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OZET

Amag: Histon metilasyonu, histon kuyruklarinin genellikle lizin ve arjinin
rezidiilerine metil gruplarmin eklenmesi islemidir ve bu islem histon metiltransferaz
enzimleri (HMT’ler) tarafindan gergeklestirilmektedir. Histon metilasyonu, memeli
oosit ve folikiil gelisiminde kritik 6neme sahip epigenetik diizenleyicilerden birisidir.
Bu ¢alismanin amaci, histon metiltransferaz genlerinin ekspresyonel durumlarinin

farkli postnatal yaslardaki fare ovaryum dokularinda belirlenmesidir.

Yontem: Postnatal hayatin farkli yaslarindaki disi farelerden; geng (puberte 6ncesi, 3.
hafta; n=6), ergin (7. hafta; n=7), ge¢ ergin (puberte sonrasi, 18. hafta; n=7) ve yash
(52 ve 60. hafta; her bir haftadan n=7) olmak {izere dort grup olusturuldu. Fare
ovaryum dokularinda Setdlb, Setd2, Cxxcl ve Setdbl genlerinin mRNA seviyeleri
gRT-PCR ile protein seviyeleri ise immiinohistokimya yontemiyle belirlendi. Elde

edilen veriler, tek yonliit ANOVA testi ile istatiksel agidan degerlendirildi.

Bulgular: Setdlb mRNA diizeyi, yash grup ovaryumlarda ergin ve geg ergin gruplara
gore anlamli bir azalma gosterdi (P<0.001). Ayrica, Setd2 mRNA diizeyinin de geg
ergin ve yasl gruplarda belirgin bir sekilde azaldigi belirlendi (P<0.05). Cxxcl mRNA
diizeyi gruplar arasinda 6nemli bir farklilik gostermezken; Setdbl mRNA diizeyi geng
gruptan yashi gruba dogru kademeli olarak artmistir (P<0.05). SETD1B protein
seviyesi, geng gruptan yasli gruba dogru dikkate deger bir azalma gosterdi (P<0.01).
CFP1 protein seviyesinin de gen¢ gruptan yasli gruba dogru anlamli bir sekilde
azaldigi tespit edildi (P<0.01). Ergin grupta en yiiksek seviyede olan SETD?2 proteini,
yaslt gruba dogru belirgin bir sekilde azaldi (P<0.001). SETDBI1 protein diizeyi ise
geng gruptan yaslt gruba dogru kademeli bir azalma gosterdi (P<0.01).

Sonug¢: Setdlb, Setd2, Cxxcl ve Setdbl genlerinin yaslanan ovaryumdaki
ekspresyonel degisimlerinin yasla birlikte geligsen fertilite kaybinda etkili olabilecegi
diisiiniilmektedir. Yaslanmayla meydana gelen fertilite kaybindaki molekiiler
mekanizmalarin aydinlatilabilmesi amaciyla, bu genlerdeki degisimin nedenleri ile

ilgili daha detayli caligmalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: histon metilasyonu, oosit, folikiil, yaslanma, fertilite



ABSTRACT

Objective: Histone methylation is a process of adding methyl groups commonly to
lysine and arginine residues of histone tails and is performed by histone
methyltransferase enzymes (HMTSs). Histone methylation is one of the critical
epigenetic mechanisms, which is critically important for mammalian oocyte and
follicle development. The aim of this study is to determine the expression patterns of

histone methyltransferase genes in mouse ovarian tissues at different postnatal ages.

Method: Four groups were created from female mice at the different ages of postnatal
life as following: young (prepuberty, 3-week-old; n=6), adult (puberty, 7-week-old,;
n=7), late adult (postpuberty, 18-week-old; n=7) and aged (52-, and 60-week-old; n=7
from each week). In the mouse ovarian tissues, MRNA levels of Setd1b, Setd2, Cxxcl,
and Setdb1 genes were determined by qRT-PCR, and their protein levels were detected
by immunohistochemistry. The obtained data were evaluated statistically by using
one-way ANOVA test.

Results: Setdlb mRNA level in the aged group showed a significant decrease
compared to the adult and late adult groups (P<0.001). Also, the Setd2 level exhibited
a remarkable reduction in late adult and aged groups (P<0.05). While there were no
differences for the Cxxcl mRNA levels, the Setdbl mRNA level increased gradually
from the young to the aged groups (P<0.05). The SETD1B protein level displayed a
notable decrease from the young group to the aged groups (P<0.01). There was a
remarkable decrease for the CFP1 protein from the young to the aged groups (P<0.01).
The SETD2 protein at highest level in the adult group decreased significantly toward
the aged group (P<0.001). However, the SETDBL1 protein levels gradually decreased
from the young to the aged groups (P<0.01).

Conclusion: We think that the expressional changes of Setdlb, Setd2, Cxxcl, and
Setdbl genes in the aging ovaries may have an impact on fertility loss accompanying
biological aging. More detailed studies are required related to the reasons for the
changed expression of these genes to elucidate the molecular mechanisms of fertility

loss emerging with aging.

Key words: histone methylation, oocyte, follicle, aging, fertility
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1. GIRIS

1.1. Hipotezin Temeli ve Amacg

Ovaryum folikiillerinin ~ gelisimi, granuloza hiicrelerinin ¢ogalmasi1 ve
farklilagsmasi, oosit olgunlasmasi, ovulasyon ve atrezi gibi siirecler belirli genlerin
aktive edilmesi ve baskilanmasin1 saglayan epigenetik mekanizmalar araciligiyla
kontrol edilir (Allegrucci ve ark., 2005). Bu epigenetik mekanizmalardan birisi
olan histon modifikasyonlar1, folikiil gelisimi ile oogenez boyunca oositlerin
mayotik ilerlemesini igeren niiklear ve sitoplazmik olgunlasmasinda gorev alan
genlerin ekspresyonel kontrollerini gergeklestirirler (Kota ve Feil, 2010).
Kromatin yapisi, gen ekspresyonu ve genom kararliliginin diizenlenmesinde kritik
rollere sahip olan histon modifikasyonlarindan biri de histon metilasyonudur (Gu
ve ark., 2010; Bannister ve Kouzarides, 2011).

Histon metilasyonu, histon metiltransferaz (HMT) enzimleri tarafindan, metil
vericisi olarak islev goren S-adenozil-metiyoninden (SAM) elde edilen metil
gruplarmin  genellikle lizin ve arjinin rezidiilerine aktarimi  olarak
tanimlanmaktadir (Greer ve Shi, 2012). Lizin rezidiileri tekli, ikili veya tigli
metilasyon (sirasiyla mel, me2, me3) gecirebilirken; arjinin rezidiileri ise tekli
veya ikili metilasyon (simetrik veya asimetrik sekilde) gegirebilmektedir (Greer ve
Shi, 2012). HMT ’ler, metil grubunun eklendigi amino asit rezidiisiine bagl olarak
histon lizin metiltransferazlar (KMT’ler) veya protein arjinin metiltransferazlar
(PRMT’ler) olarak adlandirilmaktadir. Histon metilasyonu geri dontisiimlii bir
siire¢ olup; eklenen metil gruplar1 histon demetilazlar (HDM’ler) tarafindan
kaldirilabilmektedir (Black ve ark., 2012). HMT ve HDM’ler gen ekspresyonu,
deoksiriboniikleik asit (DNA) replikasyonu, hiicre boliinmesi ve kromatin yeniden
diizenlenmesi gibi siiregleri dinamik bir sekilde kontrol etmektedirler (Cui ve ark.,
2019).

Histon metilasyonu ve HMT’ler, oosit gelisimi ve folikiilogenez boyunca
gereksinim duyulan genlerin transkripsiyonel aktivitelerini kontrol eder (Gu ve
ark., 2010). Bu genlerin ekspresyonel diizenlenimlerinde meydana gelen
degisimler, memeli oosit gelisiminin ilerlemesini geciktirebilmesinin yani sira

oositteki kromozom organizasyonu ve ayrilmasini bozabilmektedir (Gu ve ark.,



2010). KMT’leri kodlayan genlerin ekspresyonlarindaki eksiklik veya
fazlaliklarin, oositlerdeki sitoplazmik ile niiklear olgunlagsmada ve folikiil
gelisiminde bozulmalara sebep oldugu ortaya konulmustur. Bu calismalarin
ilkinde, oositte gen ekspresyonunu diizenleyen H3K4 metilasyonunu
gerceklestiren SET domaini igceren 1B (SETD1B)’nin, oosit olgunlagmasi igin
onemli olan KMT’lerden biri oldugu belirlenmistir (Brici ve ark., 2017). Setd1b
geninin bu arastirmada kosullu nakavt edilmesi: oositteki ana transkripsiyon
faktorlerin diizeyinin azalmasi, atretik folikiil sayisinin ylikselmesi, ooplazmada
graniillerin artmasi, polispermi, 2-hiicreli embriyo asamasinda tutulumlara ve

sonugta disi infertilitesine neden olmustur.

Bir bagka KMT olan SET domaini i¢eren 2 (SETD2)’nin 00sit epigenomunun
kurulmasinda anahtar bir rolii oldugunun gosterildigi ¢alismada; SETD2’nin
maternal eksikliginin oosit olgunlasmasinda bozukluklara, metafaz Il (MII) oosit
sayisinin azalmasina ve disi sterilitesine neden oldugu ortaya konulmustur (Xu ve
ark., 2019). Ayrica, SETD2 nin yoklugu oositte normal olmayan DNA metilasyon
kurulumuna, embriyolarin 1-hiicreli asamada tutulumuna, DNA replikasyonu ve
embriyonik genom aktivasyonunda (EGA) basarisizliga sebep olmustur. Sitozin-
fosfat-guanin (CpG) baglanma proteini veya CXXC parmak proteini 1 (CFP1) ise
fare oositlerinde H3K4me3 metilasyonunu gergeklestiren SETD1B’in iginde
bulundugu kompleksin anahtar bir bilesenidir (Lee ve Skalnik, 2005). Cxxc1’in
oosite kosullu nakavti, germinal vezikiil yikimi1 (GVBD) ve birinci polar cisimcik
atilm oraninda azalmaya ve metafaz | (MI) asamasinda mayotik hiicre
dongiisiiniin tutulumuna; sonug olarak oosit mayotik olgunlasmasinda bozulmalara
neden olarak disi infertilitesine yol agmustir (Sha ve ark., 2018). Bununla birlikte
bu calismada, CFP1’in agir1 ekspresyonunun MI ve MII asamalarinda ig
ipliklerinin olusumunu bozdugu da rapor edilmistir. SET domaini biflirkat (catallr)
histon lizin metiltransferaz 1 (SETDB1)’in gelisen oositlerde genel H3K9me2
metilasyon seviyelerini kontrol ettigi belirlenmistir (Kim ve ark., 2016). Setdb1’in
oositte kosullu nakavt edildigi bu calismada, mayoz boyunca GV ve MI
asamasinda tutulumlar ve mayoza yeniden baslayip devam etmede bozulmalar

meydana gelmistir.



Disi fertilitesindeki kayip, ileri anne yasi, hormonal dengesizlik, ¢cevresel faktorler
ve epigenetik degisimler gibi pek cok farkli faktdrlere bagli olabilmektedir
(Senapati, 2018). Yaslanmayla birlikte disi fertilitesinde diisiis oldugu da
bilinmektedir (Shirasuna ve Iwata, 2017). Kmt’lerin mRNA ve protein
seviyelerindeki degisimlerin, yasla birlikte fertilite kaybina neden olabilecek
histon metilasyon kurumunda bozulmalara neden olabilecegi diisiiniilmektedir.
Yasla birlikte, fare oositlerinde histon metilasyon seviyelerinin de degisiklik
gosterdigi bildirilmistir (Kageyama ve ark., 2007; Manosalva ve Gonzalez, 2010).
Fakat, oosit olgunlasmasi igin kritik 6neme sahip KMT’lerin gen ve protein
diizeylerinin  biyolojik  yaslanmaya bagli degisimleri ayrtili  olarak

bilinmemektedir.

Bu bilgiler 1s181inda hipotezimiz: ii¢iincli hafta (geng grup), 7. hafta (ergin grup),
18. hafta (ge¢ ergin grup), 52 ve 60. haftalar (yasli grup) postnatal fare
ovaryumlarinda Setd1b, Setd2, Cxxc1, Setdb1 genleri mRNA ve protein diizeyinde

degisimler gosterir.

Bu hipotezden yola ¢ikarak, bu projede postnatal hayatin farkli yaslarindaki fare
ovaryumlarinda Setdlb, Setd2, Cxxcl ve Setdbl histon lizin metiltransferaz
genlerinin zamansal ve uzamsal ekspresyon durumlarinin oositler, farkli gelisim
asamasindaki folikiiller ve ovaryum hiicrelerinde detayli bir sekilde aragtirilmasi
amaclanmistir. Boylece, fertilite kaybmin eslik ettigi ovaryum yaslanmasinin
molekiiler temelinde bu genlerdeki ekspresyonel degisimlerin etkisinin olup

olmadiginin belirlenmesine yonelik 6nemli bir adim atilacag: diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ovaryumlarin Histolojik Yapisi

Ovaryumlar, karin boslugunun sag ve sol alt kadranlarinda olmak iizere bir ¢ift
seklinde bulunan periton i¢i yerlesimli endokrin organlardir (Ross ve Pawlina, 2017).
Her bir ovaryumun belirli bir kismi, genis ligamente mezovaryum olarak adlandirilan
bir periton katlantis1 araciligiyla; uterus tiip bolimii ise pelvis duvarina baglayici
ligament araciligiyla tutunmaktadir. Ovaryum ligamenti ise organin uterusa
baglanmasina aracilik etmektedir. Ovaryum yiizeyi ergenlik (puberte) oncesi daha
diizgiin bir yapiya sahipken, ergenlik sonrasi gelisen folikiiller ve tekrarlayan
ovulasyonlar nedeniyle daha girintili ¢ikintili bir hal almaktadir. Ovaryum yiizeyi, tek
kath kiibik veya yassi hiicrelerden olusan bir germinal epitel ile kaplanmaktadir.
Germinal epitelin hemen altinda siki bag doku yapisindaki tunika albuginea yer
almaktadir. Tunika albugineanin altinda ise ovaryumun korteksi bulunmaktadir.
Korteks, ovaryumun medullasini ¢evrelemektedir. Bu bolgede bag doku hiicreleri ve
gelisimin farkli asamalarindaki ovaryum folikiilleri bulunmaktadir (Ross ve Pawlina,
2017). Medulla bolgesi ise ovaryumun merkezinde ve gevsek bag doku yapisinda olup;
kan ve lenf damarlar ile sinirleri igermektedir (Sekil 2.1). Bilindigi gibi, ovaryumlar
olgun oositlerin iiretimi (oogenez), ovaryum folikiillerinin gelisimi (folikiilogenez) ve
baslica steroid hormonlar olan dstrojen ve progesteron iiretimi (steroidogenez) gibi

islevleri yerine getirmektedir (Edson ve ark., 2009; Ross ve Pawlina, 2017).
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Sekil 2.1. Ovaryumun histolojik yapisi. Bu sekil, ilgili kaynaktan (Ross ve Pawlina, 2017) degistirilerek
almmustir. Ovaryum en distan germinal epitel ile ¢evrilidir. Germinal epitelin hemen altinda siki bag
dokusu karakterinde tunika albuginea bulunmaktadir. Ovaryum, dista folikiillerin yer aldig1 korteksten;
icte, kan ve lenf damarlari ile sinirlerin bulundugu medulladan olusur.

2.2. Memelilerde Oogenez

Disi gonadlar mezodermal epitel (mezotel), embriyonik bag dokusu olan mezenkimal
doku ve farklanmamis cinsiyet hiicreleri olan, daha sonraya buraya go¢ eden
primordiyal germ hiicrelerinden (PGH’ler) olusurlar (Sekil 2.2) (Moore ve ark., 2016).
Insanda gonadal gelisim, ilk olarak 5. haftada mezotelin kalinlasmasiyla baslar. Daha
sonra mezotel ve hemen altindaki mezenkimal doku ¢ogalarak mezonefrozun orta
hattinin her iki yaninda gonadal kabart1 olarak adlandirilan bir kabariklik meydana
getirir. Parmak sekilli gonad kordonlari, hemen altinda yer alan mezenkim igerisine
dogru gelisirler ve bu farklanmamis gonadlar dista korteks ve icte medulladan
olusmaktadirlar. Gelisiminin 7. haftasindan once disi ve erkek gonadlarin goriiniimti
benzerdir ve bu nedenle farklanmamis gonadlar olarak isimlendirilirler. Testislerin
gelisebilmesi i¢in Y kromozomunun kisa kolunda testis belirleyici faktorii (TDF)
kodlayan SRY geni bulunmaktadir (Makela ve ark., 2019). TDF, testikiiler
farklilasmay1 saglamaktadir. TDF’nin varliginda, gonad kordonlari seminifer tiibiillere
farklilasmaktadir. Y kromozomunun yoklugunda ise ovaryum gelisimi meydana gelir.

Disi fenotipin gelisimi i¢in iki X kromozomuna ihtiya¢ vardir ve X kromozomu



ovaryum gelisimi ic¢in gerekli genleri tasir. Ovaryumlarin, gelisimin 10. haftasina
kadar histolojik detaylar1 net olarak ayirt edilememektedir. Primer seks kordonlar
belirgin degildir ve medulla igerisine girerek kalint1 bir yap1 olan rete ovaryumu
meydana getirirler. Erken fetal donemde, kortikal kordonlar, ovaryum yiizey
epitelinden koken alir ve altta bulunan mezenkim igerisine girinti yaparlar. Kortikal
kordonlarin boyutlar1 arttig1 zaman, PGH’ler kortikal kordonlarin iglerine girerler.
Hem erkek hem de disi embriyolarda iki ¢ift genital kanal bulunmaktadir. Erkek tireme
sisteminin gelisiminde mezonefrik kanallar (Wolffian duktus) rol oynarken; disi tireme
sisteminin gelisiminde ise paramezonefrik kanallar (Miillerian duktus) énemli bir yer

tutmaktadir (Moore ve ark., 2016)

PGH’ler, insanda ilk olarak vitellus kesesi duvarinda, allantoisin baslangi¢ yerine
yakin olan endoderm hiicreleri arasinda ortaya ¢ikarlar (Sekil 2.2A) (Sadler, 2017).
Gelisimin yaklasik 4. haftasinda, embriyo katlanmalari esnasinda vitellus kesesi
embriyo igerisine dahil olur. Bu esnada, PGH’ler, arka bagirsagin dorsal mezenteri
boyunca gonadal kabartilara go¢ ederler (Sekil 2.2B). Gelisimin 6. haftasinda PGH’ler
mezenkim igerisine girerek kortikal kordonlarla birlesirler (Sekil 2.2C). Gonadal
farklanma ile birlikte PGH’lerin etrafinin sarildig1 kortikal kordonlar gelisir. PGH’ler
gonadlara yerlestikleri zaman oogonyumlara farklilagirlar ve oogonyumlar bir araya
gelerek germinal kist olarak da bilinen germinal hiicre kiimelerini meydana getirirler.
Daha sonra gonadal kabartinin yiizey epitelinden koken alan hiicreler, germinal

kistteki her bir oogonyumu ¢evreleyerek primordiyal folikiilleri olusturur.
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Sekil 2.2. Primordiyal germ hiicrelerinin (PGH’lerin) genital kabartiya gocii. Bu sekil, ilgili kaynaktan
(Sadler, 2017) degistirilerek alinmistir. PGH’ler ilk olarak allantoise yakin kisimda endoderm hiicreleri
arasinda ortaya c¢ikarlar. Daha sonra, arka bagirsagin dorsal mezenteri boyunca gog¢ ederek, gonadal
(genital) kabartiya ulasip yerlesimlerini tamamlarlar.

Oogonyumlar, gebeligin ikinci aymdan yedinci ayma kadar mitotik boliinmelerle
cogalarak sayilarmi 7 milyona kadar ulastirirlar ve daha sonra bunlarm bir kismi
apopitoz ile ortadan kaldirilirken, kalanlar ilk mayotik boliinmeye girerler (Pinkerton
ve ark., 1961). Mayoza giren oositler, bu asamadan itibaren primer oosit olarak
isimlendirilirler ve fetal donemin sonuna kadar tiim primer oositler olugsmaktadir.
Primer oositler, ergenlige kadar ilk mayoz boliinmenin profaz I evresinin diploten
asamasinda [profaz I (PI) oosit] beklemektedirler. Bu asamada, primer oositin
cekirdegi germinal vezikiil (GV) olarak tanimlandig1 i¢in bu oositlere GV oosit de
denilmektedir. Ergenlik ile her menstrual dongiide 5-12 primordiyal folikiil gelisir
fakat sadece bir tanesi olgun (dominant) folikiile doniisiir ve bu siiregte oosit de
hacimsel olarak biiyiimektedir. Hipofizden salgilanan liiteinize edici hormonun (LH)
uyarisina bagli olarak germinal vezikiil yikimi (GVBD) gergeklesir. Boylece, ilk
mayotik boliinme tamamlanarak, birinci polar cisim atilmaktadir. Daha sonra, oosit

ikinci mayotik boliinmeye baslar fakat tamamlayamaz ve metafaz I1 (MII) evresinde



durur. Bu asamadaki oosit, sekonder veya MII oosit olarak tanimlanir. Déllenmenin
gerceklesmesi durumunda ikinci mayotik boliinme tamamlanir ve ikinci polar cisim

atilir.

Mayoz I

Ani LH artis1

GV GVBD MI Al MII
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Sekil 2.3. Memelilerde oositin mayotik olgunlagmasi. Bu sekil, ilgili kaynaktan (Fan ve Sun, 2019)
degistirilerek alinmistir. Primer oosit, dogum Oncesinde birinci mayoz bdliinmeye baslar ve profaz I’in
diploten asamasinda beklemektedir. Ergenlikte, ani liiteinize edici hormon (LH) artisindan sonra oositin
birinci mayoz bdliinmesi devam eder, germinal vezikiil yikimi (GVBD) gergeklesir. Metafaz 1 (MI),
anafaz I (AI) ve telofaz | asamalarindan sonra ilk mayotik boliinme tamamlanir ve birinci polar cisim
(1. PC) atilir. Oositin ikinci mayotik boliinmesi, metafaz II evresinde (MII) durur. Sperm ile
dollenmenin gergeklesmesi durumunda ikinci mayotik boliinme tamamlanir ve ikinci polar cisim (2.
PC) atilir.

Tamamen bilylimiis GV oositler, kromatin diizenine gore, yogun olmayan bir kromatin
yapisina sahip ise gevrili olmayan g¢ekirdek¢ik (NSN); yogun ve siki bir kromatin
yapisina sahip ise ¢evrili ¢ekirdekcik (SN) olarak tanimlanabilmektedir. Baslangicta
GV oositler, NSN tipte bir kromatin diizenine sahipken, oosit olgunlasmas1 devam
ettikge transkripsiyon baskilanma belirteci olan SN tip kromatin diizenine gegmektedir

(Tan ve ark., 2009).

2.3. Memelilerde Folikiilogenez

Cesitli boyutlardaki ovaryum folikiilleri, her birinin i¢inde birer oosit olacak sekilde
ovaryum korteksinin stromasi i¢inde dagilmislardir. Primordiyal folikiiller, ovaryuma
ait yassi epitel hiicrelerin profaz I asamasindaki primer oositi ¢cevrelemesiyle meydana
gelmektedir (Sekil 2.4). Bu yassi epitel hiicreleri, bazal lamina iizerine oturmaktadir.
Primordiyal folikiiller, genellikle tunika albugineanin hemen altinda yer alirlar.
Ergenlik donemine dogru 5-12 kadar primordiyal folikiil aktive olarak sirasiyla primer,
sekonder, preantral ve antral folikiilleri meydana getirmektedir (Moore ve ark., 2016).
Primordiyal folikiilden antral folikiil asamasina kadar olan bu siire¢ folikiilogenez
olarak tanimlanmaktadir (Sekil 2.4). Primordiyal folikiillerin toplam sayisi, disinin

sahip oldugu folikiil havuzunu temsil etmektedir. Fetiiste yaklasik 5 milyon olan



primer oositin bilylik cogunlugu prenatal hayatin besinci ayindan itibaren atreziye
ugrar ve dogumda %?20’sinden azi kalir. Ergenlikte ise primer oosit sayist 300-400
bine kadar diismektedir. Bir kadinin iireme yasami boyunca primer oositlerin yaklasik
400 tanesi olgunlasmasini tamamlayip sekonder oosit olur ve ovulasyonla atilir

(Moore ve ark., 2016; Ross ve Pawlina, 2017).

Primordiyal folikiilde bulunan epitel kaynakli yass1 folikiil hiicreleri, ¢ogalarak kiibik
bir hal alirlar. Tek katl kiibik folikiil hiicrelerinin primer oositi ¢evreledigi bu asama,
primer folikiil olarak adlandirilmaktadir. Bu asamada primer oosit biiylimeye baslar
ve folikdl hiicreleri ile birlikte belirli proteinleri sentezlemeye baslarlar. Bu proteinler
bir araya gelerek, glikoprotein yapida ve oosit ile folikiil hiicreleri arasindaki bir kilif
olan zona pellusiday1 (ZP) olustururlar. Daha sonra, tek katli kiibik hiicreler mitotik
boliinmelere devam eder ve ¢ok tabakali bir hal alirlar. Bu sekilde folikiil hiicrelerinin
cok tabakali bir hal aldig1 ve hiicrelerin arasinda herhangi bir bosluk bulunmadig:
asama sekonder folikiil olarak tanimlanir. Bu asamadan itibaren folikiil hiicreleri artik
granuloza hiicreleri olarak adlandirilir. Ayrica bu asamada, granuloza hiicreleri
cogaldig1 zaman hemen ¢evresinde yer alan stromal hiicreler folikiil etrafinda yeni bir
diizenlenim sergileyerek teka tabakasmi (Teka folikiili olarak da bilinir.) meydana
getirirler. Folikiil gelisimi ile birlikte, bu tabaka teka interna ve teka eksterna olmak
tizere iki tabakaya farklilasir. Teka interna bol miktarda kan damar1 icermekle birlikte,
fibroblastlar ve kollajen demetlerine de sahiptir. Teka interna hiicreleri, LH reseptorii
ifade ederler. Teka eksterna ise bag doku hiicrelerinden olusan bir tabakadir ve diiz

kas hiicreleri ile kollajen demetlerini igerir.

Sekonder folikiil geliserek preantral folikiilii meydana getirmektedir. Preantral folikiil,
cok tabakali granuloza hiicreleri arasinda kiigiik vezikiiler bosluklarin olusmaya
baslamasi ile karakterizedir. Bu bosluklarda, hiyaluronan bakimindan zengin bir
folikiil stvist (likor folikiili) bulunmaktadir. Bu sivida, biiytime faktorleri ve steroid
yapili cesitli molekiiller de yer almaktadir. Granuloza hiicreleri arasindaki bu sivi
biriktik¢e, bosluklar biiyiir ve daha sonra bu bosluklar birleserek hilal bi¢cimli tek,
biiylik bir bosluk olan antrumu olusturur. Oosit, bu folikiil icerisinde merkezi olmayan
(eksantrik) bir yerlesim gosterir ve korona radiyata isimli tek katli granuloza hiicreleri
ile ¢evrelenir. Korona radiyatanin disinda, oositi cevreleyen 6zel granuloza hiicrelerine

de kumulus hiicreleri ad1 verilir. Oositi folikiil duvarina baglayan kumulus hiicre kitlesi



de kumulus ooforus olarak bilinmektedir. Antruma dogru cikint1 yapan, oosit ve
kumulus hiicrelerinden olusan yapinin tamami ise kumulus-00sit kompleksi (KOK)
olarak tanimlanir. Bu arada, folikiil duvarini olusturan granuloza hiicreleri, membrana
granuloza ya da stratum granulozum olarak isimlendirilir. Bu sekilde biiytik, tek bir
antrum ve eksantrik yerlesim gosteren KOK igeren folikiillere olgun, antral veya Graaf

folikiilii denir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Memelilerde folikiillogenez siireci. Bu sekil, ilgili kaynaktan (Araujo ve ark., 2014)
degistirilerek alinmigtir. Oogonya primordiyal germ hiicrelerinden koken alir ve ovaryumda oositlere
geligirler. Ergenlikte (pubertede), bir grup primordiyal folikiilden sirasiyla primer, sekonder, preantral
ve antral folikiiller olusur. Primordiyal folikiil, tek katli yassi folikiil hiicrelerine sahipken, primer
folikiil tek katli kiibik folikiil hiicrelerini igerir. Sekonder folikiilde, iki veya daha fazla sayida granuloza
hiicre katmani bulunmaktadir. Preantral folikiil ise kii¢iik bosluklar igeren ¢ok katmanli granuloza
hiicreleri ile karakterizedir; antral folikiilde bu bosluklar birleserek biiyiik ve tek bir antrumu meydana
getirmektedir.

Folikiilogenez, gonadotropin bagimsiz ve gonadotropin bagimli olmak {iizere iki
evrede gerceklesmektedir. Folikiil gelisiminin baslangi¢ asamasi olan gonadotropin
bagimsiz faz, oositin biiyiime ve gelismesi ile karakterizeyken; gonadotropin bagimh
faz folikiil boyutlarindaki belirgin artig ile tanimlanmaktadir (Williams ve Erickson,
2015). Gonadotropinler olarak bilinen folikiil uyarict hormon (FSH) ve LH, hipofiz
bezinin 6n lobunda yer alan gonadotrop hiicreleri tarafindan sentez edilip, salgilanirlar.
Folikiilogenez siirecinin sekonder folikiil asamasina kadarki doénemi iceren
gonadotropin bagimsiz evre, otokrin ve parakrin mekanizmalar araciliiyla iiretilen
bliylime faktorleri ile kontrol edilmektedir. Preantral ve antral folikiil asamalarini
iceren gonadotropin bagimli evre ise biliylime faktorlerinin yani sira FSH ve LH
hormonlar tarafindan diizenlenir (Williams ve Erickson, 2015). Oosit, granuloza
hiicreleri ve teka ile interstisiyel hiicreler arasindaki parakrin etkilesimler, primordiyal
folikiil aktivasyonunu diizenler (Adhikari ve Liu, 2009). Bu etkilesime, doniistiiriicii
biiytime faktorii-beta (TGF-P) iist ailesi tarafindan salgilanan kemik morfogenik
protein 4 ve 7 (BMP4 ve BMP7), biiytime farklilasma faktorii 9 (GDF9) gibi biiyiime

faktorleri aracilik eder. Bunlarin yanmi sira, trombosit kaynakli biiyiime faktori
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(PDGF), fibroblast biiylime faktorii 7 (FGF7), kit-ligand (KL) ve losemi inhibe edici
faktor (LIF) gibi molekiiller de primordiyal folikiiliin primer folikiile doniisiimiinde
kritik bir rol oynar. Primer folikiil asamasindaki granuloza hiicreleri, FSH reseptor
mRNA’sm1 eksprese etmeye baslar ve FSH’in primer folikiiliin preantral asamaya
gelisebilmesi i¢in gerekli oldugu ortaya konulmustur (Oktay ve ark., 1997; Oktay ve
ark., 1998). LH reseptorii ise FSH’imn uyarimiyla preantral folikiiliin granuloza
hiicrelerinde eksprese olur (Sullivan ve ark., 1999). Ayrica, LH reseptorii, teka

hiicreleri ve stromal alandaki bazi hiicrelerde de bulunmaktadir (Nahum ve ark., 1995).

FSH ve LH sentez ve salinimi, hipotalamus-hipofiz-ovaryum ekseninde diizenlenir
(Klein, 2003). TGF-p ailesinin iiyelerinden olan aktivin ve inhibinler, FSH sentez ve
saliniminin baslica diizenleyicileridir. Aktivin A ve B, FSH’1 kodlayan genin
transkripsiyonunu diizenleyerek FSH salinimini uyarirken; inhibin A ve B izoformlar1
ise aktivinlerin bu etkisini bloke ederek FSH sentez ve salinimini inhibe eder. Benzer
sekilde, aktivin A, LH iiretimini arttirir. Ayrica, FSH ve LH hormonlarinin salinimi
Ostrojen, progesteron ve testosteron hormonlari tarafindan da diizenlenir. Ostrojen,
negatif geri bildirim ile FSH ve LH salimmmini azaltirken; pozitif geri bildirim
mekanizmasi ile ovulasyondan hemen 6nce ani LH artisina (LH piki) neden olur. LH
tiretimindeki ani artig ile ovulasyon tetiklenir ve KOK, antral folikiilde olusan folikiil
i¢i basing ve teka tabakasindaki diiz kaslarin kasilmasina bagli olarak uterus tiiplerinin
(ovidukt) ampulla kismina atilir. Ovulasyondan sonra geriye kalan granuloza ve teka
hiicreleri, derin katlantilar yaparak korpus luteum isimli luteal bezi olusturur. Korpus
luteum, gelismekte olan erken déonem embriyonun implantasyonu i¢in endometriyumu
hazirlamak amaciyla dstrojen ve progesteron salgilar. Fertilizasyonun gerceklesmesi
durumunda korpus luteum biiyiir ve hormon salinimina devam eder. Eger fertilizasyon
gerceklesmez ise korpus luteum dejenere olur. Daha sonra dejenere olan korpus luteum
hiicrelerinde hiyalin materyali birikir ve bir yara (skar) dokusu olarak ifade edilen
korpus albikans olusur. Korpus albikans, birkag¢ ay icerisinde ovaryum korteksinin

derinlerine gdmiiliir ve sonrasinda kaybolur.

Memeli oogenez ve folikiillogenez siireclerinde, kromatin yapisi ve gen
transkripsiyonu genetik ve epigenetik mekanizmalarla diizenlenir (Allegrucci ve ark.,
2005; Seneda ve ark., 2008). Bu siiregler boyunca transkripsiyonel aktivitenin

epigenetik kontrolii, oosit ve folikiil gelisimi i¢in kritik 6neme sahiptir (Bromfield ve
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ark., 2008; Pan ve ark., 2012). Epigenetik modifikasyonlardan biri olan histon
metilasyonu; folikiil biiyiimesi ve oosit mayotik olgunlagsmasi boyunca kromatin

yapisinin ve gen ekspresyonunun diizenlenmesinde 6nemli roller oynar (Pan ve ark.,
2012).

2.4. Histon Metilasyonu

Ilk olarak 1940 yilinin baslarinda Conrad Waddington tarafindan epigenetik terimi,
“fenotipi ortaya ¢ikaran genler ve tiriinleri arasindaki nedensel etkilesimleri inceleyen
biyoloji dali” olarak tanimlanmistir (Waddington, 1942). Histon modifikasyonlari, gen
ifadesinin diizenlenmesinde onemli rollere sahip olan epigenetik mekanizmalardan
birisidir (Kouzarides, 2007). H2A, H2B, H3 ve H4 olarak adlandirilan kor histon
proteinleri, her birinden ikiser tane olmasi nedeniyle oktamer (sekizli) yapisini
olustururlar ve DNA paketlenmesinin ilk basamagi olan niikleozom yapisina katilirlar.
Niikleozomdan ¢ikint1 yapan histon proteinlerinin N-terminal uclar1 asetilasyon,
metilasyon, fosforilasyon, ubikitinasyon, sumolasyon, adenozin difosfat (ADP)
ribozilasyonu ve deaminasyon gibi modifikasyonlara ugrayabilirler (Bannister ve
Kouzarides, 2011). Bu modifikasyonlar, kromatin yapisi ve gen ifadesinin
diizenlenmesinin (Stillman, 2018) yani sira, DNA onarimi (Huertas ve ark., 2009),
replikasyon (Bar-Ziv ve ark., 2016), alternatif birlestirme (Luco ve ark., 2010) ve

rekombinasyon (Szekvolgyi ve ark., 2015) gibi siireglerde de 6nemli rollere sahiptirler.

Histon metilasyonu, S-adenozil-metiyoninden (SAM) saglanan metil gruplarinin
histon N-terminal uglarinda yer alan belirli amino asit rezidiilerine eklendigi geri
dontistimlii bir siirectir. Bu siireg, histon metiltransferaz (HMT) enzimleri tarafindan
gerceklestirilmektedir (Murray, 1964; Greer ve Shi, 2012). Metil gruplari, histon
demetilazlar (HDM’ler) tarafindan geri doniistimlii olarak kaldirilabilmektedir (Sekil
2.5). Histon metilasyonu, genellikle lizin (K) ve arjinin (R) (Schreiber ve Bernstein,
2002), nadiren de histidin (H) (Fischle ve ark., 2008) rezidiilerinde gergeklesmektedir.
Lizinlerin epsilon (g)-amino gruplarina bir, iki veya ti¢ metil grubu eklenebilirken
(mel, tekli metilasyon; me2, ikili metilasyon; me3, ig¢lii metilasyon olarak
gosterilmektedir.) (Martin ve Zhang, 2005); arjinin rezidiileri ise guanidil gruplarindan
tekli metilasyon (mel) veya ikili metilasyona [simetrik (me2s) veya asimetrik (me2a)
seklinde] ugrayabilmektedirler (Di Lorenzo ve Bedford, 2011). Histidinin ise sadece
tekli metilasyona (mel) ugrayabildigi rapor edilmistir (Gershey ve ark., 1969).
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Sekil 2.5. Histon metilasyonu ve demetilasyonu. Bu sekil, ilgili kaynaktan (Gong ve Miller, 2019)
degistirilerek alinmistir. Histon metiltransferazlar (HMT ler), metil grubunun (-CHs; me) histonlarin
lizin (K) ve arjinin (R) rezidiilerine transfer edilmesini katalizlerken; histon demetilazlar (HDM’ler),
eklenen metil gruplarmin kaldirilmasini geri doniigiimlii olarak saglar. Me, metilasyon.

Histon metilasyonunu gerceklestiren enzimler, genel olarak HMT ailesi adi1 altinda
toplanmaktadir. Metilasyonun gerceklestigi aminoasit rezidiisiine bagli olarak lizin,
arjinin veya histidin metiltransferazlar olarak isimlendirilebilmektedirler. Histidini
metile eden SET domainin igeren protein 3 (SETD3)’lin tek histidin metiltransferaz
oldugu bilinmekle birlikte Katalitik aktivitesi tam olarak agiklanamamistir (Wilkinson
ve ark., 2019).

2.4.1. Histon Arjinin Metilasyonu

Histon arjinin metilasyonu, protein arjinin metiltransferazlar (PRMT ’ler) tarafindan
katalizlenir ve SAM’dan saglanan metil grubu arjinin rezidiilerine aktarilir (Bedford
ve Clarke, 2009). Memelilerde, tip I, Il ve IlIl olmak iizere 3 farkli PRMT ailesi
tamimlanmaktadir: tip | ailesi PRMT1, 2, 3, 4, 6, 8; tip 11 ailesi PRMT5 ve 9; tip 111
ailesi ise PRMT7’yi icermektedir (Yang ve Bedford, 2013). Bilinen memeli
PRMT’lerin tamami korunmus bir metiltransferaz (MTaz) domaini i¢ermektedir;
ayrica, PRMT’lerin bazilar1 Src-homoloji 3 (SH3) (PRMT2), ¢inko parmak (Zn)
(PRMT3 ve 9), miristolasyon (Myr) (PRMT8) ve F-kutusu (PRMT9) gibi domainleri
de bulundurmaktadir (Bachand, 2007).
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Histon arjinin metilasyonu, gerceklestigi bolgeye ve eklenen metil grubunun sayisi ve
tipine (simetrik veya asimetrik) bagli olarak transkripsiyonel baskilama veya
aktivasyon yapabilmektedir (Litt ve ark., 2009). Ornegin, histon 3 arjinin 2’de
meydana gelen simetrik ikili metilasyon (H3R2me2s) transkripsiyonel aktivasyon ile
iligskiliyken (Migliori ve ark., 2012), bu rezidiiniin asimetrik ikili metilasyonu
(H3R2me2a) transkripsiyonel baskilamaya neden olmaktadir (Guccione ve ark., 2007;
Kirmizis ve ark., 2007). Bununla birlikte, H4R3 metilasyonu asimetrik durumdayken
transkripsiyonel aktivasyonu saglarken (Balint ve ark., 2005; X. Li ve ark., 2010);
simetrik durumda ise transkripsiyonel baskilamaya sebep olmaktadir (Dhar ve ark.,
2012).

Sonug olarak, PRMT’ler ve bunlarin yaptigi arjinin metilasyonu RNA islenmesi,
ribozom biyosentezi, DNA onarimi, sinyal iletimi ve transkripsiyonel diizenlenim gibi

pek cok hiicresel siiregte gorev almaktadirlar (Bedford ve Richard, 2005).

2.4.2. Histon Lizin Metilasyonu

Histon lizin metilasyonu, KMT’ler tarafindan gergeklestirilmekte olup, bir metil
vericisi olan SAM’dan elde edilen metil gruplarinin lizin rezidiilerine aktarimi olarak
tanimlanmaktadir (Cui ve ark., 2019). KMT lerin biiyiik bir gogunlugu evrimsel olarak
korunmus olup, yaklasik 130 amino asit uzunlugundaki katalitik aktiviteyi saglayan
cesitliligin baskilayicisi, zeste ve tritoraksin ilerleticisi (SET) domaini igermektedir
(Feng ve ark., 2002; Dillon ve ark., 2005). KMT’ler SET domaini haricinde, SET-
oncesi (pre-SET), SET-sonrasi (post-SET), bitki homeodomain (PHD), C2H2 ve
sistein veya lizin amino asitleri agisindan zengin domainleri de bulundurmaktadirlar.
SET domainini ¢evreleyen SET-6ncesi ve SET-sonras1 domainler, 9 sistein ve 3 ¢inko
bolgesi igermektedir (Dillon ve ark., 2005). Sistein amino asidince zengin bolgelerin
gorevi tam olarak bilinmemekle birlikte (Scheer ve Zaph, 2017), PHD domaininin
metillenmis lizin rezidiilerine baglanmaya katkist oldugu belirtilmektedir (Hyun ve
ark., 2017). C2H2 domaini, ¢inko parmak baglanma domaini olarak islev goriirken
(Dillon ve ark., 2005); lizin amino asidince zengin bolgelerin, ubikitin ile bir etkilesim
kurmak ve niikleozoma baglanmak i¢in énemli alanlar oldugu rapor edilmistir (Oh ve
ark., 2010). SET domaini iceren KMT’ler SUV39, SET1, SET2, EZ, RIZ, SMYD ve
SUV4-20 olmak iizere yedi alt sinifa ayrilmaktadir (Dillon ve ark., 2005). SET7/9 ve

SET8 gibi bazi metiltransferazlar, SET domaini i¢ermelerine ragmen alt smif
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KMT’lerle ortak domainleri paylasmadiklart i¢in bu smiflandirmada yer almazlar
(Dillon ve ark., 2005). Bir bagska KMT ailesi olan telomerik susturmay1 engelleyen
protein 1 benzeri (DOT1L), SET domaini icermez ve kendi Kkatalitik domaini
araciligiyla histon 3 lizin 79 (H3K79) metilasyonunu ger¢eklestirebilir (Feng ve ark.,
2002).

Farklt KMT’ler, ayn1 lizin rezidiileri iizerindeki metilasyonu katalizleyebilirler veya
belirli  bir lizin rezidiisi  tlizerindeki metilasyonu sadece bir KMT
gerceklestirebilmektedir. Ornegin; somatik hiicrelerde, histon 3 lizin 36 ikili
metilasyonu (H3K36me2), niiklear reseptor baglanma SET domain protein 1, 2 ve 3
(NSD1, NSD2 ve NSD3 olarak kisaltilmaktadir.) ve yok, kiiciikk veya homeotik 1
benzeri  (absent, small veya homeotic-like 1; ASHIL) tarafindan
gerceklestirilebilirken; H3K36me3 sadece SET domaini igeren 2 (SETD2) tarafindan
katalizlenmektedir (Husmann ve Gozani, 2019). Bunun yani sira, H3K4’i metile
edebilen 6 farkli KMT vardir: SET domaini igeren 1A (SETD1A), SETD1B, karisik
soy l6semi proteini-1 (MLL1), MLL2, MLL3 ve MLL4 (Eissenberg ve Shilatifard,
2010). KMT’ler, lizin rezidiisii ve metilasyon sayisi agisindan yiiksek derecede
ozgiinliik gosterir. Ornegin, gesitliligin baskilayicist 3-9 homolog 1 (SUV39H1; lizin
metiltransferaz 1A (KMT1A) olarak da bilinir) ve SUV39H2 (KMT1B olarak da
bilinir), H3K9mel’i H3K9me3’e ¢evirebilir (Peters ve ark., 2001; Peters ve ark.,
2003); baska bir H3K9 metiltransferaz olan G9a, H3K9mel’i H3K9me2 durumuna
metile edebilmektedir (Tachibana ve ark., 2002). Ayrica, MLL1, H3K4’in
H3K4me?2’ye metilasyonunu katalizler (Milne ve ark., 2002); kendi endojen etkilesim
proteinleri ile iligkili oldugu durumlarda ise H3K4’1i ti¢lii metile edebilir (Schneider
ve ark., 2005; Dou ve ark., 2006). Sonug olarak, KMT’ler belirli diizeyde 6zgiinliik
gostermekle birlikte etkilesimde bulunduklari proteinler onlarin hedef lizin rezidiisiinii

veya derecesini degistirebilmektedir.

Insan ve fare SUV39HI proteini, ilk KMT olarak tanimlanmistir ve bu enzimin
mayadan insana kadar evrimsel olarak korundugu rapor edilmistir (Rea ve ark., 2000).
Daha sonraki yillarda, SET katalitik aktivitesini iceren pek c¢ok histon KMT

tanimlanmistir. Tablo 2.1°de bazt memeli KMT’leri ve hedef etkileri sunulmustur.
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Tablo 2.1. Memeli lizin metiltransferazlar

KMT Sinonim Hedef Etki Kaynak
SUV39H1 KMT1A, SUV39H | H3K9me2/3 (Rea ve ark., 2000; Wang ve ark., 2012)
SUV39H2 KMT1B H3K9me3 (Frontelo ve ark., 2004)
GLP EHMT1, KMT1C H3K9mel/2 (Collins ve ark., 2008)

H3K9mel/2 )
G9a EHMT2, KMT1D (Collins ve ark., 2008; Wu ve ark., 2011)
H3K27mel/2
SETDB1 ESET, KMT1E H3K9me3 (Schultz ve ark., 2002)
SETDB2 KMT1F, CLLD8 H3K9me3 (Falandry ve ark., 2010)
MLL KMT2A, MLL1 H3K4mel (Southall ve ark., 2009)
MLL2 KMT2B, CXXC10, | H3K4me3 (Demers ve ark., 2007)
MLL3 KMT2C, HALR H3K4mel (Chen ve ark., 2010)
MLL4 KMT2D H3K4mel (Chen ve ark., 2010)
SETD1A KMT2F, SET1A H3K4mel/2/3 (Lee ve ark., 2007)
SETDI1B KMT2G, SET1B H3K4mel/2/3 (Lee ve ark., 2007)
H3K4me3
ASHI1L KMT2H (Gregory ve ark., 2007)
H3K36me2/3
SETD2 KMT3A, SET2 H3K36me3 (Sun ve ark., 2005)
SETD3 Cl4orf154 H3K36mel/2 (Eom ve ark., 2011)
NSD1 KMT3B, SOTOS H3K36mel/2/3 (Qiao ve ark., 2011)
H3K4mel/2/3
H3K20mel/2/3
NSD2 KMT3F H3K27mel/2/3 (Wagner ve Carpenter, 2012)
H3K36mel/2
H4K20me3
H3K4me2
NSD3 KMT3G H3K27me2/3 (Rahman ve ark., 2011)
H3K36mel/2
DOT1L KMT4 H3K79mel/2/3 (Feng ve ark., 2002)
EzH1 KMT6B H3K27mel/2/3 (Margueron ve ark., 2008)
EZH2 KMT6A H3K27mel/2/3 (Margueron ve ark., 2008)
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Histon lizin metilasyonu, kromatinin yeniden diizenlenmesini saglayarak
metilasyonun gergeklestigi lizin rezidiisiine bagli olarak genin transkripsiyonunu
aktive eder veya baskilar (Black ve ark., 2012). Genellikle, H3K9, H3K27 ve H4K20
metilasyonlar transkripsiyonel baskilama ile iliskiliyken H3K4, H3K36 ve H3K79
metilasyonlar1 transkripsiyonel aktivite ile iliskilidir (Black ve ark., 2012). Ayrica,
eklenen metil gruplarinin sayisina bagli olarak da gen transkripsiyonu
diizenlenmektedir. Ornegin; H3K79mel transkripsiyonel aktivasyonu saglarken,
H3K79me3, transkripsiyonun baskilanmasina neden olmaktadir (Barski ve ark.,
2007).

Ozet olarak, histon metilasyonu kromatinin yeniden sekillenmesi araciligiyla
transkripsiyon  faktorlerinin  hedef genlere erisilebilirligini  diizenleyerek,
transkripsiyonel aktivasyon veya baskilamay1 kontrol etmektedir (Cui ve ark., 2019).
Bu transkripsiyonel aktivitenin dinamik bir sekilde kontrolii ise metilasyona ugrayan
histon rezidiilerindeki metil gruplarmin uzaklastirilmas: (demetilasyonu) ile

gerceklestirilmektedir (Horton ve ark., 2017).

2.5. Histon Demetilasyonu

Histon metilasyonu geri dontistimlii bir slire¢ olup, eklenen metil gruplar1 HDM’ler
tarafindan kaldirilabilmektedir (Sekil 2.5). Katalizledikleri reaksiyonunun kimyasina
bagli olarak iki tip HDM vardir (Mosammaparast ve Shi, 2010). Lizine 6zgii
demetilazlar (LSD veya KDM olarak kisaltilmaktadir.) flavin adenin diniikleotid
(FAD)-bagimli amin oksidazlardir; FADH> ve hidrojen peroksit (H20) iireterek
lizinlerin demetilasyonunu katalizler (DesJarlais ve Tummino, 2016). Jumonji C
(JmjC) demetilazlar da, JmjC katalitik domaini ve amin oksidazlardan faydalanarak

demetilasyonu gerceklestirirler (Black ve ark., 2012).

2.6. Histon Lizin Metiltransferazlar

Oogenez boyunca, oositler mayotik olgunlasmayi ve preimplantasyon gelisimi
destekleyen transkript ve proteinleri biriktirirler. KMT’ler, oosit ve erken donem
embriyolarda  histonlarin  metilasyon durumlarindaki  dinamik  degisimleri
diizenleyerek gen ekspresyonunu kontrol ederler. Bu diizenlemeler, prenatal gelisimin

uygun bir sekilde meydana gelmesini saglamak i¢in oosit olgunlagsmasi, embriyonik
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genom aktivasyonu (EGA) ve preimplantasyon gelisim gibi siiregler boyunca kritik

Ooneme sahiptir.

2.6.1. SET1 (SET domaini iceren 1) Kompleksi

SET1/COMPASS kompleksi, ilk defa S. cerevisiae’de tanimlanmis bir H3K4
metiltransferazdir (Miller ve ark., 2001). SET1/COMPASS kompleksinin yedi
bileseninin memeli homologu olan alt1 tanesini igeren SET1/CFP1 kompleksi,
yaklasik 450 kilo dalton (kDa) agirhgindadir ve H3K4’1 tekli, ikili veya iiglii metile
edebilmektedir (Lee ve Skalnik, 2005). SET1 kompleksi, ¢oklu bir protein
kompleksidir ve SET domaini iceren 1B (SETD1B, KMT2G olarak da bilinir.)
proteininin, bu kompleksin H3K4 metilasyonunu katalizleyen bir bileseni oldugu
rapor edilmistir (Lee ve ark., 2007). Bununla birlikte, bu kompleksi SETD1A, MLL1,
MLL2, MLL3 veya MLL4 6z proteinleri de olusturabilmektedir (Shinsky ve ark.,
2015). SET1 kompleksi, metillenmemis DNA’y1 ve Onceden olusturulmus olan
H3K4me3 alanlarin1 CXXC (sisteince zengin bolge) parmak proteini 1 (CFP1)
araciligiyla tanir. Bu kompleks, aktif olarak transkribe edilen gen bolgelerindeki
transkripsiyonel aktivite iliskili H3K4me3 isaretlerinin olusturulmasini saglar (Sekil
2.6) (Brown ve ark., 2017). CFP1 proteininin yoklugunda SET1 kompleksi sadece
sitozin-fosfat-guanin (CpG) adaciklariyla sinirli kalmaz; normal olarak hedefledigi
aktif olarak transkribe edilen gen bolgeleri disindaki genleri de metile eder ve gen

ekspresyonunun bozulmasina neden olur (Skalnik, 2010).

Bu kompleksin 6z proteinlerinden biri olan SETD1B’nin oosit olgunlasmasi boyunca
gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynadigi rapor edilmistir (Sha ve ark.,
2020). SETDI1B’yi kodlayan Setd1b geninin oositten blastosist asamasina kadar olan
tiim asamalarda eksprese edildigi bilinmektedir (Bledau ve ark., 2014). Bu ¢alismada,
Setd1b’nin zigota 6zgii delesyonu fare preimplantasyon gelisimi etkilememistir. Brici
ve ark. (2017)’nin yaptig1 bir ¢alismada Setd1lb’nin, farelerde oogenez igin gerekli
oldugu gosterilmistir (Brici ve ark., 2017). Setdlb’nin oosite 6zgii delesyonu,
preimplantasyon gelisimin  1-hiicreli asamasinda tutuluma neden olarak
preimplantasyon gelisimi etkilemistir. Bununla birlikte, transkripsiyon ve hiicre
dongiistiniin diizenlenmesinde rolleri olan oosit olgunlagsmasi, alfa (Omt2a), oosit
olgunlasmasi, beta (Omt2b), oositten salgilanan protein 1 (Oospl) ve oogenezin 3

(0O0g3) gibi oosite 6zgii genlerin ekspresyonlarinda azalmaya yol agmigtir. SETD1B
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eksikligi olan oositlerde, NSN tip kromatin diizeninden transkripsiyonel aktivitenin
baskilandigini gosteren SN tipe geciste sorunlar; ayrica, zona pellusidada bozukluklar,
normal olmayan sitoplazmik olgunlasma, polispermi (¢coklu sperm) gibi yapisal

bozulmalarin da oldugu rapor edilmistir.

Transkribe edilmeyen
CpG adalan

Transkribe edilen
CpG adalarn

7

!
i

.

QCpG  ®meCpG W H3K4me3

Sekil 2.6. SET1/CFP1 kompleksi. Bu sekil, ilgili kaynaktan (Brown ve ark., 2017) degistirilerek
alinmigtir. CFP1, DNA baglanma domaini olan CXXC domainini kullanarak DNA’ya baglanir ve
metillenmemis olan sitozin-fosfat-guanin (CpG) adaciklarini tanir. Boylelikle, SET1 kompleksi aktif
olarak transkribe edilen gen bolgelerinde H3K4me3 isaretlerini olusturur. meCpG: Metillenmis CpG
adaciklari, RNA Polll: RNA polimeraz Il.

SET1 kompleksinin alt bileseni olan CFP1 proteinini kodlayan Cxxcl geninin
gelismekte olan fare oositlerindeki delesyonu, GV ve MII oositlerde H3K4me3
seviyelerinin azalmasina neden olmustur (Yu ve ark., 2017). Bununla birlikte,
maternal mRNA’larin ortadan kaldirilmasini degistirerek EGA’nin bozulmasi ile 1- ve
2-hiicreli embriyo asamalarinda tutulmalara neden olarak preimplantasyon gelisimi
etkilemistir. CFP1 protein seviyeleri, GV ve MII oositten erken donem embriyolara
(1-, 2-, 4- ve 8-hiicreli embriyolar) kadar analiz edilmis ve CFP1’in bu oosit ve

embriyolarin sitoplazma ve ¢ekirdeklerinde yerlesim gosterdigi bildirilmistir (Sha ve
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ark., 2018). CFP1 protein seviyesi, GV oositlerin sitoplazma ve g¢ekirdeginde
yiiksekken MII oositlerin sitoplazmasinda belirlenemeyecek kadar azalmis;
fertilizasyondan sonra farkli gelisim agsamalarindaki 1-hiicreli embriyolarin sitoplazma
ve ¢ekirdeginde yeniden yiikselmistir. ki hiicreli asamada artan sitoplazmik CFP1
seviyesi bu agamadan 8-hiicreli asamaya kadar kademeli bir sekilde azalmistir. Ayni1
calismada Cxxcl’in oosite 6zgli delesyonu, oosit mayotik olgunlasmasinin MI
asamasinda tutuluma, ig iplikleri olusumunda bozulmalara ve kromozomlarin yanlis

hizalanmasina neden oldugu bildirilmistir (Sha ve ark., 2018).

2.6.2. SETD2 (SET domaini iceren 2)

SETD2 (KMT3A olarak da bilinir.), gen transkripsiyonu ile iliskili H3K36
metilasyonunu katalizleyen bir histon lizin metiltransferazdir (Edmunds ve ark.,
2008). SETD2 proteini, SET domaini bulunduran KMT’lerle igerdigi ortak
domainlerin haricinde, protein-protein etkilesimlerine aracilik eden kivrimli-kivrimli

(CC) ve triptofan-triptofan (WW) domainlerini de icermektedir (Hacker ve ark., 2016).

SETD?2 protein seviyesinin, NSN tip domuz oositlerinin ¢ekirdeginde yiiksek diizeyde
oldugu belirtilirken; SN, MI ve MII oositlerin ¢gekirdeklerinde bu seviyede olmadig:
belirlenmistir (Diao ve ark., 2018). Ayrica, SETD2 SN, MI ve MII oositlerde
sitoplazmik bir yerlesim de gostermistir. Setd2 gen ekspresyonunun SiRNA ile
azaltilmasi sonucunda, fare oositlerin mayotik olgunlagsmasinda bozulmalar meydana
gelmistir (Li ve ark., 2018). Setd2 gen ekspresyonunun azaltildigi oositler, yanlig
kinetokor-mikrotiibiil baglantilari, diizensiz kromozom hizalanmalar1 ve artmis
anoploidi orani1 da sergilemislerdir. Xu ve ark. (2019)’nin yaptig1 bir ¢calismada ise
maternal SETD2 eksikligi, fare oositlerinde H3K36me3 seviyesinin azalmasina, MII

oosit sayisinin diismesine ve DNA metilomunda bozulmaya neden olmustur (Xu ve
ark., 2019).

2.6.3. SETDBL1 (SET domaini ¢atall histon lizin metiltransferaz 1)

SETDB1 (KMT1E ve ESET olarak da bilinir.), SET domaini igeren bir H3K9
metiltransferazdir. SETDB1’in SET domaininde 347 amino asitlik bir ekleme so6z
konusudur; bundan dolay1 da gatalli (bifiirkat) olarak isimlendirilmektedir (Harte ve
ark., 1999). SETDB1-aracili H3K9 metilasyonu, heterokromatin olusumuna ve gen

ekspresyonunun baskilanmasina katkida bulunmaktadir (Ichimura ve ark., 2005).
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Setdbl mRNA ve protein seviyelerinin, biiyliimekte olan GV oositlerde var oldugu ve
genel (global) H3K9me?2 seviyelerini kontrol ettigi bildirilmistir (Kim ve ark., 2016).
Bu galismada, Setdb1’in oosite 6zgii delesyonu; DNA ¢ift zincir kiriklarinin artmasina,
GV ve MI asamalarinda tutuluma, MII oosit sayisinin azalmasina; ayrica, bu
oositlerden elde edilen embriyolarda, hiicre dongiisiindeki bozulmalara bagl olarak
preimplantasyon gelisimde gecikmelere neden olmustur. Bunlara ek olarak,
SETDB1’in oositlerde uzun ug¢ tekrarlar1 (LTR’ler) gibi retrotranspozonlarin
susturulmasi i¢in gerekli oldugu vurgulanmistir. Eymery ve ark. (2016)’nin yaptigi
benzer bir ¢aligmada, Setdbl eksikligi olan fare oositleri gecikmeli bir sekilde
GVBD’ye ugramis ve bu oositlerin bilylik cogunlugu, muhtemelen hiicre dongiisii ve
kromozom yogunlagmasi ile iligkili gen ekspresyonlarinin degismesinden dolay1
mayotik olgunlasmay1 tamamlayamamistir (Eymery ve ark., 2016). Mayotik
olgunlagmay1 tamamlayan olgun oositlerde ise ig ipliklerinin olusumu, kinetokor-

mikrotiibiil etkilesimleri ve kromozom ayrilmalar1 bozulmustur.

KMT’ler ve histon lizin metilasyon isaretleri, memeli oosit olgunlagsmasi siirecinde
meydana gelen c¢esitli hiicresel olaylar1 kontrol eden genlerin ekspresyonel
diizenlenmesinde rol oynarlar (Gu ve ark., 2010). Yaslanma siireci, oositlerdeki Kmt
gen ekspresyonunu ve histon lizin metilasyon igaretlerini etkileyebilmektedir
(Kageyama ve ark., 2007; Manosalva ve Gonzalez, 2010). Ovaryal yaslanma 00sit
kalitesinin azalmasina neden olabilmektedir (Rambags ve ark., 2014) ve bu azalmanin,
degisen Kmt gen ekspresyonlarindan ve histon lizin metilasyonu seviyelerinden

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

2.7. Ovaryal Yaslanma ve Histon Lizin Metilasyonu

Biyolojik yaslanma ile birlikte iireme fonksiyonlarinda kademeli bir azalma
goriilmektedir. Bu azalmanin temel nedenleri arasinda, ovaryum korteksinde yer alan
folikiillerin ve i¢lerinde bulunan oositlerin hem say1 hem de kalitelerindeki diigme yer
almaktadir (te Velde ve Pearson, 2002). Folikiil havuzunun giderek azalmasi,
menstrual dongii sikliginda artis veya dongiilerin atlanmasi gibi durumlara yol
acmaktadir; nihayetinde ovaryum yaslanmasimin son basamagi olan menopoz
meydana gelmektedir (Treloar ve ark., 1967; Soules ve ark., 2001). Ovaryumdaki
primordiyal folikiil sayisinin, tiim yas gruplarindan elde edilen antral folikiil sayilari

ile uyum gosterdigi histolojik analizler ile belirtilmistir. Disi yaglanmasiyla birlikte,
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primordiyal folikiil sayilarindaki diisiis FSH’a duyarli antral folikiil gruplarindaki
azalmayla paraleldir (Scheffer ve ark., 1999). Antral folikiillerin boyut ve sayisindaki
yaslanma ile birlikte goriilen azalma; inhibin B saliniminin azalmasi, FSH seviyesinin
yiikselmesi ile oosit kalitesi ve fertilite potansiyellerinin azalmasi ile iligkilidir (Hall
ve ark., 1999). Bununla birlikte, yaslanmayla birlikte antral folikiil sayisinin azalmasi,
anti-miillerian hormon (AMH) serum seviyelerinin de azalmasina neden olur (van
Rooij ve ark., 2005). Ovaryum yaslanmasina DNA dizisinde meydana gelen
degisimler, mitokondriyal DNA mutasyonlari, telomeraz aktivitesinin azalmasi,
oksidatif stres, ila¢ ve sigara kullanimi, beslenme tarzi gibi birgok ¢evresel ile genetik
ve epigenetik faktorler sebep olabilmektedir (Li ve ark., 2012; Ge ve ark., 2015).
Yapilmis olan bir¢ok arastirmaya ragmen, ovaryum yaslanmasinin temelinde yatan

molekiiler mekanizmalar heniiz tam anlamiyla aydinlatilamamustir.

Ovaryal yaglanmaya baglh fertilite kaybinda, oosit gelisimi ve folikiilogenez
stireglerinde kritik rolleri olan, histon metilasyon isaretlerinin basarili bir sekilde
kurulamamasindan kaynaklanabilecegine yonelik calismalar gergeklestirilmistir.
Kageyama ve ark. (2007), H3K4me2, H3K4me3, H3K9me2 ve H3K9me3 metilasyon
seviyelerinin farkli yas grubundan elde edilen fare GV oositlerinde degisiklik
gosterdigini bildirdi (Kageyama ve ark., 2007). Bu calismada, 15 giinliik farelerden
elde edilen biiyimekte olan oositlerdeki H3K4me2, H3K4me3, H3K9me2 ve
H3K9me3 seviyelerinin 5 ve 10 giinliik farelerden elde edilen oositlere kiyasla daha
yiiksek oldugu belirtilmistir. Ayrica, bu hedef metilasyonlar1 olusturan; sirasiyla Set7,
MII ve G9a genlerinin ekspresyonu 15 giinliik farelerin oositlerinde beklenildigi gibi
daha yiiksek bulunmustur. Farkli bir ¢alismada ise 2 aylik gen¢ ve 11 aylik yash
farelerden elde edilen GV oositlerde, histon lizin metilasyon seviyeleri
degerlendirilmistir (Manosalva ve Gonzalez, 2010). Yash farelerin GV ve MII
oositlerindeki H3K9me3, H3K36me2, H3K79me2 ve H4K20me2 seviyeleri geng
oositlere gore daha diisiik bulunmustur. Ayrica, geng farelerin GV ve MII oositlerine
kiyasla yash farelerin MII oositlerindeki H3K4me2 ve H3K9me?2 seviyeleri daha
diistiktii. Bunlara ek olarak, NSN tipi oositlerin sayisinin yagh farelerde daha diisiik
oldugu da rapor edilmistir. Bu alandaki bagka bir ¢alisma, 42-44 haftalik yash farelerin
GV oositlerinde H3K4me?2 ve H3K4me3 seviyelerinin azaldigini, ancak yagh farelerin
MI1 oositlerindeki H3K4me2 seviyesinin 6-8 haftalik geng fare MII oositlerine kiyasla

onemli Ol¢iide arttigini rapor etmistir (Shao ve ark., 2015). Bu bulgular, oosit
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olgunlagmas1 boyunca GV’den MII asamasina kadar histon lizin metilasyon
seviyelerinin biyolojik yaslanmaya bagli olarak degiskenlik gosterdigini ortaya
koymaktadir. Histon lizin metilasyon seviyelerindeki dinamik degisimler ve
KMT’lerin yoklugunda oosit olgunlagsmasi ve preimplantasyon gelisimde meydana
gelen bozulmalar; histon metilasyonunun ovaryum yaslanmasini etkileyen bir

epigenetik mekanizma oldugunu gostermektedir.

Bu ¢alismamizda, postnatal hayatin farkli yaslarindaki farelerden olusan geng grup (3.
hafta), ergin grup (7. hafta), gec ergin grup (18. hafta) ve yash gruplardan (52, 60.
haftalar) elde edilen ovaryumlar kullanilmistir. Yeni dogan bir fare ovaryumu
yaslanma siirecine kadar oosit/folikiil biiylimesinde ve teka ile stroma hiicrelerinde
belirli morfolojik ve fizyolojik degisimler sergilemektedir (Ozturk ve ark., 2015).
Yenidogan bir fare ovaryumu, sadece oosit ve stromal hiicrelerden olusurken,
postnatal gelisimin ilk haftasinda folikiilogenez baslar ve bu siirecte tipik bir veya iki
tabakal1 granuloza hiicreleri ile ¢evrili sirastyla primer ve sekonder folikiiller meydana
gelmektedir. Bu donemde, tek katli diizlesmis teka hiicreleri de olugsmaya baslar. Erken
genc donem olarak tanimlanin postnatal gelisimin ikinci haftasinda folikiiller
bliylimeye devam eder ve bu asamada teka tabakasi tamamen olusur. Bu donemin
sonunda granuloza hiicrelerin arasinda bosluklarin olusmaya basladigi preantral
folikiiller gozlenmektedir (Ben-Or, 1963).

Postnatal gelisimin tliglincli haftas1 gen¢ donem (Ergenlik Oncesi veya prepuberte
olarak da bilinir.) olarak tanimlanmakta ve ovaryumda belirli morfolojik degisimler
goze carpmaktadir. Bu donemde ovaryumda, gelismekte ve farkli boyutta olan pek ¢cok
folikiil bulunmaktadir. Bu folikiiller, granuloza hiicrelerinin yiiksek mitotik aktivitesi
ve teka internadaki kilcal kan damarlarindaki artistan dolay: teka tabakasinin daha da
kalinlagsmasi ile karakterizedir. Bu donemde piknotik ¢ekirdekli granuloza hiicrelerini

iceren bazi folikiillerin atreziye ugradigi gézlemlenir (Ben-Or, 1963).

Yagh fare ovaryumlarinda ise folikiil rezervinin azalmasi ve atreziye ugrayan
folikiillerin artmasindan dolay1 ovaryum folikiillerinin toplam sayis1 azalmaktadir. Bu
donemde, folikiil sayisinin azalmasina bagli olarak oosit sayis1 ve kalitesi de
diismektedir. Yasa bagl olarak oosit kalitesinin azalmasinin en 6nemli nedenlerinden
birisi andploidi ve mayoz sirasindaki yanlis kromozom ayrilmalardir (Webster ve

Schuh, 2017). Ayrica, yaslanan fare ovaryumlarinda, reaktif oksijen tiirleri (ROS)
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artigina ve antioksidan sorumlu gen ekspresyonlarindaki azalisa bagl olarak oksidatif
hasar artmaktadir (Lim ve Luderer, 2011). Yaslanma doneminde ovaryumda meydana
gelen bu tip bozukluklar, oosit say1 ve kalitesini etkileyerek lireme fonksiyonunun

azalmasina ve sonugta fertilite 6zelliklerinde belirgin bir diisiise neden olabilmektedir.

Bu bilgiler 15181nda, ovaryal yaglanmaya bagli olarak gelisen fertilite kaybinda histon
metiltransferaz genlerinden olan Setdlb, Setd2, Cxxcl ve Setdbl’nin ekspresyon
durumlarin1 farkl yaglardaki postnatal fare ovaryum dokularinda degerlendirmeyi
amacladik. Postnatal fare ovaryumlarindaki oosit ve folikiil gelisimi, stromal alan ve
germinal epiteldeki degisimler gibi fizyolojik ve morfolojik ozellikler géz oniine
alinarak geng grup (3. hafta), ergin grup (7. hafta), geg ergin grup (18. hafta) ve yash
grup (52. ve 60. haftalar) gruplar1 olusturuldu. 11k olarak olusturulan gruplardan alinan
ovaryum dokularmin histolojik degerlendirmelerinin yapilabilmesi amaciyla
hematoksilen-eozin boyama yapildi. Daha sonra, Setdlb, Setd2, Cxxcl ve Setdbl
mRNA ekspresyonlarinin belirlenmesi i¢in kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (QRT-PCR); protein seviyelerinin belirlenmesi i¢in de immiinohistokimya
yontemi kullanildi ve elde edilen veriler tek-yonlii varyans analizi (tek-yonlii

ANOVA) parametrik testi kullanilarak degerlendirildi.

Calismanin Hipotezi

Mevcut literatiir bilgilerinden yola ¢ikilarak bu ¢alismanin hipotezi, “Postnatal hayatin
farkl1 yaslarindaki fare ovaryumlarinda Setd1b, Setd2, Cxxcl ve Setdbl genleri mRNA
ve protein dlizeyinde degisimler gosterir.” seklinde olusturulmustur. Bu hipotez
dogrultusunda, postnatal hayatin farkli yaslarindaki fare ovaryumlarinda, oosit
olgunlagmasi igin kritik bir 6neme sahip olan Setdlb, Setd2, Cxxcl ve Setdbl
genlerinin mRNA ve protein diizeyindeki ekspresyonel durumlarinin belirlenmesi
amaglanmistir. Bu calismadan elde edilebilecek sonuglar, yasla birlikte meydana gelen
fertilite kaybinda, Kmt genlerinin ekspresyonel degisimlerinin bir etkisi olup

olmadigini ortaya koyacaktir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calismamizda, Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma ve Uygulama
Merkezinden temin edilen ve standart laboratuvar kosullarinda tutulan (su ve besin
kisitlamasi olmaksizin; 12 saat aydinlik/12 saat karanlik dongiisii) 34 adet Balb/C irk1
disi fare kullanildi. Deney gruplari su sekilde olusturulmustur:

1. Geng grup (3. hafta; n=6)

2. Ergin grup (7. hafta; n=7)

3. Geg Ergin grup (18. hafta; n=7)

4. Yash grup (52. ve 60. hafta; her bir haftadan n=7)

Bu proje kapsaminda, postnatal fare ovaryum dokularinda Setdlb, Setd2, Cxxcl,
Setdbl mRNA diizeyleri kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-
PCR); SETD1B, SETD2, CFP1 (Cxxcl geni tarafindan kodlanmaktadir.) ve SETDB1

proteinlerinin diizeyi ise immiinohistokimya yontemi ile belirlenmistir.

3.2. Postnatal Fare Ovaryumlarinda Setdlb, Setd2, Cxxcl ve Setdbl mRNA
Diizeylerinin gRT-PCR ile Belirlenmesi

Calismada, postnatal hayatin geng grup (3. hafta; n=6), ergin grup (7. hafta; n=7), geg
ergin grup (18. hafta; n=7) ve yash grup (52. ve 60.haftalar; n=7 her bir haftadan)
Balb/C k1 disi farelerden steril kosullarda ve diseksiyon mikroskobu yardimiyla
ovaryumlar alindi. Her grup i¢in her fareden alinan iki ovaryumdan biri qRT-PCR

uygulamalari; digeri ise rutin parafin takibi i¢in kullanildi.

Postnatal fare ovaryum dokularinda, oosit olgunlagmasi i¢in kritik 6neme sahip olan
KMT’leri kodlayan Setdlb, Setd2, Cxxcl ve Setdbl genlerinin mRNA diizeyleri
sirastyla RNA izolasyonu, DNaz uygulamasi ve cDNA eldesinden sonra qRT-PCR ile

belirlendi.

3.2.1. Postnatal Fare Ovaryumlarindan Trizol Yontemi ile Total RNA izolasyonu
1. Postnatal ovaryumlar, steril 1.5 ml’lik tiiplere alinarak {izerlerine birer ml Trizol
reaktifi konulup; manyetik boncuklar yardimiyla MagNA Lyser cihazinda (Roche)
6500 rpm’de 30, 30 ve 15 saniyelerde iyice pargalandi.
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2. Tipler, oda 1sisinda bes dakika inkiibe edildikten sonra tizerlerine 200 pl Kloroform

eklenip; elle yavas yavas karistirildiktan sonra 3 dakika oda 1sisinda bekletildi.
3. Siire sonunda tiipler, 15 dakika, +4 °C’de, 13200 rpm’de santrifiij edildi.

4. Santrifij isleminden sonra tiipiin iistinde RNA’nin bulundugu seffaf kisim,

mikropipet ile steril 1.5 mI’lik yeni tiiplere alindi.

5. Tiiplere, 500 pl izopropanol eklenip; yavasea alt-iist edildi ve oda 1si1sinda 10 dakika
inkiibe edildi.

6. Siire sonunda, tiipler 10 dakika, +4 °C’de, 13200 rpm’de santrifiij edildi.

7. Santrifiij sonras1 tliplerin siipernatantlari atilip, geriye kalan pelet iizerine %70’1ik

etanolden 1 ml konuldu.

8. Tiipler 10 dakika, +4 °C’de, 13200 rpm’de santrifiij edildi ve siipernantlari
mikropipet yardimiyla atildu.

9. Oda 1sisinda 20 dakika bekletildikten sonra, RNA’1 igeren pelet 25 pl steril distile
su ile ¢dziildii. Izole edilen RNA’larin konsantrasyon ve saflik oranlari nanodrop
(Epoch) ile 6l¢iildii (Tablo 3.1).

10. Olgiim sonras1, ¢dziilen RNA’lar1 igeren tiipler -80°C’de saklandi.

Tablo 3.1. Postnatal fare ovaryum dokularindan elde edilen RNA’larin konsantrasyon ve saflik

degerleri
Postnatal Yas Konsantrasyon (ug/nl) | Safik (OD260/0D280)

3. hafta 0.64 1.93

7. hafta 1.82 1.95

18. hafta 2.69 1.74

52. hafta 2.87 1.26

60. hafta 2.23 1.94
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3.2.2. izole Edilen RNA’lara DNaz Uygulamasi

1. Genomik DNA’nin uzaklastirilmasi amaciyla DNaz uygulamasi gergeklestirildi.

Elde edilen RNA 10 pg miktardaki hacim
DNaz | enzimi 1l

10X DNaz I tamponu 1.1l

Distile su 12 ul’ye tamamlandi

0.2 mI’lik PCR tiipiine konulan igerikler, 37 °C’de 45 dakika inkiibe edildi.

2. Siire sonunda tiiplere 1.2 ul DNaz I inaktivasyon soliisyonundan konulup; tiipler

iyice karistirild1 ve oda 1sisinda 2 dakika inkiibe edildi.

3. Tiipler, 13200 rpm’de, +4 °C’de, 3 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrast RNA’y1
iceren siipernatantlar yeni steril tiiplere alindi. Nanodrop ile DNaz uygulanan

RNA’larin konsantrasyon ve saflik degerleri 6lgiildii (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Postnatal fare ovaryum dokularindan elde edilen RNA’larin DNaz uygulamasindan sonraki

konsantrasyon ve saflik degerleri

Postnatal Yas Konsantrasyon (ng/pl) | Safhik (OD260/0D280)
3. hafta 0.37 1.94
7. hafta 0.36 1.96
18. hafta 0.35 1.97
52. hafta 0.64 1.98
60. hafta 0.42 1.98

3.2.3. cDNA (Komplementer DNA) Eldesi
Fare ovaryumlarindan izole edilen RNA’lar, DNaz uygulandiktan sonra cDNA’ya

cevrildi.

1. DNaz uygulamas1 yapilmis olan tiiplerin her birine homojen ve esit miktarda
reaksiyon karisimi ekleyebilmek amaciyla bir ana karisim hazirlandi. Ana karigimdan

her bir tiipe 8 ul konuldu.
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icerik Hacim (ul) Son konsantrasyon (20 pl’de)
10X Tampon RT 2 1x

dNTP (2.5 mM) 4 0.5 mM
Rnaz inhibitor (10 tnite/ul) 1 10 dinite
MMLV-geri transkriptaz 1 100 iinite
Toplam 8

2. 0.2 ml’lik reaksiyon tiiplerine izole edilmis olan RNA’lardan 2 pg’lik hacimde
konularak tizerlerine 2 pl random dekamer (son konsantrasyon 5 uM olacak sekilde)
eklendi. RNA ve random dekamer karisimi, 85 °C’de 3 dakika inkiibe edildi ve

sekonder RNA kivrimlarinin agilmasi saglandi.

3. Daha sonra, her bir tiipe 8 ul ana karisimdan eklendi ve 44 °C’de 60 dakika inkiibe
edildi. Sonrasinda, 92 °C’de 10 dakika inkiibasyon sonucunda elde edilen cDNA’lar -
20 °C’de saklandi.

3.2.4. qRT-PCR Uygulama Basamaklari

Kantitatif ger¢ek zamanli PCR, goreli ve kesin mRNA miktarin1 belirlemek i¢in
siklikla tercih edilen bir yontemdir ve gen ekspresyon g¢alismalarinda yogun olarak
kullanilan giivenilir bir tekniktir. Bu ¢alismada, her hiicrede sabit miktarda eksprese
oldugu bilinen Beta Aktin gen ekspresyonu temel alinarak postnatal ovaryumlarda
Setd1b, Setd2, Cxxcl ve Setdbl mRNA’larimin goreli diizeyleri belirlendi. Postnatal
ovaryumlardan elde edilen cDNA’lar, bu asamada da kullandi. Kullanilan primer

dizileri Tablo 3.3’te verilmistir.

1. Asagida belirtilen icerikler eklenerek reaksiyon karisimi olusturuldu.

Icerik Miktar (pl)
2X SybrGreen siiper karigimi 12,5
Primer ileri (10 uM) 0.5
Primer geri (10 uM) 0.5
Niikleaz icermeyen su 10.5
cDNA 1
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Tablo 3.3. gRT-PCR asamasinda kullanilan primerler. Pi, primer ileri; Pg, primer geri; bg, baz cifti.

PCR iiriin

Gen ad1 Marka ileri ve Geri primer dizileri (5' =& 3') boyutu (bg)

Pi: TGCGTGACATCAAAGAGAAG
Beta Aktin Invitrogen 244
Ps: CGGATGTCAACGTCACACTT

Pi: CTGTTGGTGAGCTGGATGCTA

Setd1b Sentegen 172
Ps: CTGGAGTAAGCTGTGTCTTGG

Pi: TAAGGGCTGCTAAGGATCTTCC
Setd?2 Sentegen 163
Ps: GTGGCATCTATTATCTCGTCATTTT

Pi: GAACGACAGTGATGACACAGATCT
Cxxcl Sentegen 219
Ps: ACCTGGAGCCGCTTACAATA

Pi: AGGAACTTCGTCAGTACATTG
Setdbl Sentegen 216
Pe: TGTCATGATACTGTAGTCCCA

2. Setd1b, Setd2, Cxxcl, Setdbl ve Beta Aktin igin qRT-PCR uygulamasi ii¢ kuyucuklu
(triplicate) olarak gerceklestirildi. Setdlb, Setd2, Cxxcl, Setdbl ve Beta Aktin igin
hazirlanan 6rnekler QRT-PCR cihazinda (Rotor Gene Q Series Software, Corbett
Research) analiz edildi. Amplifikasyon, 40 siklusta gergeklestirildi. Ayrica, erime
egrisi analizi ile PCR firiinlerinin beklenen ve goézlenen erime sicakliklari (Tm)

karsilastirilarak, 6zgiillikleri degerlendirildi.
gRT-PCR programa:

Baslangic denatiirasyonu (1x): 95 °C’de 3 dakika

10 siklus (Touch-down uygulandi.) (-1 °C/siklus): 92 °C — 20 saniye; 65 °C — 20

saniye; 72°C — 30 saniye
30 siklus: 92 °C — 20 saniye; 55 °C — 20 saniye; 72 °C — 30 saniye

Erime egrisi: 1 siklus: 95 °C — 1 dakika; 55 °C — 1 dakika; 80 siklus (her siklusta 0.5
°C artmakta); 55 °C — 10 saniye
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3. gRT-PCR cihazinin vermis oldugu esik dongii degeri olan Ct degerlerine gore
Setdlb, Setd2, Cxxcl ve Setdbl gen ekspresyonlarmin goreli degisimleri, 244

formiilii ile hesaplandi.

ACt=Setd1lb geni Ct degeri- Beta Aktin Ct degeri formiilii ile normalize degerler
bulundu. Diger hedef genler i¢inde ayr1 ayr1 bu formiil kullanildi. AACt=ACt postnatal
giin - ACt en biiyiik deger. Bu yolla hesaplanan AACt degeri, 222! formiiliinde yerine
konularak; goreli Setd1b, Setd2, Cxxcl ve Setdbl mRNA diizeyleri belirlendi. Elde
edilen goreli degisimler i¢in parametrik bir test olan tek yonli ANOVA istatistiksel
analizi kullanilarak; postnatal ovaryum gelisim donemlerinde bu genlerin kantitatif

degisimleri belirlendi.

3.3. Postnatal Fare Ovaryumlarinda SETD1B, SETD2, CFP1 ve SETDBI1 Protein
Diizeylerinin Immiinohistokimya ile Belirlenmesi

Postnatal fare ovaryum dokularinda, SETD1B, SETD2, CFP1 ve SETDBI
proteinlerinin goreli ekspresyon diizeyleri ve hiicresel yerlesimleri immiinohistokimya

yontemi ile belirlendi.

3.3.1. Postnatal Hayatin Farkh Yaslarindaki Farelerden Ovaryumlarin
Toplanmasi ve Rutin Parafin Takibi

Rutin parafin takibi gergeklestirilen ovaryumlarin parafin bloklarindan alinan kesitler,
hematoksilen-eozin (HE) boyama ve immiinohistokimya i¢in kullanildi.Rutin parafin

takibi asagidaki sekilde gerceklestirildi:

1. Farelerden alinan ovaryumlar, Bouin fiksatifi i¢erisinde +4 °C’de 12 saat boyunca
fikse edildi.

2. Fikse olan ovaryumlar, siire sonunda dehidratasyon igin artan alkol serilerinden
(%70, %80, %90 ve %100’lik etanolden) gegirildi. Alkol serilerindeki bekletme
stireleri %70, %80 ve %90°lik etanollerde birer giin; %100’liik etanolde ise 3 saat

olarak gerceklestirildi.

3. Dehidratasyondan sonra, ksilol uygulamasi ile ovaryumlarin seffaflastiriimalari
ksilol I'de 1 dakika, ksilol II’de 1 dakika ve ksilol III’de ise 1 dakika olmak iizere
toplamda 3 dakika bekletilerek yapildi.
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4. Seffaflastirmadan sonra parafinizasyon islemi i¢in ovaryumlar, parafin I, parafin |1
ve parafin III agamalarinda, birer saat 60 °C’lik etiivde tutulduktan sonra temiz parafin

icine uygun oryantasyonda gémiiliip, parafin bloklar olusturuldu.

5. Parafin takibinden sonra 5 um kalinliginda kesitler alinip, HE boyama ile fare
ovaryum dokularinin histolojik yapilarinin genel olarak degerlendirmesini yapildi;

ayrica, dokularin immiinohistokimyasal boyamalar i¢in uygunlugu da degerlendirildi.

3.3.2. Postnatal Fare Ovaryum Kesitlerinde Hematoksilen-Eozin (HE) Boyama
Postnatal fare ovaryum Kkesitlerinin, HE boyamasi asagida anlatilan basamaklar

uygulanarak gergeklestirildi:

1. Parafin bloklardan alinan kesitleri i¢eren preparatlar, 60 °C’lik firinda 1 saat

bekletilerek; dokularin lam yiizeyine iyi bir sekilde yapismasi saglandi.
2. Daha sonra, preparatlar ksilol I ve ksilol II’de 10’ar dakika bekletildi.

3. Suya indirme (rehidratasyon) i¢in preparatlar, azalan etanol serilerinde (%100, %90,
%80 ve %70’lik etanol) beser dakika tutuldu.

4. Siire sonunda preparatlar, gesme suyunda 3x5 dakika yikandi.

5. Stiziilmiis hematoksilen boyasinda 2 dakika bekletildikten sonra preparatlar gesme
suyunda yikandi ve siire sonunda, eozin boyasinda 15 saniye tutulduktan sonra tekrar

¢esme suyunda yikandilar.

6. HE boyamasindan sonra, preparatlar %70, %80, %90 ve %100’lik artan etanol

serilerinde birer dakika tutularak, dehidratasyonlari saglandi.

7. Son olarak ksilol I ve II’de onar dakika tutulan preparatlar, Entellan ile kapatilip;
151k mikroskobunda (Zeiss) ovaryum dokularinin genel histolojik yapilar1 ve

immiinohistokimyasal boyamalar i¢in uygunlugu degerlendirildi.

3.3.3. Postnatal Fare Ovaryum Kesitlerinde immiinohistokimya Uygulamasi

Postnatal fare ovaryumlarindan alinan kesitlerde SETD1B, SETD2, CFP1 ve SETDBI
proteinlerinin immiinohistokimyasal boyamasi gerceklestirildi. Boylece, postnatal fare
ovaryum dokularinda bu proteinlerin goreli diizeyleri ve hiicresel yerlesimleri

degerlendirildi.
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Immiinohistokimya uygulamasi asagida anlatilan basamaklarda gerceklestirildi.

1. Parafin bloklardan alinan kesitleri igeren preparatlar, 60 °C’lik firinda 1 saat
bekletilerek; dokularin lam yiizeyine iyi bir sekilde yapismasi saglandi. Daha sonra,

preparatlar 1x10 dakika ksilol I ve ksilol II asamalarindan gegirildi.

2. Preparatlar, azalan alkol serilerinde (%100, %90, %80 ve %70’lik etanolde) 1x5
dakika bekletildikten sonra, 5 dakika distile suda yikandi.

3. Antijen bolgelerinin agilmasi i¢in preparatlar, Tris-EDTA (10 mM Tris ve 1 mM
EDTA) igerisinde 665 watt’a ayarli mikrodalgada 1x5 dakika kaynatildi ve sogumasi
icin ayn1 soliisyon i¢inde oda 1sisinda 25 dakika bekletildi.

4. Siire sonunda, preparatlar 1XPBS i¢inde 3x5 dakika yikandi.

5. Daha sonra, preparatlar metanol iginde hazirlanan %3’liik H2O; iginde oda 1sisinda
25 dakika bekletilerek, endojen peroksidaz aktivitesi blokland.

6. Bloklama sonrasinda preparatlar, 1 XPBS i¢inde 3x5 dakika yikandi ve kesitlerin
etrafi hidrofobik kalemle ¢izildi.

7. Yikama sonrasi, preparatlar sekonder antikorun 6zgiil olmayan baglanmalarini
onlemek i¢in UV bloklama soliisyonunda (Thermo Scientific, TP-125-HL), SETD1B
ve SETDB1 primer antikor damlatilacak kesitler i¢in 20 dakika; SETD2 ve CFP1

primer antikorlar1 i¢in de 7 dakika inkiibe edildi.

8. Bloklama sonrasinda, yikama yapilmadan Kesitlerin iizerindeki UV bloklama
soliisyonlar1 dokiiliip; primer antikorlar mikropipetle preparatlardaki kesitlerin {izerine
damlatildi. Tavsanda iiretilmis olan primer antikorlar, antikor diliiyent soliisyonu (Life
Technologies, 003118) igerisinde Tablo 3.4’te sunulan seyreltme oranlarinda

hazirlandi.

9. Primer antikor damlatilan preparatlar, gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi. Her
immiinohistokimya boyamasinda kesitlerden birisi negatif kontrol i¢in kullanildi ve

negatif kontrol olarak izotip kontrol (Sigma-Aldrich, katalog no: 15006) kullanildi.

10. Siire sonunda, preparatlarin {izerindeki primer antikor damlalar1 dokiildi ve

1XPBS’de 3x10 dakika yikandi.
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11. Daha sonra kesitlerin tizerine, 1:750 ve 1:500 diliisyon oranlarinda antikor diliiyent
soliisyonunda hazirlanan sekonder antikor (Vector lab, katolog no: BA-1000; kegide
iiretilmis, tavsana karsi ve biyotin isaretli) damlatildi ve preparatlar oda 1sisinda 1 saat

inkiibe edildi.

12. Preparatlar, sekonder antikor asamasindan sonra 1XPBS icinde 3x5 dakika

yikandi.

Tablo 3.4. immiinohistokimya uygulamasinda kullanilan primer antikor, sekonder antikor ve seyreltme

oranlari.

Primer antikor Sekonder antikor
Protein Marka/Katalog | Seyreltme Marka/Katalog Seyreltme
numarasi oranlan numarasi oranlar
Proteintech ] )
SETD1B 55005-1-AP 1:1000 1:750
Abcam ) )
CFP1 ab198977 1:1750 1:500
Vector
LifeSpan BA-1000
SETD2 Biosciences 1:500 1:500
LS-C81092
Bioss ) )
SETDB1 bs-11670R 1:500 1:750

13. Yikamadan sonra kesitlerin tizerinde streptavidin peroksidaz (Thermo, katalog no:

TS-125-HR) damlatilip, oda 1sinda 30 dakika inkiibasyonu gergeklestirildi.
14. Siire sonunda preparatlar, 1 XPBS icinde 3x5 dakika yikandi.

15. Yikama sonrasinda, kesitlerin {izerine DAB (Sigma, katalog no: D4168) damlatild:
ve reaksiyon gelisimi 151k mikroskobunda kontrol edildi. Reaksiyon gelisimi yeterli
diizeye ulastiginda, preparatlar 1XPBS icine alinarak reaksiyon durduruldu ve

ardindan hematoksilen ile zit boyama yapildi.

33



17. Son olarak preparatlar, artan alkol serilerinde (%70, %80, %90 ve %100 etanolde)
dehidrate edilip; ksilolden gegcirildikten sonra Entellan ile lamel kullanilarak kapatildi.
Kapatilan preparatlar, 151k mikroskobunda analiz edilerek; SETD1B, SETD2, CFP1 ve
SETDBL1 proteinlerinin fare ovaryum dokularindaki hiicresel yerlesimleri ve goreli
ekspresyon diizeyleri belirlendi. Ayrica, ImageJ programi ile kesitlerde analizler
yapildi ve elde edilen sayisal veriler, parametrik bir test olan tek yonliit ANOVA ile

istatistiksel agidan degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Bu ¢aligmada, postnatal hayatin geng (3. hafta), ergin (7. hafta), gec ergin (18. hafta)
ve yashh (52 ve 60. haftalar) donemlerindeki disi farelerden alinan ovaryum
dokularinda Setdlb, Setd2, Cxxcl ve Setdbl genlerinin gRT-PCR ile analizleri
yapilarak; goreli mRNA seviyeleri belirlendi. Elde edilen veriler, tek yonli ANOVA

testi ile istatistiksel agidan karsilastirildi.

4.1. Postnatal Ovaryum Dokularinda qRT-PCR Sonuglari

gRT-PCR uygulamas: ile Setdlb, Setd2, Cxxcl ve Setdbl genlerinin ekspresyon
diizeyleri belirlendi. Bu kapsamda, her hiicrede esit diizeyde eksprese edildigi bilinen
Beta Aktin ekspresyonu, normalizasyon i¢in kullanildi. Beta Aktin geni i¢in elde edilen

sigmoidal ve erime egrisi (melting curve) sonuglari sirasiyla Sekil 4.1 ve 4.2°de verildi.
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Sekil 4.1. Postnatal fare ovaryum dokularma Beta Aktin i¢in uygulanan qRT-PCR reaksiyon sonucu.
Beklenildigi gibi sigmoidal egriler olugsmustur. Bu uygulama sonucunda, negatif kontrolde 20. siklusta
bir egri olustugu goriildii; bu drnegin %1.5’lik agaroz jelde yiiriitiilmesi sonucunda 6zgiil bir bant
goriilmemistir. Boylece, bu egrinin primer dimerine bagli olarak olustugu tespit edildi.
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Derece

Sekil 4.2. Postnatal fare ovaryum dokularina Beta Aktin i¢in uygulanan qRT-PCR erime egrisi sonucu.
Bu analiz sonucunda egrilerin tek bir bolgede olustugu goriilmektedir. Bu durumda qRT-PCR
uygulamasi, 6zgiil tirlinlerin olustugunu gostermektedir. En igte goziiken egri de primer dimerine bagl
olarak olusmustur.

4.1.1. Postnatal Ovaryumlarda Goreli Setd1b ve Setd2 mRNA Ekspresyonlari

Setd1lb ve Setd2 mRNA diizeylerini belirlemek icin yapilan qRT-PCR uygulamasi
sonucunda elde edilen sigmoidal ve erime egrileri sirasiyla Sekil 4.3 ve 4.4 te sunuldu.
gRT-PCR egrilerinin sigmoidal olmas1 ve erime egrisinin sadece tek bdlgede pik

vermesi sonuglarin giivenilir ve 6zgiil oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.3. Postnatal fare ovaryum dokularina Setd1b ve Setd2 genleri i¢in uygulanan qRT-PCR sonucu.
Beklenildigi gibi sigmoidal egriler olusmustur. Bu uygulama sonucunda, negatif kontrolde herhangi bir
reaksiyon goriilmedi.

Derece

Sekil 4.4. Postnatal fare ovaryum dokularia Setd1b (ilk pik) ve Setd2 (ikinci pik) i¢in uygulanan qRT-
PCR erime egrisi sonucu. Bu analiz sonucunda egrilerin her gen i¢in de tek bir bdlgede olustugu
goriilmektedir. Bu durum, qRT-PCR ile 6zgiil tiriinlerin olustugunu gostermektedir.

Setd1lb i¢in uygulanan qRT-PCR analizleri sonucunda, elde edilen Ct (siklus esik
degeri) degerleri kullanilarak kat degisimleri hesaplandi ve tiim gruplarda Setdlb
mRNA ekspresyonunun oldugu belirlendi (Sekil 4.5). Setdlb mRNA diizeyinin, geng
gruptan geg ergin gruba dogru kademeli bir artis gosterdigi tespit edildi (P<0.001).
Geg ergin grupta en yiiksek seviyeye ulasan Setdlb mRNA diizeyi, yash grupta
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir (Sekil 4.5; P<0.001).
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Sekil 4.5. Postnatal fare ovaryumlarinda goreli Setdlb mRNA ekspresyonu. Elde edilen veriler tek
yonlit ANOVA ve Tukey post hoc testi ile istatistiksel agidan degerlendirildi. * isareti istatistiksel
anlamlilig1 ifade etmektedir. P<0.05 anlamli kabul edilmistir. Goreli Setdlb mRNA seviyesi, geng
gruptan geg¢ ergin gruba dogru kademeli ve anlamli olarak artarken; yash grupta belirgin bir diisis
gostermistir (P<0.001). ***, P<0.001.

Setd2 igin uygulanan qRT-PCR analizleri sonucunda, tiim gruplarda Setd2 mRNA
ekspresyonunun oldugu belirlendi (Sekil 4.6). Goreli Setd2 mRNA diizeyinin geng
grupta en diisiikk diizeyde oldugu, ergin grupta anlamli bir sekilde yiikseldigi
gozlemlendi (P<0.01). Ergin grupta en yiiksek diizeye ulasan goreli Setd2 mRNA
ekspresyonu, ge¢ ergin ve yash gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azalmistir (Sekil 4.6; P<0.05).
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Sekil 4.6. Postnatal fare ovaryumlarinda géreli Setd2 mRNA ekspresyonu. Elde edilen veriler tek yonli
ANOVA ve Newman-Keuls post hoc testi ile istatistiksel agidan degerlendirildi. * igareti istatistiksel
anlamlilig1 ifade etmektedir. P<0.05 anlamli kabul edilmistir. Goreli Setd2 mRNA seviyeleri, geng
gruptan yasli gruba kadar dalgali bir dagilim gostermistir (P<0.05). *, P<0.05; **, P<0.01.

4.1.2. Postnatal Ovaryumlarda Goreli Cxxcl ve Setdbl mRNA Ekspresyonlari
Cxxcl mRNA ekspresyonunu belirlemek i¢in yapilan qRT-PCR uygulamasi

sonucunda elde edilen sigmoidal ve erime egrileri sirasiyla Sekil 4.7 ve 4.8°de sunuldu.

0,05 -

Goreli Floresan Diizeyi

ooo]

Siklus

Sekil 4.7. Postnatal fare ovaryum dokularina Cxxc1 geni i¢in uygulanan qRT-PCR sonucu. Beklenildigi
gibi, sigmoidal egriler olugsmustur. Bu uygulama sonucunda negatif kontrolde herhangi bir reaksiyon
goriilmedi.
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Sekil 4.8. Postnatal fare ovaryum dokularma Cxxcl geni i¢in uygulanan qRT-PCR’in erime egrisi
sonucu. Bu analiz sonucunda, gRT-PCR uygulamasinda 6zgiil iriinler olustugu tek bir alanda pik
alinmast ile tespit edildi.

Tiim gruplarda Cxxcl mRNA ekspresyonunun oldugu belirlendi (Sekil 4.9). Goreli
Cxxcl mRNA diizeyi, ergin grupta genc gruba gore kismen azalmis; ergin gruptan
yaslt gruba dogru ise kademeli bir artis gostermistir. Bu degisimler, istatistiksel olarak

anlamli bulunmamigtir (P>0.05).
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Sekil 4.9. Postnatal fare ovaryumlarinda goreli Cxxcl mRNA ekspresyonu. Elde edilen veriler, tek
yonlit ANOVA ve Tukey post hoc testi ile istatistiksel agidan degerlendirildi. Goreli Cxxcl mMRNA
diizeyinin, gruplar arasinda farkli olmadigi gézlendi (P>0.05).
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Setdbl mRNA diizeyini belirlemek i¢in yapilan qRT-PCR uygulamasi sonucunda elde
edilen sigmoidal ve erime egrileri sirastyla Sekil 4.10 ve 4.11°de sunuldu.
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Sekil 4.10. Postnatal fare ovaryum dokularma Setdbl geni igin uygulanan qRT-PCR sonucu.
Beklenildigi gibi sigmoidal egriler olusmustur. Bu uygulama sonucunda, negatif kontrolde herhangi bir

reaksiyon goériilmemistir.
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Sekil 4.11. Postnatal fare ovaryum dokularina Setdbl geni i¢in uygulanan qRT-PCR erime egrisi
sonucu. Bu analiz sonucunda, qRT-PCR uygulamasinda 6zgiil iiriinler olustugu goriilmektedir.

Setdbl i¢in uygulanan qRT-PCR analizleri sonucunda, tiim gruplarda Setdbl mRNA
ekspresyonunun oldugu belirlendi (Sekil 4.12). Geng grupta en diisiik diizeyde olan
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goreli Setdbl mRNA diizeyi, ergin ve geg ergin gruplarda yilikselmis (P<0.001); yash
grupta da en yiiksek diizeye ulasmistir (Sekil 4.12; P<0.001).
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Sekil 4.12. Postnatal fare ovaryumlarinda goreli Setdbl mRNA ekspresyonu. Elde edilen veriler, tek
yonlii ANOVA ve Newman-Keuls post hoc testi ile istatistiksel acidan degerlendirildi. * isareti
istatistiksel anlamlilig1 ifade etmektedir. P<0.05 anlamli kabul edilmistir. Goreli Setdbl mRNA
seviyesinin gen¢ gruptan yash gruba dogru kademeli ve istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1
tespit edildi (P<0.001). *, P<0.05; ***, P<0.001.

4.2. Postnatal Ovaryum Dokularinda SETD1B, SETD2, CFP1 ve SETDBI1
Protein Diizeylerinin Belirlenmesi

Bu c¢aligmada, immiinohistokimyasal boyamalar icin fare ovaryum dokularinin
uygunlugunu degerlendirmek amaciyla 6ncelikle hematoksilen-eozin (HE) boyama
yapildi (Sekil 4.13). HE boyama ile ovaryumlarin histolojik yapis1 ve morfolojileri
incelendi. Yapilan degerlendirmeler neticesinde, ovaryumlarin genel histolojik
yapilarinin immiinohistokimyasal boyanma i¢in uygun oldugu goriildii. Geng grup
ovaryumlarda, antral folikiil hari¢ tiim folikiil tiplerinin var oldugu belirlendi. Ergin
ve gec ergin grup ovaryumlarda ise antral folikiil de dahil olmak iizere tiim folikiil
tipleri ve Korpus luteum ve korpus albikans gibi yapilar da gézlemlendi. Yash grupta
ise (52. haftada), korpus luteum yapilarinda artis; folikiil sayisinda azalmalar goze
carpmustir. Diger bir yagli grup olan 60. haftalik ovaryumda folikiil sayilarinda diisiis,
azalan korpus luteum ve artmis korpus albikans yapilari eslik etmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Postnatal geng grup (3. hafta), ergin grup (7. hafta), ge¢ ergin grup (18. hafta) ve yash grup
(52. ve 60. haftalar) fare ovaryum dokularinin hematoksilen-eozin ile boyanmis drnek goriintiileri.
Ovaryumlarin, normal histolojik yapida olduklar: tespit edildi. Goriintiiler, 40X orijinal biiyiitmede
cekilmistir ve skala bar 100 pm uzunlugundadir.

4.2.1. Postnatal Ovaryumlarda Goéreli SETD1B Ekspresyonu

Postnatal hayatin farkli yaslarindaki ovaryum dokularinda yapilan SETDI1B
immiinohistokimya boyamasi neticesinde, bu proteinin gelisimin farkli agamalarindaki
folikiillerin tamaminda (primordiyal, primer, sekonder, preantral ve antral), korpus
luteum ve korpus albikans gibi ovaryum yapilarinda eksprese edildigi gozlenmistir
(Sekil 4.14A). Hiicresel agidan degerlendirme yapildigi zaman; SETD1B proteininin,
germinal epitel hiicrelerinde, stromal alandaki bazi hiicrelerde, granuloza ve teka
hiicrelerinde, korpus luteum hiicrelerinde (teka lutein ve granuloza lutein) ve farkli
folikiillerde yerlesik olan oositlerin ¢ekirdeklerinde yogun bir ekspresyon gosterdigi
belirlendi (Sekil 4.14A).

SETD1B’ye ait immiinohistokimyasal boyanmalar, ImageJ programi ile analiz edilip
tek yonlii ANOVA, Tukey post hoc testi ile istatistiksel agidan degerlendirildi. Geng
gruptan yasli gruba dogru total alandaki SETD1B ekspresyonu, kademeli bir sekilde
azalmaktadir (Sekil 4.14B; P<0.001). SETD1B proteininin geng grupta en yiiksek
seviyedeyken, yash grupta en diisiik seviyede oldugu belirlendi.
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Sekil 4.14. Postnatal fare ovaryumlarinda SETD1B ekspresyonu. A. SETD1B proteininin geng, ergin,
gec ergin ve yash grup ovaryumlarda hiicresel yerlesimi. B. Total alanda SETD1B goreli ekspresyon
diizey analizi. C. Primordiyal folikiillerde, oosit sitoplazmasi ve ¢ekirdeginde ve granuloza hiicrelerinde
SETDI1B ekspresyon diizey analizi. D. Primer folikiillerde, oosit sitoplazmasi ve g¢ekirdeginde ve
granuloza hiicrelerinde SETDI1B ekspresyon diizey analizi. E. Sekonder folikiillerde, oosit sitoplazmasi
ve ¢ekirdeginde, granuloza ve teka hiicrelerinde SETDI1B ekspresyon diizey analizi. F. Preantral
folikiillerde, oosit sitoplazmasi ve ¢ekirdeginde, granuloza ve teka hiicrelerinde SETD1B ekspresyon
diizey analizi. G. Antral folikiillerde, oosit sitoplazmas1 ve ¢ekirdeginde, granuloza ve teka hiicrelerinde
SETDIB ekspresyon diizey analizi. Elde edilen veriler total alan, primordiyal, primer, sekonder,
preantral ve antral folikiillerde tek yonliit ANOVA ve Tukey post hoc testi ile istatistiksel agidan
degerlendirildi. P<0.05 anlamli kabul edildi. * isareti istatistiksel anlamliligi gostermektedir. **,
P<0.01; *** P<0.001’i ifade etmektedir. NK, negatif kontrol; G, geng grup; E, ergin grup; GE, geg
ergin grup; Y, yash grup; S, sitoplazma; C, ¢ekirdek. Gériintiiler, 200X orijinal biiyiitmede ¢ekilmistir
ve skala bar 50 um uzunlugundadir.

SETDI1B protein seviyesi, gelisimin farkli asamalarindaki folikiiller (primordiyalden
antral asamaya kadar), oositler, granuloza ve teka hiicrelerinde ayr1 ayri
degerlendirildi. Geng gruptan yasli gruba kadar tiim gruplarda primordiyal folikiilden
antral folikiil asamasina kadar folikiiller, oositler (sitoplazma ve c¢ekirdek
degerlendirmeleri de dahil), granuloza ve teka hiicrelerindeki SETD1B ekspresyonlari
arasinda herhangi bir fark belirlenmemistir (Sekil 4.14C-G; P>0.05). SETD1B protein
ekspresyonu stromal alan ile ovaryumun temel bilesenlerinden olan germinal epitel,
stromal ve luteal (granuloza lutein ve teka lutein) hiicrelerde de degerlendirildi (Sekil
4.15). Yash grubun stromal alanindaki SETDIB seviyesinin, geng ve ergin gruplara
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha diisiik oldugu belirlendi (Sekil
4.15A; P<0.05). Bununla birlikte, stromal hiicreler ile granuloza ve teka lutein
hiicrelerinde SETD1B protein diizeyi agisindan bir fark bulunmamistir (Sekil 4.15B;
P>0.05).
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Sekil 4.15. Stromal alan ile ovaryum hiicrelerinde goreli SETD1B ekspresyon analizi. A. Geng gruptan
yasl gruba kadar, stromal alandaki SETD1B ekspresyon analizi. B. Geng gruptan yash gruba kadar
germinal epitel, stromal hiicreler, granuloza lutein ve teka lutein hiicrelerindeki SETD1B ekspresyon
analizi. Elde edilen veriler, tek yonlii ANOVA, Newman-Keuls post hoc testi ile istatistiksel agidan
degerlendirildi. * isareti istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir. *, P<0.05’i ifade etmektedir. G, geng
grup; Er, ergin grup; GE, gec ergin grup; Y, yaslt grup.
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4.2.2. Postnatal Ovaryumlarda Géreli SETD2 Ekspresyonu

Postnatal hayatin farkli yaslarindaki ovaryum dokularinda yaptigimiz SETD2
immiinohistokimya boyamalarinda: bu proteininin gelisimin farkli agamalarindaki
folikiillerin tamaminda (primordiyalden antral asamaya kadar), korpus luteum ve
korpus albikans yapilarinda eksprese edildigi gozlendi (Sekil 4.16A). Hiicresel agidan
degerlendirme yapildigi zaman: SETD2’nin, germinal epitel hiicrelerinde, stromal
alandaki hiicrelerde ve oositlerde sitoplazmik yerlesim gosterdigi belirlendi.
Granuloza ve teka hiicrelerinde, luteal (teka lutein ve granuloza lutein) hiicrelerinde
de sitoplazmik bir yogunluk goriildii. Bu bilgilere ek olarak, SETD2’in ovaryum
hiicrelerinde genel olarak zayif bir ¢ekirdek boyanmasi da vardi (Sekil 4.16A).

Total alandaki SETD2 diizeyi, geng¢ gruptan ergin gruba dogru artmis, sonrasinda ise
yash gruba dogru kademeli bir sekilde azalmistir (Sekil 4.16B). Ayrica, ergin gruptaki
SETD2 protein seviyesi yash grup ile kiyaslandiginda anlamli olarak daha yiiksek
bulundu (Sekil 4.16B; P<0.001).
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Sekil 4.16. Postnatal fare ovaryumlarinda SETD2 ekspresyonu. A. SETD2 proteininin geng, ergin, ge¢
ergin ve yagh grup fare ovaryumlarinda hiicresel yerlesimi. B. Total alanda géreli SETD2 ekspresyon
analizi. C. Primordiyal folikiillerde, oosit sitoplazma ve g¢ekirdegi ile granuloza hiicrelerinde goreli
SETD2 ekspresyon analizi. D. Primer folikiillerde, oosit sitoplazma ve ¢ekirdegi ile granuloza
hiicrelerinde goreli SETD2 ekspresyon analizi. E. Sekonder folikiillerde, oosit sitoplazma ve ¢ekirdegi
ile granuloza ve teka hiicrelerinde goreli SETD2 ekspresyon analizi. F. Preantral folikiillerde, oosit
sitoplazma ve ¢ekirdegi ile granuloza ve teka hiicrelerinde géreli SETD2 ekspresyon analizi. G. Antral
folikiillerde, oosit sitoplazma ve gekirdegi ile granuloza ve teka hiicrelerinde goreli SETD2 ekspresyon
analizi. Total alan, primordiyal, primer, sekonder ve antral folikiillerden elde edilen veriler, tek yonlii
ANOVA ve Tukey post hoc testi; preantral folikiillerden elde edilen veriler ise Newman-Keuls post hoc
testi ile istatistiksel acidan degerlendirildi. * isareti istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir. *, P<0.05;
** P<0.01’i ifade etmektedir. G, geng grup; E, ergin grup; GE, ge¢ ergin grup; Y, yash grup; S,
sitoplazma; C, c¢ekirdek. Goriintiiler 200X orijinal biiylitmede cekilmistir ve skala bar 50 pm
uzunlugundadir.

Primordiyal folikiiller ve oositlerindeki SETD2 protein seviyeleri, geng gruptan yaslh
gruba kadar dalgalanmalar gosterse de bunlar anlamli bulunmamistir (Sekil 4.16C;
P>0.05). Aymi folikiillerin granuloza hiicrelerinde SETD2 diizeyi, ergin ve yash
gruplarda ge¢ ergin gruba gore anlamli diizeyde daha yiiksek bulunmustur (Sekil
4.16C; P<0.05). Primer folikiiller ve oositlerindeki SETD2 protein seviyelerinde de
gen¢ gruptan yash gruba kadar anlamli bir farklilik tespit edilmedi (Sekil 4.16D;
P>0.05). Granuloza hiicrelerindeki SETD2 diizeyinin ise ergin gruptan (P<0.01) yash
gruba (P<0.05) dogru kademeli bir sekilde azaldigi belirlendi (Sekil 4.16D; P>0.05).
Benzer olarak; sekonder folikiiller, oosit, granuloza ve teka hiicrelerindeki SETD2
protein ekspresyonu, dalgalanmalar gosterse de istatistiksel bir fark bulunmamistir

(Sekil 4.16E; P>0.05).

Preantral folikiillerde en yiiksek SETD2 ekspresyonu ergin grupta, en diisiik ise geng
grupta gozlemlendi (Sekil 4.16F). Preantral folikiillerdeki SETD2 protein seviyesi
gen¢ gruba kiyasla ergin grupta istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis
gosterdikten sonra yasli gruba dogru kademeli bir sekilde azalmistir (Sekil 4.16F;
P<0.001). Bununla birlikte, oositteki SETD2 protein seviyelerinin geng gruptan yash
gruba kadar neredeyse benzer seviyelerde oldugu belirlenmistir (Sekil 4.16F; P>0.05).
Ayrica, ergin grup granuloza hiicrelerinin, geng¢ gruba kiyasla istatistiksel olarak
anlamli derecede daha yiliksek SETD2 ekspresyonu gosterdigi belirlendi (P<0.05).
Teka hiicrelerinde ise geg ergin grubun geng gruba gore daha yiiksek SETD2 eksprese
ettigi ortaya konulmustur (Sekil 4.16F; P<0.05). Antral folikiillerdeki SETD2 protein
ekspresyonu ile ilgili yaptigimiz analizler sonucunda: folikiil, oositler, granuloza ve

teka hiicrelerinde anlamli bir degisim gézlenmemistir (Sekil 4.16G).

48



Atretik folikiillerdeki SETD2 protein seviyesinin ise gen¢ gruptan yasl gruba dogru
kademeli bir sekilde arttigi gozlemlendi (Sekil 4.16H; P<0.01). Oosit ve teka
hiicrelerinde ise geng gruptan yasli gruba kadar belirgin bir degisim belirlenmemistir.
Granuloza hiicrelerinde yapilan degerlendirmeler sonucunda, SETD2 protein
seviyesinin geng gruptan yasli gruba dogru kademeli bir sekilde arttigi belirlendi (Sekil
4.16H). Ayrica, yasli ve geg ergin gruplara ait granuloza hiicrelerinin, geng gruba gore
daha yiiksek SETD2 eksprese ettigi gézlendi (P<0.05).

SETD2 protein ekspresyonu, stromal alan ile germinal epitel, stromal ve luteal

(granuloza lutein ve teka lutein) hiicrelerde ayr1 ayri degerlendirildi (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Stromal alan ile ovaryum hiicrelerinde géreli SETD2 ekspresyonu. A. Geng gruptan yasl
gruba kadar, stromal alandaki goreli SETD2 ekspresyon analizi. B. Geng gruptan yaslh gruba kadar,
germinal epitel, stroma, granuloza lutein ve teka lutein hiicrelerindeki géreli SETD2 ekspresyon analizi.
Elde edilen veriler, tek yonliit ANOVA, Tukey post hoc testi ile istatistiksel agidan degerlendirildi. *
isareti istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir. *, P<0.05; **, P<0.01; *** P<0.001’1 ifade etmektedir.
G, geng grup; E, ergin grup; GE, gec ergin grup; Y, yasl grup.

Geng gruptan yagh gruba kadar stromal alan ile germinal epiteldeki SETD2 protein
seviyelerinde onemli degisimler gozlenmemistir (Sekil 4.17A ve B). Granuloza lutein
hiicrelerindeki SETD2 protein seviyeleri degerlendirildigi zaman: yasli grupta ergin
gruba gore daha yiiksek oldugu tespit edildi (Sekil 4.17B; P<0.05). Teka lutein
hiicrelerinde ise ergin (P<0.001) ve yash (P<0.01) gruplarda ge¢ ergin gruba gore daha
yiiksek SETD2 ekspresyonu oldugu belirlendi (Sekil 4.17B; P<0.01).

4.2.3. Postnatal Ovaryumlarda Géreli CFP1 Ekspresyonu

Postnatal hayatin farkli yaslarindaki ovaryum dokularinda yaptigimiz CFP1
immiinohistokimya boyamalar1 neticesinde, bu proteininin gelisimin farkh
asamalarindaki folikiillerin tamaminda (primordiyal, primer, sekonder, preantral ve
antral), korpus luteum ve korpus albikans yapilarinda eksprese edildigi gozlendi (Sekil

4.18A). Hiicresel agidan degerlendirme yapildigi zaman: CFP1’in, germinal epitel
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hiicrelerinde, stromal alandaki hiicrelerde ve oositlerde ¢ekirdekte yerlesim gosterdigi
belirlendi. Ayn1 sekilde, granuloza, teka ve luteal (granuloza lutein ve teka lutein)

hiicrelerinde de ¢ekirdek agirlikli bir yerlesim gostermistir (Sekil 4.18A).

Total alandaki CFP1 ekspresyon seviyesinin, geng gruptan yash gruba dogru kademeli
bir sekilde azaldigi belirlendi (Sekil 4.18B; P<0.01 ve P<0.001). Ayrica, SETD2
protein diizeyi gen¢ grupta en yiiksekken, yash grupta en diisiik diizeyde oldugu
belirlendi. Primordiyal folikiillerde, oositler ve granuloza hiicrelerinde CFP1 protein
seviyeleri, gen¢ gruptan yash gruba kadar belirgin bir fark gostermemistir (Sekil
4.18C; P>0.05). Primer folikiillerdeki CFP1 protein diizeyi geng gruptan ergin gruba
kismen yiikselmis ve sonrasinda yaslt gruba dogru kademeli bir sekilde azalmigtir
(Sekil 4.18D). Ayrica, yash grup primer folikiillerde ergin gruba gdre daha diisiik
CPF1 ekspresyonu oldugu tespit edildi (P<0.05). Primer folikiillerin oosit
cekirdegindeki goreli CFP1 seviyesi geng gruptan yasli gruba dogru kademeli bir
sekilde azalmig (P<0.05); yash grupta ise en diisiik seviyeye ulasmistir (P<0.05).
Gruplar arasinda oosit sitopazmasi i¢in O6nemli bir fark belirlenmemisken; geng
gruptaki granuloza hiicrelerinin ergin (P<0.05), ge¢ ergin (P<0.01) ve yash (P<0.01)
gruplara gore anlamli sekilde daha yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 4.18D).

Sekonder folikiil ve oositlerindeki CFP1 seviyelerinde, geng gruptan yasl gruba kadar
onemli bir degisim goriilmemistir (Sekil 4.18E). Bununla birlikte, granuloza
hiicrelerindeki CFP1 seviyelerinin geng gruptan yaslh gruba dogru kademeli bir sekilde
azaldig1 ve geng grubun yash gruba gore daha yiiksek ekspresyona sahip oldugu ortaya
konuldu (P<0.01). Teka hiicrelerinde yapilan analizlerde ise geng grubun ge¢ ergin
gruba gore daha yiiksek CFP1 seviyesine sahip oldugu goriildii (Sekil 4.18E; P<0.05).
Preantral, antral ve atretik folikiillerdeki CFP1 protein ekspresyonu, folikiiller,
oositler, granuloza ve teka hiicrelerinde ekspresyonel dalgalanmalar gosterse de bu

degisimler anlamli bulunmamustir (Sekil 4.18F-H).
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Sekil 4.18. Postnatal fare ovaryumlarinda CFP1 ekspresyonu. A. CFP1 proteininin geng, ergin, geg
ergin ve yasli grup fare ovaryumlarinda hiicresel yerlesimi. B. Total alanda CFP1 goreli ekspresyon
analizi. C. Primordiyal folikiillerde, oosit sitoplazmasi ve g¢ekirdegi ile granuloza hiicrelerinde CFP1
goreli ekspresyon analizi. D. Primer folikiillerde, oosit sitoplazmasi ve ¢ekirdegi ile granuloza
hiicrelerinde CFP1 goreli ekspresyon analizi. E. Sekonder folikiillerde, oosit sitoplazmasi ve ¢ekirdegi
ile granuloza ve teka hiicrelerinde CFP1 goreli ekspresyon analizi. F. Preantral folikiillerde, oosit
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sitoplazmasi ve ¢ekirdegi ile granuloza ve teka hiicrelerinde CFP1 goreli ekspresyon analizi. G. Antral
folikiillerde, oosit sitoplazmasi ve ¢ekirdegi ile granuloza ve teka hiicrelerinde CFP1 goreli ekspresyon
analizi. Elde edilen veriler, tiim folikiillerde tek yonliit ANOVA ve Tukey post hoc testi ile istatistiksel
acidan degerlendirildi. * isareti istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir. *, P<0.05; **, P<0.01; ***,
P<0.001’i ifade etmektedir. G, gen¢ grup; E, ergin grup; GE, ge¢ ergin grup; Y, yash grup; S,
sitoplazma; C, c¢ekirdek. Goriintiller 200X orijinal biiylitmede c¢ekilmistir ve skala bar 50 pm
uzunlugundadir.

CFP1 protein ekspresyonu, germinal epitel, stromal, luteal (granuloza lutein ve teka
lutein) ovaryal hiicrelerinde ve stromal alanda da ayr1 ayr1 degerlendirildi (Sekil 4.19).
Elde edilen veriler, One-way ANOVA, Tukey post hoc testi ile istatistiksel agidan
degerlendirildi.
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Sekil 4.19. Stromal alan ile ovaryum hiicrelerinde goreli CFP1 ekspresyonu. A. Geng gruptan yash
gruba kadar, stromal alandaki CFP1 ekspresyon analizi. B. Geng gruptan yaslh gruba kadar germinal
epitel, stromal ve luteal (granuloza lutein ve teka lutein) hiicrelerdeki CFP1 ekspresyon analizi. Elde
edilen veriler, tek yonlii ANOVA, Tukey post hoc testi ile istatistiksel agidan degerlendirildi. Gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (P>0.05). G, geng grup; E, ergin grup; GE, geg¢ ergin grup; Y,

yaslt grup.
CFP1 protein ekspresyonu stromal alanda, germinal epitel, stromal ve luteal
(granuloza lutein ve teka lutein) ovaryum hiicrelerinde ayr1 ayr1 degerlendirildi (Sekil

4.19). Gerek stromal alanda gerekse hiicresel analizler sonucunda, gruplar arasinda

CFP1 protein diizeyleri bakimindan énemli bir fark belirlenmedi (Sekil 4.19A ve B).

4.2.4. Postnatal Ovaryumlarda Goreli SETDB1 Ekspresyonu

Postnatal hayatin farkli yaslarindaki ovaryum dokularinda yaptigimiz SETDB1
immiinohistokimya boyama neticesinde, bu proteininin gelisimin farkh
asamalarindaki folikiillerde (primordiyalden antral asamaya kadar), korpus luteum ve
korpus albikans yapilarinda eksprese edildigi gozlendi (Sekil 4.20A). Hiicresel agidan
degerlendirme yapildigi zaman; SETDB1’in, germinal epitel hiicrelerinde, stromal
alandaki bazi hiicrelerde ¢ekirdek ve sitoplazma yerlesimli oldugu belirlendi.

Oositlerde ise sitoplazmada yogunluk gosterdigi tespit edildi. SETDB1 proteini

52



granuloza ve teka hiicrelerinde, luteal (teka lutein ve granuloza lutein) hiicrelerinde ise

genellikle ¢ekirdek agirlikli bir yerlesim gosterdigi izlendi (Sekil 4.20A).

Geng gruptan yasl gruba dogru goreli total SETDBI seviyesinin kademeli bir sekilde
azaldig1 belirlendi (Sekil 4.20B; P<0.001). SETDBI1 protein seviyesinin geng grupta
en yliksek, yash grupta en diisiik seviyede oldugu goriildii (Sekil 4.20B). Primordiyal
folikiillerde, oositlerin ¢ekirdeginde ve granuloza hiicrelerinde SETDBI1 protein
ekspresyonu, gen¢ gruptan yash gruba kadar belirgin bir fark gostermemistir (Sekil
4.20C). Fakat, oositlerin sitoplazmalarindaki SETDB1 diizeyi gen¢ grupta ergin
(P<0.01) ve geg ergin (P<0.05) gruplara gore daha yiiksek bulundu. Benzer olarak,
primer folikiillerde, oositlerin ¢ekirdeginde ve granuloza hiicrelerinde SETDBI1
ekspresyonu acisindan gruplar arasinda anlamli bir degisim belirlenmedi (Sekil
4.20D). Fakat, oositlerin sitoplazmalarindaki SETDB1 seviyesi gen¢ gruptan yaslh
gruba dogru kademeli bir sekilde azaldi (P<0.05).
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Sekil 4.20. Postnatal fare ovaryumlarinda SETDBI ekspresyonu. A. SETDBL1 proteininin geng, ergin,
gec ergin ve yash grup ovaryumlarda hiicresel yerlesimi. B. Total alanda SETDB1 goreli ekspresyon
analizi. C. Primordiyal folikiillerde, oosit sitoplazmasi ile ¢ekirdeginde ve granuloza hiicrelerinde
SETDBL ekspresyon analizi. D. Primer folikiillerde, oosit sitoplazmast ile ¢ekirdeginde ve granuloza
hiicrelerinde SETDB1 ekspresyon analizi. E. Sekonder folikiillerde, oosit sitoplazmast ile ¢ekirdeginde,
granuloza ve teka hiicrelerinde SETDB1 ekspresyon analizi. F. Preantral folikiillerde, oosit sitoplazmasi
ile ¢ekirdeginde, granuloza ve teka hiicrelerinde SETDBL ekspresyon analizi. G. Antral folikiillerde,
oosit sitoplazmast ile ¢ekirdeginde, granuloza ve teka hiicrelerinde SETDB1 ekspresyon analizi. Elde
edilen veriler, total alanda, primordiyal, primer ve antral folikiillerde, tek yonlit ANOVA, Tukey post
hoc testi; sekonder folikiillerde Newman-Keuls post hoc testi; preantral folikiillerde ise Bonferroni post
hoc testi ile istatistiksel agidan degerlendirildi. * isareti istatistiksel anlamliligi gostermektedir. *,
P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001°i ifade etmektedir. G, gen¢ grup; E, ergin grup; GE, ge¢ ergin grup;
Y, yash grup; S, sitoplazma; C, ¢ekirdek. Goriintiiler, 200X orijinal bityilitmede ¢ekilmistir ve skala bar
50 um uzunlugundadir.

Sekonder folikiillerde SETDBI1 protein ekspresyonunun geng gruba kiyasla ergin, ge¢
ergin ve yasl gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha diisiik oldugu
goriildii (Sekil 4.20E; P<0.001). Oositlerin sitoplazmalarindaki SETDB1 seviyesi,
geng gruptan yasli gruba dogru kademeli bir sekilde azalmistir (P<0.05). Oositlerin
cekirdeginde belirgin bir fark gozlenmezken; granuloza hiicrelerindeki SETDBI
protein seviyesinin gen¢ gruptan yash gruba dogru kademeli bir sekilde azaldigi
belirlendi (P<0.05). Teka hiicrelerinde ise geng grupta SETDB1’in en yiiksek seviyede
oldugu tespit edildi (Sekil 4.20E; P<0.001). Preantral folikiillerde ve granuloza
hiicrelerinde bu proteinin diizeyi geng gruptan yash gruba dogru genel olarak
azalmistir (Sekil 4.20F; P<0.05). Teka hiicrelerinde SETDB1 ekspresyonunun geng
grupta en yiiksek seviyede oldugu belirlenirken (P<0.01) oositlerin sitoplazma ve
¢ekirdeginde gruplar arasinda belirgin bir degisim izlenmemistir (Sekil 4.20F). Antral
folikiillerdeki SETDB1 seviyelerinin ergin ve ge¢ ergin gruba kiyasla yash grupta
istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiik oldugu belirlendi (Sekil 4.20G;
P<0.001). Qositlerdeki sitoplazmik SETDB1 seviyesinin ergin gruptan yash gruba
dogru kademeli bir sekilde azaldig1 belirlenirken (P<0.05); oositlerin gekirdegi ile teka
hiicrelerinde gruplar arasinda bir fark tespit edilmedi. Bununla birlikte, yash grup
granuloza hiicrelerin ergin ve gec¢ ergin gruplara kiyasla daha disik SETDBI
seviyesine sahip oldugu belirlendi (Sekil 4.20G; P<0.001). Atretik folikiiller, oositler,
granuloza ve teka hiicrelerinde gruplar arasinda anlamli bir degisim bulunmamistir

(Sekil 4.20H; P>0.05).

SETDB1 protein ekspresyonu stromal alan ile germinal epitel, stromal ve luteal
(granuloza lutein ve teka lutein) hiicrelerde ayr1 ayr1 degerlendirildi (Sekil 4.21A ve
B). Bu degerlendirmeler sonucunda gruplar arasinda dalgalanmalar gézlense de bu

degisimler anlamli bulunmadi (P>0.05).
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Sekil 4.21. Stromal alan ile ovaryum hiicrelerinde goreli SETDB1 ekspresyonu. A. Geng gruptan yasl
gruba kadar, stromal alandaki SETDBL1 ekspresyon analizi. B. Geng gruptan yash gruba kadar germinal
epitel, stromal hiicreler ile granuloza lutein ve teka lutein hiicrelerindeki SETDBL1 ekspresyon analizi.
Elde edilen veriler, tek yonli ANOVA, Tukey post hoc testi ile istatistiksel agidan degerlendirildi.
P<0.05 anlamli kabul edilmistir. G, geng grup; E, ergin grup; GE, ge¢ ergin grup; Y, yaslt grup.
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada, oosit olgunlasmasinda énemli gorevleri olan Setd1b, Setd2, Cxxcl ve
Setdb1 genlerinin mRNA ve protein diizeyleri postnatal fare ovaryum dokularinda ilk
defa detayl bir sekilde degerlendirilmistir. Setd1b, Setd2 ve Setdbl genlerinin mMRNA
diizeylerinin genel olarak postnatal gen¢ grupta belirgin bir sekilde az oldugu
gbzlemlenmistir. Geng grupta bu genlerin mRNA diizeylerinin az olmasinin temel
nedenlerinden birinin bu genleri eksprese eden ovaryum hiicrelerinin geng grupta daha
diisiik sayida olmasindan kaynakli olabilecegi diistiniilmektedir. Geng grup
ovaryumlar (3 haftalik), diger postnatal gruplara gore folikiil sayist (Antral folikiiller
bulunmamaktadir.) ve hiicresel i¢erik bakimindan farkliliklar gésterebilmektedir (de
Bruin ve ark., 2004; Tatone ve ark., 2008). Bu nedenle, geng grup ovaryumlarda
granuloza, teka ve stromal hiicrelerin diger gruplara gore goreceli olarak daha az
sayida oldugu oOngorilmektedir. Ergin, ge¢ ergin ve yashh gruplarda; geng
ovaryumlarda goriilmeyen, antral folikiil ve korpus luteuma 6zgii olan granuloza lutein
ve teka lutein hiicrelerinin varhigi gozlemlenmektedir. Bu durumlar dikkate
alindiginda; bu genlerin mRNA diizeylerinin azliginin temelinde, bu genleri eksprese
eden hiicre say1 ve c¢esitliginin azligimmin ve folikiil icerik farkliligindan kaynakli

olabilecegi diisliniilmektedir.

Ayrica, Setd1b, Setd2 ve Setdbl genlerinin mRNA diizeylerinin postnatal geng grupta
az olmasinin nedenlerinden birinin de sirasiyla SETD1B, SETD2 ve SETDB1 protein
seviyelerinin genel olarak artisindan kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir. Bilindigi
gibi, yiiksek protein seviyesi daha fazla mRNA’ya ihtiyag olmadigi anlamina
gelmektedir (Maier ve ark., 2009; Liu ve ark., 2016). Bu durum ise translasyonel
kontrol mekanizmalar1 ile gergeklestirilmektedir. Benzer olarak, Cxxcl geninin
mRNA diizeyinin ise ergin grupta en diisiik oldugu gézlemlenmistir. Bu diisiisiin de
CFP1 protein miktarinin ayn1 grupta yiiksek diizeyde olmasindan kaynakli olabilecegi

kanisinday1z.

Postnatal gen¢ gruptan geg ergin gruba kadar Setdlb mRNA diizeyinin kademeli bir
sekilde artt181, yash grupta ise belirgin bir sekilde azaldig: tespit edildi. Benzer sekilde,
Setd2 mRNA diizeyinin ergin grupta en yiiksek seviyeye ulastiktan sonra yash grupta

dikkate deger bir azalma gosterdigi belirlendi. Bu azalmalarin olasi nedenlerinden
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birisi, ovaryal yaslanma ile birlikte artan folikiil atrezisi ve folikiil sayisinin azalmasi
(Banerjee ve ark., 2014; Urzua ve ark., 2020) kaynakli olabilecegi kanisina varildi.
Yaslanmayla birlikte folikiil sayisinin azalmasina bagli olarak bu genleri eksprese
eden folikiillerin, dolayisiyla granuloza ve teka hiicreleri gibi belirli hiicrelerin
azalmasi, Setd1lb ve Setd2 mRNA diizeylerinin yash grupta diismesine etki etmis
olabilir. Setd1b’nin transkripsiyonel aktivite iliskili H3K4me3’ii olusturdugu (Hanna
ve ark., 2021) ve benzer sekilde, Setd2’nin de transkripsiyonel aktivite iliskili
H3K36me3 isaretlerini olusturdugu (Carvalho ve ark., 2013) goz 6niine alindiginda;
yaslanmayla birlikte genel gen ekspresyonunun azalmasi (Stegeman ve Weake, 2017),
transkripsiyonel aktivite iligkili bu genlerin yaslanma doneminde azalmasinin

nedenlerinden biri olabilir.

Cxxcl mRNA diizeyinin postnatal ergin gruptan yash gruba kadar kademeli bir sekilde
arttigl ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli bir artis olmadigi belirlendi. Cxxcl
mRNA diizeyindeki bu kismi artigin, proteindeki azalmadan kaynakli olabilecegi
diisiniilmektedir. Setdbl mRNA diizeyinin ise geng¢ gruptan yashi gruba dogru
kademeli bir sekilde artarak yash grupta dikkate deger bir artis gosterdigi gozlemlendi.
Bu artisgin, SETDB1’in  heterokromatin  olusumunda ve transkripsiyonun
baskilanmasinda gorev aldigi bilgisi (Ichimura ve ark., 2005) g6z Oniinde
bulunduruldugunda yasla birlikte genel gen ekspresyonunun azalmasiin (Stegeman
ve Weake, 2017) nedenlerinden biri olabilecegi tahmin edilmektedir. Bununla birlikte,
postnatal yash grupta Setdbl mRNA diizeyindeki bu artisin nedenlerinden birinin de
azalan protein diizeyini ylikseltmek icin transkripsiyonel aktivitenin artirilmasindan

kaynakl1 olabilecegi diistiniilmektedir.

Bu c¢alismada, postnatal ovaryum dokularinda, stromal alanda, gelisimin farklh
asamalarindaki folikiillerde, oositlerde, granuloza ve luteal hiicrelerde (granuloza
lutein ve teka lutein) SETD1B, SETD2, CFP1 ve SETDBL1 proteinlerinin hiicre igi
dagilimi ve géreli diizeyleri de degerlendirildi. Ilk olarak transkripsiyonel aktivite ile
iliskili H3K4me3 metilasyonunu gerceklestiren SETDIB proteini analiz edildi.
Yapilan literatiir taramalaria gore, SETD1B proteininin ovaryum dokularinda analiz
edildigi bir caligma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, SETD1B proteininin ovaryum
dokularinda total alanda, postnatal geng gruptan yasli gruba kadar kademeli bir sekilde
azaldig1; geng grupta en yiiksek, yasli grupta en diisiik seviyede oldugu belirlendi.
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SETDI1B araciligi ile gerceklestirilen H3K4me3 isaretlerinin, fare oosit olgunlagsmasi
icin gerekli belirli gen ekspresyonlarinin gergeklesmesi igin gerekli oldugu
belirtilmistir (Hanna ve ark., 2021). Brici ve ark. (2017), Setd1b’nin nakavt edildigi
fare oositlerinde; kisa ig ipliklerinin olusumu, NSN-tip kromatinden SN-tip kromatine
geciste diizensizlikler, organel dagiliminin bozuldugunu gdsteren sitoplazmik
graniillerin varligi, zona pellusidadaki diizensizlikler ve 0ositin niiklear ve sitoplazmik
olgunlasmasinda bozulmalar meydana geldigini rapor etmislerdir (Brici ve ark., 2017).
Bu dogrultuda, yaslanmayla birlikte oogenez boyunca oositte meydana gelen
olgunlasma bozukluklarina (Miao ve ark., 2009), KMT’lerden biri olan SETD1B’nin
postnatal yasli grupta protein diizeyinde azalma goOstermesinin etkisi olabilecegi
diisiiniilmektedir. SETD1B, total alanda yash grupta belirgin bir azalma gosterirken;
folikiil ve hiicre diizeyinde bir degisiklik olmamasinin gen¢ gruptan yaslh gruba kadar
ovaryumlardaki folikiiler ve luteal icerigin sayisal olarak farkli olmasindan
kaynaklanabilecegi diistinlilmektedir. Ergin gruba kiyasla, gec ergin ve yaslh gruplarda
korpus luteum yapilarinin fazlaligi ve bu yapilarda boyanmayan birtakim granuloza ve
teka lutein hiicrelerinin bulunmasi bu disiinceyi desteklemektedir. Bununla birlikte,
SETDIB i¢in stromal hiicre diizeyinde gruplar arasinda bir fark yokken; stromal
alanda bu proteininin geng ve ergin gruba kiyasla, yash grupta belirgin bir sekilde
azaldig1 tespit edildi. Total alandaki azalmaya stromal alandaki ekspresyonel

azalmanin da katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir.

SETD?2, fare oositlerinde bazi genlerin transkripsiyonel aktivasyonu i¢in H3K36me3
metilasyonu katalizler ve mayotik olgunlagsmanin ger¢eklesmesine katki saglar (Li ve
ark., 2018). Diao ve ark. (2018) SETD2’nin, NSN-tip domuz oosit ¢ekirdeginde yogun
bir ekspresyon gosterdigini; SN, MI ve MII oositlerin ¢ekirdeklerinde ise bu
yogunlugun olmadigini rapor etmislerdir (Diao ve ark., 2018). SETD2 SN, Ml ve Ml
oositlerde sitoplazmik bir dagilim da gostermistir. Bu dagilim, bu proteinin oosit
olgunlagmasinin  belirli asamalarinda transkripsiyonel siireci diizenledigini
gostermektedir. Fare oositlerinde Setd2 mRNA diizeyinin siRNA kullanilarak
azaltilmasi; ig iplikleri olusumunda diizensizlikler, yanlis kinetokor-mikrotiibiil
baglanmasi, kromozomlarin yanlis hizalanmas1 ve polar cisim atilim oraninda azalma
gibi olumsuzluklara sebep olarak oosit olgunlasmasinin bozuldugu gézlenmistir (Li ve
ark., 2018). Xu ve ark. (2019), maternal SETD2 eksikliginin fare oositlerinde

H3K36me3 seviyesinin azalmasina, MII oosit sayisinin diigmesine ve oositlerde
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normal olmayan DNA metilom kurulmasina neden oldugunu belirtmislerdir (Xu ve
ark., 2019). Diao ve ark. (Diao ve ark., 2018)’nin bulgulariyla uyumlu olarak,
calismamizda da SETD2 proteininin oositlerde agirlikli olarak sitoplazmik yerlesim
gosterdigi belirlendi. Bununla birlikte total alanda SETD?2 protein seviyesinin, ergin
gruba kiyasla yaslh grupta anlaml bir sekilde azaldigin1 gézlemledik. Ayrica, primer
folikiillerin granuloza hiicrelerinde SETD2 protein seviyelerinin yagh grupta belirgin
bir sekilde azaldigi, primordiyal folikiillerin granuloza hiicrelerinde ise ge¢ ergin
grubunda azalma gosterdikten sonra yasli grupta anlamli bir artis gosterdigi
belirlenmistir. Preantral folikiillerde ise ergin gruptaki belirgin artigtan sonra yash
grupta anlamli bir azalma gostermesi dikkati cekmistir. Ilging bir sekilde, atretik
folikiillerde ve granuloza hiicrelerinde SETD2 seviyeleri, geng gruptan yash gruba
kadar kademeli bir sekilde artmaktadir. SETD2 nin transkripsiyonel aktivasyon iligkili
rol oynadig1 ve atretik folikiillerde pek ¢ok genin ekspresyonunun arttigi (Hatzirodos
ve ark., 2014) goz oniine alindiginda; atretik folikiillerdeki bu artigin, 6liime giden
hiicrelerin tiim hiicresel yolaklarin1 aktive etmek istemesi ile iliskili olabilecegi
diigiiniilmektedir. SETD2, granuloza lutein hiicrelerinde geng¢ gruptan yash gruba
dogru belirgin bir sekilde artmis, teka lutein hiicrelerinde ise ergin ve yash gruplara
kiyasla gec ergin grupta anlamli diizeyde azalmistir. Bu bulgular, SETD2 diizeyinin
postnatal hayatin farkli donemlerinde dinamik bir ekspresyon dagilimi gosterdigi ve
bu dagilimin farkli hiicre i¢i yolaklarla diizenlendigini gostermektedir. Yash gruptaki
SETD2 diizeyinin azalmasi ya da artmasinin fizyolojik Ooneminin belirlenmesine
yonelik yeni ve detayli calismalara gereksinim oldugu diisiincesindeyiz. Bu
caligmalarin her hiicre tipi i¢in ayr1 ayr1 yapilmasi; SETD2’nin yaglanma siirecindeki
degisimler iizerinde olumlu ya da olumsuz etkilerinin ortaya konulmasi i¢in énemli

olacaktir.

CFP1, memeli SET1 kompleksinin bir bilesenidir ve gelismekte olan fare oositlerinde
H3K4me3 metilasyonunu diizenler (Yu ve ark., 2017; Sha ve ark., 2018). Yu ve ark.
(2017)’'nin yaptig1 c¢aligmada, maternal CFP1 eksikligi; H3K4me3 isaretlerinin
azalmasina ve oositlerin sitoplazmik olgunlagmasinda, maternal mRNA temizligi ve
DNA (de)metilasyonu ile iligkili baz1 genlerin ekspresyonlarinda bozulmalara neden
olmustur (Yu ve ark., 2017). Aymi ¢alismada, CFP1 eksikligi olan fare oositlerinde
transkripsiyonun biiyiik Ol¢iide azaldigi rapor edilmistir. Bu c¢alismada, CFP1

proteininin postnatal geng gruptan yasli gruba kadar kademeli bir sekilde azalarak yash
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grupta en diisiik seviyeye ulastig1 belirlendi. CFP1 proteinin yash grupta belirgin bir
sekilde azalmasi, ovaryumdaki transkripsiyonel aktiviteyi etkileyebilecegi ve bu
durumunda biyolojik yaslanma ile ovaryum hiicrelerinin fonksiyonlarinda ortaya

cikan diisiisiin alt yapisinda yer alabilecegini gostermektedir.

Farkli bir ¢calismada, oosite 6zgli CFP1 eksikligi; ig iplikleri olusumu ve kromozom
hizalanmasinda bozulmalara ve MI asamasinda mayotik tutuluma neden olmustur (Sha
ve ark., 2018). Bizim c¢alismamizda, primordiyal, preantral, antral ve atretik
folikiillerde bir fark bulunmazken; primer folikiillerde, granuloza hiicrelerinde ve oosit
cekirdegindeki CFP1 diizeyi yash grupta belirgin bir sekilde azalmistir. Ayrica,
sekonder folikiillerin granuloza ve teka hiicrelerinde yash gruptaki CFP1 seviyelerinin
belirgin bir sekilde azaldig1 belirlendi. Yasla birlikte oosit kalitesinin azaldig: dikkate
alindiginda (Simsek-Duran ve ark., 2013); belirli folikiillerde, granuloza hiicreleri ve
oositteki CFP1 protein seviyelerinin azalmasinin oosit kalitesindeki diisiis ile iligkili
olabilecegi tahmin edilmektedir. Bununla birlikte, Sha ve ark. (2018)’nin yaptigi
calisgmada, CFP1 proteininin oositlerde sitoplazma ve yogun olarak da g¢ekirdekte
yerlesim gosterdigi izlenmistir (Sha ve ark., 2018). Bu calisma ile uyumlu olarak,
bizim bulgularimizda da CFP1 proteininin oositlerde zayif bir sitoplazmik yerlesim,

cekirdekte ise yogun bir ekspresyon gosterdigi belirlendi.

SETDBI, transkripsiyonu baskilayan H3K9 metilasyonunu katalizler ve fare oosit
mayotik olgunlagmasi i¢in gerekli maternal bir faktordiir (Kim ve ark., 2016).
SETDBI, gelismekte olan oositlerde yiliksek diizeyde eksprese edilir ve mayotik
ilerlemeyi inhibe eden bir fosfataz olan hiicre bélinme dongiisii 14B (CDC14B)
ekspresyonunu dogrudan baskilar (Kim ve ark., 2016). Bu ¢alismada, SETDB1’in
oosite 6zgii nakavtl, GV ve MI asamasinda mayotik tutulumlara neden olmustur ve bu
mayotik tutulumlarin  CDC14B ekspresyonundaki artistan kaynakli oldugu
bildirilmistir. Bununla birlikte, SETDB1 eksikligi olan oositlerde genel H3K9me2
seviyesi azalmigs ve bu oositler artmis DNA hasari, normal olmayan ig iplikleri
olusumu ve yanlis kromozom hizalanmasi sergilemislerdir. Benzer sekilde, SETDBI
eksikliginin, fare oositlerinde genel H3K9me2 seviyesinin azalmasina ve mayotik
olgunlagmanin bozulmasina neden oldugu da rapor edilmistir (Eymery ve ark., 2016).
Bizim ¢aligmamizda, total alandaki SETDB1 protein seviyesi yasl grupta belirgin bir

azalma gosterdi. Bu azalmanin, yaslanmayla birlikte gelisen oositlerin mayotik
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olgunlagmasinin bozulmasina neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica, sekonder,
preantral, antral folikiller ile primordiyal ve primer folikiillerin oosit sitoplazmasinda;
sekonder folikiillerin oosit sitoplazmasi, granuloza ve teka hiicrelerinde; preantral
folikiillerin granuloza ve teka hiicrelerinde; antral folikiillerin oosit sitoplazmasi ve
granuloza hiicrelerindeki SETDBI1 protein seviyeleri yasl grupta 6nemli derecede
azalma gostermistir. Bu bulgular ve oosit ile granuloza hiicreleri arasindaki yakin
iletisim de g6z Oniine alindiginda; oosit yaslanmasinin nedenlerinden birisinin, oosit
ve diger ovaryum hiicrelerindeki SETDBL seviyelerinin yaslanmayla birlikte azalmasi

olabilecegi kanisindayiz.

Sonug olarak, oosit olgunlasmasi, folikiil gelisimi ve erken embriyogenezde dnemli
gorevleri olan Setdlb, Setd2, Cxxcl ve Setdbl mRNA ve proteinlerinin farkli
yaslardaki postnatal fare ovaryumlarindaki uzamsal ve zamansal ekspresyon
dagilimlan ilk defa detayli bir sekilde ortaya konulmustur. Ovaryal yaslanmada, bu
genlerin ekspresyonel degisimlerinin (artts ve azaliglar) etkisi olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu ekspresyonel degisimlerin molekiiler alt yapisinin
aydinlatilmasi, yaslanma siireciyle birlikte gelisen fertilite kaybinin 6nlenmesine ya da
yavaglatilmasina yonelik yeni tedavi stratejilerinin  gelistirilmesine katkilar

saglayabilecektir.

62



6. SONUC ve ONERILER

Tez ¢alismamizda, postnatal ovaryum dokularinda oosit mayotik olgunlagmasinda
kritik gorevlere sahip histon KMT’lerden olan Setd1b, Setd2, Cxxcl ve Setdbl mRNA
ve protein seviyeleri detayl bir sekilde incelenerek; zamansal ve uzamsal ekspresyon
dagilimlar1 detayli bir sekilde arastirilmistir. Calismadan elde edilen sonuclar ve

Oneriler, maddeler halinde asagida sunulmustur.

1. Setd1lb gen ekspresyonu, gen¢ gruptan ergin gruba dogru kademeli bir sekilde
artarak, ergin grupta en yiiksek seviyeye ulast1 ve yashi grupta belirgin bir azalma

gosterdi.

2. SETDI1B proteininin tiim gruplarda: gelisimin farkli asamasindaki folikiillerin
oositleri, granuloza ve teka hiicrelerinde, ayrica stromal ve luteal hiicrelerde
(granuloza lutein ve teka lutein) agirlikli olarak ¢ekirdekte; zayif bir sekilde de

sitoplazmada yerlesim gosterdigi tespit edildi.

3. SETDI1B proteini total alanda, geng gruptan yasl gruba dogru kademeli bir sekilde
azalarak yagh grupta en diisiik seviyeye ulasmistir. Primordiyal, primer, sekonder,
preantral ve antral folikiiller ile bu folikiillerin oositleri, granuloza ve teka
hiicrelerinde, ayrica germinal epitel, stromal ve luteal hiicrelerde (granuloza lutein ve
teka lutein) SETD1B protein seviyeleri a¢isindan anlamli bir fark bulunmadi. Stromal
alandaki SETD1B protein seviyesinin, gen¢ gruptan yasl gruba dogru kademeli bir
sekilde azaldig1 belirlendi. Bu proteininin, ovaryum hiicrelerinde histon lizin
metilasyonundaki gorevinin tam olarak aydinlatilmasina ve olast diger

fonksiyonlarinin belirlenmesine yonelik yeni ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

4. Setd2 mRNA seviyesinin geng grupta en diigiik, ergin grupta en yiiksek; ge¢ ergin

ve yasl gruplarda ergin gruba kiyasla belirgin bir azalma gosterdigi ortaya konuldu.

5. SETD2 proteinin tiim gruplarda, gelisimin farkli asamasindaki folikiillerin oositleri,
granuloza ve teka hiicrelerinde, ayrica stromal ve luteal hiicrelerde (granuloza lutein

ve teka lutein) yogun olarak sitoplazmik yerlesim gosterdigi tespit edildi.

6. SETD2 proteininin total alanda, ergin grupta en yiiksek seviyede oldugu; yash gruba
dogru kademeli bir sekilde azaldigi gdézlemlendi. Primordiyal folikiillerde SETD2
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protein seviyeleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamakla birlikte;
primordiyal folikiillerin granuloza hiicrelerinde, geng, ergin ve yash gruplara kiyasla
gec ergin grupta belirgin bir azalma vardi. Benzer sekilde, primer folikiillerde SETD2
protein seviyeleri agisindan belirgin bir fark bulunmamakla birlikte; bu folikiillerin
granuloza hiicrelerinde yash grupta ergin ve geg¢ ergin gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli bir azalma go6zlendi. Sekonder ve antral folikiillerde ve bu folikiillerin
oositleri, granuloza ve teka hiicrelerinde anlamli bir degisim bulunmamistir. SETD2
proteini, ergin gruba ait preantral folikiillerde en yliksek seviyedeyken, yash grupta
ayni folikiil tipinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma gostermistir; bu folikiillerin
granuloza hiicrelerinde ergin grupta, teka hiicrelerinde ise ge¢ ergin grupta 6nemli bir
artis dikkati ¢ekmistir. Atretik folikiiller ve granuloza hiicrelerindeki SETD2 protein
seviyesinin geng¢ gruptan yasl gruba dogru belirgin bir sekilde arttig1 tespit edildi.

7. SETD2 proteininin gen¢ grup granuloza lutein hiicrelerinde en diistik, yash grupta
en yiiksek seviyede oldugu; gec ergin grup teka lutein hiicrelerinde ise en yiiksek
seviyede oldugu belirlendi. SETD2 proteini tarafindan gergeklestirilen H3K36me3
isaretinin, postnatal gelisimin farkli yaslarindaki ovaryum hiicrelerinde tanimlanmast:
bu proteininin ilgili hiicrelerdeki fonksiyonel Onemini ortaya koyacagi

diisiincesindeyiz.

8. CFP1 proteininin, gelisimin farkli asamalarindaki folikiillerin tamaminda
(primordiyalden antral asamaya kadar), korpus luteum ve korpus albikans yapilarinda
eksprese edildigi gozlendi. CFP1’in ovaryum hiicrelerinde yogun olarak cekirdekte

yerlesim gosterdigi belirlendi.

9. CFP1 proteini total alanda, gen¢ gruptan yash gruba dogru kademeli bir sekilde
azalarak yagli grupta en diisiik seviyeye ulasmustir. Primer folikiiller ve bu folikiillerin
oosit ¢ekirdegindeki ve granuloza hiicrelerindeki CFP1 seviyelerinin ergin gruptan
yash gruba dogru belirgin bir azalma gosterdigi tespit edildi. Sekonder folikiillerin
granuloza ve teka hiicrelerindeki CFP1 seviyeleri, geng grupta en yiiksek diizeydedir.
CFP1 proteininin histon lizin metilasyonunda DNA baglanma domaini olarak islev
gordiigli goz oniine alindiginda, bu proteinin ovaryum hiicrelerinde etkilesimde oldugu
proteinlerin tanimlanmasina yonelik yeni caligmalara gereksinim duyulmaktadir. Bu
caligmalarin, CFPI’in bu hiicrelerdeki fonksiyonunun ayrintili bir sekilde

tanimlanmasina katki saglayabilecegi diigiincesindeyiz.
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10. Setdbl ekspresyonunun, gen¢ grupta en diisiik seviyedeyken yasli gruba dogru
kademeli bir sekilde artarak yasli grupta en yiiksek seviyeye ulastigi belirlendi.

11. SETDBI proteininin gelisimin farkli asamalarindaki folikiillerde (primordiyalden
antral asamaya kadar), korpus luteum ve korpus albikans yapilarinda eksprese edildigi
gbzlendi. Bu proteinin, ovaryum hiicrelerinde sitoplazma ve cekirdekte yerlesim

gosterdigi ortaya konuldu.

12. SETDBI proteini total alanda, geng gruptan yash gruba dogru azalma gostermistir.
Primordiyal folikiillerin oosit sitoplazmasindaki SETDBI1 seviyesi, yash grupta
belirgin bir disiis gostermistir. Benzer sekilde, primer folikiillerin oosit
sitoplazmasindaki SETDBI1 seviyeleri gen¢ gruptan yashi gruba dogru kademeli bir
sekilde azalarak, yasli grupta istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmstir.
Sekonder folikiiller ve bu folikiillerin oosit sitoplazmasi ile granuloza ve teka
hiicrelerindeki SETDB1 seviyeleri yasl grupta belirgin bir azalma gosterdi. SETDB1
proteini, preantral folikiiller ve bu folikiillerin granuloza ve teka hiicrelerinde yaslh
grupta istatistiksel olarak anlamli bir azalma gdsterdi. Antral folikiiller ile bu
folikiillerin oosit sitoplazmasi ve granuloza hiicrelerinde ise SETDB1 proteininin yaslh
grupta belirgin bir azalma gosterdigi tespit edildi. SETDB1’in, postnatal ovaryum
dokularindaki ekspresyon durumu bu c¢aligmayla ortaya konulmakla birlikte; bu
proteinin hiicre i¢i yerlesimi ve translasyonel kontroliiniin hangi hiicre i¢i yolaklarla
gerceklestirildigini  tanimlamaya yonelik yeni arastirmalarin  gerekli oldugu

kanisinday1z.
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