oositte mazyozun siirekliligini devam ettiren temel sinyal
yolaklarindan biri oldugu ve MPF ile iligkili olarak fonksiyon yaptig1 bilinmektedir
(Villa-Diaz ve Miyano, 2004). Ancak MAPK ile MPF arasindaki iliskinin aktin
nukleasyonu saglayan molekiiller tizerindeki etkisinin ne sekilde oldugu bu ¢alisma

ile ilk kez ortaya konmustur.

Sonug olarak ¢aligmamizda MAPK sinyalinin aktin nukleasyonu saglayan FMN2,
Spire-1 ve Spire-2 proteinlerini oosit maturasyonunun belirli asamalarinda etkiledigi
gosterilmistir. Bu ¢alismanin bulgularina gére, MAPK sinyalinin bu etkisi Spire-2
proteini i¢in dogrudan, FMN2 ve Spire-1 i¢in ise MPF iizerinden dolayl bir etkidir.
Aktin nukleasyonu saglayan bu proteinlerin oosit maturasyonunda ne sekilde kontrol

edildiklerinin anlagilabilmesi i¢cin, MAPK sinyalinin etkiledigi diger sinyal yolaklar

&3



ve oositin hiicre siklusunda gorevli kilit molekiillerden biri olan siklin B ile olan

iligkilerinin belirlenmesi gereklidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismadan elde edilen bulgular ile oositin mayotik ve sitoplazmik
maturasyonunu etkileyen mekanizmalar arasinda nasil bir iliski kuruldugu ortaya
konmus, oositin asimetrik boliinmesinde gorevli olan aktin nukleasyonu saglayan

proteinlerin bu mekanizmalardan nasil etkilendigi gosterilmistir.

Calismanin sonucunda, aktin nukleasyonu saglayan FMN2, Spire-1 ve Spire-2
proteinlerinin oosit maturasyonunun belirli agsamalarinda MAPK sinyali tarafindan
etkilendigi belirlenmistir. Bu ¢alismada elde edilen verilere gére, FMN2 ve Spire-1
proteinleri MAPK sinyali tarafindan MPF aracili olarak etkilenirken, Spire-2 proteini
MAPK sinyalinden dogrudan etkilenmektedir. Oosit maturasyonu sirasinda aktin
nukleasyonu saglayan bu proteinleri kontrol eden mekanizmalarin tam olarak
anlasilabilmesi i¢cin, MAPK sinyalinin oositte etkiledigi diger sinyal yolaklar1 ve
oositin hiicre siklusunda gorevli kilit molekiillerden biri olan siklin B ile olan

iligkilerinin belirlenmesi gereklidir.

Oosit maturasyonunun hem nuklear hem de sitoplazmik agidan hatasiz
gerceklesmesi, kusursuz bir embriyonik gelisimin ilk basamagidir. Oositin mayotik
boliinmesi sirasinda gergeklesen kromozom ayrilma hatalarinin embriyonik gelisim
problemlerine ve Down Sendromu gibi anomalilere neden oldugu bilinmektedir.
Ayrica gebelik kayiplart ve maternal yasa baghi olarak gergeklesen genetik
hastaliklarin kdkenlerinin oositin mayotik 1§ yapisindaki veya erken embriyonik

mitotik ig yapisindaki hatalardan kaynaklandig: diisiinilmektedir.

Oositin asimetrik boliinmesi sirasinda igin dogru sekilde konumlanmasini saglayan
aktin nukleasyonu saglayict molekiiller sadece oosit maturasyonunun basarili bir
sekilde tamamlanmasina aracilik etmekle kalmaz, ayn1 zamanda embriyonun hatasiz
gelisimine de katki saglarlar. Bu nedenle oositte aktin nukleasyonu saglayan
molekiillerin oosit igerisinde ve g¢evre kumulus hiicrelerinde yer alan potansiyel

diizenleyicileri ile ilgili ¢alismalara ihtiya¢ vardir.
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