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OZET

Protein Kinaz C (PKC) 12 farkli iyeden olusan cAMP bagimsiz bir protein kinaz
ailesidir. Bu aile, ii¢ farkli alt aileye boliinebilir. Klasik PKC’lerin timii (o, B1, B2, v)
fosfolipidler, diagilgliserol (DAG) ve Ca?* tarafindan aktive edilirken; novel PKC’ler
(8, €, M, 0, p) aktivasyon i¢in Ca®* ‘a gerek duymazlar. Atipik PKC’ler (A, 1, &) DAG ve
Cca’ ‘a yanit vermezler, ancak aktivasyon i¢in fosfolipidlere ihtiya¢ duyarlar. PKC’lerin
memeli ovaryumlarinda granuloza hiicre proliferasyonu, ovosit maturasyonu, ovulasyon
ve luteinizasyon ile ilgili kritik rolleri oldugu diistiniilmektedir. PKC’lerin farkli hiicresel
olaylar1 kontrol ettigi bilinse de farkli PKC izotiplerinin memeli ovaryumunda gosterdigi
dagilim bugiine kadar agikliga kavusmamuistir. Bu ¢alismanin amaci prepubertal, pubertal
ve eriskin doneme ait fare ovaryumlarinda farkli PKC izotiplerinin 6zgiin dagilimlarinm
gostermektir.

Calismamizda gonadotropin reseptorlerinin  transkriptlerinin tam olarak
olugmadig1 prepubertal evredeki 1 giinliik, gonadotropin reseptorlerinin olusmasindan
sonraki evrede bulunan 7 giinliik, folikiillerin gonadotropinlerden bagimsiz olarak
sekonder asamaya kadar gelisebildigi pubertal evredeki 21 giinliik ve erigkin evredeki 60
glinlik BalbC tiirii farelerden alinan ovaryum dokularina rutin parafin kesit teknikleri
uygulanarak ti¢ farkli PKC izotipinin (PKCa, PKC 3, PKCeg) ve bunlarin fosforile
formlarinin (pPKCa, pPKCe) ovaryum kesitlerindeki lokalizasyonu
immunohistokimyasal teknikler kullanilarak belirlenmistir.

PKCa’nin gelisen ovaryum folikiillerindeki ovosit ve granuloza hiicrelerinde ve
korpus luteumun luteal hiicrelerinde yerlesim gosterdigi, immiinoreaktivitesinin farkl
gelisim asamasindaki folikiillerde ve prepubertal evrede farklilik gosterdigi goriilmiistiir.
PKC&’nin ovaryum folikiillerinin granuloza hiicrelerinde ovositlere gore daha yogun
immiinoreaktivite gosterdigi, korpus luteumun luteal hiicrelerindeki
immiinoreaktivitesinin PKCa kadar yogun olmadigi ve prepubertal evrede
immiinoreaktivitesinin  degistigi  belirlenmistir. PKCeg’un ise tim gruplara ait
ovaryumlarda farkli gelisim agsamalarindaki tiim folikiillerde spesifik olarak ovositlerde
lokalizasyon gosterdigi belirlenmistir. Luteal hiicrelerde immiinpozitif reaksiyon
goriilmemistir.

Sonug olarak PKCa, PKC38 ve PKCe farkli gelisim donemlerindeki ovaryumlarda
farkli hiicrelerde o6zgiin yerlesim gostermektedir. Calismamizin sonuglart PKC
izotiplerinin ovaryumdaki 6zgiin rollerinin arastirilmasina ve diger sinyal yolaklar ile
iliskilerinin belirlenmesine 151k tutacaktir.

Anahtar Kelimeler: PKC, ovaryum, ovosit, granuloza, immunohistokimya
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ABSTRACT

Protein kinase C (PKC) is a cAMP independent protein kinase family consisting
of twelve distinct members. They can be subdivided into three subfamilies. The
conventional PKCs (a, B1, p2,y) are all activated by phospholipids, in particular
phosphatidyl serine, diacylglycerol (DAG) and Ca?* where the novel PKCs (3, €, n, 6, 1)
do not require Ca** for its action. The atypical PKCs (2, 1, &) respond neither to DAG nor
to Ca”" but they still require phospholipids. The PKCs are suggested being critical in the
regulation of follicular development, ovulation and luteinization. Although it is
hypothesized to control different cellular processes, the specific localization of these
PKCs has not been enlightened in ovary up today. The aim of this study is to determine
the specific localization of PKC isotypes in prepubertal, pubertal and adult mouse ovary.

In our study, ovaries were obtained from 1 day old prepubertal BalbC mice in
which full lenght transcripts of gonadotropin receptors can not be seen, 7 days old
prepubertal BalbC mice in which full lenght transcripts of gonadotropin receptors can be
seen, 21 day old pubertal BalbC mice in which follicles can be developed until
gonadotropin independent secondary stage and day 60 adult BalbC mice and localization
of three different PKC istotypes (PKCa, PKC 8, PKCe) and their phosphorylated forms
(pPKCa, pPKCe) in the ovary sections were determined using immunohistochemical
techniques.

PKCa was localized in the oocytes and granulosa cells of ovarian follicles and
luteal cells of corpora lutea and its immunoreactivity showed variations in different
folicular stages and was different in prepubertal stage. PKCS showed a higher
immunoreactivity in the granulosa cells of ovarian follicles than the oocytes and its
immunoreactivity in the luteal cells of corpora lutea was not as higher as PKCa and was
changed in the prepubertal stage. PKCe was localized specifically in the oocytes of all
different maturation stages of follicles in all groups. It was not immunopositive in luteal
cells.

In conclusion, PKCa, PKCé and PKCe were specifically localized in different
cells of the ovaries from different developmental stages. Our study will provide an
insight for the studies on specific roles of PKC isotypes and determination of their
relationship with other signal transduction pathways.

Keywords: PKC, ovary, oocyte, granulosa, immunohistochemistry
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GIRIS

1.1. Hipotezin Temeli ve Amag

Protein kinaz C (PKC), siklik adenozin monofosfat (CAMP) aktivasyonuna gerek
duymaksizin membran fosfolipidleri, Ca** ve diacilgliserol (DAG) ile aktive olarak (1),
farkl1 proteinlerin fonksiyonunu serin ve treonin aminoasitlerinin hidroksil gruplarinin
fosforilasyonunu gerceklestirerek kontrol eden bir enzim grubudur (2). PKC, timor
olusumu, konak savunmasi, embriyonik gelisim, acinin algilanmasi ve inflamasyon gibi
pek cok fizyolojik siirecte gorev aldigi belirlenmistir (1). Ovaryumda ise PKC’nin
granuloza hiicre proliferasyonu, ovosit maturasyonu, ovulasyon ve luteinizasyonda
gorevli oldugu diistiniilmektedir.

PKC, 12 farkl iiyeden olusan cAMP bagimsiz bir protein kinaz ailesidir. Bu aile,
tiyelerin dizi benzerlikleri ve aktivasyon sekillerine gore ii¢ farkli alt aileye boliinebilir.
Klasik PKC’lerin tiimii (o, B1, p2,7) fosfolipidler, DAG ve Ca®* tarafindan aktive
edilirken; novel PKC’ler (8, €, 1, 0, n) aktivasyon igin Ca** ‘a gerek duymazlar. Atipik
PKC’ler (A, 1, £) DAG ve Ca?* ‘a yamit vermezler, ancak aktivasyon igin fosfolipidlere
ithtiya¢ duyarlar (3). PKC’lerin memeli ovaryumlarinda granuloza hiicre proliferasyonu,
ovosit maturasyonu, ovulasyon ve luteinizasyon ile ilgili kritik rolleri oldugu
diisiiniilmektedir. PKC’lerin ¢esitli sinyal yolaklar ile iliskili olarak farkli hiicresel
olaylar1 kontrol ettigi bilinse de farkli PKC izotiplerinin memeli ovaryumunda gosterdigi
dagilim bugiline kadar agikliga kavusmamistir. Bu calismanin amaci prepubertal,
pubertal ve eriskin doneme ait fare ovaryumlarinda farkli PKC izotiplerinin 6zgiin
yerlesimini gostermektir.

Pekcgok farkli PKC izotipinin bulunmasi ancak her izotip i¢in baglibasina substrat
Ozglinliigiiniin bulunmamasi pek ¢ok PKC’nin gerekli olup olmadigr sorusunu akillara
getirir. Ancak immiinohistokimyasal analizler belirli izotiplerin farkli hiicrelerde ve
farkli hiicrei¢i kompartimanlarda yer aldigi1 ve kendilerine 6zgli protein
komplekslerine baglandiklarini ortaya koymustur (1).

Bugiine kadar PKC ile ilgili farkli memeli tiirlerinin ovaryumlarinda yapilan
caligmalar PKC’nin ovaryumlarda granuloza hiicre proliferasyonu, folikiil gelisimi ve
ovulasyon, ovosit maturasyonu, luteinizasyon ve luteolizde gorevli oldugunu
gostermistir. Ancak regiilator bolgeleri ve aktivatorleri agisindan farkliliklar gosteren ve
dolayisiyla fonksiyonel farkliliklar bulundurabilecek olan farkli PKC izotiplerinin 6zgiin
rolleri ovaryan folikiilleri olusturan granuloza hiicreleri ve ovositlerde, korpus luteumu
olusturan luteal hiicrelerde tam olarak tanimlanamamustir.

Gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) uyarimli hipofiz primer kiiltiiriinde,
PKC’nin sitosolden plazma membranina translokasyonu bilinmektedir. PKC hipofizdeki



gonadotropik hiicrelerde hipotalamustan gelen uyarinin etkisiyle plazma membranina
aktivite kazanmak tizere go¢ etmektedir (4).

PKC’nin birgok GnRH aracili sinyal iletim yolunda fosforilasyon hedefleri
vardir. Bu hedeflerden biri gen ekspresyonu, hiicre proliferasyonu ve farklilagsmasi gibi
pek cok hiicre fonksiyonunu etkileyen mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)
yoludur (5).

Preantral granuloza hiicrelerindeki Folikiil Stimulan Hormon (FSH) veya
Epidermal Biiylime Faktorii (EGF)’nin indiikledigi DNA sentezi i¢cin PKC aracili
MAPK aktivasyon dongiisii gereklidir. Bu aktivasyon dongiisii Siklin Bagimlhi Kinaz 4
(CDK4)’ii aktive ederek DNA sentezinin gergeklesmesini saglar (6).

PKC sinyal yolu, folikiiler gelisim ve ovulator genlerin (Pgr, Prkg2 ve Cypllal)
indiikksiyonunda gereklidir. Domuz granuloza primer hiicre kiiltiirlerinde Prkg2
indiiksiyonu PKC’nin aktivasyonunu gerektirir (7).

PKC inhibitorleri araciligiyla, FSH veya EGF ile indiiklenen MAPK3/1
fosforilasyonu ve DNA sentezinin bozulmast MAPK3/1’in devam eden aktivasyonunun
PKC aktivitesine gerek duydugunu ortaya koyar (7).

PGF20 ‘nin korpus luteum iizerindeki etkisinin plazma membraninda fosfolipaz
C’nin uyarilmast ile basladigi ve inositol trifosfat ile indiiklenen hiicre igi Ca*
mobilizasyonu ve PKC’nin DAG ile aktivasyonu ile sonuglandigi gosterilmistir. Mevcut
veriler PGF2o  ‘nin  korpus luteumda Raf/MEK1/p42mapk/p44mapk sinyal
basamaklarini aktive ettigini agik¢a gostermektedir. Luteal hiicrelerde hem PGF2o hem
de PKC aktivatorii olan PMA’nin, Raf-1 fosforilasyonunu artirdigi goriilmiistiir. Bu
veriler PGF2a.  araciligiyla aktive olan PKC’nin Raf-1 aktivasyonu sagladigini
gostermektedir (8).

Tiim bu ¢aligmalar PKC’lerin hipotalamus-hipofiz-ovaryum eksenindeki hiicresel
rollerini ortaya koysalar da izotip spesifik lokalizasyonlarini ve farkli hiicrelere 6zgii
fonksiyonlarini agiga ¢ikaramamislardir.

PKC ile ilgili izotip spesifik calismalarda ise farkli gelisim agsamasindaki ovaryan
folikiiller ve bunlart olusturan granuloza hiicreleri ile ovositler ayri1 ayri analiz
edilmemis, belli hiicreler iizerinde yogunlasilmistir.

PKCe’un, sigir korpus luteumlarindaki steroidogenik hiicrelerde farkli
miktarlardaki ekspresyonu bu enzimin PGF,, (prostaglandin) ile indiiklenen luteal
regresyonda rolii oldugunu diisiindiirebilir (9). Ancak PKCe’un granuloza hiicreleri ve
ovositlerdeki rolleri heniiz arastiritlmamustir.
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bFGF (temel Fibroblast Biiyiime Faktorii)’nin SIGC (kendiliginden
oliimsiizlesen granuloza hiicreleri) lizerindeki antiapoptotik etkisi PKC aktivatorii olarak
kullanilan 12-O-tetradekanoilforbol-13-asetat (TPA) tarafindan taklit edilir ve genel
PKC inhibitdrleri tarafindan azaltilir. Ayrica, PKC inhibitorleri bFGF’nin normal bazal
ca® seviyesini koruma yetenegini ortadan kaldirirlar (10). TPA tarafindan aktive
edilebilen PKC3 (11,12), SIGC tarafindan eksprese edilen tek PKC izotipi oldugundan
(10) PKCo&‘nin bFGF aktivitesinin diizenleyicisi oldugu diisiiniilmektedir.

PKC3d ovosit maturasyonu boyunca ovosit sitoplazmasinda yogun bir dagilim
gostermektedir ve birinci mayoz boliinme sirasinda ig ipligi ile yakin bir konumda
bulunmaktadir. Bunun aksine, MII sirasinda, PKC3, tamaminin degil ancak bazi olgun
ovositlerin kromozomlari ile iligkili olarak ve benekli bir sekilde gézlemlenirken, ovosit
aktivasyonu sonrasinda proteinin defosforile oldugu ve erken evredeki embriyolarin
nukleuslarinda biriktigi goriilmiistiir. Bu gozlemler, PKC&’nin ovositlerde ve erken
evredeki embriyolarda postranslasyonel olarak modifiye oldugunu ve hiicre i¢cinde hiicre
siklusuna bagli olarak dagilim gosterdigini kanitlar (13). Ancak PKC& nin gelisimin
farkli asamalarindaki folikiillerin granuloza hiicreleri ve korpus luteumdaki dagilimlari
belirlenmemistir.

Puberte doneminde ve eriskin donemde gonadotropinlerin ve gonad
hormonlarinin etkisiyle folikiiler gelisim sirasinda ¢alisan hiicresel sistemlerin
prepubertal donemden farkli olmasi gerektigi diislincesinden yola ¢ikarak planladigimiz
calismamizda gonadotropin reseptorlerinin transkriptlerinin tam olarak olusmadigi
prepubertal evredeki 1 giinliikk, gonadotropin reseptorlerinin transkriptlerinin
olusmasindan (14) sonraki evrede bulunan 7 giinliik, pubertal evredeki 21 gilinliik ve
eriskin evredeki 60 giinliik BalbC tiirii farelerden alinan ovaryum dokularina rutin
parafin kesit teknikleri uygulanarak ti¢ farkli PKC izotipinin (PKCa, PKC 5, PKCg) ve
bunlarm  fosforile  formlarmin  (pPKCa, pPKCeg)  ovaryum  Kesitlerindeki
lokalizasyonunun ~ immunohistokimyasal  teknikler  kullanilarak  belirlenmesi
amaclanmstir.



GENEL BiLGILER

2.1. Disi Ureme Sistemi

Disi iireme sistemi kadinda iki ovaryum, iletim kanali, ovidukt (tuba uterina),
uterus, vajina ve dis genital organlardan olusur (Sekil 2.1). islevi disi esey hiicreleri olan
gametlerin (ovositler) iiretimi ile embriyo ve fetiis evrelerinden doguma kadar déllenmis
ovositi tasimaktir. Ayrica lireme sisteminin organlarini kontrol eden ve viicudun diger
organlar1 iizerinde etkileri olan esey hormonlarmi da iiretir. Ilk menstriiasyon
kanamalarinin meydana geldigi menarsta (ilk adet) baslayarak iireme sistemi yapi ve
islevsel etkinlik bakimindan dongiisel (siklik) degisiklikler gecirir. Bu degisiklikler
hormonlar tarafindan kontrol edilir. Menapoz ile dongiisel degisiklikler diizensizlesir ve
sonugcta tiimiiyle ortadan kalkar. Menapoz sonras1 donemde iireme sisteminde yavas bir
gerileme gortlir (15).

2.2. Ovaryumlar

Ovaryumlar insanda, boyu yaklasik 3 cm, eni 1.5 cm ve kalinligit 1 cm olan
badem bigiminde yapilardir. Yiizeyleri tek katli yassi ya da kiibik epitel ile kaphidir; bu
epitelyum germinal epitelyum olarak adlandirilir. Germinal epitelin altinda ovaryumun
beyazimsi rengini veren ve tunika albuginea olarak adlandirilan siki bag dokusu katmani
bulunur. Tunika albugineanin altinda ovositleri igeren ovaryum folikiillerinin bol
miktarda bulundugu kortikal bolge yer alir. Folikiiller kortikal bdlgenin bag dokusu
(stroma) icine gdmiiliidiir. Bu stroma tipik ig bi¢ciminde fibroblastlar igerir. Ovaryumun
en i¢c kismi1 gevsek bag dokusu i¢inde zengin bir damar yatagi i¢ceren mediiller bolgedir.
Korteks ile medulla bolgeleri arasinda kesin bir sinir yoktur (15).

Fallop Tapa

Ovaryum

Uterus

Serviks

Vajinal Kanal

Sekil 2.1. Insanda disi iireme sistemi organlar1 (16)



Farelerde ovaryumlar, bobreklerin hemen yaninda yer alan, dorsal viicut duvarina
mezovaryum ligamentleri ile asili olan kiigiikk oval organlardir (Sekil 2.2). Her bir
ovaryum kendisini abdominal kaviteden ayiran bir kapsiil tarafindan g¢evrelenmistir.
Ovaryum kesin sinirlart olmayan iki tabakadan, medulla ve korteksten olusmustur. Kan
ve lenf damarlari ile sinirler hilus ile medullaya girer ve daha sonra ovaryumun periferal
bolgesindeki kortekse ulagsmak {izere medullanin stromal dokusu boyunca dallanir.
Gelisimin tiim agamalarindaki folikiiller ve pek ¢ok Ostrus siklusu ge¢irmis hayvanlarda
korpus luteum kalintilar1 kortekste yer alir. Ovaryan yiizey epiteli veya germinal epitel
olarak bilinen ince bir kuboidal epitel hiicre tabakasi bazal membran iizerindeki
ovaryumun yiizeyini kaplar (17).
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10— B 9. Klitoral Bez
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Sekil 2.2. Farede disi iireme sistemi (17)

Dogumda 8000 folikiil vardir ancak bunlardan ¢ok azinin kaderinde ovulasyon
vardir. Bu folikiillerden %77’si yok olur. Folikiiler gelisimin ilk asamas1 primordiyal
evredir. Primordiyal folikiiller, yassi pregranuloza hiicreleri ile ¢evrili 15um’lik bir
ovosit igerirler. Primordiyal folikiiller neonatal donemde pre-granuloza hiicrelerinin
germ hiicre kistleri arasina girmesiyle olusur. Primordiyal folikiillerin aktivasyonu
folikiiler gelisim siirecini baslatir. Ovositi gevreleyen granuloza hiicreleri kuboidal hale
geldiginde folikiil primer folikiil adin1 alir. Granuloza hiicre tabakalar1 ¢ogaldiginda ve
antral bosluklar olusmaya basladiginda folikiil sekonder folikiil adini alir. Bu asamada
folikiil teka hiicre farklilagsmasi i¢in faktorler salgilamaya baslar. Antrum olustugunda,
folikiil antral folikiil olarak adlandirilir. Antral folikiilde mitoz hiz1 olduk¢a diismiistiir,
ancak hiicrelerin boyutlar1 biiyiimeye devam eder. Olgun antral folikiiller 600 pm’den
biiytiktiir (17).



2.3 Ovaryum Gelisimi
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Sekil 2.3. Primordiyal germ hiicrelerinin genital kabartilara gogii (18)

Insanda, embriyonik gelisimin dordiincii haftasinin basinda primordiyal germ
hiicreleri (PGH) gonadal kabartilarin sdlomik epiteline gb¢ eder (Sekil 2.3). Cinsiyet
farklilasmasi gergekestiginde PGH embriyonik ovaryum igerisinde prolifere olmaya
devam ederek oogonia’ya dontigiir (Sekil 2.4). Gebeligin 12. haftasinda yaklagik 7
milyon oogonia mevcuttur (19); bundan sonra oogonia, germ hiicre {iretiminin
durdugunu gosteren mayotik profaza girer. Gestasyonun yaklasik 24. haftasinda, artik
ovosit olarak adlandirilan bu germ hiicrelerinin neredeyse tiimii mayoz 1’in ilk dort
evresini gegmis ve diploten evresinde duraklamiglardir. Ovositler, primordiyal folikiilleri
olusturmak tiizere bir epiteliyal pregranuloza hiicre tabakasi ile g¢evrilmiglerdir. Bu
folikiillerden bazilar1 hemen biiylimeye baslasa da cogu dejenere olmak veya biiyiime
fazina girmek {izere bir bekleme evresinde kalirlar. Dogumdan sonra, bekleme
evresindeki folikiil havuzu, ovositin yassi granuloza hiicreleri (GH) tarafindan ¢evrildigi
primordiyal folikiillerden, ovositin yassi ve kiibik GH tarafindan gevrelendigi gegis
asamadaki folikiilerden ve ovositin tek tabaka kiibik GH tarafindan ¢evrelendigi kiigiik
primer folikiillerden meydana gelen ovaryan rezervi olusturur (18).

Farede de gonad olusumundaki kilit katilimcilar PGH ve genital kabartilardir.
PGH proksimal epiblasttan dogar ve ilk olarak yaklagik E7.25.-7.50. giinlerde



ekstraembriyonik mezodermde yiiksek seviyedeki alkalin fosfataz aktiviteleri ile
belirlenirler (17).

2.4. Primordiyal Folikiil Olusumu

Yenidogan ovaryumunda germ hiicre kistlerinin yikimi ve buna eslik eden
primordiyal folikiil olusumundan sorumlu olan mekanizmalar heniiz tam olarak
aciklanamamistir. Ancak, germline alpha’daki faktor (figla), mouse-helix-loop-helix
transkripsiyon faktoriindeki mutasyon primordiyal folikiil olusumunda aksaklifa ve
bunun sonucunda postnatal 2. giinde pek ¢ok ovositin kaybina neden olur (20). FIGLA
ovosit spesifik bir proteindir ve in vitroda ovosit zona pellusida genlerindeki promoter
elemanlara (E box) baglandig1 ve ekspresyonlarini diizenledigi bilinmektedir (21). Zona
pellusida proteinleri gelisen ovositi ¢evreleyen glikoproteinden zengin matriksin temel
bilesenleridir ve fertilizasyon i¢in gereklidir. Ayrica ovosit ve komsu granuloza hiicreleri
arasinda biiylime faktorlerinin gegisi igin bir bariyer olarak da gorev yapar (22). Ancak
ZP1, ZP2 ve ZP3 knockout farelerde primordiyal folikiilden antral folikiile doniisiim
gerceklesebildiginden, zona pellucida genleri tek basina Figla mutant farelerin
fenotipinin nedeni olamaz. Ayrica, FIGLA’ ’nin, folikiil olusumu ve ovositin hayatta
kalmas1 icin gerekli diger genlerin ekspresyonunu da diizenledigi diisiiniilmektedir.
Insanda FIGLA ekspresyonu en erken gestasyonun 14. haftasinda goriiliir ve
gestasyonun ortasinda (19. hafta), insanda primordiyal folikiillerin meydana geldigi
zamanda etkin bir artig gosterir (23-26).
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Sekil 2.4. Primordiyal folikil olusumu (27)



2.5. Dinlenen Folikiilleri Aktive Eden Faktorler

Folikiiler gelisimin baglamasinda kit sisteminin ¢ok onemli gorevleri oldugu
distiniilmektedir (Sekil 2.5), ¢ilinkii ¢ok ¢esitli mutasyonlar (siklik adenozin
monofosfat’a [cAMP] duyarli (28), kit ligand [KL, SCF olarak da bilinir] kodlayan
genlere ait) gosteren farelerde, folikiiler gelisimin primer asamada diisiik ya da yiiksek
seviyede engellendigi goriilmiistiir. Ratlarda in vitro teknikler uygulanarak temel
fibroblast biiyiime faktoriiniin (bFGF) de folikiil gelisiminin baslatilmasinda 6nemli bir
rol oynadig1 kanitlanmistir (29). Ancak, KL ve c-kit primatlarda gelismeye baslamamis
folikiillerde goriilmiis olsalar da (30,31) bFGF insan folikiillerinde preantral evreden
once goriilmemistir. Sinomolgus maymunlarinda, transforme edici biiyiime faktorii alfa
(TGF-a) dinlenme halindeki folikiillerin granuloza hiicrelerinde goriilmezken,
biiylimekte olan folikiillerin granuloza hiicrelerinde goriilir (31). TGF-oo granuloza
hiicre proliferasyonunu uyardigi i¢in TGF-o’nin granuloza hiicre proliferasyonu araciligi
ile folikiil gelisiminin baslatilmasinda rolii olabilecegi yorumunu yapmak miimkiindiir.
Primatlarda, biiylime halinde olmayan folikiiller uzun bir siire (insanda 50 yila kadar)
bekleme evresinde tutulabilirler. Anti Miiller hormonunun (AMH) yeni dogan rat
ovaryumlarinda folikiil gelisimini, bir dereceye kadar inhibe ettigi kanitlanmistir (32).

Bliyiimekte olan folikiiller
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Stroma hiicresi

Sekil 2.5. Primer folikiil gelisimi (33)




2.6. Folikiil gelisimi

2.6.1. Erken Folikiil Gelisimi

Folikiiller biiylime evresine girdiklerinde, granuloza hiicrelerinin proliferasyonu
ve ovosit boyutunun biiyiimesi ile gelisirler. insanda folikiiler biiyiimenin ilk evresi
blyiik primer folikiildiir. Ultrayapisal ¢alismalar gostermistir ki, immatiir granuloza
hiicreleri daha cok, proliferasyon i¢in gerekli olan protein sentezinin yogunlugunu
yansitir sekilde graniillii endoplazmik retikulum igerir (34). Buna ek olarak bu granuloza
hiicreleri, plazma membraninin hiicreleraras1 kisimlardaki filamentéz yogun materyal ile
iliskili olan ara baglantilar ve merkezi bir oluk olusturmak iizere diizenlenmis 6 es
konneksin altbiriminden olugmus transmembran kanallarin kalintilar1 olan oluklu
baglantilar (gap junction) ile metabolik olarak birbirlerine baglidir. Olusan metabolik
sinsisyum folikiiler gelisim igin ¢ok 6nemlidir, ¢iinki{i granuloza hiicreleri arasindaki bu
baglanti komplekslerinin protein altbirimi olan konneksin 43’ten yoksun farelerde
folikiilogenez primer evreye kadar ilerler ancak bundan sonraki gelisim bozulur (35). Ug
glikoproteinden (ZP1, ZP2, ZP3) meydana gelen zona pellusida, folikiiler biiyiimenin
baglamasinin hemen ardindan ovositin ¢evresindeki yerini alir (36). Her bir folikiilde,
primordiyal evreden itibaren granuloza hiicreleri kendilerini ¢evre stromal/tekal
hiicrelerden ayiran ve kan damarlarini, kan hiicrelerini ve sinirleri granuloza hiicre
tabakasindan ayr1 tutan bir bazal lamina ile c¢evrilidir (37). Daha sonra folikiiller
sekonder folikiiller (ovositi ¢evreleyen iki veya daha fazla granuloza hiicre tabakasi
iceren folikiiller) haline gelirler. Biiylimenin erken evrelerindeki en kiiclik folikiiller
bagimsiz bir kan kaynagindan yoksun iken 80-100 pum capindaki sekonder folikiiller,
bazal laminanin hemen disindaki anostomatik agda sonlanan bir veya iki arteriyole
sahiptir (38). Bu olaym fizyolojik onemi, folikiilin kan dolasgimindaki faktorlere
dogrudan maruz kalmasi seklinde agiklanir. Gelisimin bu evresinde bazal lamina
yakinindaki bazi stromal hiicreler birbirlerine paralel olarak hizalanirlar ve teka
tabakasini olustururlar. Folikiil biiyiidiikce teka, tabakalasir ve iki kisma farklilasir. Dis
kisimdaki teka eksterna farklilagmamis teka hiicrelerinden herhangi bir agidan farklilik
gostermeyen hiicrelerden olusur. I¢ kisimdaki teka internada fibroblast benzeri dnciil
hiicreler, tipik steroid salgilayan hiicrelerin (epiteloid hiicreler) gortiniimiindedirler.
Morfolojik ¢aligmalar gostermistir ki, tanimlanabilir teka tabakalar1 ancak folikiiller 3-6
granuloza hiicre tabakasi (insanda folikiil ¢api= 103-163 pm) icerdiginde goriilebilir.
Epiteloid hiicrelerin ortaya c¢iktigi andan itibaren sekonder folikiil preantral folikiil
olarak tanimlanir ve morfoloji ile her bir folikiiliin icerdigi toplam granuloza hiicre
sayisina dayanan bir siniflandirmada biiyliyen folikiiller i¢inde 1. Sinift olusturur (39).
Insanda preantral folikiillerin sayis1 erken luteal evrede en fazladir. Bu durum, endokrin
periovulatuvar (LH uyarimi) veya mikrogevresel degisiklikler (preovulatuvar folikiil
tarafindan iretilen lokal faktorler) ile iliskilendirilebilirse de aydinlatilmay1
beklemektedir. Ayn1 anda ve bir dalga seklinde birbirlerine yakin bir hizda biiyiiyen bir
folikiil grubunu olusturan bu folikiiller erken luteal fazda gelismeye baglar ve bu gelisim
yaklasik ii¢ siklus sonra bu folikiillerden birinin ovulasyonu ile sonuglanir. Sivi ile dolu
kiigiik oyuklar antrum’u olusturmak {iizere birlestiklerinde folikiil erken atral folikiil
adini alir. Bu evreden sonra, 0vositi ¢evreleyen granuloza hiicreleri kumulus ovoforus’u
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olustururlar. Bu granuloza hiicreleri ovolemmaya temas etmek lizere, ovosit ile zona
pellusida araciligiyla heterolog oluklu baglantilar olustururlar (40). Bu, granuloza
hiicresi- ovosit iliskisinin folikiiler olgunlasmanin son evresinde énemli bir rolii oldugu
konneksin 37’den yoksun farelerde preovulatuvar folikiillerin yoklugu ile kanitlanmistir
(41). Bir¢ok memelide oldugu gibi primatlarda, folikiiliin tek bir antral bosluga sahip
olmasimin hemen ardindan, bazal membrani smirlayan granuloza hiicreleri kiibik
sekillerini kaybederler ve silindirik bir goriiniim alirlar. Insanlarda ve maymunlarda
folikiiller preantral evreden (sinif 1), folikiil ¢apinin 180- 250 um arasinda degistigi
erken antral evereye (simif 2) gecerler (39, 42). Antral bosluktaki sivinin birikmesi ve
granuloza hiicreleri ile teka interna hiicrelerinin proliferasyonu ile folikiil artan bir hizla,
2 ila 5 mm arasi bir boyuta ulasana ve segilebilir bir folikiil haline gelene kadar
gelisimin sonraki evrelerine geger. Sonug olarak folikiil gelisiminin baslangicinda ovosit
biiyiir, teka interna hiicreleri prolifere olur ve farklilagir, granuloza hiicreleri prolifere
olur.

Tunika Granuloza Sekonder
albuginea Ovosit hicreleri folikiil Mezovaryum
Primer Korteks / : ve
Korpus foliktiller / kan damarlar
albigans
Germinal Antral
epitel o folikul
Primordiyal - :
folikiiller Antrum
1
1
\ Ovosit
Zonapellusida
Ovaryan
ligament Teka folikiili
Medulla P
oo Ovule olan ovosit

Koronaradiyata

Korpus luteum Gelisen korpus luteum

Sekil 2.6. Ovaryumda folikiilogenez (45)

2.6.2. Ovosit Gelisimi

Belirgin nuklear durgunluklarina ragmen ovositler, bir veya daha fazla nukleolus
varlig1 , ribonukleik asit (RNA) polimeraz aktivitesi ve siirekli olarak amino asit ve
ribonukleosit alimmin da gosterdigi gibi transkripsiyon agisindan aktiftir ve yiiksek
sentetik aktivite seviyesi gosterir. Ovositin hacmi arttik¢a sitoplazmasi daha kompleks
bir organizasyon kazanmir. Ornegin, mitokondriler daha vakuollii hale gelir ve Golgi
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aygit1 genisler ve perifere gog eder (43). Ovosit erken folikiiler biiyiime doneminde en
hizli sekilde biiylir; insanda primer folikiilde 30 pum olan ovosit ¢ap1 erken anral
folikiilerde yaklastk 100 um’ye ¢ikar. Gelisimin bu asamasindan sonra 0VOSitin
boyutundaki artis daha yavas bir hizla olur, ¢iinkii ¢cap1 preovulatuvar bir folikiilde
yaklasik 140 um’ye kadar ulasacaktir.

KL, folikiil biiyimesinin baslangicinda ortaya ¢ikarak tek basina ovosit
bliylimesine katkida bulunsa da, sadece granuloza hiicreleri ile iletisim varliginda,
preantral evreye kadar olan biiylimenin erken evresindeki ovosit biiylimesini siirdiirmede
etkindir (44). KL aracili ovosit biiyiimesi Biiyiime ve Farklilasma Faktorii 9 (GDF-9)
tarafindan kontrol ediliyor olabilir, ¢linkii GDF-9’dan yoksun farelerde primer evreden
sonraki folikiillerin granuloza hiicreleri ve ovositleri morfolojik olarak anormaldir (46).
Bu anormal ovosit biiylimesi GDF-9 yoklugunda KL’nin asir1 ekspresyonundan
kaynaklaniyor olabilir (47).

2- 5 mm boyutlarindaki segilebilir folikiiller olarak adlandirilan saglikli folikiiller
menstriiel siklusun tiim evrelerinde goriilebilirler (48). Lutel fazin ge¢ evrelerinde, siklik
korpus luteumun gerilemesinin ardindan periferal FSH seviyesinin artmasina cevaben
sayilar1 ve kaliteleri artar (49). Bu sirada sayilar1 24-33 yas arasi kadinlarda 3 ve 11
arasindadir (50), ancak bu say1 yaslanma ile giderek azalir. Bir sonraki siklusta ovule
olacak olan folikiil bu folikiiller arasindan secilir (48, 49). Biiyiimenin erken
evrelerindeki folikiiller siklik hormonal degisikliklere duyarli degilken, segilebilir
folikiiller bu degisikliklere daha duyarlidir. Segilebilir folikiillerin granuloza hiicrelerinin
mitotik indeksleri ge¢ luteal fazda orta luteal faza gore oldukga artmistir (51) ve
granuloza hiicre proliferasyonu agisindan eksojen gonadotropinlere yiiksek oranda
duyarl hale gelmislerdir (52). Ancak, secilebilir folikiillerdeki Ostradiyoliin folikiil i¢i
konsantrasyonu androjenler ile karsilagtirlldiginda disiiktiir. Segilebilir folikiillerin
folikiil stvis1 FSH ile indiiklenen aromataz’1 (53) ve androjenlerin tekal tiretimini (54)
inhibe edebilen faktorleri yiiksek seviyede igerir. Bununla birlikte, aromatize edilebilir
androjenlerin tiretimindeki bu olumsuz etkiler LH reseptorlerinin sayilarinin artmasiyla
(55), erken folikiiler fazda LH salinim sikliginin artmasiyla (56) ve GDF-9’un teka
hiicrelerinde androjen tiretimi tizerindeki olumlu etkisiyle (57) kismen de olsa
giderilebilir.

Her memeli tiirii her bir siklusta ovule olacak belli sayida folikiile sahiptir
(ovulatuvar kontenjan). Se¢cim terimi Goodman ve Hodgen tarafindan (58), biiyliyen
folikiil toplulugunun bu ovulatuvar kontenjandaki son diizenlemesini ifade etmek igin
kullanilmistir. Dolasimdaki FSH tarafindan stimule edilebilmek i¢in, her bir biiyiiyen
folikiil preovulatuvar gelisimin devam etmesini saglamak iizere gecilmesi gereken bir
esige sahiptir (59). Secilmis folikiiliin FSH artisina cevaben en hizli biiyiiyen folikiiliin
FSH esigi en diisiik olan folikiil (49) oldugu distiniilmektedir. Folikiiler fazin
baslangicinda en biiyiik saglikli folikiil segilmis folikiildiir. Diger folikiilerden daha
biiyiik bir hizla biiyiir (60), algilanabilir diizeyde FSH igerir (61) ve folikiiler sivisindaki
Ostradiyol seviyesi acgisindan segilebilir folikiillerden biiyiik Olgiide farklilik gosterir.
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Birlikte ele alindiginda bu veriler se¢ilmis folikiilde granuloza hiicre proliferasyonu ve
farklilagmasinin stimulatorlerinin etkin oldugunu gosterir. IGFler granuloza hiicre
proliferasyonunu ve farklilasmasinin yaninda (62), teka hiicreleri tarafindan
androjenlerin iretimini de destekledikleri i¢in IGF sisteminin FSH’in etkilerini
diizenlemedeki 6nemi son zamanlarda gittikce belirginlesmektedir (63).

2.6.3. Preovulatuvar Folikiil Gelisimi

Ovule olmak {izere secildigi andan itibaren folikiil steroidogenik aktivitesinde
belirgin degisiklikler gosterir. Teka hiicrelerinde artan androjen iiretimi ile birlikte,
muhtemelen inhibin’in artan tiretimine cevaben (64, 65), yalnizca 10 mm ve daha biiyiik
folikiillerin granuloza hiicrelerinde goriilen aromataz IGFII iiretiminin artmasiyla
uyarilir (66) ve plazma 6stradiyol seviyesinin en yiiksek oldugu sirada maksimal folikiil
ici Ostradiyol konsantrasyonuna neden olur. Bu nedenle insan folikiiler sivisindaki
Ostradiyol miktar1 erken folikiiler fazdan ge¢ folikiiler faza kadar 658 ng/ml’den 2583
ng/ml’ye yiikselir ve granuloza hiicrelerindeki aromataz ve granuloza hiicre sayisi ile
folikiiler sividaki ostradiyol konsantrasyonu arasinda pozitif korelasyon vardir (67).
Folikiil olgunlagtikga granuloza hiicreleri LH baglayabilir hale gelirler. Bundan sonra
LH, dolasimdaki miktar1 preovulatuvar folikiiliin Ostradiyol ve inhibin iiretimine
cevaben Onemli Olgiide diisen FSH’in yerini alabilir. LH, rekombinant hFSH ile
yonetildiginde folikiil gelisimini hizlandirarak, FSH doz gerekliliklerini ve kiiglik
folikiillerin gelisimini indirgeyerek ve boylece hastalari ovaryan hiperstimulasyon gibi
birtakim komplikasyonlardan koruyarak gec¢ folikiilogenezi optimize eder (68). Bu
gozlem, LH gec folikiiler fazda folikiile girdiginde granuloza hiicre fonksiyonunun
onemli bir efektorii ve belki de FSH’in yerini alarak granuloza hiicre farklilagsmasinin
baslica diizenleyicisi oldugu ihtimalini destekler. Folikiiler fazin ortasindan itibaren
primat preovulatuvar folikiilii ayn1 ovaryumdaki veya diger ovaryumdaki folikiillerden
iki kat daha genis alan kaplayan kan damarlarina sahip teka ile biiyiik l¢iide vaskiilarize
bir hale gelir (69). Tekaya ait vaskularizasyondaki hissedilebilir artis tekadaki kan
kapillerlerini olusturan endotel hiicrelerinin anjiyogenik faktorlerce indiiklenen
proliferasyonunun bir sonucu olarak gergeklesir (70). Siklus ortasindaki gonadotropin
artisinin ardindan, preovulatuvar folikiil dstradiyol lireten bir yapidan progestin iireten
bir yapiya doniisiir, granuloza hiice proliferasyonu duraklar, mural ve kumulus
granuloza hiicreleri ayrilir ve teka tabakalarindaki kapillerler granuloza hiicre tabakasin
invaze eder. Steroid liretimi 6nemli 6l¢iide artar. Progesteronun iiretimindeki bu artis iki
artirict etkiden kaynaklanir. Birincisi, hem 3bHSD hem de P450scc (71) gonadotropin
artisinin ardindan granuloza hiicrelerinde goriiliir. Ikincisi, bazal laminanin yikilmasinin
bir sonucu olarak granuloza hiicrelerine progestin {iretimi i¢in gerekli olan ve hiicrelere
lipoproteine bagli kolesterol seklinde saglanan kolesterol substratinin artik kan ile
folikiile wulasabiliyor olmasidir. LH artisginin ardindan granuloza hiicrelerinin
maturasyonlarinin son evresini tamamladiktan sonra prolifere olma yeteneklerini
kaybetme ihtimallerine ek olarak progesteronun granuloza hiicre mitozunu dogrudan
bloke edebilecegi de diisiiniilmektedir (72).
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FSH, granuloza hiicrelerinin arasinda gap junction olusumunu artirdigl igin,
gonadotropin artisi gap junctionlarda anlamli bir gerilemeye ve mural granuloza
hiicrelerinin ayrilmasina, kumulus hiicrelerinin ekspansiyonuna neden olur. Ayrica,
GDF-9, kumulus ekspansiyonu ile iliskili olan hiyaluronan sentaz ve siklooksigenaz 2
ile steroid akut regulatuvar proteinin (StAR) ekspresyonunu ve progesteron tiretimini
indiikler (73). Ovulasyondan birkag saat once granuloza hiicreleri tarafindan tretilen
anjiyogenik faktorlere cevaben (70), siklus ortasit gonadotropin artisindan dnce avaskiiler
olan granuloza duvarinin tekadan gelen kan damarlarinin invazyonunun ardindan
kanlandig1 goriiliir.

2.6.4. Antral Folikiil Gelisimi

2.6.4.1. Hipotalamus ve hipofizin kilit rolleri

Antrum olusumu folikiilogenezin son fazlarinin ve intraovaryan diizenlemeden
ekstraovaryan diizenlemeye gecisin habercisidir. Diside hipotalamus-hipofiz-gonad
ekseni (HPG) folikiil maturasyonunu ve gebelik i¢in fizyolojik hazirligi kontrol eder.
Olgun bir HPG ekseninden dnce primordiyal agamadaki folikiiller gelismek tizere segilir,
ancak yeterli gonadotropin uyarimi olmadan antral folikiilleri olusturamazlar. Farede
pekcok peptid ve hormonun hipotalamus ve hipofizdeki iiretimini etkileyen
kendiliginden veya hedefli mutasyon ve insandaki genetik bozukluklar folikiilogenezin
hormonal diizenlenmesinin anlagilmasinda 6nemli katkilar saglamistir (74).

2.6.4.2. Gonadotropin Salgilatict Hormon (GnRH)

Gonadotropin salgilatict hormon hipotalamik noronlar tarafindan median
eminens’in kapiller pleksusuna salgilanan bir dekapeptittir ve 6n hipofizin gonadotropik
hiicrelerinden LH ve FSH salininmimi etkiler (Sekil 2.7). GnRH yoklugu ile karakterize
edilen Kalmann sendromlu kisilerde hipogonadotropik (diisiik seviyeli FSH ve LH)
hipogonadizm meydana gelir. Gonadotropin salgilatici hormon reseptérii (GnRH-R)
mutasyonlari insanda infertiliteye neden olur (74).

2.6.4.3. Folikiil Stimulan Hormon (FSH)

Hipofizin glikoprotein yapidaki hormonu olan FSH, gonadal FSH reseptorleri ile
etkilesime girerek iiremede onemli bir rol oynar. a ve b altbirimlerinden olusan FSH,
FSH reseptoriine baglanir ve germ hiicre maturasyonu ile folikiiler biiyiimeyi
gerceklestiren sinyalleri aktive eder. Farede yapilan calismalarda FSH yoklugunda
erkekler fertildir ancak sperm konsantrasyonu, sperm motilitesi ve testis biiylkIigi
azalir. Buna zit olarak FSH bulunmayan disiler kii¢iik uteruslara ve ovaryumlara, yiiksek
LH’a sahiptir ve ostrus siklusu goriilmez. 6. haftada primordiyal, primer ve ¢ok tabakali
preantral folikiiller goriilse de antral folikiil olusmaz ve ovulasyon gergeklesmez. FSH,
granuloza hiicre proliferasyonunu indiikler ve FSHb knockout fareler folikiiler gelisimin
preantral evrelerinde duraklarlar (74).
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2.6.4.4. FSH reseptorii (FSHR)

FSH reseptorleri transmembran G (guanin nukleotid baglayici) protein-coupled
reseptorlerdir. FSHR reseptoriine sahip olmayan disi fareler infertildir. Primordiyal,
primer ve sekonder folikiiller mevcuttur ancak genis antral folikiiller ve korpus luteum
yoktur. FSHR yoklugu, gonadotropinlerin folikiilogenezin erken asamalar1 i¢in gerekli

olmadig1 hipotezine uygun olarak erken asamadaki folikiillerin biiyiimesini etkilemez
(74).

2.6.4.5. LH reseptorii (Lhegr)

FSH reseptorleri gibi LH reseptorleri de G protein coupled reseptor ailesine dahil
olan tek zincirli transmembran glikoproteinlerdir. LH ve FSH’1n erken folikiilogenezde
major rolleri olmadig:1 diisiiniilse de truncated LH reseptor mRNA’smin ekspresyonu
germ hiicre kistlerinin bulundugu ve primordiyal folikiillerin olustugu yenidogan
ovaryumlarinda goriiliir. Tamamlanmis transkriptler postnatal 5. giine kadar goriilmez.
LH reseptorii olmayan disilerde preantral ve antral folikiiller mevcutken preovulator
folikiiller ve korpus luteum mevcut degildir. FSH reseptor knockoutlar: ile
karsilastirildiginda LH reseptor knockoutlarda daha gelismis folikiil yapilar1 goriiliir
ancak her iki knockout modelde de ovaryumlar kiigiiktiir (74).

Hipotalamus

Progesteron

Pozitif feedback FSH/ LH
(FSH reseptorii) (LH reseptorii)
Inhibin

Ostradiyol / \ #
orpus luteum

— siyer f} Korpusluteum

olusumu baglar

~

Folikdil
geligimi

Ovulasyon

Ovaryum Graaf Folikiilu

Sekil 2.7. Folikiilogenezin hormonal kontrolii (75)
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2.7. Ovosit Maturasyonu

2.7.1. Nuklear Maturasyon

Mayoz, gametlerde kromozom sayisini diploid (2N) sayidan haploid (N) sayiya
indirgemek iizere meydana gelen 6zgiin bir boliinmedir. Disi memelilerde bu siireg
erken fetal gelisim sirasinda baglar. Primordiyal germ hiicreleri (PGH), fare
embriyosunda ilk olarak 7.2. gilinde ekstraembriyonik mezodermde goriiliirler (76),
genital ¢ikintida kolonize olmak iizere arka bagirsak ve dorsal mezenter boyunca gog
ederler. Gogleri boyunca PGH mitotik boliinmeler gecirir; ancak yaklasik E13’te mitoz
durur ve tiim populasyon birinci mayotik boliinmenin (mayoz 1) profazina girer (77).
Mitotik proliferasyondan birinci mayoz boliinmeye olan bu degisim oogonyadan ovosite
olan dontisiimii ifade eder. Fetal ovositler zigoten, pakiten ve erken diploten evrelerini
gecerler ancak tiimii profaz 1’in diktiyoten evresinde duraklarlar. Birinci mayoz
boliinmenin tamamlanmasi ancak ovosit ve i¢inde bulundugu ovaryan folikiil yeterli
biiyiikliige ulagtigt zaman gerceklesir. Perinatal ovaryumda, mayotik duraklamanin
ardindan, ovositler folikiiler somatik hiicrelerinin 6nciillerinin olusturdugu tek tabaka ile
cevrilir ve primordiyal folikiilleri olustururlar. Boylece dogumda ovaryumlar, disinin
biiyiime halinde olmayan primordiyal folikiiller iginde bullunan tiim gametlerini igerir
(78). Sonugcta sadece kiigiik bir kistm ovosit ovule olacak ve fertilize olma sansina sahip
olacaktir. Geriye kalan ovositler folikiiler somatik hiicrelere atretik dejenerasyon
sirasinda eslik edeceklerdir. Atreziden kagan ve primordiyal havuzdan toplanan
folikiiller primer folikiilleri olustururken ovosit biiylime fazina girer, ¢evre somatik
hiicreler (artik granuloza hiicreleri adini alir) kiiboidal ve proliferatif hale gelir. Ovosit
ve granuloza hiicreleri arasindaki karmasik etkilesimler her iki hiicrenin gelisimi ve
fonksiyonu i¢in 6nemlidir. Folikiiller sekonder evreye gectiklerinde, ovositlerin biiylime
evresinin ortalarinda olmalariyla ve ¢ok sayida granuloza hiicre tabakasiyla g¢evrili
olmalartyla karakterize edilirler. Daha sonra folikiiller tamamen biiyiimiis bir ovosit
iceren antral evreye gecerler. Preantralden antral evreye gegis, 0OVOSitin mayozu
tamamlamak tizere kapasite kazandig1 6nemli bir noktadir (79). Tamamen biiylimiis olan
ovositler luteinizan hormonun (LH) preovulatuvar artigina cevaben mayozu tamamlarlar.
Profaz I’de duraklamis olan ovositler tam bir nuklear membran ile karakterize edilirler
ve nukleus germinal vezikiil (GV) adim1 alir. Mayozun tamamlanmasinin en agik
gostergesi GV’nin ortadan kalkmasi ya da yikimi (GVB), kromozom yogunlagmasi ve
bipolar metafaz I (MI) iginin olusmasidir. Birinci mayotik boliinme siiresince, homolog
kromozomlar ayrilir ve bir set birinci polar cisimcige aktarilir ve boylece haploid genom
olusur. Daha sonra ikinci bir mayotik ig olusur ve ovositler metafaz II’ye (MII) girerler
ve bir spermatozoon tarafindan aktive edilene kadar bu evrede beklerler.
Pekcok memelide MII evresine kadar olan mayotik maturasyon ovulasyon ile tamalanir
ancak maturasyon ve ovulasyon arasindaki korelasyon deneysel olarak ayrilabilir (80).
LH bagimsiz (spontan) maturasyon o0VOSit- kumulus hiicre kompleksinin antral
folikiillerden ayrilarak uygun bir medyumda kiiltiire edilmesiyle gergeklesir (81, 82). Bu
nedenle ovulasyonun hormonal indiiksiyonu nuklear maturasyonun baslamasi igin
gerekli degildir. Aksine, gonadotropinlerin domuzlarda erken Ostrus evresinde
enjeksiyonu ile ovulasyon indiiksiyonu primer (diploid) ovositlerin ovulasyonu ile
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sonuglanmistir (80). Ovositler mayozun devaminda defektler gosteren belirli fare
tirlerinde MI evresinde de ovule olmuslardir (83). Bu ¢alismalar ovulasyonun ovosit
maturasyonuna bagli olmadigini gosterir.

2.7.1.1. Nuklear Maturasyonu Yiiriiten Kilit Hiicre Siklusu Molekiilleri

Mitotik siklusa benzer olarak siklin B (CYB) tarafindan diizenlenen bir protein
kinaz olan p34cdc2 kinaz (CDKI1) aktivitesindeki dalgalanmalar ile diizenlenir. Bu
proteinler, maturasyon (veya M faz) ilerletici faktér (MPF) olarak adlandirilan bir
fonksiyonel  aktivitenin  bilesenleridir  (84). Ovositlerde CDK1 mayozun
tamamlanmasindan hemen once aktive edilir ve GVB igin gereklidir; aktivitesi artar ve
MI’de platoya ulagir. MI ve MII arasindaki gegis siiresince, birinci polar cisimcik
atildiginda, CDK1 aktivitesi anlaml 6l¢iide diiser. Ancak, MIIl duraklamasinda tekrar
ortaya ¢ikar ve yiiksek seviyede tutulur (85). CDK1’in aktivasyon durumu CYB
seviyelerinin modulasyonu ve CDK1 kinaz domaininin belirli amino asit birimlerinden
fosforilasyonu ile diizenlenir (86). CYB sentezi mayotik maturasyon siiresince artar ve
birinci mayozun M evresinin sonunda en yiiksek seviyededir (87); ancak anafaz I’in
baslangiciyla ubikutin bagimli bir yolak ile hizlica geriler. Yeni sentezlenmis olan CYB,
MII’de CDK1 aktivitesini yeniden saglamak i¢in gereklidir. MI sonunda CYB de dahil
olmak {izere protein sentezinin inhibisyonu CDK1 aktivitesinin yeniden olusmasini 6nler
ve MIIl duraklamasimin basarisizligina neden olur (32). Ovositlerde bulunan CYB
miktart mayozun devamliligi i¢in dnemlidir. GV evresinden MI evresine gegis hizi,
CYB sentez ve yikilma oraninin dengesine baglidir (87). Bu nedenle metafaza giris CYB
sentezi ve CDKI1 aktivasyonu ile ylriitilirken, anafaza giris ubikutin aracili CYB
yikimi ve buna bagli olarak CDKI aktivitesinin azalmasi ve ayni zamanda homolog
kromozomlarin (anafaz I) veya kardes kromatidlerin (anafaz II) adezyonunda gorevli
proteinlerin proteolizi ile baglantilidir (31). CYB ile olan baglantisinin yaninda, CDK1
aktivitesi belirli amino asit birimlerinin fosforilasyonu ve defosforilasyonu ile
diizenlenir. CDK1 profaz I aresti boyunca inhibitor kinazlar MYT1 ve WEEI tarafindan
gerceklestirilen Thr-14 ve Tyr-15 iizerinde gergeklesen fosforilasyon ile inaktif halde
tutulur (28). GVB’nin baslangicindan énce CDK1’in bu bdélgeleri CDC25 tarafindan
defosforile edilir ve CDK1 aktive olur (88). Birinci mayoz boliinmenin tamamlanmasi
sirasinda, olgun ovositleri fertilizasyona kadar MII’de bekleten uygun kontrol
mekanizmalar1 ¢alisir. Hiicre siklusunu duraklatici bu aktivite sitostatik faktdr (CSF)
olarak adlandirilir ve fertilize olmamis ovositlerde MIl duraklamasinin devamliligindan
sorumludur. CSF aktivitesi MII’de goriilmiis ve fertilizasyonun hemen ardindan
kaybolmustur (89). Mos- protoonkogeninin iiriinii (MOS proteini), onun hedefi, mitojen
ile aktive olan protein kinaz kinaz (MAPKK/MEK1) ve MEK1 substrat MAPK,
CSF’nin asil bilesenleridir. MAPK, ancak CDKI aktivasyonunun ve mayozun
tamamlanmasinin ardindan aktive olur; aktivitesi mayotik maturasyon boyunca artar ve
MI’den MII’ye gegiste de korunur (Sekil 2.8). MAPK’mn MII duraklamasini korumak
icin gerekli oldugu pek cok calisma ile kanitlanmistir (90). Interfaza giriste, CDK1
aktivitesinin diismesinin ardindan MAPK da yavasca inaktive olur. Protein kinaz p90
(RSK) Xenopus ve fare ovositlerinde MAPK’in 6nemli bir molekiiler hedefi olarak
tanimlanmaktadir (91). RSK’nin MI ve MII arasinda, muhtemelen CDK1’in yeniden
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aktivasyonuyla S fazina girisi baskilayici rolii olabilecegi diistiniilmektedir. RSK’nin,
CDKI’i aktive etmek iizere MYTI’i inhibe ederek mayoz I’ e giriste rol oynadigi
gosterilmistir (92). Fare ovositlerinde MII ig biitiinliigiiniin  diizenlenmesi yeni bir
MAPK substratina, MAPK ile etkilesen ig stabilize edici proteine (MISS)
baglanmaktadir (93). Anafaz baglangic1 anafaz ilerletici kompleksin (APC)
kromozomlar ig iplikgiklerine dogru sekilde baglanana kadar inhibe edilmesiyle 6nlenir
(34).

— ovosit

Granuloza hiicresi

Mayozun
. tamamlanmasi

*\ﬁ‘*

Sekil 2.8. Ovosit Maturasyonunun MAPK sinyal yolagi ile kontrolii (32)

2.7.1.2. Mayotik Kompetens

Mayotik maturasyonu devam ettirme ve tamamlama yetenegi (kompetens)
ovositin biiylimesi sirasinda kademeli olarak kazanilir. Tamamen biiyiimiis olan
ovositler kiiltiir ortaminda mayozu kendiliginden tamamlasalar da ayni kosullarda
kiiltiire edilen preantral folikiillerin ovositleri maturasyonu tamamlayamaz. GVB
gerceklestirmek tizere kompetensin kazanilmasi folikiiliin gelisim evresine ve 0VOSit
biiytikligiine baghdir. Kismen bilyiimiis olan ovositler GVB’yi gerceklestirme yetenegi
kazanirlar ancak ilging olarak bu evrede maturasyonu tamamlama ve dolayisiyla metafaz
I’de duraklama yeterliligine sahip degillerdir. Ovositler ancak sonraki gelisim
asamalarinda olgun ovositler olmak iizere metafaz I’den metafaz II’ye gegebilirler (79).
Mayozun devamlilifi ve tamamlanmast nuklear maturasyon icin gerekli anahtar
proteinlerin mevcut ve fonksiyonel olmasini gerektirir. Bu proteinler, ovositler folikiiler
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somatik bilesenlerin baskilayici etkisinden uzaklastiklarinda aktive olabilirler. Preantral
folikiillerdeki bu biiyliyen ovositler, folikiillerinden izole edildiklerinde ve kiiltiire
edildiklerinde spontan maturasyon gergeklestiremezler, ¢iinkii nuklear maturasyonu
gerceklestirmek igin gerekli olan proteinleri yeteri kadar igermezler veya hiicreici
dagilimlar1 ya da iliskili olduklar1 yapilar aktivasyon i¢in uygun degildir. Ovosit basina
diisen CDK1 ve CYB miktar1 ovosit GVB’yi siirdiirme yeterliligini kazandikca artar
(37). Ayrica, ovositler GVB’yi gergeklestirmek tizere yeterli hale geldiklerinde CDK1
ve CYB, GV’ye tagmirlar (40). CDC25b’ye sahip olmayan ovositler tamamen biiyiimiis
olsalar da GVB’yi ger¢eklestiremezler, ancak CDC25b mRNA’nin enjeksiyonu GVB’yi
indiikler (32). GVB inkompetensinden kompetensine gecisi baslatan sinyaller heniiz
bilinmemektedir, ancak komsu granuloza hiicrelerinin 6nemli bir rol oynadiklar
diistintilmektedir. Ovositler, granuloza hiicreleri olmaksizin CDKZ1 birikimi yapabilseler
de GVB’yi gergeklestirmek iizere tam olarak kompetent hale gelemezler (41). Gelisen
ovositler oncelikle GVB’yi gergeklestirebilir hale gelirken nuklear maturasyonu
gerceklestiremez ve metafaz I’de duraklayamazlar; bu ovositler kismen kompetent
olarak adlandirilir. Bu kusurun molekiiler temeli heniiz agikliga kavugmamistir. Ancak
fareler iizerinde yapilan son galismalar kismen kompetent ovositlerde protein kinaz
C’nin (PKC) inhibe edilmesinin metafaz II’ye gecisi hizlandirdigini géstermistir. Ayrica
tamamen kompetent ovositlerde PKC aktivitesinin uyarilmasi nuklear maturasyonun GV
asamasinda veya GVB’yi gerceklestirmis olan ovositlerde metafaz I’de durur (42). Bu
nedenle PKC aktivitesini baskilama yeteneginin kazanilmasi ilk mayoz bdliinmenin
tamamlanmasi i¢in gereken gelisim programinin énemli bir bileseni olabilir. Ancak PKC
aktivitesinin erken ovosit gelisimindeki rolii bilinmemektedir. Primordiyal fare
ovositlerinin germinal vezikiillerinin mikrocerrahi ile nukleuslar1 ¢ikartilmig, tam olarak
biiylimiis ovositlere aktarildigi deneyler nuklear maturasyonun tamamlanmasi igin
gerekli kapasitenin sitoplazmik bilesenleri de igerdigini kanitlar. Bu ovositler metafaz
II’'ye kadar mature olmustur [94]. Ancak mayotik maturasyonun tamamlanmasina
ragmen inseminasyonun ardindan disi ya da erkek pronukleus olugsmamistir. Pronuklear
olusum ig¢in kompetens ancak GV- dondr ovosit daha fazla gelismis olan seonder
preantral folikiillerden elde edildiginde saglanabilmistir (95). Nuklear maturasyonun
tamamlanmast ve fertilizasyonda disi ile erkek pronukleuslarinin olusmalarinin
gerceklesmesi i¢in ooplazma igine karisacak olan bir nukleoplazmik bilesenin gerektigi
diisiiniilmektedir (32).

2.7.1.3. Antral Folikiillerdeki Ovositlerde Profaz Duraklamasinin Korunmasi

Preantral folikiillerdeki kompetent olmayan ovositler GV evresinde duraklarlar
clinkii nuklear maturasyonu tamamlamak icin gerekli sitoplazmik faktorlerden
yoksundurlar. Ancak, tamamen biiylimiis olan kompetent ovositler bu kilit molekiilleri
igerirler ancak yine de LH artisina kadar GV evresinde kalirlar. Bu ovositleri profaz |
evresinde tutan mekanizmalar nelerdir? Folikiiler ¢evrelerinden uzaklastirilan
ovositlerde goézlemlenen spontan maturasyon (81) antral folikiillerin somatik
hiicrelerinin  ovositerin  mayotik duraklamasini sagladiklart hipotezini akillara
getirmektedir. Bu nedenle folikiiliin atretik dejenerasyonu mayoz duraklama sisteminde
bir bozulmaya neden olabilir ve bozuk/erken ovosit maturasyonu ile sonuglanabilir.
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Folikiiler sivida bulunan faktorlerin ovositleri profazda tutmak igin gerekli
olduklarina inanilmigtir (96). Daha sonra ovositleri mayotik duraklama halinde tutan bu
faktorlerden birinin domuz ve fare folikiiler sivisinda milimolar konsantrasyonlarda
bulunan purin hipoksantin oldugu saptanmistir (97). Ancak mayotik duraklama daha ¢ok
“ovosit ile iletisimini hiicre temasi ile saglayabilen granuloza hiicrelerinden elde edilen
sinyaller ile (98) ve belki de ovosit ve granuloza hiicrelerini metabolik olarak birlestiren
oluklu baglantilar ile saglanmaktadir. Ovositleri GV evresinde tutan faktorler folikiiliin
granuloza hiicre kompartimanindan kdken alip folikiiler sividan geg¢melerine gerek
kalmadan oluklu baglantilar araciligi ile ovosite aktariliyor olabilirler. Ovosit siklik
adenozin monofosfat (CAMP) seviyelerinin mayozun siirdiirilmesini diizenledigi ile
ilgili giiglii kanitlar vardir. cAMP’nin analoglar1 mayotik duraklamay1 in vitro ortamda
saglayabilirler (99), Ilaboratuar kemirgenleri bu bilesiklere sigir veya primat
ovositlerinden daha duyarlidir (100). Ayrica kumulus hiicrelerinden ayrilan ovositlere
adenilil siklaz (AC) agonisti olan forskolin uygulanmast GVB baslangicin1 geciktirir
(101). Fare ovositlerine protein kinaz A (PKA)’nin katalitik altbiriminin enjeksiyonu
spontan maturasyonu inhibe eder (102). Genel cAMP fosfodiesteraz (PDE) inhibitorleri
de GVB’yi onler (103). cAMP’nin preantral folikiillerdeki kompetent olmayan
ovositlerin mayotik duraklamasinda rol oynamadigi disiiniilmektedir, ¢linkii PKA
inhibitorlerinin  mikroenjeksiyonu bu ovositlerde GVB’yi indiikleyemez (104).
Kompetent ovositlerdeki PKA substratlar1 belli degildir. Ancak PKA kurbaga ovosit
lizatlarinda CDC25’1 dogrudan fosforile eder ve CDC25 ovositlerde CDK1
defosforilasyonundan hemen Once defosforile olur. Boylece PKA, CDC25’i inaktif
fosforile durumda tutarak CDK1’in defosforilasyon bagimli aktivasyonunu 6nler (105).

Izole edilmis ovosit-kumulus hiicre komplekslerine folikiil stimulan hormon
(FSH) uygulanmasi kumulus hiicrelerinde ve ovositlerdeki cAMP seviyelerini artirir
(81), ve ovositler FSH reseptorleri igermediginden ilk varsayim cAMP’nin kumulus
hiicrelerinden oluklu baglantilar araciligi ile ovositlere aktariliyor olabilecegidir.

Inozin monofosfat (IMP) dehidrogenaz inhibitérleri hipoksantin aracili mayotik
duraklamay1 in vitro ortamda bozarlar (106). Ayrica bu inhibitorlerin fareye enjekte
edilmesi neredeyse ovaryumdaki tim GVB kompetent ovositlerin maturasyonunu
indiikler (107). IMP dehidrogenaz, IMP’nin ksantosin monofosfat’a doniistimiinii
katalize eder. Ksantosin monofosfat da guanozin monofosfat’a (GMP) doniisiir. Bu
nedenle GMP {iiretimi mayotik arestin korunmasinda énemlidir. GMP’nin kaderi biiytik
olasilikla guanozin trifosfat’a (GTP) doniismek ve ardindan G proteinlerine
baglanmaktir. Belirli hiicresel cevaplarin {retilmesi i¢in kimyasal sinyallerin
iletilmesinde 6nemli olan bu proteinler oolemmada ve kumulus hiicrelerinin plazma
membranlarinda bulunurlar (108). Kumulus hiicrelerinden uzaklastirilmis olan ovositlere
GTP analogu olan GTPgS’nin mikroenjeksiyonu GVB’yi baskilar (109).
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Sekil 2.9. Granuloza hiicreleri ve ovositlerde Ovosit Maturasyonunu kontrol eden sinyal diizenleyiciler
(110).

2.7.1.4. Nuklear Maturasyon Indiiksiyonu

Hipofiz kaynakli gonadotropinler antral folikiillerdeki veya izole edilmis
kumulus ovosit komplekslerindeki tamamen biiylimiis olan ovositlerde GVB’yi
indiiklerler (Sekil 2.9) ; ancak somatik hiicrelerden yoksun olan ovositlerde GVB’yi
indiikleyemezler (111). Bu nedenle gonadotropinler ovositlerde mayozun devamini
folikiiler somatik hiicreler tarafindan kontrol edilen dolayli bir mekanizma ile
indiiklerler. Nuklear maturasyon saglayan mekanizmalar heniiz tam olarak acikliga
kavugmamistir. Gonadotropinler nuklear maturasyonu, ovositi mayotik duraklamadan
kurtararak baslatiyor olabilirler, ¢ilinkii Graaf folikiillerinden alinan tam olarak biiylimiis
ovositler kiiltiire edildiginde mayozu kendiliginden tamamlarlar (81). Bu nedenle, LH
uyarimi somatik hiicrelerden gelen inhibitdr sinyallerin transferini engelliyor ve bu
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sekilde nuklear maturasyonu sagliyor olabilir. LH artis1 oluklu baglantilar ile saglanan
ovosit ve somatik hiicreler arasindaki fiziksel iletisimi keserek cCAMP aktarimini azaltir.
Bu hipotezi destekler sekilde, granuloza hiicreleri tarafindan eksprese edilen oluklu
baglant1 proteini konneksin-43 seviyesi ve fosforilasyon durumundaki fonksiyonel
degisiklikler GVB ile koordinedir (112). Granuloza hiicresindeki konneksin-43
fosforilasyonu LH uygulamasimin ardindan 10 dk iginde gerceklesir (53). Ancak bu
degisikliklerin mayozu inhibe eden kilit faktorlerin, mayozu tamamlamak iizere harekete
gegmeden Once ovosite tasinmasint durdurup durdurmadigr agikliga kavusmamaistir (56).
In vitro sistemler kullanilarak hipoksantin, cCAMP analoglar1 veya PDE inhibitorleri gibi
mayoz duraklama faktorlerinin bozulmasi ile yapilan ¢alismalar granuloza hiicrelerinde
gonadotropin uyarimina cevaben bir mayoz indiikleyici sistemin gelistigini
gostermektedir (113). Ayrica bu sinyalin ovosite aktarilmasi fonksiyonel oluklu
baglantilarin varligin1 gerektirmektedir (57). Mayoz indiikleyici sinyalin ne oldugu
heniiz anlasilamadiysa da, granuloza hiicrelerindeki hem cAMP hem de MAPK
yolaklarinin GVB indiiksiyonunda rol aldig1 diisiiniilmektedir. LH 1n folikiiler somatik
hiicrelerdeki cAMP seviyelerindeki artis1 indiikledigi bilinmektedir (103). Ayrica
mayozun duraklama halinde oldugu izole kumulus-ovosit komplekslerine hipoksantin ile
8-Bromo-cAMP veya forskolin uygulamasi mayozun devamini uyarmistir. LH in vivo
veya FSH veya 8-Bromo-cAMP in vitro kumulus hiicrelerinde MAPK aktivasyonunu
uyarir. Ayrica, komplekslere MAPK inhibitorlerinin uygulanmasi gonadotropin ile veya
8-Bromo-cAMP ile GVB indiiksiyonunu bloke eder. MAPK aktivitesi ovositlerde GVB
icin gerekmediginden, hormon ile indiiklenen GVB igin gerekli olan granuloza
hiicrelerindeki MAPK aktivitesidir (59). Hormon ile indiiklenen GVB igin diisliniilen
mekanizma su sekildedir: Gonadotropinler granuloza hiicrelerinde cAMP artigini
uyararak MAPK seviyesini artirir. Bunun sonucunda granuloza hiicreleri tarafindan bir
mayoz indiikleyici sinyal olusturulur ve bu sinyal gap junctionlar ile ovosite aktarilir. Bu
sinyal ovositlerde PDE3’ii aktive eder ve bunun sonucunda cAMP seviyeleri diiser
(6zellikle ovositlerde) ve bilinmeyen birtakim downstream adimdan sonra CDC25b ve
dolayisiyla MPF aktive olur. Daha sonra muhtemelen granuloza hiicreleri ve ovosit
arasindaki gap junctionlar ile saglanan iletisim bozulur ve boylece mayoz duraklama
faktorlerinin ovosite gecisi son bulur (32).

2.7.2. Sitoplazmik Maturasyon

Sitoplazmik maturasyon gelisen ovositlerde gergeklesen, fertilizasyon ve erken
embriyo gelisimi icin gerekli olan bir siirectir. Nuklear maturasyon ile paralel olarak
gerceklestigi diistiniilse de, mayozun devamindan Once 0vOSit biiyliimesi sirasinda da
kilit adimlar gergeklesir (32).

Primordiyal folikiiller ile karsilastirildiginda, olgun ovositler ¢ok daha karmasik
bir sitoplazmik organizasyona sahiptir, mayozu tamamlamak i¢in yeterlidirler ve
fertilizasyonu gergeklestirip yariklanma boliinmelerini tamamlayabilirler.
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Primordiyal folikiil ovositleri genellikle yaniltici bigimde “sessiz” olarak
tanimlanirlar. Ancak bu sadece dinlenme halinde olan nukleusun durumudur. Kiigiik
ovositlerdeki bir veya daha fazla nukleusun varligi, RNA polimeraz aktivitesi ve
aminoasitler ile riboniikleotidlerin alim1 aktif olduklarint gosterir. Orta-gelismis evredeki
ovositler pek ¢ok somatik hiicreden 10 kat daha fazla RNA iiretirler ve nukleoluslar daha
genis ve yogun hale gelir.

Ovositler, hiicre boliinmesi sirasinda kromozomlart ayiran ig ipliklerinin
diizenlenmesinden sorumlu olan sentriyollere sahip degillerdir. Primordiyal ovositlerde
var olan sentriyoller orta-gelismis evrede kaybolurlar ve embriyo birgok yariklanma
boliinmesini tamamlayincaya kadar ortaya ¢ikmazlar.

Kiigiik ovositlerin organelleri genellikle nukleus ¢evresinde kiimelenmistir. Isik
mikroskobu altinda bu organeller Balbiani vitellin cisimcigi (yolk nukleusu) da denen,
Golgi aygiti, mitokondri ve yag damlaciklar1 gibi pek ¢ok membrandz organeli iceren
tam bir perinuklear yapi olarak go6zlemlenir. Ovosit biiyiimeye basladiginda bu
organeller hiicre polarize olmaksizin perifere dogru go¢ eder. Golgi aygiti, disar
verilecek olan glikoproteinlerin iiretimindeki roliine uygun olarak kortikal bolgede iki
ayr1 bolgeye boliiniir.

Kortikal graniil olusumu rodentlerde ovosit gelisiminin baslangicindan hemen
sonra gergeklesir ve post ovulator evreye kadar devam eder. Olgun evrede, dollenmenin
ardindan veya diger aktive edici sinyallere cevaben perivitellin aralifa salinmak {izere
hiicre membraninin hemen altinda yer alirlar.

Ovositte bulunan kiigiik, oval veya yuvarlak sekilli mitokondriler preovulator
evrede sayica artar ve krista daha siitunsu bir hal alir. Hem graniillii hem de diiz yiizli
endoplazmik retikulum (ER) oogenez siiresince mevcuttur ancak olgun ovositlerde
baska yapilara doniistiikleri igin graniillii ER daha seyrektir, diiz yiizlii ER ise daha az
onemli hale gelir. Ribozom sayis1 farede oogenez siirecinde ooplazmanin geniglemesi
nedeniyle dort kat artar (114).

2.8. Ovulasyon

Memelilerde ovulator siire¢ luteinizan hormon’un (LH) endojen artis1 ile olgun
bir ovaryan folikiiliin granuloza ve teka hiicrelerinin ylizeyinde dagilim gosteren G
proteini ile iligkili LH/insan koryonik gonadotropin (hCG) reseptorlerinin uyarilmasi ile
baglar. Siire¢ birkag¢ saat sonra bir folikiiliin aniden ¢atlamasi ve fertil bir ovositi serbest
birakmasi ile son bulur.
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Dokuda gatlamanin oldugu bélgede meydana gelen degisiklikler patofizyolojiktir
ve folikiiliin ¢cevresindeki teka eksterna ile tiim ovaryumu ¢evreleyen tunika albuginea’y1
kapsayan kollajen dokularin yogun tabakalarinin akut olarak bozulmasini gerektirir.

Lokal hasar sirasinda ovaryum yiizeyindeki lezyonun c¢evresinde kanama
meydana gelir. Ancak yapisal degisiklikler folikiiler yiizeyin bozuldugu alan ile sinirh
degildir. Ovulator siire¢ tiim stratum granulozumu ve buna komsu olan teka internayi
etkiler. Ovulator siirecin bilesenleri olarak tanimlanan genlerin ¢ogu akut inflamatuar
reaksiyonlar ile iligkilidir (32).
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Sekil 2.10. Folikiilogenez siirecinde ovosit maturasyonu (115)

2.9. Luteinizasyon

Korpus luteum ovulatdr folikiiliin duvarmni olusturan hiicrelerden meydana gelir.
Luteal formasyon (luteinizasyon) ovulasyondan once baslar, ancak gercek anlamda
folikiil ¢atlamasinin ardindan devam eder ve korpus luteum tam olarak olusana kadar
tire 0Ozgli olarak birkag giin slirer. Luteinizason; erigkin memelilerde hiicre
proliferasyonu, hiicre farklilasmasi ve erigkin memelilerde benzeri olmayan bir doku
yenilenmesini kapsayan dikkate deger bir olaydir. ki temel siireci vardir: a) sonlanmis
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proliferasyon ve hizli hipertrofi ile folikiiliin streroidogenik hiicrelerinin korpus
luteumun luteal hiicrelerine farklilasmasi ve b) kan damarlarinin ve bazi tiirlerde
lenfatiklerin korpus luteumun genis mikrovaskiiler yatagini olusturmak tizere folikiiliin
onceden avaskiiler olan granuloza tabakalarina dogru hizlica biiylimesi. Luteinizasyon
genellikle folikiiliin “son farklilagsmas1” olarak anilsa da, rodentlerden primatlara kadar
pek cok canli tiirlinde gebelige cevaben luteal dokuda daha fazla farklilasma meydana
gelebilir (74).

2.10. Luteoliz

Korpus luteumun fonksiyonu ii¢ asamadan birinde durur ve yapisi degisir: a)
gebelikle sonuglanmayan ovaryan siklusun sonunda; b) gestasyon sirasinda intrauterin
gebelik i¢in progesterogenik fonksiyonuna ihtiya¢ kalmadiginda veya korpus luteuma
gebelik boyunca ihtiya¢ var ise o halde, c¢) termde, dogum meydana geldiginde. Bu
luteal yapi-fonksiyon kaybi luteoliz olarak anilir.

Bugiine kadar ¢esitli nedenlerle pek ¢ok arastirmaci luteoliz siirecini gebelikle
sonuclanmayan siklusun sonunda incelemistir ve PG, rodent ve domestik canlilarda
uterin luteolitik faktdr olarak tanimlanmadan once genellikle PGF2a ile indiiklenen
luteoliz modelini kullanmislardir.

Erken luteal regresyonun ozelligi, kandaki seviyesinin diislisii ile acikca
belirlenen progesteron iretimindeki azalmadir. Luteolitik faktor PGF2o’nin luteal
dokudaki steroid iiretimini dogrudan ya da dolayli olarak azalttig1 mekanizmalar tizerine
diisiiniilmektedir. Ancak, luteal yapi-fonksiyon kaybinda yer alan mekanizmalar ve
hiicresel stiregler, 6zellikle uterin luteolitik (PGF2a) kullanmayan tiirlerde heniiz tam
olarak anlagilamamustir (74).

2.11. Ovosit- Granuloza Hiicre Etkilesimleri
Ovosit-granuloza hiicre etkilesimleri ovosit gelismi ile granuloza hiicre
proliferasyonu ve farklilsamasi igin ¢ok énemlidir (Sekil 2.11).

Intakt komplekslerde kumulus ekspansiyonunun etkin bir uyarani olan epidermal
biiylime faktorii (EGF) ovositektomi’nin (ovositlerin folikiillerden ayrilmasi) ardindan
kumulus ekspansiyonunun uyarimimi gerceklestiremez. Ancak ovositektomize edilen
kompleksler, germinal vezikiil asamasindaki kumulussuz ovositler ile ko-kiiltiire
edildiginde veya kiiltir medyumu kumulussuz ovositler ile uygun hale getirildiginde
FSH ve EGF’ye yanit verirler. Bu deneyler ovositler tarafindan salinan faktér veya
faktorlerin kumulus hiicre ekspansiyonunda 6énemli bir rol oynadigini gosterir. GDF9’un
ovositen salinan ve granuloza hiicre proliferasyonu ve farklilagsmasi i¢in 6nemli olan bir
faktor oldugu bilinmektedir.
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Ovosit- granuloza hiicre iletisimi, hem ovosit tarafindan otokrin veya parakrin
fonksiyona sahip faktorlerin salinmasint hem de ovositlerin hiicre yiizeylerinde
granuloza hiicrelerinden gelen parakrin faktorleri belirlemek {iizere reseptorler
bulundurmasini gerektirir (74).

Glikoliz
Steroid/ Lipid
metabolizmasi

Oludubaglantilar

Ovosit

Sekil 2.11. Ovosit- granuloza hiicre etkilesimleri (116)

2.12. Protein Fosforilasyon Reaksiyonu

1950’lerde kesfedilen protein fosforilasyon reaksiyonu, fosfat vericisinden
(ATP) akseptor proteine bir g-fosfat’in transferini kapsar. Memeli proteinlerinde serin,
treonin ve tirozin kalintilar1 fosfat akseptor kalintilaridir (117). Histidin fosforilasyonu
ise mayalarda ve bitkilerde goriilmiistir (118). Fosforilasyon olayiyla yiik kazanan
akseptdor protein fonksiyonel modifikasyona ugrar. Fosforilasyon, proteinin
konformasyonel degisikligiyle sonuglanabilir veya ylizey goriiniisiinii degistirebilir.
Sonugta protein aktif veya inaktif hale gelebilir. Protein komponentlerini fonksiyonel bir
kompleks olusturmak iizere toplayabilir veya protein komplekslerinden ayrilir. Aktive
olan protein substratini taniyabilir, ona baglanabilir, aktive veya deaktive edebilir,
fosforile veya defosforile edebilir (119).

Protein kinazlar, fosfotransfer reaksiyonlarini yiiriitiirler. Katalitik alt tiniteleri
fosfat vericisi ATP i¢in baglanma bolgesi ve protein substratin fosfat akseptor bolgesine
uyumlu olarak bir oluk icerir. Bu etkilesimler ATP’nin g-fosfat’min fosfoakseptor
kalinttya gore uygun pozisyonda olmasimi ve fosfotransfer reaksiyonunun
gerceklesmesini saglar. Katalitik alt {initelere ek olarak pek cok kinaz, katalitik
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fonksiyonlarin ylriitiildiigli kosullar1 diizenleyen alt iiniteler igerir. Kinazi1 inaktif
konformasyonda tutan otoinhibitér elementler bunlardan biridir. Lipid faktorleri,
sekonder haberciler veya proteinlerle etkilesimi saglayan fonksiyonel modiiller de bu alt
tinitelerdendir. Boyle elementler kinazi kontrol ederek fonksiyonunu sinirlar (120).

2.13. Protein Kinazlar

Yapilan c¢aligmalarla yiizlerce farkli kinaz tanimlanmis ve genomla ilgili
bilgiler arttik¢a protein kinaz siiperailesi agiga ¢ikmustir (121). Korunmus bir katalitik alt
tinitenin varligiyla tanimlanan protein kinazlar, C. elegans’ta en biiyiik ikinci protein

ailesini olusturur. Memeli tiirlerinde de protein kinazlar en 6nemli protein ailelerinden
biridir (122).

Katalitik bolgedeki primer dizi korunumunun kriter olarak kullanilmasiyla
kinazlar pek ¢ok gruba ayrilmistir. Bu gruplanma kinazlarin belli fonksiyonel
ozellikleriyle de ortiigiir. Ornegin, tirozin kinaz grubu serin/treonin kinaz grubundan
farkl1 diziye sahiptir (117-121).

Serin/treonin kinazlar da pek ¢ok gruba ayrilabilir. Protein kinaz C(PKC);
cAMP bagimli protein kinazlari [protein kinaz A(PKA)], cGMP bagimmli protein
kinazlar [protein kinaz G(PKGQ)], protein kinaz B’yi (PKB), G proteiniyle regiile olan
kinazlart (GRK), S6 kinazlar1 da iceren AGC kinaz grubuna dahildir. AGC kinazlar
kendilerine etki eden farkli kontrol mekanizmalariyla birbirlerinden ayrilirlar. PKA,
sekonder haberci cAMP’nin baglanmasiyla aktive olur ve katalitik alt iinite ayrilir. Oysa
PKC, Ca™ ve Diagilgliserol’iin (DAG) kontrolii altindadir. PKB, fosfoinositidler
tarafindan kontrol edilir. Ayrica AGC grubu kinazlar fosforilasyonla kontrol edilmeye
de yatkindir (123).

2.13.1. Protein Kinaz C (PKC)

Ekstraseliiler hormonlarin aktivitesi ‘sekonder haberci’ denen, hiicresel cevabi
aktive eden hiicre i¢i molekiillerle kontrol edilir. Sekonder haberci sistemi (cAMP) ilk
kez 1960’larda tanimlanmistir. cAMP’nin hedef proteini olan PKA’nin tanimlanmasiyla
hiicre i¢i bir sinyal transdiiksiyon zinciri ortaya ¢ikarilmistir. Nishizuka ve arkadaslari
tarafindan 1970’lerde siklik niikleotid bagimsiz kinazin (PKC) varlig1 6ne siiriilmistiir
(124). Bu kinazin Ca*?, DAG ve fosfolipidlerin kombinasyonuyla aktive oldugu
distiniilmiistir. Bu kesif, lipidlerden elde edilen sekonder habercilerin(DAG) de
gozlemlenmesiyle 2. bir sinyal transdiiksiyon yolaginin varligini kanitlamistir (125).

Basit sinyal transdiiksiyon yolagi, belli hiicre ylizey reseptorlerinin fosfolipaz C
(PLC) aktivitesini stimule etme yetenegine baghdir. PLC, fosfatidilinositol-4,5-
bifosfat’a etki ederek DAG ve inositol-3,4,5-trifosfat(PIP3) olusturur (Sekil 2.13) ve
PKC aktivasyonunu saglar. PIP;, PKC’yi de igeren pek cok kinazi fosforile eden
fosfainositid bagimli kinazi (PDK) aktive eder. Bu nedenle PIP; de sekonder haberci
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olarak tanimlanabilir. PKC aktivitesi, hiicre i¢indeki pek c¢ok habercinin varligina
baghidir (126).

2.13.1.1. PKC izotipleri ve Alt Unite Yapilar

PKC tek ve bagimsiz bir molekiiler eleman degildir. PKC izotiplerinin
olusturdugu bir PKC ailesi tanimlanmistir (127). ilk tanimlanan PKC izotipleri PKC
o, B ve y’dir (16-17). Daha sonra PKC §, ¢, 1 ayrica PKC n, 0,ve pu tanimlanmigtir
(128). Farkli izotipler karsilastirildiginda pek ¢ok bolgenin homoloji gosterdigi goriiliir.
Tim PKCler C-terminal katalitik alt iinite ve N-terminal regiilator alt linite igerir (Sekil
2.12).

Katalitik alt {initeler yiiksek 6l¢tide homoloji gosterir ve diger kinazlarin es alt
tiniteleriyle de homologtur. Regiilator alt tniteler daha ¢ok farklilik gosterir ve
izotiplerin 3 altgruba ayrilmasina neden olurlar:

1) Klasik PKC (a.,B,7)
2) Novel PKC (3, &, 1, 6, 1)
3) Atipik PKC (1, 1, &)

cPKC’nin regiilator alt {initesi pek ¢ok korunmus fonksiyonel modiil igerir:
Cla, Clb ve C2. Bu izotiplerdeki Cla ve b modiilleri C2 modiiliiniin N-terminalinde
konumlanmstir. C1, forbol ester/DAG baglayan bolgeyi olustururken, C2 modiili Ca*?
baglayan bolgeyi olusturur. Tiim bu modiiller ilk olarak PKC’de tanimlansa da PKC’ye
0zgii degildir. Bu modiiller benzer gorevleri yiirtittiikleri pek ¢ok proteinde bulunurlar.

C1 ve C2 modiilleri nPKC’de de bulunur. Ancak bu PKC izotipinde C2 bolgesi
N-terminal bolgeye yakin konumlanmistir. nPKC’deki C2 modiilii, C2’nin tiim yapisal
Ozelliklerini tasisa da cPKC’dekinden farklidir ve Ca*®u koordine etmez. nPKC’de 2
simif C2 modiilii vardir. Biri PKC38 ve 0’da digeri PKCe ve v’de bulunur. aPKC, ¢ ve
n’den farkli olarak Ca*?, DAG ve forbol estere cevap vermezler. Clinkii C2 modili
icermezler ve igerdikleri C1 modiilii ¢ ve nPKC’den yapisal olarak farklidir.

Tim PKC izotipleri regiilator alt tinitelerinde otoinhibitér bir modiil igerir.
Tim smiflarda bu modil C1 modiiliinin N-terminalinde konumlanmistir. PKC ile
fosforile olan hedef proteinlerin fosforilasyon bdlgelerine benzer aminoasit dizileri
icerir. Pseudosubstrat denen bu molekiilde Serin’in yerini Alanin aldigindan bu bdlgenin
fosforile olma o6zelligi yoktur. Uyar1 yoklugunda katalitik alt linite psddosubstrat’a
baglanir ve enzim C2 ve C3 alt linitelerini baglayan destek noktasindan katlanir. Boylece
kinaz aktivitesi baskilanir (129).
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Sekil 2.12. PKC izotipleri ve alt iinite yapilar1 (1)

2.13.1.2. PKC Aktivasyonu
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Sekil 2.13. PKC aktivatorleri (130)
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PKC aktivasyonu, katalitik alt iinitenin aktivasyonu ve pseudosubstrat’in aktif
kisimdan ayrilmasini igerir (131).

PKC muhtemelen hiicre iskeletiyle iligkili, deterjanda ¢6ziinmeyen bir
fraksiyon iginde inaktif, fosforile olmamis bir prokiirsor olarak sentezlenir. Bu evrede
katalitik bolge ATP’den etkilenebilir ancak enzim, katalitik olarak inkompetenttir (132).

Katalitik alt tinitedeki APE dizisinin yanindaki aktivasyon dongiisii muhtemelen
fosfolipid bagimli kinazl (PDK1) etkisiyle fosforile olur (133). Katalitik bolgenin C-
terminalinde 2 otofosforilasyon gergeklesir (134). Olgun PKC deterjanda ¢oziinmeyen
fraksiyondan ayrilir ve katalitik olarak kompetent hale gelir. Ancak bu evrede
pseudosubstrat katalitik bolgeyle temas ettiginden enzim inaktiftir. Gelen uyar1 ile DAG
olusur ve C1 modiiliinde hidrofilik kism1 kapatir ve yiizey hidrofobik hale gelir. Boylece
C1 modiili membrana gomiilebilir. DAG ayni1 zamanda etkilesimin giiclinii artirarak C2
modiiliiniin fosfolipidlere baglanisinda Ca* bagimliligin1 ortadan kaldirir.

Psodosubstrat bolgesi katalitik bolgeden uzaklasir ve konformasyonel
degisiklige neden olur. Boylece PKC tamamen aktif hale gelir (135). (Sekil 2.14).

Katalitik olarak kompetent
Katalitik olarak inkompetent Ancak inaktif Aktif

(01 M2 %om;é {
-

> N2 N2k =
- \"’ \Kx | \‘F\'\” ®
ca PS /—\" —/—’\ @® ®

ATP ADP 2 ATP 2 ADP

PKC Kinaz Otofosforilasyon
(PDK1)
Thr-500 Thr-641, Ser 660

Sekil 2.14. PKC aktivasyon mekanizmasi (1)

2.13.1.3. Hipotalamus- Hipofiz- Ovaryum Etkilesiminde PKC’nin Rolii

Gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) uyarimli hipofiz primer kiiltiiriinde,
PKC’nin sitosolden plazma membranina translokasyonu bilinmektedir (4). PKC
hipofizdeki gonadotropik hiicrelerde hipotalamustan gelen uyarinin etkisiyle plazma
membranina aktivite kazanmak tizere go¢ etmektedir.
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PKC’nin birgok GnRH aracili sinyal iletim yolunda fosforilasyon hedefleri
vardir. Bu hedeflerden biri gen ekspresyonu, hiicre proliferasyonu ve farklilasmasi gibi
pek ¢ok hiicre fonksiyonunu etkileyen mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)
yoludur (5).

Bu bilgiler bize PKC’nin farkli izotiplerinin ovaryumda bulunan farkli evredeki
folikiillerde proliferasyon, ovulasyon, luteoliz gibi olaylarda etkili oldugunu
diisiindiirmektedir. Preantral granuloza hiicrelerindeki Folikiil Stimulan Hormon (FSH)
veya Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF) nin indiikledigi DNA sentezi i¢in PKC aracilt
MAPK aktivasyon dongiisii gereklidir. Bu aktivasyon dongiisii Siklin Bagimlhi Kinaz 4
(CDK4) 11 aktive ederek DNA sentezinin ger¢eklesmesini saglar (6).

PKC sinyal yolu, folikiiler gelisim ve ovulatér genlerin (Pgr, Prkg2 ve
Cypllal) indiiksiyonunda gereklidir. Domuz granuloza primer hiicre kiiltlirlerinde
Prkg2 indiiksiyonu PKC’nin aktivasyonunu gerektirir (7).

PKCe’un, sigir korpus Iuteumlarindaki steroidogenik hiicrelerde farkli
miktarlardaki ekspresyonu bu enzimin PGF,, (prostaglandin) ile indiiklenen luteal
regresyonda rolii oldugunu diisiindiirebilir (8).
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GEREC VE YONTEM

3.1. Dokularin Elde Edilmesi

Calismamizda Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesi’nden elde edilen
BALB/C tiiri 5 damizlik erkek ve 10 damizlik disi fare ciftlestirilmis ve dogum sonrast
takip edilerek yeni dogan disi fare sayis1 saptanmistir. Postnatal donemdeki tiim gruplar
(4 grup) i¢in 6’sar adet disi fare elde edilmistir (n= 6X4= 24). Ciftlestirme, bir kafeste 2
disiye 1 erkek olacak sekilde gerceklestirilmistir. Deney gruplari asagida belirtilmistir:

1.Grup fareler (postnatal 1. giin)
2.Grup fareler (postnatal 7. giin)
3.Grup fareler (postnatal 21. giin, pubertal)
4.Grup fareler (postnatal 60. giin, yetiskin)

Postnatal 1. giinde fare ovaryumunda biiyiime gostermeyen yassi folikiil
hiicreleriyle c¢evrili yaklasik 8000 mayotik olarak durgun ovosit bulunur (30). Bu
ovositlerin yaklagik %50’si dogumdan sonraki iki hafta i¢inde yok olur. Germ hiicre
kistleri, primordiyal folikiiller ve primordiyal evreden primer evreye geg¢mekte olan
folikiiller gbzlemlenebilir. Gonadotropin reseptdrlerine ait transkriptler heniiz tam olarak
olusmamustir.

Postnatal 7. giin civarinda tiim ovositler birinci mayoz bdlinmenin profazinin
diploten evresindedir (31). Primordiyal ve primer folikiiller goézlemlenebilir.
Gonadotropin reseptorlerine ait transkriptler mevcuttur.

Postnatal 21. giinde ovositin boyutu sabit kalirken, folikiiler hiicreler hem
kiibik granulosa hiicrelerine doniisiirler hem de hizlica sayilarmi artirirlar (yaklasik
50,000). Farelerde pubertenin 3. haftadan sonra basladigi bildirilmektedir (32). Bu
asamada hormondan bagimsiz olarak sekonder evreye kadar gelismis olan folikiiller
goriilebilir.

Postnatal 60. giindeki eriskin bir farede gelisimin tiim agamalarindaki folikiiller
ile korpus luteum alanlar1 gozlemlenebilir.

Folikiilogenez  siirecindeki  kritik =~ asamalarda  granuloza  hiicre
proliferasyonunun ve farklilagmanin takip edilmesi onemlidir, bu nedenle yukarida
bahsettigimiz gruplar bu 6zellikler g6z 6niinde bulundurularak olusturulmustur.

3.2. Immiinohistokimya Teknigi icin Doku Hazirlanmasi
Tim gruplara ait sag ovaryum doku 6rnekleri Bouin fiksatifinde fikse edilirken
sol ovaryum doku ornekleri -80° C’de saklanmistir. Bouin fiksatifine alinan dokular 2
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saatlik fiksasyonun ardindan %70, %80, %90°1lik alkollerde 24 saat bekletilmis ve en son
%100’1lik alkolde 2 saat tutularak dehidratasyon islemi gerceklestirilmistir. Ksilol
icerisinde birka¢ saniye bekletilerek seffaflastirilan dokular 58°C’lik etiivde, 3 defa 1’er
saat parafinize edilmistir. 3. saatin sonunda dokular temiz parafine gdmiilerek parafinin
oda 1s1sinda donmasi saglanmustir.

3.3. immiinohistokimya Yéntemi

Doku bloklarindan alinan Spum kalinligindaki kesitler superfrost (manyetik olarak
statik) lamlar tizerine alinarak 1 gece boyunca 37°C’lik etiivde bekletilmistir.
Deparafinizasyon i¢in iki kere 10’ar dakika ksilollerden gegirilmis ve her birinde 5
dakika olmak kaydiyla %100, %90, %80, %70’lik alkol serilerinden geg¢irilerek rehidrate
edilmistir. Kesitler distile suda ¢alkalanmis ve fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisinde (PBS;
pH: 7.2-7.4) i¢ kez 5 dakika yikanmistir. Antijenik maskelenmenin giderilmesi
amactyla, kesitler 200ml sitrat tamponuna (pH:6.0) konularak mikrodalga firinda 6
dakika 750W’ta kaynatilmistir. Mikrodalga firin1 disina alinan kesitler 20 dakika oda
1s1sinda sogumaya birakilmistir.

Hidrofobik kalemle etrafi ¢izilen kesitler, distile sudan ve ardindan PBS’ten 5’er
dakika siirelerle gecirilmistir. Kesitler endojen peroksidaz aktivitesini inhibe etmek i¢in
metanolle hazirlanmis %3 liikk hidrojen peroksit soliisyonunda 20 dk inkiibe edilmistir.
Kesitler PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandiktan sonra spesifik olmayan immunoglobulin
(Ig) baglanmalarin1 6nlemek amaciyla bloklama solusyonu (Ultra V Block, LabVision
Corporation TA-125UB) ile 5 dakika muamele edilmistir. Bloklama soliisyonu
uzaklastirilarak kesitler, tavsan poliklonal PKCa 1:250 (sc-208,Santa Cruz,USA);
PKC3 1:250 (sc-937,Santa Cruz,USA); PKCe 1:250 (sc-214, Santa Cruz, USA) ve
bunlarin fosforile formlari p-PKCa 1:100 (ab-12356,Abcam,UK);
pPKCe 1:100 (ab63387,Abcam,UK) primer antikorlar1 ile + 4°C’de gece boyu inkiibe
edilmistir. Kontrol kesitlerine primer antikor yerine izotip kontroller uygulanmistir.
Kesitler inkiibasyon sonunda PBS ile {i¢ defa beser dakika yikanmistir. Daha sonra
sirastyla, 30 dakika biyotinlenmis anti- tavsan sekonder antikoru (Lab Vision TP-125-
BN) ile inkiibe edilmis ve 3 kez 5’er dakika PBS ile yikamanin ardindan 20 dakika
streptavidin peroksidaz kompleksi (Lab Vision Corporation TA-125-HR) ile oda 1si1sinda
inkiibe edilmistir. Daha sonra 3 kez 5’er dakika PBS ile yikanan kesitler DAB (Lab
Vision TA-060-HDX) ile 2-5 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra kesitler distile suya
alinmis ve ardindan Mayer hematoksilen ile 10 sn zit boyama uygulanmis ve akar
musluk suyunda yikanmistir. Kesitler Kaiser’in gliserol jelatini (MERCK Darmstadt
Almanya, OB514196) ile kapatma soliisyonu ile kapatilmig, Axioplan 151k
mikroskobunda (Zeiss, Almanya) ovaryum kesitlerindeki a, PKC98, PKCg, p-PKCa, p-
PKCe enzimlerinin dagilimlar1 ve immiinoreaktiviteleri tespit edilip incelenmis ve
fotograflanmistir.
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BULGULAR

4.1. PKCo Immiin Boyanmalarinin Sonuglari

Immiinohistokimyasal boyanma sonugclarina gére PKCo’nin farkli giinlere ait
ovaryumlarin gelisen folikiillerindeki granuloza hiicreleri ve ovositlerde farkl
yogunluklarda immunoreaktivite gosterdigi belirlendi.

4.1.1. 60 Giinliik Fare Ovaryumlarinda PKCao immiin Boyanmalariin Sonuclar

60 giinliik fare ovaryumunda folikiiler gelisimin farkli asamalarinda bulunan
folikiiller degerlendirildiginde; PKCa primordiyal, primer ve sekonder folikiillerin
ovositlerinde daha yogun immiinopozitivite gosterirken, granuloza hiicrelerindeki
immiin reaksiyon daha az yogundu. Daha biiyliik sekonder folikiillerde ve antral
folikiillerde ise granuloza hiicrelerindeki PKCa immunoreaktivitesi ovositlere gore daha
yogundu. Preantral folikiillerde ovositi ¢evreleyen ve folikiiler gelisimin ilerleyen
asamalarinda kumulus ovosit kompleksi igerisindeki korona radiyata hiicrelerini
olusturacak olan granuloza hiicrelerinde diger granuloza hiicrelerine gére daha yogun
immiin boyanma oldugu gozlendi. Korpus Iluteumun luteal hiicrelerinde PKCao
immunoreaktivitesi en yogun sekliyle gozlemlendi.

33



Sekil 4.1.a-h. 60 giinliik fare ovaryumunda PKCo immiin boyanmalari. a: Primordiyal folikiil X100.
Ovosit (kirmizi ok bagi), Granuloza hiicresi (siyah ok bagi) b: Primer folikiil X100 c:
Sekonder folikiil X100 d: Preantral folikiil X40 e: Antral folikiil X40 f: Antral folikil X100
g: Korpus luteum X100. h: Negatif kontrol X20. Ovositler (O), Granuloza hiicreleri (GR),
korona radiyata hiicrelerine farklilasacak olan granuloza hiicreleri (kirmiz1 oklar), mayoz
boliinmenin metafaz asamasindaki ovosit nukleusu (siyah ok), teka hiicreleri (T), luteal
hiicreler (L).
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4.1.2. 21 Giinliik Fare Ovaryumlarinda PKCa immiin Boyanmalarinin Sonuclari

21 giinliik fare ovaryumunda PKCo’nin immunoreaktivitesi folikiiler gelisimin
farkli asamalarindaki folikiiller agisindan degerlendirildiginde; PKCo immiin
boyanmasinin primordiyal ve primer folikiillerde ovosit ve granuloza hiicrelerinde esit
diizeyde oldugu gozlemlendi. Sekonder folikiillerde PKCo’nin immunopozitif oldugu
gozlemlenirken, ovositi cevreleyen ve folikiiler gelismin ilerleyen asamalarinda kumulus
ovosit kompleksi icerisindeki korona radiyata hiicrelerini olusturacak olan granuloza
hiicrelerinde diger granuloza hiicrelerine gore daha yogun immiin boyanma oldugu
gozlendi.

Sekil 4.2.a-f. 21 giinlik fare ovaryumunda PKCa immiin boyanmalari. a: Negatif kontrol 20X. b:
Primordiyal folikiil X100. Ovosit (kirmizi ok basi), Granuloza hiicresi (siyah ok bag1) c,d:
Primer folikiiller X100 e: Sekonder folikiil X40 f: Sekonder folikiil X100. Ovositler (O),
Granuloza hiicreleri (GR), korona radiyata hiicrelerine farklilasacak olan granuloza hiicreleri
(kirmuz1 oklar), teka hiicreleri (T).
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4.1.3. 7 Giinliik Fare Ovaryumlarinda PKCo Immiin Boyanmalarinin Sonuclari

7 giinliik fare ovaryumunda bulunan primordiyal ve primer folikiillerde ovosit ve
granuloza hiicrelerinde PKCo’nin immiinopozitif reaksiyon verdigi goriildii. PKCo’nin
immiinoreaktivitesi primer folikiillerde primordiyal folikiillere goére daha yogundu.

Sekil 4.3. a-d. 7 giinliikk fare ovaryumunda PKCo immiin boyanmalari. a: Negatif kontrol X20. Primer
(siyah ok) ve primordiyal (kirmizi ok) folikiller b: Primer (siyah ok) ve primordiyal
(kirmiz1 ok) folikiiller X40 c: Primer folikiiller X100 Ovositler (O), Granuloza hiicreleri
(GR) d: Primordiyal folikiiller X100. Ovosit (kirmiz1 ok bagi), Granuloza hiicresi (siyah ok

bast).

36



4.1.4. 1 Giinliik Fare Ovaryumlarinda PKCo Immiin Boyanmalarinin Sonuclari

1 giinliik fare ovaryumunda primordiyal folikiillerin ovositlerinde ve germ hiicre
kistlerinin ovositlerinde PKCo immiinopozitif olarak gozlemlenirken granuloza
hiicrelerinde PKCo immiin boyanmasi goriilmedi.

Sekil 4.4. a-b.1 giinliik fare ovaryumunda PKCo immiin boyanmasi. a: Negatif kontrol X40 b:
Primordiyal folikiiller X100. Germ hiicre kisti (siyah ok) primordiyal folikiil ovosit (kirmizi
ok basi) ve granuloza hiicreleri (siyah ok basi), gecis folikiilii ovosit (O) ve granuloza
hiicreleri (kirmizi ok).

4.2. pPKCo. immiin Boyanmalarinin Sonuglari

4.2.1. 60 Giinliik Fare Ovaryumlarinda pPKCo immiin Boyanmalarimin Sonuglar
60 giinliik fare ovaryumunda pPKCo immiin boyanmasi sekonder, preantral ve
antral folikiillerin ovositlerinde ve korpus luteumun luteal hiicrelerinde goriildii.

Primordiyal ve primer folikiillerin ovosit ve granuloza hiicrelerinde pPKCo immiin
boyanmasina rastlanmadi.
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Sekil 4.5. a-f.60 giinliik fare ovaryumunda pPKCo immiin boyanmalari. a: Primordiyal folikiil X100.
Ovosit (kirmizi ok bagi), Granuloza hiicresi (beyaz ok bagi) b: Primer folikiil X100 c:
Sekonder folikiil X100 d: Preantral folikiil X40 e: Antral folikiill X40 f: Korpus luteum
X100. Ovositler (O), Granuloza hiicreleri (GR), teka hiicreleri (T), luteal hiicreler (L).
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4.2.2. 21 Giinliik Fare Ovaryumlarinda pPKCo. immiin Boyanmalarinin Sonuglari

21 giinliik fare ovaryumunda pPKCa immiinreaktivitesi primordiyal ve primer
folikiillerin ovosit ve granuloza hiicrelerinde gozlemlenemezken, sekonder folikiillerin
ovositlerinin immiinpozitif oldugu belirlendi.

Sekil 4.6.a-c. 21 giinliik fare ovaryumunda pPKCa immiin boyanmalari. a: Primordiyal folikiil X100.
Ovosit (kirmizi ok basi), Granuloza hiicresi (beyaz ok basi) b: Primer folikiiller X100 d:
Sekonder folikiil X40. Ovositler (O), Granuloza hiicreleri (GR),teka hiicreleri (T).
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4.2.3.7 Giinliik Fare Ovaryumlarinda pPKCo immiin Boyanmalarinin Sonuglar
7 giinliik fare ovaryumunda pPKCo’nin folikiiler gelisimin higbir asamasinda
granuloza hiicrelerinde ya da ovositlerde immiinopozitivite géstermedigi belirlendi.

Sekil 4.7. 7 giinliik fare ovaryumunda pPKCo immiin boyanmalari. Primer (siyah ok) ve primordiyal
(kirmiz1 ok) folikiiller X40.

4.2.4. 1 Giinliik Fare Ovaryumlarinda pPKCo Immiin Boyanmalarinin Sonuglar
1 giinlik fare ovaryumunda pPKCo’nin folikiiler gelisimin hi¢bir asamasinda
granuloza hiicrelerinde ya da ovositlerde immiinopozitivite gdstermedigi belirendi.

Sekil 4.8. 1 giinliik fare ovaryumunda pPKCo immiin boyanmasi. Germ hiicre kisti (siyah ok), primordiyal
folikiil (kirmiz1 ok).
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4.3. PKC8 Immiin Boyanmalarinin Sonuclar

Immunohistokimyasal boyanma sonuglarina gére PKC&’nm farkli giinlere ait
ovaryumlarin gelisen folikiillerindeki granuloza hiicreleri ve ovositlerde farkl
yogunluklarda immunoreaktivite gosterdigi belirlendi.

4.3.1. 60 Giinliik Fare Ovaryumlarinda PKC8 Immiin Boyanmalarinin Sonuglar
60 giinliik fare ovaryumlarinda farkli gelisim agamalarindaki folikiiller granuloza
hiicreleri ve ovositler agisindan degerlendirildiginde; PKC&’nin primordiyal folikiillerin
granuloza hiicrelerinde immiinopozitif reaksiyon verdigi, primer ve sekonder
folikiillerde ise PKC®& immiin boyanmasinin ovositlerde ¢ok zayif, granuloza
hiicrelerinde ise yogun oldugu gozlemlendi. Preantral ve antral folikiillerde granuloza
hiicrelerinde yogun PKC3 immiin boyanmasi gézlemlenirken, ovositlerdeki boyanmanin
cok diislik yogunlukta oldugu belirlendi. Korpus luteum’un luteal hiicrelerinde de PKCo
immiinopozitif reaksiyon gosterse de bu reaksiyon PKCa kadar giiclii ve yogun degildi.
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Sekil 4.9. a-g. 60 giinliik fare ovaryumunda PKC8 immiin boyanmalar1. a: Primordiyal folikiil X100. Ovosit
(kirmizi ok basi), Granuloza hiicresi (beyaz ok bagi) b: Primer folikiil X100 c: Sekonder
folikiil X100 d: Preantral folikiil X40 e: Antral folikiil X40 f: Antral folikiil X100 g: Korpus
luteum X100. Ovositler (O), Granuloza hiicreleri (GR), teka hiicreleri (T), luteal hiicreler (L).
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4.3.2. 21 Giinliik Fare Ovaryumlarinda PKC8 Immiin Boyanmalarinin Sonuglar

21 giinliik fare ovaryumlarinda PKC6 immiin boyanmalarinin folikiiler gelisimin
farkli evrelerindeki primordiyal, primer ve sekonder folikiillerin tiimii i¢in ovositlerde
diisiik, fakat granuloza hiicrelerinde yiiksek yogunlukta oldugu gézlemlendi.

Sekil 4.10. a-e. 21 giinliik fare ovaryumunda PKCS immiin boyanmalari. a: Primordiyal folikiil X100.
Ovosit (kirmizi ok bast), Granuloza hiicresi (siyah ok bag1) b,c: Primer folikiller X100 d:
Sekonder folikiil X40 e: Sekonder folikiil X100. Ovositler (O), Granuloza hiicreleri (GR),
teka hiicreleri (T).
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4.3.3. 7 Giinliik Fare Ovaryumlarinda PKC8 immiin Boyanmalarinin Sonuglar

7 giinliik fare ovaryumlarinda PKC&’nin primordiyal folikiillerin ovosit ve
granuloza hiicrelerindeki oldukga diigiilk olan immiinreaksiyonunun primer folikiillerin
granuloza hiicrelerinde artis gosterdigi goriildii. Primer folikiillerin ovositlerindeki
PKCd immiinoreaktivitesi granuloza hiicrelerinden daha diisiik seviyedeydi.

Sekil4.11.a-C. 7 giinliik fare ovaryumunda PKCS immiin boyanmalari. a: Primer (siyah ok) ve
primordiyal (kirmiz1 ok) folikiiller X40 b:, Primordiyal folikiiller X100. Ovosit (kirmiz1
ok bas1), Granuloza hiicresi (beyaz ok bas1 ). ¢: Primer folikiiller X100 Ovositler (O),
Granuloza hiicreleri (GR).
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4.3.4. 1 Giinliik Fare Ovaryumlarinda PKC8 immiin Boyanmalarinin Sonuglar
1 giinliik fare ovaryumlarindaki germ hiicre kistleri, primordiyal folikiillerin
ovositlerinde veya granuloza hiicrelerinde PKC$ immiin boyanmasina rastlanmadi.

y e

i

.-W'n."v

Sekil 4.12. 1 giinliik fare ovaryumunda PKCS immiin boyanmasi. Germ hiicre kisti (siyah) primordiyal
folikiil (kirmiz1 ok).

4.4. PKCe¢ immiin Boyanmalarinin Sonuclar

Immiinohistokimyasal boyanma sonuglarma gére PKCe’ un farkli giinlere ait fare
ovaryumlarinda bulunan folikiiler gelisimin farkli asamasindaki folikiillerin yalnizca
ovositlerinde immiinopozitif reaksiyon gosterdigi, farkli biiyiikliiklerdeki folikiillerin
granuloza hiicrelerinde ve korpus luteumlarin luteal hiicrelerinde herhangi bir immiin
boyanma olmadig1 goriildii.

4.4.1. 60 Giinliik Fare Ovaryumlarinda PKCe Immiin Boyanmalarinin Sonuglar

60 giinliik fare ovaryumlarindaki PKCe immiinoreaktivitesi tiim folikiillerin
ovositlerinde gozlemlendi. PKCa ve PKC&’dan farkli olarak folikiiler gelisimin tiim
asamalarindaki folikiillerin granuloza hiicrelerinde ve korpus luteumlarin luteal
hiicrelerinde immiinpozitif reaksiyon goriilmedi.
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Sekil 4.13. a-g. 60 giinliik fare ovaryumunda PKCe immiin boyanmalari. a: Primordiyal folikiil ve primer
folikiil X100. Primordiyal folikiil ovosit (siyah ok ), granuloza hiicresi (siyah ok basi),
primer folikiil ovosit (kirmizi ok), granuloza hiicresi (kirmizi ok bagi) b: Primer folikiil
X100 c: Sekonder folikiil X100 d: Preantral folikiil X40 e: Antral folikiil X40 f: Antral
folikiil X100 g: Korpus luteum X100. Ovositler (O), Granuloza hiicreleri (GR), teka
hiicreleri (T), luteal hiicreler (L)
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4.4.2.21 Giinliik Fare Ovaryumlarinda PKCg immiin Boyanmalarinin Sonuglar
21 giinlik fare ovaryumlarinda PKCe immiinreaktivitesi tiim folikiillerin

ovositlerinde gozlemlendi. PKCa ve PKCd’dan farkli olarak folikiiler gelisimin tim

asamalarindaki folikiillerin granuloza hiicrelerinde immiinpozitif reaksiyon goriilmedi.

Sekil 4.14. a- €. 21 giinliik fare ovaryumunda PKCe immiin boyanmalar1. a: Primordiyal folikiil X100.
Ovosit (siyah ok), Granuloza hiicresi (siyah ok basi) b,c: Primer folikiiller X100 d:
Sekonder folikiil X40 e: Sekonder folikiil X100. Ovositler (O), Granuloza hiicreleri
(GR), (beyaz oklar), teka hiicreleri (T).
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4.4.3.7 Giinliik Fare Ovaryumlarinda PKCe immiin Boyanmalarinin Sonuclar

7 ginlik fare ovaryumlarinda bulunan primordiyal ve primer folikiillerin
ovositlerinde PKCe’nun immiinopozitif reaksiyon verdigi goriildii. Folikiillerin
granuloza hiicrelerinde ise PKCe agisindan herhangi bir immiin boyanmaya rastlanmadi.

4.15.a-C. 7 giinliik fare ovaryumunda PKCe immiin boyanmalari. a: Primer (siyah ok) ve primordiyal
(kirmiz1 ok) folikiiller X40 b:Primordiyal folikiiller X100. Ovosit (siyah ok), Granuloza
hiicresi (siyah ok basi ), Germ hiicre kisti (kirmizi ok) ¢: Primer folikiiller X100 Ovositler
(O), Granuloza hiicreleri (GR).
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4.4.4. 1 Giinliik Fare Ovaryumlarinda PKCe Immiin Boyanmalarinin Sonuclari

1 giinliik fare ovaryumlarinda primordiyal folikiillerin ovositlerinde PKCeg’un
immiinopozitif reaksiyon verdigi goriildii. Folikiillerin granuloza hiicrelerinde ise PKCe
acisindan herhangi bir immiin boyanmaya rastlanmadi.

Sekil 4.16. 1 giinlik fare ovaryumunda PKCe immiin boyanmasi. Germ hiicre kisti (kirmizi ok)
primordival folikiil ovosit (siyah ok ) ve granuloza hiicreleri (siyah ok basi) X100.

4.5. pPKCg immiin Boyanmalarinin Sonuclar

4.5.1. 60 Giinliik Fare Ovaryumlarinda pPKCe Immiin Boyanmalarinin Sonuglari

60 giinliik fare ovaryumlarindaki pPKCe immiinreaktivitesi tiim folikiillerin
ovositlerinde gbzlemlendi. Folikiiler gelisimin higbir asamasindaki folikiiliin granuloza
hiicrelerinde ve korpus luteumlarin luteal hiicrelerinde immiinopozitif reaksiyon
goriilmedi.
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Sekil 4.17.a-f. 60 giinliik fare ovaryumunda pPKCe immiin boyanmalari. a: Primordiyal folikiil ve primer
folikiil X100. Primordiyal folikiil ovosit (siyah ok ), granuloza hiicresi (siyah ok basi),
primer folikiil ovosit (kirmizi ok), granuloza hiicresi (kirmizi ok basi) b: Primer folikiil
X100 c: Sekonder folikiil X100 d: Preantral folikiil X40 e: Antral folikiil X40 f: Korpus
luteum X100. Ovositler (O), Granuloza hiicreleri (GR), teka hiicreleri (T), luteal hiicreler
(L).
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4.5.2. 21 Giinliik Fare Ovaryumlarinda pPKCe immiin Boyanmalarimin Sonuclar

21 giinlik fare ovaryumlarinda pPKCe immiinoreaktivitesi tiim folikiillerin
ovositlerinde gozlemlendi. Folikiiler gelisimin higbir asamasindaki folikiiliin granuloza
hiicrelerinde immiinopozitif reaksiyon goriilmedi.

Sekil 4.18. a-e. 21 giinliik fare ovaryumunda pPKCe immiin boyanmalari. a: Primordiyal folikiil X100.
Ovosit (siyah ok), Granuloza hiicresi (siyah ok bagi) b,c: Primer folikiiller X100 d:
Sekonder folikiill X40 e: Sekonder folikiil X100. Ovositler (O), Granuloza hiicreleri
(GR), teka hiicreleri (T).
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4.5.3. 7 Giinliik Fare Ovaryumlarinda pPKCe immiin Boyanmalarinin Sonuclari

7 glinliik fare ovaryumlarinda bulunan primordiyal, primer ve multilaminar
primer folikiillerin ovositlerinde pPKCe’un immiinopozitif reaksiyon verdigi goriildii.
Folikiillerin granuloza hiicrelerinde ise pPKCe acisindan herhangi bir immiin
boyanmaya rastlanmadi.

Sekil 4.19. a-c. 7 giinlik fare ovaryumunda pPKCe immiin boyanmalari. a: Primer (siyah ok) ve
primordiyal (kirmizi) folikiiller X40 b:Primordiyal folikiiller X100. Ovosit (kirmizi ok
basi), Granuloza hiicresi (siyah ok bast ), Germ hiicre kisti (beyaz ok) c: Primer
folikiiller X100. Ovositler (O), Granuloza hiicreleri (GR).
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4.5.4. 1 Giinliik Fare Ovaryumlarinda pPKCe immiin Boyanmalarinin Sonuclari

1 gilinliik fare ovaryumlarinda primordiyal folikiillerin ovositlerinde pPKCe’un
immiinopozitif reaksiyon verdigi goriildii. Folikiillerin granuloza hiicrelerinde ise
pPKCe ac¢isindan herhangi bir immiin boyanmaya rastlanmadi.

Sekil 4.20. 1 giinliik fare ovaryumunda pPKCe immiin boyanmasi. Germ hiicre kisti (kirmizi ok)
primordiyal folikiil ovosit (siyah ok ) ve granuloza hiicreleri (siyah ok bas1) X100.
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TARTISMA VE SONUCLAR

Protein kinaz C (PKC), cAMP aktivasyonuna gerek duymaksizin membran
fosfolipidleri, Ca®* ve DAG ile aktive olarak (1), farkl: proteinlerin fonksiyonunu serin
ve threonin aminoasitlerinin hidroksil gruplarimin fosforilasyonunu gergeklestirerek
kontrol eden bir enzim grubudur (2). PKC’nin, timor olusumu, konak savunmasi,
embriyonik gelisim, acinin algilanmasi ve inflamasyon gibi pek c¢ok fizyolojik siiregte
gorev aldigi belirlenmistir (1). Ovaryumda ise PKC’nin granuloza hiicre proliferasyonu,
0vosit maturasyonu, ovulasyon ve luteinizasyonda gérevli oldugu diisiiniilmektedir.

PKC’nin aktive edici faktorlerine gore 3 farkl alt ailede toplanan 11 farkli izotipi
vardir. Klasik PKC alt ailesi PKC a, B1, B2, vy izotiplerini icerir ve aktivasyonu i¢in
fosfolipidlere, DAG’e ve Ca’"’a ihti%/ag duyar. Novel PKC alt ailesi 9d,¢,1,0, n
izotiplerini icerir ve aktivasyonu Ca“’dan bagimsiz olarak fosfolipidler ve DAG
varliginda gerceklesir. Atipik PKC alt ailesi ise A, 1, & izotiplerini igerir ve aktivasyonu
icin yalnizca fosfolipidlere gerek duyar (3). Katalitik alt tiniteler yiiksek 6l¢lide homoloji
gosterir ve diger kinazlarin es alt iiniteleriyle de homologtur. Regiilator alt iiniteler
enzimin aktive edici faktorlerine gore sekillendikleri i¢in daha ¢ok farklilik gosterir (1).

Tablo 5.1. PKC izotiplerinin aminoasit dizilimleri (1).

Izoform Aktivasyon segmenti Baglanma motifi Hidrofobik motif
hPKCo GVTTRTFCGTPOYIAPE  T497  RGQPVLTPPDQLVI Té3s  QSDFEFGSYVNPQ 5657
hPKCA1 GVITKTFCGTPDYIAPE  T500  RQPVELTPTDKLFI Tos2  QNEFAGFSYTNPE 5661
hPKCA2 GVITKTPCGTPOYIAPE ~ T500  RHPPVLIPPDQEVI T640  QSEFEGFSFVNSE 5659
hPKC GTTTRTFCGTPDYIAPE Ts14  RAAPAVIPPDRLVL  T655  QADFQGFTYVNPD  Te74
HPKCE ESRASTFCGTPOYIAPE Ts07  NEKARLTYSOKNU 645 QSAFAGFSFVNPK S664
hPKCe GVTTTTFCGTPOYIAPE Ts66  REEPVLTLVDEAN 1710 QEEFKGFSYFGED $729
hPKCC GDTTSTFCGTPNYIAPE T410  SEPVQLIPDDEDAI T560  QSEFEGFEYINPL £579
hPKCoiL) GVTTATFCGTPDYIAPE Ts12  KEEPVLIPIDEGHL T655  QDEFRNFSYVSPE $674
hPKCO DAKINTFCGTPDYIAPE 7538 NEKPRLSPADRALI 676 QNMFRNFSFMNPG 5695
hPKCUN) GDTTSTFCGTPNYIAPE TS03  NEPVQUIPDDDDNV 1555  QSEFEGFEYINPL Es82

Pekcok farkli PKC izotipinin bulunmasi ancak her izotip i¢in baslibasina substrat
spesifitesinin bulunmamasi pek ¢ok PKC’nin gerekli olup olmadigi sorusunu akillara
getirir. Ancak immiinohistokimyasal analizler belirli izotiplerin farkli hiicrelerde ve
farkli hiicrei¢ci kompartimanlarda yer aldigmi ve kendilerine 0zgii protein
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komplekslerine baglandiklarini ortaya koymustur. Bu nedenle farkli PKC izotiplerinin
ozellesmis fonksiyonlar: olabilir. Izotipler arasindaki farklar ilk kez Xenopus laevis
embriyolarindaki indiiktif sinyalizasyon c¢alismasi ile belirlenmistir. Burada dorsal
ektoderm noral dokuyu gelistirmek i¢in ventral ektodermden daha yeterlidir. PKCa
oncelikli olarak dorsal ektodermde eksprese olurken, PKC9 esit oranda dagilim gosterir.
(136). Ventral ektodermde PKCo’nin asir1 ekspresyonu ventral ektodermin noral
dokuyu olusturmak igin yeterli hale gelmesiyle farki ortaya koyar (137).

Calismamizda yer alan immiinohistokimyasal bulgulara goére aktivasyonu i¢in
fosfolipid, DAG ve Ca**‘a gerek duyan klasik PKC alt ailesinin bir iiyesi olan PKCo’nin
60 ve 21 giinlik fare ovaryumlarinda ovositin mayotik duraklamanin 6nem kazandigi
primordiyal, primer ve erken sekonder folikiil evrelerinde ovositlerde yogun immiin
reaksiyon gosterdigi belirlendi. Granuloza hiicre proliferasyonunun yavasladigi ve
farklilasmasinin 6nem kazandig1 preantral folikiiller ve 60. glinde gézlemleyebildigimiz
antral folikiillerde 6zellikle ovositi ¢evreleyen ve korona radiyata hiicrelerine
farklilasacak olan granuloza hiicrelerinde yogun PKCo immunreaktivitesi goriildii.
Ayrica diger izotiplerden farkli olarak 60. giin ovaryumlarinda bulunan korpus
luteumlarda PKCo immiinoreaktivitesi olduk¢a yogun olarak goriildi. Bu bulgular bize
PKCao’nin pubertal ve erigkin donem fare ovaryumlarinda gelisimin erken
asamalarindaki folikiillerde ovositin mayotik olarak sessiz kalmasinda ve granuloza
hiicre proliferasyonunda gorev alirken, gelisimin daha ileri asamalarindaki folikiillerde
granuloza hiicre farklilasmasi, ayrica korpus luteumun luteal hiicrelerinde lutealizasyon
veya luteoliz siirecinde gorev alabilecegini diisiindiirdii. 7 giinliik fare ovaryumlarinda
PKCa ekspresyonu multilaminar primer folikiillerde hem ovosit hem de granuloza
hiicrelerinde artmisti. Bu bulgulara gére PKCo’nin prepubertal evrede de granuloza
hiicre proliferasyonu ve ovositin mayotik duraklamasinda goérev aliyor olabilecegi
diistintilebilir. Gonadotropin reseptorlerinin heniiz olusmadigr 1 giinliik ovaryumlardaki
primordiyal ve primer folikiillerde ise ovositlerde goriilen PKCo immiinoreaktivitesi
granuloza hiicrelerinde goriilmemektedir. Bu bulgulara gore PKCoa granuloza
hiicrelerindeki gorevlerini gerceklestirmek {izere sentezlenmesi folikiillerde bulunan
gonadotropin reseptorlerinin olusmasina bagl olabilir. PKCo’nin fosforile formu olan
pPKCa’nin immiinoreaktivitesine bakildiginda, yalmizca 60 ve 21 giinlik fare
ovaryumlarinda, sekonder, preantral ve antral folikiillerin ovositlerinde var oldugu
gorildii. Ayrica 60 giinliik ovaryumlarda luteal hiicrelerde de immiinpozitif olarak
gozlenmistir. Prepubertal evrede, 7 ve 1 giinlik ovaryumlarda pPKCo immiin
boyanmasia rastlanmamistir. Bu bulgulara gore pubertal ve eriskin donemde
ovositlerde fosforile halde bulunan PKCa ovositin mayotik sessizliginde gorev
alabilecegi gibi, GDF9 gibi ovosit kaynakli bir faktér olarak granuloza hiicre
proliferasyonunu indiikleyerek veya granuloza hiicre apoptozunu engelleyerek granuloza
hiicrelerinin yasamalarini ve ¢cogalmalarini saglayabilir.
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Immiinohistokimyasal bulgularimiza gore Ca*a gerek duymaksizin fosfolipidler
ve DAG ile aktive olan novel PKC alt ailesinde bulunan PKC& immiinreaktivitesi
gelisimin farkli asamalarindaki folikiillerin granuloza hiicrelerinde yogunlagmistir.
Erigkin ve pubertal evrede primordiyal, primer ve sekonder folikiillerin, erigkin donemde
antral folikiillerin granuloza hiicrelerinde immiinpozitif reaksiyon gdosterirken
ovositlerde bu reaksiyon oldukga zayiftir. Ayrica eriskin ovaryumlarinda korpus
luteumun luteal hiicrelerinde de immiin boyanma goriilmiistiir. Ancak bu boyanma
PKCa kadar yogun degildir. Prepubertal evrede de granuloza hiicrelerinde ovositlere
gore daha yogun bir immiinoreaktivite gozlenir. Bu immiinoreaktivite 6zellikle primer
folikiillerde artmistir. Gonadotropin reseptorlerinin olusmadigr 1 giinliik ovaryumlarda
ise PKCd&’ya ait immiin boyanmaya rastlanmamistir. Bu bulgular bize PKC&’nin gelisen
folikiillerde granuloza hiicrelerinin proliferasyonu ve hayatlarini devam ettirmeleri igin
onemli rolleri olabilecegini ve bu rolleri gergeklestirmesinin  gonadotropin
reseptorlerine, dolayisiyla gonadotropinler ile iligkili sinyal yolaklarina bagl
olabilecegini gostermistir.

immiinohistokimyasal bulgularimiza gore Ca®"a gerek duymaksizin fosfolipidler
ve DAG ile aktive olan novel PKC alt ailesinde bulunan PKCe ve fosforile formu olan
pPKCe eriskin, pubertal ve prepubertal evrede folikiiler gelisimin tim asamalarinda
folikiillerin yalnizca ovositlerinde immiinopozitif reaksiyon gostermistir. Granuloza
hiicrelerinde veya korpus luteumun luteal hiicrelerinde herhangi bir immiin boyanmaya
rastlanmamustir. Bu bulgulara gére PKCe folikiillerde yalnizca ovositlerden sentezlenir
ve aktivasyonu i¢in gonadotropin reseptorlerine gerek duymaz. Ayrica bu bulgular bize
PKCegun fare ovaryumlarinda luteinizasyon ya da luteolizde gorev almadigini
diistindiirtr.

Bugiine kadar PKC ile ilgili farkli memeli tiirlerinin ovaryumlarinda yapilan
caligmalar PKC’nin ovaryumlarda granuloza hiicre proliferasyonu, folikiil gelisimi ve
ovulasyon, ovosit maturasyonu, luteinizasyon ve luteolizde gorevli oldugunu
gostermistir. Ancak amino asit dizilimlerindeki farkliliklardan dolayr (Bkz. Tablo 1)
reglilator bolgeleri ve aktivatorleri acisindan farkliliklar gosteren ve dolayisiyla
fonksiyonel farkliliklar bulundurabilecek olan farkli PKC izotiplerinin spesifik rolleri
tam olarak tanimlanamamustir.

PKC’nin granuloza hiicre proliferasyonu ve luteoliz iizerindeki etkisini MAPK
sinyal yolagi ile birlikte gergeklestirdigi diigiiniilmektedir (6,8). Ancak ovaryumda farkli
hiicrelere spesifik olarak hangi PKC izotiplerinin MAPK sinyal yolag: tarafindan aktive
edildigini kapsamli olarak analiz eden ¢alismalara rastlanamamastir.

PKC’nin granuloza hiicre proliferasyonundaki rollerini anlamak iizere simian
virus (SV) 40 enfeksiyonu ile oOliimsliz bir domuz granuloza hiicre hatti (PGV)
olusturulmus ve granuloza hiicre proliferasyonun diizenlenmesi icin gerekli potansiyel
mekanizmalart arastirmak i¢in kullanilmistir. PGV hiicre sayis1 sera ve PKC
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stimiilatorleri ile artarken PKC inhibitorleri ile azalmistir. PKC stimiilatorleri PGV hiicre
sayisint anlamli sekilde artirirtken PKC inhibitorleri, hem sera hem de PKC
stimulatorleri tarafindan uyarilmis olan PGV hiicre proliferasyonunu anlamli sekilde
azaltmistir.

PIP2’yi (fosfatidil inositol bifosfat) DAG ve IP3’e (inositol trifosfat) katalize
eden PLC (Fosfolipaz C) inhibitori PGV hiicre proliferasyonunu anlamli sekilde
azaltmistir. Ayrica, fosfatidik asidi DAG’a doniistiiren fosfatidik asit fosfataz (PAP)’in
inhibitorii de PGV hiicre sayisinin anlamli sekilde diismesine neden olmustur. PMA,
hem PLC hem de PAP inhibitérleri tarafindan indirgenen PGV hiicre sayisini eski haline
getirir (138).

Bu durumda granuloza hiicre proliferasyonundan aktivasyonu i¢in fosfolipidlerin
yaninda DAG ve IP3 yardimiyla salinimi gergeklesen Ca*a ihtiya¢ duyan klasik
PKC’lerden PKCo veya Ca’*’a ihtiyag duymaksizin aktivasyonu i¢in DAG gerektiren
novel izotiplerden PKC3& sorumlu olabilir.

MAPK aktivitesi kiiltiire edilen primer granuloza hiicrelerinde FSH uyariminin
ardindan 5-10 dk sonra goriilmektedir. FSH uyarimimmin ardindan granuloza
hiicrelerindeki MAPK aktivitesi gosterilmistir ve FSH’in granuloza hiicre
proliferasyonunu baslattigt cAMP ile yonlendirilen yolaklarin MAPK aktivasyonunu
icerdigi belirtilirken, FSH’1in cAMP bagimsiz biiyiimeyi destekleyici etkisinin kalsiyum
iyonu ve MAPK bagimli yolaklar tarafindan aktive edildigi kanitlanmustir (139).

FSH’m indiikledigi, cAMP’den bagimsiz ancak Ca®* ve MAPK bagimli bu
yolaklar PKC’yi igeriyor olabilir. Ancak hangi PKC izotiplerinin bu sinyal yolaklarina
dahil oldugunun belirlenmesi i¢in fonksiyonel ¢aligsmalar ger¢eklestirilmelidir.

PKC’nin granuloza hiicre canlilifina olan etkisi rat granuloza hiicrelerinde
arastirilmig ve PKC&’nin bFGF (temel fibroblast biiylime faktorii)’nin antiapoptotik
aktivitesinde yer aldig1 belirlenmistir. bFGF ve reseptorleri gelisimin tiim evrelerindeki
saglikli folikiillerin granuloza hiicreleri (GC) tarafindan eksprese edilse (140), ve bFGF
granuloza hiicre apoptozunu onlese de (141), bFGF’nin hangi mekanizma ile GC hiicre
canliligin1 korudugu bilinmemektedir. FGF reseptoriiniin ligand aktivasyonunun reseptor
dimerizasyonunu, tirozin kinaz aktivitesini ve otofosforilasyonu indiikledigi
bilinmektedir (142). Ayrica ¢alismalar bir tirozin kinaz inhibitorii olan genistein’in GC
apoptozunu Onleyen bFGF aktivitesini bloke ettigini gostermistir (143). Hedef
sinyalizasyonun hem akut hem de genomik faaliyetleri igerdigi diisiiniilmektedir (141).
Her ne kadar genomik faaliyetler 6nemli olsa da akut faaliyetler de kritiktir, ¢ilinkii
bFGF’nin sadece 30 sn.lik yoklugu kendiliginden o&liimsiiz hale gelen granuloza
hiicrelerinin  (SICG) apoptoza gitmesi ile sonuglanir (10). bFGF’nin bu akut
faaliyetlerinin hiicreigi serbest kalsiyum seviyelerindeki degisiklikler ile iligkili oldugu
diisiiniilmektedir (10). Bu goriis SIGC nin apoptoza gitmesinden dnce Ca®" “da olan artis
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(10) ve bFGF’nin Ca’"daki bu artis1 onlemesi (10) ile ilgili gozleme dayanmaktadir.
bFGF’nin SIGC {izerindeki antiapoptotik etkisi PKC aktivatorii olarak kullanilan 12-O-
tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) tarafindan taklit edilir ve genel PKC inhibit6rleri
tarafindan azaltilir. Ayrica, PKC inhibitérleri bEFGF’nin normal bazal Ca*" seviyesini
koruma yetenegini ortadan kaldirirlar (10). TPA tarafindan aktive edilebilen PKCd (11,
12), SIGC tarafindan eksprese edilen tek PKC izotipi oldugundan (8) PKCd ‘nin bFGF
aktivitesinin diizenleyicisi oldugu diistiniilmektedir.

CDK4 aktivitesi, reseptor tirozin kinaz ve MAPK3/1 (ERK2/1 olarak da bilinen
mitojen ile aktive olan protein kinaz 3/1 ) araciligi ile fonksiyonunu gerceklestiren
epidermal biiyiime faktorii (EGF) tarafindan uyarilir (144). EGF de FSH gibi kiiltiirdeki
domuz granuloza hiicrelerinde MAPK3/1°1 fosforile eder (145). Bu faktorler hamster
preantral folikiillerinde de MAPK3/1 ve CDK4’ii fosforile ederler (146). Ayrica, EGF-
antiserum veya EGF deoksioligonukleotidleri FSH veya siklik-30, 50-AMP tarafindan
uyarilan DNA sentezini preantral folikiillerin granuloza hiicrelerinde bloke edebilir
(147). Bulgular gosterir ki hormonlar ve bazi biiyiime faktorleri MAPK 3/1’i PKC
araciligiyla aktive edebilirler.

Calismalar sonucunda gosterilmistir ki FSH, hamster preantral folikiillerinde
granuloza hiicrelerindeki DNA sentezini EGF-EGFR kinaz, PLA2G4 (fosfolipaz A2G4),
PKC, ve MAPK3/1 sinyali arasindaki etkilesimi kapsayan yeni bir mekanizma ile
diizenler. Bu etkilesim, CDK4 aktivasyonu i¢in gerekli olan, kendi kendine devam eden
bir MAPK3/1 aktivasyon dongiisii olusturur (6)

FSH hamster preantral folikiillerin granuloza hiicrelerinde EGF (148) ve EGFR
(149)’nin sentezini uyarir ve EGF de FSH’in folikiiler DNA sentezindeki etkisine
aracilik eder (147). PKC inhibitorleri aracilifiyla, FSH veya EGF ile indiiklenen
MAPK3/1 fosforilasyonu ve DNA sentezinin bozulmast MAPK3/1’in devam eden
aktivasyonunun PKC aktivitesine gerek duydugunu ortaya koyar. PLA2G4 inhibitori ile
FSH veya EGF ile uyarilan DNA sentezinin azalmasi1 PLA2G4’iin de dongiiniin integral
bir bileseni oldugunu kanitlar (6).

58



FSH FSH

\/ v

EGF EGF
EGFR- kinaz EGFR-kinaz

% v
LN

MAP2K
MAP2K1 PKC p
PKC PMA }
/'k \L o2 CDK4 DNA
s dpMAP/K3'1I_> PLA2G4 "p:‘:‘t’.‘?t“i’ aktivasyonu ~ sentezi
FLAGE i ‘1 aKuvitesi
\\é/ aktivitesi “~ E

Sekil 5.1. PKC- MAPK Aktivasyon Dongiisii (6).

PKC’nin MAPK sinyal yolagini aktive ederek DNA sentezinde gorev aldigi
acikca ortaya konsa da, PKC’nin izotip spesifik inhibitorleri kullanilmadigindan bu
siregte hangi PKC izotiplerinin gorevli olabilecegi saptanamamistir. PLA2G4’iin
aktivasyon dongiisiinde PKC’yi aktive etmek iizere yer almasi, PI'nin DAG [IP3’e
katalize olmasi, dolayisiyla klasik ve novel PKC alt ailelerinin aktivasyon kriterlerini
tamamladig1 dikkate alindiginda, bu siirecte en azindan atipik PKC’lerin yer almadiklari,
yer alsalar bile PLA2G4 aktivasyonuna gerek duymayacaklari diisiiniilebilir. Bu nedenle
PKC’nin DNA sentezi iizerindeki rolii ve MAPK gibi sinyal yolaklariyla olan iliskisi
sinyal yolaginda aktivasyon icin PKC’yi hedef alan ve PKC’nin aktivasyon hedefinde
olan proteinlerin yaninda PKC izotiplerinin aktivatorleri de diisiiniilerek PKC’nin izotip
spesifik inhibitorleri veya aktivatorleri kullanilmalidir.

Gelisimleri boyunca ovositler yiiksek oranda transkripsiyonel aktivite gosterirler
ve gelisimin daha sonraki evreleri i¢in gerekli olan maternal mRNA transkriptlerini
depolarlar. Ancak, tamamen biiylimiis olan ovositler preovulatoér evreye ulastiklarinda,
mayozu tamamlamadan hemen Once global transkripsiyonel aktivite baskilanir (150,
151). Maternal genom mayotik maturasyon boyunca ve embriyogenezin ilk
basamaklarinda, embriyonik genom aktivasyonu sirasinda transkripsiyonel olarak sessiz
kalir (152). Bu nedenle mayozun tamamlanmasi Oncelikli olarak sitoplazmik sinyal
transdiiksiyon mekanizmalari ve translasyonu yapilmis olan maternal mesaj depolar ile
diizenlenir. cAMP’yi (153) ve MAPK’1 (154) icerenler gibi spesifik sinyal kaskadlar
ovosit maturasyonunda 6nemli bir rol oynar ancak PKC sinyal yolagi da dahil diger
temel sinyal yolaklarimin fonksiyonlari ile ilgili olduk¢a az bilgi vardir. Profaz |
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duraklamasindaki ovositlerde PKC’nin dogrudan aktivasyonu mayozun kendiliginden
tamamlanmasin1 metafaz I’e (MI) gecisi dnleyerek engellerken (155), germinal vesikiil
yikiminin (GVB) hemen ardindan PKC agonistlerinin uygulanmasi birinci polar
cisimcigin atilmasint geciktirir (156). MII’de PKC aktivasyonu ise tam bir Ovosit
aktivasyonu ve hiicre siklusunun tamamlanmasi ger¢eklesemese de (157) Xenopus, fare,
hamster ve fare ovositlerinin interfaza girmesini destekler (158). PKC’ye verilen cevap,
spesifik isoformlarin ¢esidine, ekspresyon sekline, substratlarina ve aktive olmus PKC
reseptorleri (RACK) olarak bilinen ve proteinleri belirli hiicresel kompartimanlara
yonlendiren demirleyici proteinlerine baglidir (159). Ayrica farkli PKCler muhtemelen
kendilerini 0zgii fonksiyonlar1 diizenlemektedirler. Bu nedenle, bu kinaz ailesinin
mayotik maturasyondaki ve ovosit aktivasyonundaki rollerinin agik bir sekilde
tanimlanabilmesi i¢in her bir izoformun ayr1 ayr1 degerlendirilmesi gerekmektedir.

PKC-8 maturasyon boyunca sitoplazmada yogun bir dagilim gostermektedir ve
birinci mayoz bdliinme sirasinda ig ipligi ile yakin bir konumda bulunmaktadir. Bunun
aksine, MII sirasinda, PKC3, tamaminin degil ancak bazi olgun ovositlerin
kromozomlar1 ile iliskili olarak ve benekli bir sekilde go6zlemlenirken, ovosit
aktivasyonu sonrasinda proteinin defosforile oldugu ve erken evredeki embriyolarin
nukleuslarinda biriktigi goérilmiistir. Bu, PKC-8’nin ovositlerde ve erken evredeki
embriyolarda postranslasyonel olarak modifiye oldugunun ve hiicre icinde hiicre
siklusuna bagli olarak dagilim gosterdigini kanitlar (13).

FSH, c-fos mRNA ekspresyonunu PKC bagimli mekanizmalar ile indiikler. LH
ve FSH uygulamasi yapilan granuloza hiicrelerinde kaydadeger bir PKC aktivasyonu
saglamasa da, folikiiler gelisim ve ovulasyon PKC aktivasyonuna baghdir ve PKC
sinyali granuloza hiicrelerinin farklilasma asamalarina bagli olarak farkli etki yaratir.
Calismalar primer granuloza hiicre kiiltiirinde Prkg2 ‘nin maksimal indiiksiyonunun
PKC’nin genel PKC aktivatérii olan PMA ile aktivasyonu gerektirdigini ortaya
koymustur. PKC’nin akut aktivasyonunun domuz granuloza hiicrelerinde Cypllal
(SCC)’y1 indiikledigi gosterilmistir (7).

SCC promoter aktivasyonunun hem ERK hem de JNK aktivasyonuna bagl
oldugu, buna karsin Prkg2 indiiksiyonunun ERK’ya bagl oldugu ancak JNK’ya bagl
olmadig1 gosterilmistir. (7). Dolayistyla PKC farkli ovulator genler {izerindeki etkisini
farkli hedef proteinleri aktive ederek gergeklestirmektedir. PKC’nin farkli genler
tizerindeki indiikleyici etkisini farkli hedef proteinler araciligiyla gergeklestiriyor olmasi
farkli PKC izotiplerinin farkli hedef proteinlerin aktivasyonundan sorumlu olmasindan
kaynaklandigin1 diisiindiirmektedir. PKC izotiplerine 6zgli hedef proteinlerin acikc¢a
belirlenebilmesi icin PKC izotiplerinin farkli hiicrelerde degisiklik gosteren
lokalizasyonlar1 dikkate alinarak izotiplere yonelik fonksiyonel c¢aligmalar ortaya
konmalidir.
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PGF2a viicutta farkli fizyolojik fonksiyonlara sahiptir. Cok sayida memelide
PGF2o’nin korpus luteum’un gebelik olusmadiginda ortadan kalkmasii (luteoliz) ve
boylece Ostrus siklusunu tamamlanmasint tetikledigi disiiniilmektedir. PGF2a
reseptorleri (FP reseptorleri) luteal hiicre membranlarinda mevcuttur (160). PGF2a ile
indiiklenen liiteolizin fosfolipaz C/DAG ve IP3/Ca**-PKC sinyal sisteminin ligand
reseptor aktivasyonu ile baslatildigr diistintilmektedir (161). Bu konsept, PKC aktivatorii
PMA’nin PGF2« ile indiiklenen luteolizi in vivo’da (162), PGF2a fonksiyonlarini in
vitroda (163) kismen taklit edebilecegini gdsteren birgok veri ile desteklenmektedir.
MAPK sinyal kaskadi NIH-3T3 hiicrelerinde PGF2a ile indiiklenen ve muhtemelen
p21Ras-GTP kompleksinin olusmasi ve bunun ardindan MAPK kinaz (MEK1) ve
p42mapk aktivasyonu ile baslatilan mitogenez ile iliskilendirilmektedir.

PGF20 ‘nin korpus luteum iizerindeki etkisinin plazma membraninda fosfolipaz
C’nin uyarilmas: ile basladigi ve inositol trifosfat ile indiiklenen hiicre i¢i Ca2l
mobilizasyonu ve PKC’nin DAG ile aktivasyonu ile sonuglandig1 gdsterilmistir. Mevcut
veriler PGF2o’nin korpus luteumda Raf/MEKI1/p42mapk/p44mapk sinyal kaskadini
aktive ettigini acgikca gostermektedir. Bu sitoplazmik protein kinaz yolaginin PGF2a
tarafindan aktive edilmesi, PGF2o reseptorii tarafindan baslatilan sinyalizasyon olaylar1
ile nuklear transkripsiyonel aktivite arasinda bir baglanti kurmak i¢in bir mekanizma
saglayabilir.

Mevcut veriler PKC’nin korpus luteumda Raf aktivasyonu sagladiginm
gostermektedir. PGF2a ve PKC’nin farmakolojik bir aktivatorii olan PMA’ya cevaben
Raf-1 ve B-Raf’in benzer sekillerde aktive olduklarmi gozlemlenmistir. Ayrica,
[32P]ortofosfat isaretli saglikli hiicrelerde hem PGF2a hem de PMA, Raf-1
fosforilasyonunu artirmistir (8). Dolayisiyla PGF2o indiiksiyonuyla aktive olan
PKC’nin Raf-1 fosforilasyonunu gerceklestirdigi belirlense de hangi PKC izotipinin
Raf-1 fosforilasyonundan sorumlu oldugu agiga kavugmamastir.

Sonu¢ olarak PKC’nin PKCa, PKCS, PKCe izotiplerinin lokalizasyonlari
ovaryan folikiillerdeki granuloza hiicreleri ve ovositlerde, korpus luteumun luteal
hiicrelerinde degisiklik gostermektedir. Prepubertal donemde PKCe ekspresyon
yogunlugunda degisiklik goriilmezken PKCa ve PKCS izotiplerinin ekspresyonlarinin
azalmast PKC’nin belirli izotiplerinin ekspresyonunun hormon bagimli mekanizmalar
ile gerceklestigini gostermektedir.

Ovaryumda 6zgiin sekilde yerlesim gosteren PKC izotiplerinin fonksiyonlarinin
tam olarak anlasilabilmesi, bu fonksiyonlarin gergeklestirilmesi igin gerekli olan sinyal
yolaklar1 ve bu sinyal yolaklarinda PKC izotiplerini aktive eden ve PKC izotiplerinin
fosforilasyon hedefi olan sinyal yolagi elemanlarinin belirlenebilmesi i¢in PKC
izotiplerine 0zgli aktivator veya inhibitdrlerin kullanildigi fonksiyonel ¢aligmalar
gergeklestirilmelidir.
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