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ABSTRACT

Asadova,N. (2023). Determination of the Effect of Circadian Rhythm Disruption on Follicular
Development in the Ovary in Mice via the Hippo Signaling Pathway,Yeditepe University,
Institute of Health Sciences, Department of Histology and Embryology, Master Thesis, Istanbul.
The circadian rhythm serves to control many physiological and biological cycles in humans and
mammals. The circadian rhythm system consists of two parts: the central clock (SCN) and the
peripheral clock. The rhythmic functioning of the central circadian clock is important for the
development of the female reproductive system and the regulation of events that occur there. In the
female reproductive system this rhythmicity is very tightly linked to the light-dark cycle. In the ovary,
circadian clock function is often associated with steroidogenesis, folliculogenesis, cellular
differentiation, response to gonadotropins and ovulation. In our study, we hypothesized that the effect
of circadian rhythm disruption on ovarian and follicle development may be related to the hippo
signaling pathway and mTERT. We aimed to show the effect of circadian rhythm disruption on
follicular development in the ovary through the hippo signaling pathway and to show mTERT
expression in mice. In our thesis study, 20 female Balb/c mice of 6-8 weeks of age entering the estrous
cycle were used. We designed two experimental groups: The control group (n=10) with 12:12 h
light/dark cycle and in the experimental group (n=10) with 12:12 h light/dark cycle. At the end of the
experimental period, the mice were dissected and ovarian tissues were isolated. The left ovaries of the
subjects were placed in fixative for morphological analysis and immunofluorescence staining, while
the left ovarian tissue was isolated for quantitative real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR).
The localization of PER2, YAP1, TEAD4 and mTERT was determined by immunofluorescence
staining, while the expression of YAPI, TEAD4 and mTERT and the expression of circadian rhythm
genes BMALI, CLOCK, PER2 and CRY were determined at mRNA level by qRT-PCR. All evaluations
between 12:12 h light/dark cycle control and 12:12 h light/dark cycle experimental groups were
performed using ImageJ and GraphPad programs. The data obtained were statistically evaluated by
Student's t test (p<<0.05). Immunofluorescence results showed that PER2 expression was decreased,
indicating that the circadian rhythm was disrupted. Hippo signaling pathway proteins YAP1 expression
was decreased and TEAD4 expression was increased in the experimental group compared to the
control group. We also showed that mTERT expression was increased. When the expressions of YAP/,
TEAD4, mTERT, BMALI, CLOCK, PER2 and CRYI were evaluated at the mRNA level, no significant
change was found. In conclusion, we demonstrated that the effect of circadian rhythm disruption on
ovarian and follicle development in mice may be mediated through the Hippo signaling pathway at
the translational level, suggesting that there may be an inverse relationship between circadian rhythm
disruption and mTERT. In conclusion, we suggested that the Hippo signaling pathway and its
relationship with mTERT may have important role to understanding ovarian patologies depend on the

circadian clock changes.

Key words: Circadian Rhythm, Ovary, Hippo Signaling Pathway, mTERT,
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OZET

Asadova, N. (2023). Farede Sirkadiyen Ritmin Bozulmasinin Ovaryumda Folikiil Gelisimi
Uzerindeki Etkisinin Hippo Sinyal Yolagi Uzerinden Belirlenmesi. Yeditepe Universitesi, Saghk

Bilimleri Enstitiisii, Histoloji ve Embryoloji Anabilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi, istanbul.

Sirkadiyen ritim insanlarda ve memeli hayvanlarda birgok fiziyolojik, biyolojik dongiileri kontrol
etmeye yarar. Sirkadiyen ritim sistemi, merkezi saat (SCN) ve periferik saat seklinde iki kisimdan
olusmaktadir. Disi lireme sisteminin gelisimi ve burada olan olaylarin diizenlenmesi igin merkezi
sirkadiyen saatin ritmik olarak isleyisi 6nemlidir. Digi tireme sisteminde bu ritmiklik 1gik-karanlik
dongiisine ¢ok siki bir sekilde baghdir. Ovaryumda sirkadiyen ritim fonksiyonu genellikle
steroidogenez, folikiilogenez, hiicresel farklilasma, gonadotropinlere yanit ve ovulasyon ile iliskilidir.
Yaptigimiz ¢alismada sirkadiyen ritim bozulmasmin ovaryum ve folikiil gelisimi {izerinde etkisini,
hippo sinyal yolagi ve mTERT etkisinin olabilecegini hipotez ettik. Farede sirkadiyen ritim
bozulmasmin ovaryumda folikiiler gelisim {izerindeki etisinin hippo sinyal yolagi {izerinden
gostermeyi ve mTERT ekspresyonunu gostermeyi amagladik. Tez ¢aligmamizda 6strus siklusuna giren
6-8 haftalik 20 adet disi Balb/c fareler kullanilmigstir. Kontrol grubu (n=10) adet olmaklal2:12 saat
aydinlik/karanlik dongiisii olmakla ve 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiisii olan, deney grubu (n=10)
olmakla sirkadiyen ritim bozulmasi saglanmustir. Deney siiresinin sonunda fareler diseke edilerek
ovaryum dokular1 izole edildi. Deneklerin sol ovaryumlart morfolojik analiz ve immiinofloresan
boyama yapmak iizere doku takibi i¢in fiksatif igerisine alinirken, sol ovaryum dokusu kantitatif
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qQRT-PZR) yonteminde kullanilmak iizere izole edildi.
PER2, YAP1, TEAD4 ve mTERT lokalizasyonu immiinofloresan yontem kullanilarak belirlenirken,
qRT-PCR yontemi ile YAPI, TEAD4 ve mTERT ekspresyonlar ile sirkadiyen ritim genleri BMALI,
CLOCK, PER2 ve CRY’in ekspresyonlart mRNA diizeyinde gosterildi. 12:12 saat aydinlik/karanlik
dongiisii olan kontrol ve 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiisii olan deney gruplar1 arasindaki tiim
degerlendirmeler, ImageJ ve GraphPad programlari kullanilarak yapildi. Elde edilen veriler, student’s
t testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi (p<0.05). Immiinofloresan sonuglarimiza gore; PER2
ekspresyonunun azaldigi ve bununla da sirkadiyen ritmin bozulmus oldugu gosterildi. Hippo sinyal
yolag1 proteinleri YAP1 ekspresyonun azaldigini ve TEAD4 ekspresyonnun deney grubunda kontrole
kiyasla arttigin1 degerlendirdik. Ayni sekilde mTERT ekspresyonunun da arttigini gosterdik. YAPI,
TEAD4, mTERT, BMALI, CLOCK, PER2 ve CRYI’in ekspresyonlart mRNA diizeyinde
degerlendirildiginde anlamli bir degisime rastlanmadi. Sonug olarak, sirkadiyen ritim bozulmasinin
farede ovaryum ve folikiil gelisimi iizerindeki etkisinin, translasyonel seviyede Hippo sinyal yolagi
iizerinden gergeklesebilecegini gosterdik. Bununla birlikte sirkadiyen ritim bozulmasi ile mTERT
arasinda ters orantili bir iligkinin olabilecegini diisiindiirmektedir. Sonug¢ olarak, Hippo sinyal
yolagmin ve mTERT ile iliskisinin, sirkadiyen saat degisikliklerine bagli ovaryum patolojilerini

belirlemek i¢in 6nemli bir role sahip olabilecegini 6ne siirdiik.

Anahtar Kkelimeler: Sirkadiyen Ritim, Ovaryum, Hippo Sinyal Yolagi, mTERT.
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1.GIRIS VE AMAC

Disilerdeki iireme sistemi, oositin olgunlasmasi, ovulasyon, seks hormonlarinin
tiretilmesi, fertilizasyondan sonra gelisen embriyo ve fetusun korunarak doguma hazir
hale gelmesinden sorumludur. Disi genital sistemi; i¢c ve dig genital yapilardan
olusmaktadir (1). Ovaryumlar; oogenezin, folikiilogenezin, ovulasyonun gergeklestigi ve
seks hormonlarinin salgilandigi disi gonadlardir. Ovaryumlar, korteks ve medulla olarak
adlandirilan iki kisimdan olusmaktadir. Kortekste gelisimin farkli asamalarinda bulunan
folikiiller izlenirken, i¢cteki medullada ise kan damarlar1 ve bag dokusu bulunur (2).

Sirkadiyen ritim diinyanin doniisine uyum saglamak icin gecerli bir yoldur (3).
Sirkadiyen ritim, sadece diinyanin dis ortaminda meydana gelen 24 saatlik degisimlere
bir tepki degil, aynm1 zamanda organizmalarda bulunan zamanlama sisteminin bir
pargasidir (4). Bu zamanlama sistemi, organizmalarin hayatta kalmasi i¢in ¢cok dnemlidir,
clinkii organizmalarin c¢evrelerindeki giindiiz ve gece ile iliskili olast fiziksel
degisikliklere adapte olmalarina yardimci olur (3). Bunun yanisira, sirkadiyen saat
disfonksiyonu uyku, istah ve duygusal kontrolde anormalliklere neden olur (5, 6).

Ovaryumlarin birbiriyle iligkili iki 6nemli islevi vardir: olgun oositlerin
iiretilmesi, dollenme ve ardindan implantasyonun gergeklesebilecegi bir i¢ ortam yaratan
hormonlarin iiretilmesidir. Son ¢aligmalarda ovaryumlarda, 6zellikle graniiloza hiicreleri,
teka hiicreleri ve oositler dahil olmak tizere folikiil hiicrelerinde sirkadiyen saat genlerinin
giinliik saliimlart gosterilmistir (7, 8). Diger sistemlerde oldugu gibi, sirkadiyen saat,
iireme sisteminin kontrol ve diizenleme mekanizmasi i¢in ¢ok 6nemlidir (9). Memelilerde
tireme basarisi i¢in sirkadiyen ritmin dongiileri, ovulasyon zamani es bulmay: ve cinsel
duyarlilig: etkiler (10).

Hippo sinyal yolagi gelismekte olan organlarda hiicre cogalmasini, hiicre go¢iinii,
farklilasmasini ve doku biiylime siireglerini sinirlandirir. Bu islevlere ek olarak, Hippo
sinyal yolagindaki diizensizlik, anormal hiicre biiylimesi ve neoplaziye neden olarak
timor olusumuna yol agmaktadir (11).

Memelilerde, Hippo sinyal yolagi ana unsuru bir kinaz kaskadidir. Bu kinaz
kaskadinda, biiyiik timor baskilayici 1/2 (LATS 1/2: Drosophila Wts homologu), memeli
Ste20 benzeri kinazlar 1/2 (MST1/2) tarafindan fosforillenir ve aktive edilir. iki
transkripsiyonel koaktivatdor YAP ve PDZ-baglayic1 motifli transkripsiyonel koaktivator
TAZ (Drosophila Yki'nin iki homologu) inhibe edilmistir. YAP ve TAZ aktive
olduklarinda birbirleriyle etkilesime girerek TEAD (TEA domain family member)
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transkripsiyon faktorii ile bir kompleks olusturur ve hiicre ¢cogalmasi, gocii ve hayatta
kalmasinda rol oynayan bir¢ok genin ekspresyonunu uyarir (12).

Telomerler, kromozomal stabilite ve hiicrenin hayatta kalmas1 i¢in gerekli olan
kromozomal uglardaki koruyucu basliklardir. Telomerler, bir katalitik alt birim (TERT),
bir RNA sablonu (TERC) ve diger iliskili proteinleri iceren bir riboniikleoprotein
kompleksi olan telomeraz tarafindan yenilenir (13). Telomeraz, kromozomlarin 3’ ucuna
hekzametrik TTAGGG tekrarlarini ekleyerek telomer uzunlugunu korur (14). Cogu doku
ve hiicrede TERT, telomeraz kompleksinin sinirlayici bir bilesenidir ve telomeraz
aktivitesi TERT mRNA ve protein seviyeleri ile iliskilidir. Insanlarda telomerler bir
yaslanma saati gorevi goriir ¢linkli somatik hiicrelerin ¢ogunda telomeraz ekspresyonu
yoktur ve telomerleri birbirini izleyen hiicre boliinmelerinde giderek kisalir.

Arastirdigimiz  tiim  literatiir  bilgilerine dayanarak calismamizda, farede
sirkadiyen ritim bir hafta siirekli 151k maruziyeti ile bozulmasinin ovaryumda folikiiler
gelisim tizerindeki etisini Hippo sinyal yolagi ve mTERT ekspresyonunu ile gdstermeyi

amagladik.
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2.GENEL LITERATUR BiLGiSi

2.1. Disi Ureme Sistemi ve Ovaryumlar

Disi iireme sistemi, farkli organlardan olusan oldukga iyi gelismis bir sistemdir.

Disi iireme sistemi, oosit liretimi, gelismekte olan embriyonun desteklenmesi ve disi

fertilitesi icin oldukca 6nemlidir (15). Disi genital sistemi; i¢ ve dis genital yapilardan

olusmaktadir (1).

2.1.1 Ovaryumun Anatomisi

Disi iireme sisteminin en iglevsel birimi olan ovaryumlar, déllenme ve embriyonik

gelisim icin gerekli olan steroid hormon salinimi ve oosit iiretimi gorevlerini iistlenirler.
Disilerde pelvis igerisinde yer alan ovaryumlar, uterusun her iki tarafinda lateral pelvik
duvarlara yakin sekilde yerlesmislerdir. 3 cm uzunlugunda, 1 cm kalinliginda, 1.5 cm
genisliginde ve 4-10 gr agirliginda yapilardir. Ovaryumlar, kan damarlarin1 ovaryumlara
tagiyan periton katlantist olan ve mezovaryum adi verilen bir aski ile uterusun ligamentum

duvarina asili olarak bulunurlar (1, 16). Hilustan ovaryuma kan, lenf damarlari ve sinirler

girmektedir (17) (Sekil 2.1).

Ovarian artery
Ovarian vein
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(b) Lateral sectional view

Sekil 2.1 Insanda ovaryumun yerlesimi ve yapisi (18).
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Ovaryumlar, endokrin ve ekzokrin salgi yapabilmektedir ve salgiladiklar
hormonlar menstrual siklusun diizenlemesinde rol oynarlar. Ovaryumlar gametogenez-
gamet lretmi ve steroidogenez-steroid Uretimi olmak tizere iki Onemli gorevi
yapmaktadirlar ve bu gorevler birbiriyle yakindan iliskilidir (19).

Biyolojik sistemleri insanlara ¢ok benzer olan farelerin ovaryumlari, tlip
seklindeki uterus boynuzlarinin sonunda, fallop tiiplerinin hemen iizerinde sag ve sol
olmak tizere yerlesim gosterirler (Sekil 2.2) (20).

(A) (8) @— Bursa . Ovaryum
—Tuba uterina * < Ovidukt

@’I/ \®— Ovaryum

Genis
ligament

—Rahim boynuzu
—— Uterus

ik
= Saruiies Serviks
Vajina Q: Vajina

Sekil 2.2 (A) insan ve (B) farede disi iireme sistemini karsilastirilmas (21-23).

2.1.2. Ovaryum Histolojisi

Memeli ovaryumunun yiizeyi germinal epitel adi verilen tek katli yass1 ya da kiibik
epitel hiicre tabakasi ile ortiilidiir ve altinda bulunan tunika albuginea tabakasi yogun
diizensiz siki1 bag dokusu yapisindadir. Ovaryum histolojik olarak korteks ve medulla
olmak tizere iki kisimdan olusur. Korteks ve medulla stromas1 birbirinin devamidir ve
goriiniim olarak benzediginden aralarinda belirgin bir sinir goriilmemektedir. Korteks,
tunika albugineanin hemen altinda bulunmaktadir. Korteks stromasi, retikiiler lif agin1 ve
1g bi¢imli fibroblasta benzer hiicreleri icerir. Kortikal bolgede oositleri iceren gelismekte
olan farkli asamalardaki ¢ok sayida ovaryum folikiilleri yer almaktadir (17, 18, 24).

Medullar bolge kortikal bolgenin altinda, ovaryumun merkezinde yer alir. Medulla
stromasi elastik liflerden, fibroblastlardan ve diiz kas hiicrelerinden olusmaktadir. Bu
bolge, fibroelastik bag dokusu i¢inde kan damarlari, lenf damarlar1 ve sinirleri igerir (25,

26) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Ovaryumun histolojisi.

2.1.3. Ovaryumun Embriyolojisi

Cinsiyetin belirlenmesi genetik acidan fertilizasyon siireci ile baslasa da, erkek ve
disi embriyodaki gonadlarin embriyonik hayatin 6-7. haftalarina kadar ayrimi
ultrasonografik olarak yapilamaz (27). XX cinsiyet kromozomlarina sahip disi
embriyolarda dstrojen varligi nedeniyle, ovaryum ve diger disi genital organlarin gelisimi
baslar (28).

Ovaryumlar primitif gonadlarin kortikal bolgesinden gelisir. Gonadlara ulagmig
primordiyal germ hiicreleri farklilasarak oogonyumlart olustururlar (29, 30).
Oogonyumlarin mayoz boliinme gecirmesiyle primer oositler olusur. Primitif cinsiyet
kordonlarindan farklilagsmis hiicreler tek katli yassi1 epitel hiicreleri ile oositlerin etrafini
sarar ve primordiyal follikiiller olusur (31). Dogumda yaklasik 1 milyon, pubertede ise
yaklasik 300-400 bin primordiyal follikiil bulunur ve bunlardan sadece 500 kadari

ovulasyon yoluyla ovaryum disina atilmaktadir (32).
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2.1.4. Folikiilogenez

Follikiilogenez, folikiillerin primordial folikiil populasyonundan ayrilip gelisme
ve farklilagsmasina denir (33). Follikiilogenez fetal donemde baglar ve menopozla sonlanir
(34).

Her folikiil bir oosit, onu ¢evreleyen graniiloza hiicreleri ve mezenkimde bulunan
teka hiicrelerinden olusur. Folikiilogenez olayr ovaryumun korteks tabakasinda
gergeklesir.

Pubertede GnRH salinimi, hipofizden FSH ve LH salinimini stimiile eder. Bu
hormonlarin etkisi ile ovaryumda 28-30 giin siiren ovaryal siklus gerceklesir. Her siklusta
FSH etkisiyle 5-15 adet primer folikiil geligir ve bir tanesi olgun hale gelip, ovulasyon
icin segilir, bu folikiil dominant folikiil oarak adlandirilir. Geri kalan folikiiller ise atreziye
giderler (35, 36).

Primordiyal folikiiller ovaryum korteksinde tunika albugineanin hemen altinda
yerlesmislerdir. Bunlar mitotik olarak inaktif olup, tek katli yassi hiicreler ile cevrili,
primer oosit barindiran folliktillerdir (37).

Primer folikiil, primordiyal folikiil icerisinde bulunan oositin biiyiimesi ve oositin
etrafindaki yassi hiicrelerin kiibiklesmesiyle olusur. Bu kiibik hiicreler artik graniiloza
hiicreleri olarak bilinmektedir (38, 39). Bu folikiilde zona pelusida belirgin olarak ayirt
edilebilir. Zona pelusida, oosit ve graniiloza hiicreleri tarafindan salgilanan glikoprotein
yapidaki membrandir. Bu tabaka oosit ve graniiloza hiicrelerini birbirinden ayirir (28).
Sekonder folikiiliin olusumu ile graniiloza hiicreleri sayica artis gostermektedir. Daha
sonra bazal lamina etrafinda stromal hiicre benzeri hiicreler ortaya ¢ikar ve bu hiicreler
teka hiicreleri olarak adlandirilir. Teka hiicreleri, folikiiliin gelisimi ile teka interna ve teka
eksterna olmak iizere ikiye ayrilir. Bu iki tabaka arasindaki sinir belirgin degildir (40).
Sekonder folikiiliin gelisim siirecinde graniiloza hiicreleri arasinda i¢i hiyaluronik asitten
zengin s1vi dolu bosluklar ortaya ¢ikar. Bu bosluklar birbirleriyle birleserek antrum
boslugunu olustururlar ve bu folikiile antral folikiil denir (41) (Sekil 4).

Bu dénemde oosit yaklasik olarak 125 mikrondur. Graniiloza hiicrelerinden bu
donemde salgilanan oosit maturasyon inhibitérii (OMI) sayesinde oositin daha fazla
bliylimesi engellenir (25). Bu donemde oositi ve oositi ¢evreleyen graniiloza hiicreleri
sekillerini degistirmeden kalarak kiimiiliis ooforus kompleksini olustururlar. Kiimiiliis
ooforus hiicrelerinin bir kismi korona radiatayr olusturmak icin zona pellusiday:

sarmaktadir (28) (Sekil 2.4).
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Dominant olan Graff folikiiliin boyutu yaklastk 10 mm ¢apindadir. Folikiil
ovaryum yiizeyine dogru oositin bulundugu boélgeden ¢ikint1 yapar ve bu ¢ikintiya stigma
adi verilir (25, 42).

Preantral phase Antral phase

l l l . Follicle growth

—>» Recruitment

’ Follicle Follicle _ Folliclﬁ
formation activation ’_/ X growt| , > Selection
> > ) —>
N X ———> Dominance '

QOogonia Primordial Primary Sendary

Tertiary

Preovulatory

Sekil 2.4 Folikiiler gelisim (Folikiilogenez) (43).

2.2. Sirkadiyen Ritim

Sirkadiyen kelimesi “circa” (yaklasik) ve “dies” (giin) kelimelerinden meydana
gelerek yaklagik bir glin anlamini tagimaktadir (44). Sirkadiyen ritim kavrami ise kendi
ekseni etrafinda donen diinyanin 24 saate yakin siiren doniigiiniin meydana getirdigi
aydinlik ve karanlik dongiistiniin canlilar ilizerinde olusturdugu dongiisel, fizyolojik,
biyokimyasal ve davranigsal etkilerdir (45). Sirkadiyen ritimler, neredeyse tiim yasam
formlarinda cok cesitli davranigsal, metabolik ve fizyolojik islevleri yonetir (46). Bu
ritimler, uyku-uyaniklik dongiisiinden, hiicresel seviyedeki metabolik siireclere kadar
viicuttaki her organizasyon diizeyinde onemli fizyolojik aktiviteleri dis ortamdaki
degisikliklerle senkronize eder (47, 48). Sirkadiyen ritim, diinyanin doniisiine uyum
saglamak i¢in gecerli bir yoldur (3).

Sirkadiyen ritim, sadece diinyanin dis ortaminda meydana gelen 24 saatlik
degisimlere bir tepki degil, ayn1 zamanda organizmalarda bulunan zamanlama sisteminin
bir pargasidir (4). Bu zamanlama sistemi, organizmalarin hayatta kalmasi i¢in ¢ok
onemlidir, ¢linkil organizmalarin ¢evrelerindeki giindiiz ve gece ile iliskili olas fiziksel
degisikliklere adapte olmalarina yardimci olur (3). Bunun yanisira, sirkadiyen saat
disfonksiyonu uyku, istah ve duygusal kontrolde anormalliklere neden olur (5, 6).

Gece vardiyasinda caligmak, sirkadiyen sistem ile dis diinya arasindaki
senkronizasyonun bozulmasina neden olur ve hem gercek hem de simiile edilmis gece
caligmas1 esnasinda geceleri parlak 1513a maruz kalmak, merkezi ve periferik saatlerin

belirteglerini degistirir (49).
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Uyku-uyaniklik dongiisii temel olarak sirkadiyen ritmi diizenler. Ancak modern
diinyada 7/24 c¢alisan aktivitelerin artmasi, televizyon, internet ve cep telefonlarinin
neredeyse giinlin 24 saati yaygin olarak kullanilmasi yeterli uyku siiresinin giderek
azalmasina yol agmaktadir (50). Bir¢ok calisma insan fizyolojisi, belirli hastaliklar ve
sirkadiyen ritim arasindaki iligskiyi ac¢iklamaktadir. Yapilan epidemiolojik bir ¢aligmada,
gece uyku stiresinin son 30 yilda 18 dakika azaldig: belirtilmistir (51). Uyku-uyaniklik
dongiisiinliin bozulmasi, 6zellikle saglikli bireylerde erken o6liim, obezite, bozulmus
glikoz toleransi, diyabet, psikiyatrik bozukluklar, anksiyete, depresyon, kanserin
ilerlemesi, yorgunluk ve konsantrasyon kaybi gibi bir¢ok hastaligin ana nedeni olabilir
(52, 53). Bir bagka epidemiyolojik ¢alisma, 15 veya daha fazla y1l boyunca ayda en az 3
gece calismanin kadinlarda kolorektal kanser riskini artirabilecegini gostermistir (54).

Insanlarda optimal uygunluk, i¢ sirkadiyen ritim ve dis cevresel dongiiler arasinda
senkronize salinim gerektirir. Bu dongiide meydana gelen bozulma sonrasi, ritim
kaybolur ve sonunda hastaliklar ortaya c¢ikar. Bu nedenle, hastalik tedavisinde zaman
kavramini kullanmak i¢in "kronoterapi" olarak adlandirilan yeni bir tedavi secenegi
ortaya konulmustur ve sirkadiyen ritimlerin 6nemi daha da vurgulanmaktadir (55).

Sirkadiyen ritimin gen ekspresyonu; davraniglarin diizenlenmesi, hormon
salgilanmas1 ve metabolizma i¢in ¢ok dnemlidir. Sirkadiyen zamanlama sistemi ayni
zamanda endokrin ve lireme sistemleri ile ilgili organlarda da rol oynamaktadir (56).

“Zeitgeber” olarak adlandirilan giinliik dis sinyaller olmasa bile sirkadiyen saatin
otonom kalabildigi ve yaklasik 24 saatlik ritimler tiretebildigi de bilinmektedir (57).
Zeitgeber Almancadan ‘zaman bildirici’ manasina gelir (58). Her sirkadiyen ritmin fazlari

hem i¢ hem de dis faktorlerin yardimiyla belirlenmektedir (59).

2.2.1. Sirkadiyen Ritmin Molekiiler Mekanizmasi

Molekiiler saatler memelilerdeki c¢ogu organ ve dokuda bulunurken,
hipotalamustaki suprakiazmatik ¢ekirdek (SCN) ana sirkadiyen islevi goriir ve periferik
dokulardaki osilatorlerin fazin1 koordine eder (60). Sirkadiyen saat sistemi,
organizmalardaki farkli fizyolojik olaylara baglanan tiim osilatorlerin toplami olarak
bilinir (61). Memelilerde sirkadiyen ritim sistemi, merkezi saat (SCN) ve periferik saat
seklinde iki kisitmdan olugmaktadir (62). Merkezi saat hipolatamustaki suprakiazmatik
cekirdekte (SCN) bulunurken periferik saatlerse pankreas, iskelet kaslari, karaciger,
gastrointestinal sistem, adipoz doku gibi viicuttaki geriye kalan dokularin neredeyse

hepsinde bulunmaktadir (63).
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En temel diizeyde, molekiiler sirkadiyen saat bir transkripsiyon-translasyon
dongiisiinden olusur. Sirkadiyen ritimde gorev alan iki protein, CLOCK (Circadian
Locomotor Output Cycles Kaput) ve BMALI1 (Brain and Muscle ARNT-Like 1), diger
dort genin, Perl/2/3 (Period), Cryl/2'nin (Cryptochrome) transkripsiyonunu indiikler,
bunlar translasyondan sonra dimerize olur, cekirdege yeniden girer ve kendi
transkripsiyonlarini inhibe ederler (64, 65) (Sekil 2.5). Yapilan son calismalara gore tim
genlerin neredeyse %10’u sirkadiyen saat tarafindan kontrol edilmektedir (66).
Sirkadiyen saat genlerinden herhangi birinde mutasyon ortaya ¢ikarsa veya herhangi bir
gen inhibe edilirse sirkadiyen fenotipte degisiklikler goriilmektedir (67). CLOCK geni
memelilerde ilk tanimlanmis olan sirkadiyen saat genidir (68).

Suprakiazmatik ¢ekirdek, optik kiazma yakininda yerlesir ve sirkadiyan ritimi
diizenleyen endojen bir baglatici gibi gérev yapan néron agini igermektedir. Bu néronlar
retinanin  Ozellesmis gangliyon hiicrelerine baglanmis sirkadiyan osilatorlerdir.
Gangliyon hiicreleri, sirkadiyan osilatorleri etkisiz hale getiren 151k detektorii olarak
fonksiyon gortirler. Is1gin suprakiyazmatik ¢ekirdekteki sirkadiyan etkisine aracilik eden

primer ndrotransmiter madde, amino asit formda bulunan glutamik asittir.
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Sekil 2.5 Sirkadiyen ritmin molekiiler mekanizmasi (69).
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Suprakiyazmatik c¢ekirdek, niikleusu hasar gérmiis bir aliciya transplante
edildiginde, konagin yerine, vericinin sirkadiyen baslatic1 6zelliklerini gostermektedir.
Suprakiyazmatik ¢ekirdekteki her bir néronun organize bir sekilde, nasil bir araya geldigi

ve biitiin sirkadiyan ritmi nasil diizenlediginin tam mekanizmas1 bilinmemektedir (53).

2.2.2. Sirkadiyen Ritim ve Ovaryum

Hipotalamik-hipofizer-gonadal (HPG) eksenindeki sirkadiyen osilatorler, kadin
iireme ritimlerinin diizenlenmesinde 6nemli roller oynamaktadir (70, 71).

Ovaryumlarin birbiriyle iliskili iki ©6nemli islevi vardir: olgun oositlerin
iretilmesi, dollenme ve ardindan implantasyonun gergeklesebilecegi bir i¢ ortam yaratan
hormonlarin iiretilmesidir. Son ¢alismalarda ovaryumlarda, 6zellikle graniiloza hiicreleri,
teka hiicreleri ve oositler dahil olmak iizere folikiil hiicrelerinde sirkadiyen saat genlerinin
giinliik salinimlar1 gésterilmistir (7, 8).

Diger sistemlerde oldugu gibi, sirkadiyen saat, lireme sisteminin kontrol ve
diizenleme mekanizmasi icin ¢ok Onemlidir (9). Memelilerde iireme basarisi igin
sirkadiyen ritmin dongiileri, ovulasyon zamani es bulmay1 ve cinsel duyarlilig1 etkiler
(10).

Disi lireme sisteminde ritmiklik gozlenir ve bu ritmiklik 1s1k-karanlik dongiisiine
cok siki bir sekilde baglidir. Ovaryum ritmikligi ile 1sik-karanlik dongiisti arasindaki
iliskiye SCN'den kaynaklanan fotoperiyodik ipuclari aracilik eder (72). Ovaryumda
sirkadiyen saat fonksiyonu genellikle steroidogenez, folikiilogenez, hiicresel farklilasma,
gonadotropinlere yanit ve ovulasyon ile iligkilidir (73).

Insanlar da dahil olmak iizere tiim memeli tiirlerinde, basarili disi iiremesi i¢in
sirkadiyen zamanlama esastir. Ornegin, diizensiz uyku veya ¢alisma programlarina sahip
kadinlarin dogurganlig1 daha diistik ve diisiik yapma riski daha yiiksektir (74). Jetlag ve
gece vardiyasina bagli sirkadiyen ritimlerdeki bozukluklar, adet dongiisii
anormalliklerinde artis, degisen serum gonadotropin seviyeleri ve azalmis dogurganlik ile
iligkilidir (75).

Memelilerde, LH ve FSH seviyeleri salinim gdsterir ve bu salinim, ovulasyon
zamaninda 6nemli "dalgalanmalar" ile isaretlenen giinliik ritim ile gerceklesir (9, 76).
Kemirgenlerde; pro-0strus sirasinda LH dalgalanmas1 6gleden sonra ge¢ saatlerde/aksam
erken saatlerde meydana gelir (77). Hem memelilerde hem de kemirgenlerde; 6gleden

sonraki LH artisinin ovulasyon, luteinizasyon ve ayrica korpus luteum olusumu i¢in ¢ok
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onemli oldugu diisiiniilmektedir (78). Baska bir deyisle, ovulasyon zamaninin LH
dalgalanmasina bagli oldugu soOylenebilir (79). Dolayisiyla, LH dalgasinin etkili
olabilmesi i¢in gilinlin uygun saatinde meydana gelmesi gerekmektedir. LH
dalgalanmasina karsilik gelen ovulatuar yanitin siirekli karanlikta devam ettigi
diistiniilmekte ve bunun bir zamanlama sistemi oldugu one siiriilmektedir. Bu da bize
ovaryumun, ovulatuar yanit yolundaki kilit faktorlerin ritmik ekspresyonunu gosteren
sirkadiyen bir osilatore sahip oldugunu gostermektedir (10).

Ovaryumun gonadotropinlere ritmik duyarhiligma bagli olan ovaryum
zamanlamasinin yani sira, hem farelerde hem de siganlarda ovaryumda ve izole graniiloza
hiicrelerinde c¢ekirdek saat geni ekspresyonlari da bildirilmistir (7, 80). Graniiloza
hiicrelerine benzer sekilde, saat genlerinin ekspresyonlar1 farelerden, tavsanlardan ve
sigirlardan elde edilen oositlerde ve preimplantasyon donemi embriyolarinda da
gozlenmistir (81). Ovaryumda bulunan bu ¢ekirdek Clock genlerinin folikiiler gelisim ile
iligkili oldugu diisiiniilmektedir (7). Ovaryumda Clock ekspresyonunun inhibisyonu,
yavru biiyiikliigii ve oosit sayisinda azalmaya neden olmaktadir (82). Ayrica; Bmall ve
Per2 mRNA's1 dongiisel ekspresyonlarinin, hipofiz bezinin c¢ikarilmasi durumunda
prepuberte zamani siganlarin ovaryumlarinda gonadotropin maruziyeti ile indiiklendigi
bilinmektedir (7). Ayrica, Perl ve Per2 ekspresyon giinliik ritimlerinin sigcanlarda 4 ila 5
giinliik Ostrus dongiisii boyunca kalic1 oldugu da bildirilmistir (83). Biiyiik ve kiigiik
preantral folikiillerde, Graaf folikiillerde ve korpus luteumda sirkadiyen ritim genlerinin
ekspresyonlart da bildirilmistir (84). Boylece ovaryum, gonadotropin reseptor
ekspresyonlar1 ile steroid ve peptid hormon salgilanmasinin zamanlamasini modiile

ederek ovulasyon zamanini diizenleyebilir (85).

2.3. Hippo Sinyal Yolag

Doku biiytimesi ile iliskilendirilen ve ilk olarak yirmi yil 6nce Drosophila
melanogaster'de ortaya ¢ikan bu sinyal yolagi Hippo sinyal yolagi olarak
adlandirilmaktadir. Ozellikle son yillarda Drosophila melanogaster diginda memelilerde
de detayli olarak calisilmaya baslanan bir sinyal yolag: haline gelmistir (11).

Hippo sinyali, ¢ekirdek transkripsiyon koaktivatorleri, kinaz kaskadi ve DNA
baglanma komplekslerinden olusur. Bununla birlikte, zaman i¢inde yapilan ¢aligmalar
gostermistir ki Hippo sinyal yolaginin 30'dan fazla bileseni vardir (86). Bu sinyal yolag:
cok c¢esitli sinyaller tarafindan organize edilir. Hiicreden hiicreye temas, hiicre

polarizasyonu ve aktin hiicre iskeleti gibi i¢sel hiicre mekanizmalar1 bu yolun
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diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Ayrica hiicresel enerji durumu, mekanik stres ve G-
proteinine bagl reseptorler gibi sinyaller de bu yolagin diizenlenmesinde etkilidir (87).

Hippo sinyal yolagi gelismekte olan organlarda hiicre cogalmasini, hiicre go¢iinii,
farklilasmasini ve doku biliylime siireglerini sinirlandirir. Bu islevlere ek olarak, Hippo
sinyal yolagindaki diizensizlik, anormal hiicre biiylimesi ve neoplaziye neden olarak
tiimdr olusumuna yol agmaktadir (11).

Memelilerde, Hippo sinyal yolagi ana unsuru bir kinaz kaskadidir. Bu kinaz
kaskadinda, biiyiik tiimor baskilayici 1/2 (LATS 1/2: Drosophila Wts homologu), memeli
Ste20 benzeri kinazlar 1/2 (MST1/2) tarafindan fosforillenir ve aktive edilir (Sekil 2.6).
Iki transkripsiyonel koaktivatér YAP ve PDZ-baglayici motifli transkripsiyonel
koaktivatdr TAZ (Drosophila Yki'nin iki homologu) inhibe edilmistir. YAP ve TAZ aktive
olduklarinda birbirleriyle etkilesime girerek TEAD (TEA domain family member)
transkripsiyon faktorii ile bir kompleks olusturur ve hiicre ¢cogalmasi, gocii ve hayatta
kalmasinda rol oynayan birgok genin ekspresyonunu uyarir (12) (Sekil 2.6). TAO kinazlar
(TAOK1/2/3) Hippo kinaz kaskadini bagslatabilir. MST1/2'nin aktivasyon dongiisii bu
kinazlar tarafindan fosforile edilir (88). Aktivasyon dongiisiiniin fosforilasyonu
MST1/2'nin otofosforilasyonu ile gercgeklestirilebilir (89). Bununla tutarli olarak,
dimerizasyon, MST1/2'nin aktivasyon dongiisii fosforilasyonunu artirir (90). MST1/2
aktive edildiginde, SAV1 ve MOBI1A/B aktive olmaktadir (91). LATS1/2'nin fosforilas-

/ Hippo ON \ / Hippo OFF \

Intracellular Intracellular

Domain ® Domain
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Sekil 2.6 Memelilerde Hippo yolagi (92).
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yonu ve aktiflestirilmesinde, bu proteinler MST1/2'ye yardimei olur. T1079 LATS1'in
hidrofobik motifi ve T1041 ise LATS2 ig¢in hidrofobik motiftir LATS1/2 de
otofosforilasyon ile aktive edilir (93). Daha sonra YAP ve TAZ'n fosforilasyonu bunlarin
inaktivasyonuna yol agar (94).

LATS1/2'nin diizenlenmesinde hem MST1/2 hem de MAP4K'larin 6nemli rolleri
vardir. YAP ve TAZ fosforile edildiginde, 14-3-3 ile baglant1 kurarlar (95). Bu sekilde
YAP/TAZ'm sitoplazmik segregasyonu gerceklesir (96). YAP ve TAZ DNA-baglayici
domainlere sahip degildir (97). YAP ve TAZ nukleusa yerlestiginde, gen ekspresyonu
YAP/TAZ ve TEADI-4 arasindaki etkilesim ile diizenlenir. YAP/TAZ ile etkilesime
girdiginde, VGLL4 TEAD1-4'ten ayrilir. Bu sekilde, TEAD-indiiklii transkripsiyon doku
biiylimesini desteklemek ve apoptozu engellemek i¢in aktive edilir (98). MST1/2, SAV1,
MOBI1A/B, NF2 inhibe edilir veya LATS1/2 veya YAP asir1 eksprese edilirse, TEAD
hedef gen ekspresyonu fare modellerinde yukari yonde diizenlenir. Buna ek olarak,
progenitdr hiicrelerin genislemesi artar ve dokularin biiyiimesi devam eder. Tiim bu
olaylar, bu genlerin Hippo sinyal yolagindaki kritik rollerini desteklemektedir (99) (Sekil
2.6).

Hippo sinyal yolagi ve bilesenleri hiicre canliligi, hiicre ¢ogalmasi, hiicre rekabeti,
kok hiicre 6zelliklerinin korunmasi, rejenerasyon ve metastaz gibi ¢ok 6nemli siirecleri
diizenler (100). Bu sinyal yolagi memelilerde korunmustur ve kanser gelisiminin

sinirlandirilmasinda 6nemli bir role sahiptir (101).

2.3.1. Hippo Sinyal Yolag ve Folikiil Gelisimi

Hippo sinyali, kinaz kompleksleri araciligiyla hiicre kaderini ve organ biiylimesini
kontrol eden evrimsel olarak korunmus bir yolaktir (102). Asag1 akis ¢ekirdek efektori
YAP ve transkripsiyonel ko-aktivatdor PDZ-baglayict motif (TAZ), bu kinaz
komplekslerinin fosforilasyonu ile inhibe edilir. Sitoplazmik ubikitin ve degradasyon ile
fosforile olmus YAP/TAZ kompleksi niikleer transkripsiyon basarisizligma yol agar
(103). Buna karsilik, Hippo sinyalizasyonunun bozulmasi, fosforile edilmemis
YAP/TAZ'm ¢ekirdege yerlesmesini tesvik eder ve folikiil gelisimi i¢in Oncelikle
transkripsiyonel gelismis ortak alan (TEAD) transkripsiyon faktorlerine baglanarak CCN
ailesi biiylime faktorlerinin ve apoptoz inhibitdrlerinin ekspresyonunu indiikler (104).

Yapilan caligmalar, folikiil aktivasyonu ve biiylimesinde Hippo sinyal yolaginin
onemli roliinii desteklemektedir. MST1/2, LATS1/2 ve YAP/TAZ, fare ve insan

ovaryumlarinda folikiil gelisiminin farkli asamalarinda eksprese edilir (105-107). In vitro
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aragtirmalar, folikiil gelisimi sirasinda LATS1'in, folikiil olgunlasmasina katilan
graniiloza hiicrelerinde eksprese edilen 6nemli bir diizenleyici olan Forkhead L2'yi
(FOXL2) dogrudan fosforile edebildigini ve boylece transkripsiyonel aktivitesini kontrol
ettigini bildirmistir (108). LATS1 mutant fare ovaryumlarinda azalmis ve aktive edilmis
primordiyal folikiiller gézlenmistir, bu da ovaryum rezervinin korunmasindaki 6nemini
gostermektedir (109). YAP/TAZ sinyal yolagi in vivo olarak aktiftir ve uygun folikiil
bliylimesini destekler (110, 111). Foxl2 aracili Yap eksikligi olan farelerde folikiil
gelisimin ve oosit olgunlasmasinin bozuldugu gézlenmistir (112, 113). Ayrica, YAP geni
polikistik over sendromlu (PKOS) kadinlarin ovaryumlarinda yiiksek oranda eksprese
edilmektedir. Bunun nedeni, PKOS hastalarinda YAP promotoriiniin hipometilasyonunun
neden oldugu artmis YAP mRNA ve protein seviyeleri olabilir. Ozetle, kompleks Hippo
sinyal yolagi folikiiler gelisim i¢in 6nemli bir faktordiir (114).

2.3.2. Hippo Sinyal Yolag1 ve Oosit

Uremenin basarili bir sekilde gerceklesmesi, oosit gelisimi ve olgunlagsmasina
baglidir. Oosit gelisimi i¢in gen ekspresyonu ve bu ekspresyonlarin germ hiicrelerinde
karsilik gelen hiicresel lokalizasyonu gereklidir. insan in vitro fertilizasyon (IVF)
hastalarindan toplanan oositlerin tek hiicreli transkriptom analizi, olgun oositlerde
YAP1’1 tanimlamistir (115).

Fare kiimiiliis oosit kompleksleri (KOK) kullanilarak yapilan ¢alismalar, oositin
ve KOK genislemesini kontrol eden diger faktorlerin Hippo sinyal yolagi iizerinde 6nemli
bir etkiye sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Olgunlasmamis farelerin KOK'larindan
oositlerin izole edilmesi, kiimiiliis hiicrelerinde Savl, Mob1b ve Lats1/2 transkriptlerinde
artisa neden olmus ve daha sonra kiimiiliis hiicrelerine oositlerin yeniden transplante
edilmesi, ekspresyonu saglikli KOK'lerde gozlenen seviyelere getirmistir (116). GDF9 ve
BMP15 gibi oositten salgilanan biiylime faktorlerinin kiimiiliis hiicresi i¢indeki Hippo
sinyalinin diizenlenmesine katkida bulunup bulunmadigini belirlemek i¢in, KOK'ler oosit
tarafindan baglatilan GDF9/BMP15 aracili SMAD2/3 sinyalini inhibe etmek iizere
SB431542 ile muamele edilmistir. Oosit izolasyonuna benzer sekilde, inhibitor
uygulamasi Savl ve Lats2 mRNA'sin1 artirmis, ancak Latsl veya Moblb'de anlamli bir
artis gozlenmemistir. YAP1/TEAD etkilesimini bozmak i¢in KOK'lerin verteporfin ile
muamele edilmesi, in vitro graniiloza hiicre proliferasyonu ve oosit stimiilasyonunu
inhibe etmis ve ovulatuar sinyallerin eksikliginde progesteron sekresyonunu destekleyen

transkriptlerin ekspresyonunu artirmistir. Bu durum, YAP1/TEAD iliskisinin inhibe
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edilmesi ile kiimiiliis hiicrelerinin erken farklilasmasina yol acabilecegini

distindiirmektedir (116).

2.3.3. Hippo Sinyal Yolag: ve Graniiloza Hiicreleri

Ovaryumda, Hippo sinyal yolagi inaktivasyonunun graniiloza hiicrelerinin
proliferasyonu i¢in gerekli oldugu gosterilmistir. Ovaryum fragmantasyonu YAP1'e bagh
folikiiler gelisim aktivasyonuna yol acar (117). Insan graniiloza hiicre tiimériinde ve sigir
graniiloza hiicrelerinde, YAP1 ve/veya TAZ ekspresyonunun bulunmamasi
proliferasyonu ve steroidogenezi olumsuz etkiler (118, 119). Benzer sekilde, farelerde
folikiilogenezin tiim asamalarinda graniiloza hiicrelerinde YAPI1'in  kosullu
inaktivasyonu, daha az korpus luteum ve dogurganligin azalmasiyla sonug¢lanmistir (112).
Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, Hippo sinyal yolaginin LH dalgalanmasina yanit
olarak grantiloza hiicrelerinde aktive oldugu gosterilmistir. Ovulasyon sinyalini takiben
YAPI1 fosforile olur ve graniiloza hiicreleriin ¢ekirdeginden disar1 salgilanir (116, 120).
Ek olarak, graniiloza hiicrelerinde YAP1 asir1 ekspresyonunun LH hedef genlerinin ve
progesteron iiretiminin yeterli indiiksiyonunu 6nledigi gosterilmistir. Bu nedenle Hippo
sinyal yolag: folikiil biiylimesinin negatif bir diizenleyicisi gibi gériinmektedir, ancak LH
tarafindan aktivasyonu, LH'nin terminal folikiil farklilasmasi sirasinda etkilerini

gostermesi icin gerekli olabilir (120).

2.4. Telomeraz Ters Transkriptaz (TERT) Transkripsiyonu

Telomerler, kromozomal stabilite ve hiicrenin hayatta kalmasi i¢in gerekli olan
kromozomal uglardaki koruyucu basliklardir. Telomerler, bir katalitik alt birim (TERT),
bir RNA sablonu (TERC) ve diger iliskili proteinleri iceren bir riboniikleoprotein
kompleksi olan telomeraz tarafindan yenilenir (13). Telomeraz, kromozomlarin 3’ ucuna
heksametrik TTAGGG tekrarlarini ekleyerek telomer uzunlugunu korur (14). Cogu doku
ve hiicrede TERT, telomeraz kompleksinin sinirlayici bilesenidir ve telomeraz aktivitesi
TERT mRNA ve protein seviyeleri ile iliskilidir. insanlarda telomerler bir yaslanma saati
gorevi goriir cilinkli somatik hiicrelerin ¢ogunda telomeraz ekspresyonu yoktur ve
telomerleri birbirini izleyen hiicre boliinmelerinde giderek kisalir. Yapilan ¢aligmalarda,
telomer kisalmasinin insan yaglanmasinin kritik bir faktérii oldugunu ve

stabilizasyonunun ¢ogu insan kanserinin gelisimi i¢in gerekli oldugunu gostermistir (14).
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Insan TERT (hTERT) ekspresyonu, kanser hiicrelerinin artan proliferatif potansiyeli ile
iligkili olarak tiimorgenez sirasinda 6nemli dlgilide artar (121).

Telomer uzunlugu diizenlemesi ve proliferatif yaslanma mekanizmalari,
memeliler arasinda evrimsel olarak korunmamistir. Gomes ve ark., 60'tan fazla memeli
hiicresinde telomer uzunlugu ve telomeraz ekspresyonunun karsilastirmali bir analizinde,
atasal memelilerin insan benzeri kisa telomerlere sahip oldugu ve telomeraz
ekspresyonunu inhibe ettigi sonucuna varmistir (122). Bu hayvanlardaki hiicreler
replikatif yaslanmaya ugrayarak tiimor ilerlemesi igin bir bariyer olusturmaktadir. Ote
yandan, diger birgok memelide, 6zellikle de kemirgenler gibi daha kiigiik ve daha kisa
Omiirlii hayvanlarda telomerler ¢ok daha uzundur ve telomeraz ¢ogu somatik dokuda
bulunur. Bu c¢alismalar, memelilerdeki farkli telomer homeostazini anlamak i¢in
kavramsal bir gerceve saglamis ve telomerin insan kanseri ve yaslanmasindaki roliinii
incelemek i¢in uygun modeller kullanma ihtiyacini belirlemistir.

Deney fareleri; insan gelisimi, yaslanmasi ve hastaliklari i¢in en yaygin kullanilan
hayvan modelleridir. Telomer uzunlugu insan hiicrelerinde hiicresel yaslanma i¢in kritik
onemde iken, fareler telomer aracili replikatif yaslanma gostermez. Insanlarla
karsilastirildiginda, farelerdeki telomer homeostazi iki yonden farklidir: Laboratuvar
fareleri somatik dokularda bulunan telomeraz aktivitelerini regiile eder ve uzun heterojen
telomerlere sahiptir (123, 124). Insanlar ve fareler arasinda telomeraz ekspresyonunda
onemli farkliliklar vardir (125). Insan somatik doku ve hiicrelerinin cogunda eksprese
edilmeyen veya son derece diisiik seviyelerde eksprese edilen hTERT'in aksine, fare
TERT ifadesi cogu yetiskin doku ve organinda bulunur (126, 127). Bu fark muhtemelen
laboratuvar farelerinde insan telomerine (5-15 kb) kiyasla ¢ok daha uzun telomerlere (50-
100 kb) neden olur veya en azindan bu duruma katkida bulunur (128). Telomer uzunlugu
fare hiicrelerinde hiicresel yasam siiresi i¢in bir sinir degildir.

Telomeraz aktivitesi germ, embriyonik ve kanser hiicrelerinde yiiksektir. Bunlarin
hepsi telomeraz pozitif olarak kabul edilir (129, 130). Telomeraz negatif hiicrelerde,
ornegin cogu somatik hiicrede enzim eksiktir. Oliimsiiz kanser hiicreleri kontrolsiiz bir
sekilde boliiniir ve telomeraz pozitiftir. Somatik hiicreleri kanser hiicrelerine doniistiiren
mekanizma bilinmemektedir. Telomeraz diizenlemesi i¢in olas1 yeni bir diisiince,
telomerazin kromozom uglarina erisimini engelleyen proteinleri ortadan kaldirarak
telomerazin islevselligini kontrol eden tankiraz adl1 bir insan proteinidir (131).

Telomerlerin fertilizasyondan dnce ve erken embriyoda zigotik transkripsiyon ve

blastosist olusumunu basglamasindan dnce kromozomlara eklenmesi gerektiginden, oosit
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bir telomerik saatin baglangici i¢in en olas1 yer gibi goriinmektedir. Hem spermatozoa
hem de oositler, tam uzunluktaki kromozomlarin nesillere aktarilmasini saglamak i¢in en
uzun telomerlere sahip olmalidir. Germ hatt1 ve embriyonik hiicrelerdeki, 6zellikle de
insandaki telomeraz aktivitesi hakkinda ¢ok az bilgi vardir. Telomeraz aktivitesi ilk olarak
Xenopus oositleri ve embriyolarinda tespit edilmistir (132). Telomeraz aktivitesi insan
testislerinde ve tiim asamalardaki ovaryumlarda tespit edilmistir. Ayrica insan
blastosistlerinde de gosterilmistir, ancak olgun spermatozoa veya oositlerde
belirlenmemistir (130). Telomeraz aktivitesi ayrica erken antral ve ovulasyon Oncesi
folikiillerden elde edilen sican oositlerinin yani sira ovulasyon ile atilimi gerceklesmis

oositlerde ve 4 hiicreli embriyolarda da gosterilmistir (133).

2.4.1 mTERT ve Sirkadiyen Ritim

Sirkadiyen ritim bozulmasinin, obezite ve stres telomer uzunlugunu kisalttigi ve
reaktif oksijen seviyelerini yiikselttigi bilinmektedir (134). Hem asir1 hem de yetersiz
elektron tasinmasi, telomer DNA's1 icindeki GGG {i¢liisiinii kolayca oksitleyen ROS
birikimine yol acar (134).

Nikotinamid adenin dinukleotid, apoptozu ve dolayli olarak telomer kisalmasini
onlemek i¢in proteinlerin asetilasyonunu gideren sessiz bilgi diizenleyici T1 (SIRT1) i¢in
bir substrattir (135). Ayrica SIRT1, immiinopresipitasyon deneyleri ile gosterildigi gibi
spesifik olarak telomerik tekrarlara baglanir ve telomeri kisalmaya kars1 dogrudan korur.
SIRT1 farelerde SIRT1 islevinin kazanilmas1 daha uzun telomerlere yol acarken, SIRT1
-/- farelerde SIRT1 islevinin kayb1 telomer kisalmasiyla sonu¢lanmistir. Sonugta, SIRT1,
telomer uzunlugunun pozitif diizenleyicisidir ve yaslanmayla iliskili telomer kisalmasini
azaltir. Ornegin, SIRT1'in yaslanma karsiti bir ajan olan resveratrol tarafindan
aktivasyonu, telomer kisalmasini azaltmaktadir (136).

SIRT1 dogrudan CLOCK ile etkilesime girer, BMALI1 ve PER2'yi deasetile eder.
CLOCK/BMALI, sirkadiyen bir sekilde CCG promotdrlerine alinan bir kromatin
kompleksi i¢cinde SIRTT1 ile birlesir. E-kutusuna baglandiktan sonra CLOCK, histon H3,
PER2 ve BMALI' asetile eder. SIRT1 daha sonra aktive olur ve BMALI, PER2 ve
histonlar1 deasetillemektedir. Deasetillenmis PER2 daha fazla fosforile edilir ve bozulur,
ve yeni bir dongii baslar. Boylece SIRTI, sirkadiyen ritim mekanizmasi ile metabolik
aktivite arasinda dogrudan bir baglanti olusturur (135, 137).

Ortaya c¢ikan bulgular, sirkadiyen ritimlerin yaslanma siirecinde kilit bir rol

oynadigini ve saatin bozulmasinin, telomer kisalmasi tarafindan yansitilan hizlandirilmis
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yaslanma ile sonuglandigini gostermektedir (137). Ornegin uyku bozuklugu telomer
kisalmasima neden olur (138). BMALI nakavt farelerin yan1 sira BMALI nakavt
hiicrelerde de sirkadiyen ritmin bozulmasi gozlemlenir, burada yiiksek diizeyde ROS
iretilir ve kisalmig bir yasam siiresi goriilmektedir. Bu bulgular CLOCK genleri ve
telomer uzunlugu arasindaki karsilikli iliskiyi gostermektedir (138-140).

Son olarak telomeraz ve Hippo sinyal yolag iligkisini gdsteren bir ¢aligmada,
Hippo sinyal yolagi bileseni olan YAP ile insan telomeraz ters transkriptazinin (W\TERT)
ekspresyonunu diizenledigi bildirilmisti. hTERT ekspresyonunun insan karaciger
kanseri dokularinda YAP aktivasyonu ile pozitif olarak iligkili oldugu gosterilmis ve
YAP'1n tiimdriin prognozuna katkida bulunabilecek hTERT ekspresyonunu destekledigi
rapor edilmistir. (141)
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3.MATERYAL VE METOD

3.1. Deney Modeli

Tez ¢aligmamizda Ostrus siklusuna giren 6-8 haftalik 20 adet disi Balb/C tiirii
fareler Yeditepe Universitesi Hayvan Etik Kurulu onayi ile YUDETAM'dan temin
edilmistir. Hayvanlar 4 giinliik alisma siirecinin sonunda rastgele olarak kontrol ve deney
olmak tizere iki gruba ayrilmistir. Kontrol grubu (n=10) 1 hafta boyunca 12:12 saat
aydinlik/karanlik dongiisiinde barindirilmigdir. Deney grubu (n=10) 1 hafta boyunca sabit
151k kosullarinda barindirilmigdir (Sekil 3.1). Yiyecek ve su ad libitum olarak
uygulanmistir. Sicaklik 21-23°C'de tutulmustur.

Kontrol grubu (n=18)
12 saat - 12 saat
Igik Karanhk
R D
Aligtirma siireci Deney siiresi > o Loy
(o]
°0
6-8 haftalik 4 giin 7 giin Diseksiyon
Deney grubu (n=18)
12 saat - 12 saat
Isik Isik
P =i
Aligtirma siireci Deney siiresi > ) \ TS
00 &
6-8 haftalik 4 giin 7 giin Diseksiyon

Sekil 3.1 Deney modelinin sematik tasarimi.

1 hafta deney siiresinin ardindan fareler servikal dislokasyon yontemi ile 6tenazi
edilmistir. Sag ovaryum dokular1 histolojik analiz ve immiinofloresan boyama yapmak
icin fiksatif igerisine alinmistir. Sol ovaryum ise Kantitatif Ger¢ek Zamanli Polimeraz

Zincir Reaksiyonu (QRT-PZR) deneyinde kullanilmak tizere izole edilmistir (Sekil 3.2).
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mikroskopta

gorintiileme

Sekil 3.2 Calisma dizayni.

3.2. Hematoksilen ve Eozin Boyama ve Morfolojik Degerlendirmeler

Farelerin ovaryum dokulari, 12 saat boyunca nétral formalin soliisyonunda
(Formalin, Buffered, Fisher Scientific, SF100-4) bekletilerek fiksasyon islemi saglandi.
Fiksasyonu takiben uterus dokular1 akan ¢esme suyunda yikandi. Dokular dehidratasyon
icin artan alkol serilerinden (%70, %80, %90 ve %100) gegcirilerek 3 kez 10’ar dakika
ksilen icerisinde seffaflastirildi ve en son asama olan etiivde olan erimis parafin igerisine
dokular aktarilarak doku takibi islemi tamamlandi. Etiivden ¢ikarilan ovaryum dokulari
doku gdbmme cihazi (Leica, EG 1160) kullanilarak parafin igerisine gdmiildii. Daha sonra
parafine gdmiilmiis dokulardan mikrotom (Leica, RM 2245) yardimiyla poli-lizin lamlara
5 um'lik histolojik kesitler alindi.

Morfolojik degerlendirmeler icin kesitler hematoksilen ve eozin ile boyandi.
Kesitlerden parafini uzaklagtirmak i¢in 60°C'de 40 dakika inkiibe edildi ve parafinin
tamamen uzaklastirilmasi i¢in ksilen igerisinde 2 kez 20 dakika bekletildi. Daha sonra
kesitler azalan alkol serilerinden 10’ar dakika (%100, %96, %90, %80 ve %70) siire ile
gecilerek rehidrasyon gergeklestirildi. Rehidrasyondan sonra kesitler distile su ile yikandi
ve hematoksilen (Gill's hematoxylin No.3, Bio-Optica, 05-06015/L) ile 2 dakika boyama
yapildi. Daha sonra akan musluk suyunda yikandi. Ardindan eozin (Eosin Y Alkol
Soliisyonu, Bio-Optica, 05-10003/L) boyamasi 1 dakika siire ile gerceklestirildi. Kesitler
distile su ile 2 dakika yikandi. Sonrasinda artan alkol serileri ile dehidratasyon

gerceklestirildi ve 40 dakika boyunca ksilen icerisinde tutuldu. Son olarak, kesitler ksilen
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bazli kapama soliisyonu (Bio Mount HM, Bio-Optica, 05-BMHM500) kullanilarak lamel
ile kapatildi.

3.3. Immiinofloresan boyama

Mikrotom (Leica, RM 2245) ile poli-L-lizin lamlar {izeine almman 5 pm
kalinligindaki kesitler inkiibatorde (60°C) 30 dakika boyunca deparafinize edildi. Parafini
uzaklagmasinin ardindan kesitler ksilen ile 2 kez 20 dakika boyunca muamele edildi.
Kesitler azalan alkol serileri (%100, %90, %80 ve %70) ile rehidrate edildi, distile su ile
5 dakika yikandi daha sonra 5 dakika boyunca PBS’te (Phosphate Buffer Saline, pH:7.2-
7.4) inkiibe edildi. Antijen alimi i¢in, kesitler sitrat tamponunda (10 mM, pH 6.0)
mikrodalgada (yaklasik 600 Watt) kaynama igslemine tabi tutuldu. Ardindan oda 1sisinda
sogumaya birakildi. Kesitler 10 dakika Hidrojen Peroksidaz enzimi igerisinde
bekletilerek antijen geri kazanimi gergeklestirildi. Ardindan kesitlerin ¢evresi hidrofobik
bariyer kalemi (Liquid Blocker, Super Pap Pen) ile ¢izildi. Sonra lamlar PBS ile 3 kez 5
dakika yikandi. %5 Normal Kec¢i Serumu (0.1%Triton-X-PBS) (Normal Ke¢i Serumu,
Chemicon International, S26-100mL) kullanilarak kesitler oda sicakliginda 1 saat siire ile
bloke edildi. Ardindan kesitler bloklama soliisyonu igerisinde hazirlanan primer
antikorlar ile YAP (Cell Signalling, #1A12-12395, Diliisyon 1:100), TEAD4 (Abcam,
#ab97460, Diliisyon 1:100) ve anti-TERT (ThermoFhisher Scientific, #PAS5-11446;
Diliisyon 1:100)) antikorlar1 ile +4°C'de gece boyu inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
kesitler TBS-T (1L TBS icinde 1000ul Tween) ile 3 kez 5 dakika siireyle yikandi. Daha
sonra bloklama soliisyonunda hazirlanan Sekonder anti-rabbit IgG H&L (Alexa Flour
488) (Abcam, #150077, 1:750) ile oda 1s1sinda 1,5 saat inkiibe edildi. Son olarak, ¢ekirdek
boyamas1 i¢in DAPI’li kapama soliisyonu (Sigma, F6057) ile kapatilarak konfokal
mikroskopta gortintiilendi (Zeiss, LSM780).

3.4. Kantitatif Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PZR)
Sirkadiyen ritm genlerinin mRNA seviyelerini gostermek i¢in qRT-PZR yontemi

uygulandi.

3.4.1. RNA Izolasyonu ve cDNA Sentezi
gRT-PZR yontemi i¢in, ovaryum dokularina 300 pL lizis tamponu eklendi.

Ependoflar 100 uL aktivasyon buffer ile 30 saniye yikandi ve 10,000xg'de santrifiij edildi.
Ardindan 6rnek siipernatantini iceren ependorfa 300 pL izopropanol eklendi. Filtreli

ependorfun dibine ¢oken aktivasyon buffer1 bosaltildiktan sonra, izopropanol ilave edilen
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ornekler eppendorfa aktarildi ve 30 saniye 10.000 g'de santrifiij edildi. Filtreli ependorfun
altinda kalan kisim atildi, 6rnek RNA'lar bu asamada filtrede kaldi. RNA igeren filtreli
ependorflar 700 pL birinci tampon yikama soliisyonu ile 30 saniye yikandi. Ardindan
10.000 g'de santrifiij edildi. Filtrenin altinda bulunan ependorf bosaltildi. Filtrenin {izerine
700 pl sekonder tampon yikama soliisyonu eklendi ve 30 saniye beklendi.
Ardindan10.000 g'de santrifiij edildi. Filtrenin altinda bulunan kisim bosaltildi. Filtrede
kalan kisim yeni bir otoklavlanmis tiipe aktarildi ve ependorfun tam merkezine gelecek
sekilde 40 pl eliisyon bufferi aktarildi ve 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Ardindan 10.000 g'de 1 dakika santrifiij edildi. Ornek RNA'lar tiip icerisinde toplandi ve
elde edilen RNA ornekleri -20°C'de saklandi.

Orneklerden  izole  edilen RNA'lardan RNA  6lgiimii  yapilds,
belirlenen/hesaplanan miktarda RNA-template, 0.5 pL Oligo-DT ve su karisimi
hazirlandi. 70°C'de 5-10 dakika denatiirasyon islemine tabi tutuldu. cDNA eldesi i¢in
hazirlanan karisimin igerigi Tablo 1'de verilmistir. qRT-PZR reaksiyonu i¢in kullanilan
sollisyonlar ve miktarlar1 Tablo 2'de verilmistir. PZR reaksiyon dongiileri Tablo 3'te

verilmistir. Reaksiyonlarda kullanilan primer dizileri Tablo 4'te verilmistir.

Tablo 1. cDNA eldesi i¢in hazirlanan karigimim igerigi.

Bilesen Reaksiyon basina hacim (nL)
SCRIPT RT Buffer 4

dNTP Mix 1

DTT Stock Solution 1

RNase inhibitor 1

SCRIPT Reverse

Transcriptase 0
RNase-free Water 2.5

Toplam hacim 10 pl mix

Tablo 2. qRT-PZR reaksiyonunda kullanilan sicaklik degerleri ve siireleri.
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Adimlar Derece (Duration (sec)) Dongii sayisi

Baslangi¢c Denatiirasyon 95°C (30) 1
Denatiirasyon 95°C (15)
Annealing 53°C (20)

45
Extension (Uzama) 60°C (20)

Bu islem sonucunda elde edilen mix soliisyonunun 10 pL'siile 10 uL 6rnek RNA
ile karistirildi. Ardindan 6rnekler 50°C'de 45 dakika, 42°C'de 10 dakika PZR cihazinda

inkiibe edildi. cDNA sentezi islemi tamamlandiktan sonra 6rnekler -20°C'de saklandi.

Tablo 3. qRT-PZR deneylerinde kullanilan karisimin igerigi.

Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (2x) 5ul
PCR Grade Water 3.5ul
Forward Primer 0.5ul
Reverse Primer 0.5 ul

Ornek DNA 1 ul

Tablo 4. qRT-PZR deneylerinde kullanilan primerler.

Gen Primer Primer dizileri
Forward CTTCCTGGTAACGCGAGAAAG
CLOCK
GTCGAATCTCACTAGCATCTGAC
Reverse
CTGGCGTGGAAGTCATCGT
Forward
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CRY1

BMAL1

PER2

YAP1

TEADA4

B-ACTIN

MTERT

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse
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CTGTCCGCCATTGAGTTCTATG

CCAAGAAAGTATGGACACAGACAAA

GCATTCTTGATCCTTCCTTGGT

GAAAGCTGTCACCACCATAGAA

AACTCGCACTTCCTTTTCAGG

CGCTCTTCAACGCCGTCA

AGTACTGGCCTGTCGGGAGT

GGACACTACTCTTACCGCATCC

TCAAAGACATAGGCAATGCACA

ATAGCACAGCCTGGATAGCAACGTAC

CACCTTCTACAATGAGCTGCGTGTG

CCTGCGGCCCATTGTGAAC

GTGGACTTGGCCTTGGCTATCTCT



4. BULGULAR

4.1. Sirkadiyen Ritim Bozulmasinda Fare Ovaryumlarimin Morfolojik ve Histolojik
Degerlendirilmesi

Kontrol grubu ve deney grubu ovaryum dokularina morfolojik degerlendirme igin
hematoksilen ve eozin boyama yapildi. Ardindan 151k mikroskobunda goriintiilendi.
Ovaryum dokusunda korteks ve medulla kisimlar1 degerlendirildi. Korteks kisminda
gelismekte olan folikiiller goriildii. 12:12 saat aydinlik/karanlik dongiisii olan kontrol ve
sitkadiyen ritim bozulmug 12:12 saat aydmnlik/aydinlik dongilisii olan gruplar icin
primordiyal, primer, sekonder, antral ve atretik folikiiller ile korpus luteum yapisi
degerlendirildi (Sekil 4.1, Sekil 4.2). Degerlendirilen folikiillerde kontrol ve deney
gruplar1 arasinda morfolojik olarak anlamli bir fark belirlenmedi. Ovaryum medullasi
gruplar arasinda karsilastirildiginda yapisal olarak bir farklilik goériilmedi. Sirkadiyen
ritim bozulmus gruplarda kontrol grubuna kiyasla graniiloza hiicreleri arasinda bosluklar
oldugu degerlendirildi. Oosit yapisinda ise morfolojik olarak bozulmalar goriilmedi. Her

iki grupta da bag doku yapisinin ve bitiinligin korundugu goriildii.

Primordiyal folikuil Primer folikil Sekonder folikdl

T S L
{2 ,q\a-j‘ 2 o
3 '/u’«,..

S

Kontrol

Antral folikiil Korpus luteum Atretik folikl
Sekil 4.1 12:12 saat aydinlik/karanlik dongiisii olan kontrol grubu ovaryum kesitlerinin
hematoksilen ve eozin boyanmalarinin 1sik mikroskobi goriintiileri. Gelisimin farkli
asamalarindaki folikiillerin ve korpus luteumun morfolojisi; primordiyal folikiil (A),
primer folikiil (B), sekonder folikiil (C), antral folikiil (D), korpus luteum (E) ve atretik
folikiil (F). Ovaryum kesitleri i¢in ovaryumun merkezinden gecen kesitlerden goriintiiler

almarak standardizasyon saglanmistir. Sar1  kesikli daire ¢izgileri folikiilleri
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gostermektedir. KL: Korpus Luteum. Primordiyal, primer, sekonder, antral ve atretik

folikiiller i¢in goriintiiler 40x objektif, korpus luteum 20x objektif ile ¢ekilmistir.

Primordiyal folikdl Primer folikul Sekonder folikdil

Antral folikl Korpus luteum Atretik folikil

Sekil 4.2 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiisii olan deney grup ovaryum kesitlerinin
hematoksilen ve eozin boyanmalarinin 151k mikroskobi goriintiileri. Gelisimin farkl
asamalarindaki folikiillerin ve korpus luteumun morfolojisi; primordiyal folikiil (A),
primer folikiil (B), sekonder folikiil (C), antral folikiil (D), korpus luteum (E) ve atretik
folikiil (F). Ovaryum kesitleri i¢cin ovaryumun merkezinden gecen kesitlerden goriintiiler
alimarak standardizasyon saglanmistir. Sar1 kesikli daire ¢izgileri folikiilleri
gostermektedir. KL: Korpus Luteum. Primordiyal, primer, sekonder, antral ve atretik

folikiiller i¢in gorlintiiler 40x objektif, korpus luteum 20x objektif ile ¢cekilmistir.

4.2. Sirkadiyen Ritim Geni Olan PER2 Ekspresyonunun immiinofloresan Yéntemi
ile Gosterilmesi

12:12 saat aydinlik/karanlik dongiisii olan kontrol ve sirkadiyen ritim bozulmus
12:12 saat aydmlik/aydinlik dongiisii olan gruplar1 degerlendirmek i¢in alinmis
kesitlerden sirkadiyen ritim geni olan PER2 (Period Circadian Regulator 2)
ekspresyonunu degerlendirdik. Sirkadiyen ritmin bozuldugunu gostermek i¢in PER2
antikoru kullanilirken ¢ekirdek boyamasi icin DAPI kullanildi ve elde edilen goriintiiler

konfokal mikroskop ile goriintiilendi.

) > T



Ovaryum dokularinda korteks ve medulla kisimlar1 degerlendirildi. Ayrica kontrol
ve deney gruplarindaki dokularda i¢in primordiyal, primer, sekonder, antral ve atretik
folikiiller ile korpus luteum yapisi incelendi. Deney grubunda kontrol grubuna kiyasla
PER2 immiinofloresan yogunlugunda anlamli bir sekilde azalma gormekteyiz (p<0.05)
(Sekil 4.3, 4.4).

Sirkadiyen ritmin en Onemli genlerinden bir olan PER2 ekspresyonunu
inceledigimizde, PER2 immiinofloresan yogunlugundaki azalma, deney grubunda
sirkadiyen ritmin bozuldugunu dogrulamaktadir. Daha sonrasinda PER2 immiinofloresan

yogunlugunu grafiksel olarak da gosterdik (Sekil 4.5).
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DAPI PER 2 DAPI/ PER 2

[

Primordiyal folikul

Primer folikul

Sekonder folikul
JOMINOM

Antral folikul

Korpus luteum

Sekil 4.3 12:12 saat aydinlik/karanlik dongiisii olan kontrol ovaryumunda gelisimin farkli
evrelerinde bulunan folikiillerdeki PER2 lokalizasyonu. Immiinofloresan ydéntem ile
primordiyal folikiil (A), primer folikiil (B), sekonder folikiil (C), antral folikiil (D) ve
korpus luteumda (E) belirlenmistir. Cekirdek boyanmas1 DAPI ile gerceklestirilmistir.
KL: Korpus Luteum.
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DAPI PER 2 DAPI/ PER 2

Primer folikil  Primordiyal folikul
AdN3d

Sekonder folikdl

Antral folik(l

Korpus luteum

Sekil 4.4 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiisii olan deney ovaryumunda gelisimin farkli
evrelerinde bulunan folikiillerdeki PER2 lokalizasyonu. immiinofloresan ydntem ile
PER2 lokalizasyonu primordiyal folikiil (A), primer folikiil (B), sekonder folikiil (C),
antral folikiil asamalarinda ve (D), korpus luteum’da (E) belirlenmistir. Cekirdek
boyanmasit DAPI ile gerceklestirilmistir. KL: Korpus Luteum.
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Sekil 4.5 Immiinofloresan boyanma sonucunda kontrol ve deney gruplari ovaryum
dokular1  arasinda PER2  immiinofloresan  yogunlugunun karsilastiriimasi.
Immiinofloresan boyanma sonucunda kontrol ve deney gruplarindaki total ovaryum
kesitinden elde edilen PER2 ekspresyon yogunluk seviyeleri karsilagtirilmistir. Deney
grubunda PER2 ekspresyon yogunlugu kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak azalmigtir
(p<0.05).

4.3 Sirkadiyen Ritim Bozulmasinda Hippo Sinyal Yolagi Proteinlerinden YAP1 ve
TEAD4’iin Lokalizasyonunun immiinofloresan Yéntem ile Belirlenmesi

Sirkadiyen ritim bozuldugunda ovaryum dokusundaki Hippo sinyal yolag:
proteinleri olan YAP1 ve TEAD4 ekspresyonunu 12:12 saat aydinlik/karanlik dongiisii
olan kontrol ve sirkadiyen ritim bozulmus 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiisii olan
gruplar icin degerlendirdik. Ovaryumun tiim folikiillerinde ve korpus luteumda bu
proteinlerin lokalizasyonunu gosterdik.

Ik olarak YAP1 ekspresyonu degerlendirildiginde, Sirkadiyen ritmin 1 hafta
sirekli 151k maruziyeti ile bozuldugu deney grubunda kontrole kiyasla YAPI
ekspresyonunun anlamli bir sekilde azaldigr gorildii (p<0.05). YAP1 ekspresyonu
primordiyel, primer, sekonder, antral ve aterik folikiillerde hem oositte hem de folikiil
hiicrelerinde goriildii. (Sekil 4.6, Sekil 4.7) Korpus luteumun luteal hiicrelerinde ¢ekirdek
ve sitoplazmalarinda YAP1 lokalizasyonu degerlendirildi. (Sekil 4.8 ) Ardindan tiim

degerlendirmeler grafiksel olarak gdsterildi.
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Primordiyal folikul

Primer folikul

Sekonder folikdil
JONLNOM

Antral folikul

Korpus luteum

Sekil 4.6 12:12 saat aydinlik/karanlik donglisii olan kontrol grubu ovaryumunda
gelisimin farkl1 evrelerinde bulunan folikiillerdeki YAP1 lokalizasyonu. Immiinofloresan
yontem ile YAPI lokalizasyonu primordiyal folikiil (A), primer folikiil (B), sekonder
folikiil (C), antral folikiil asamalarinda ve (D), korpus luteumda (E) belirlenmistir.
Cekirdek boyanmasit DAPI ile gerceklestirilmistir. KL: Korpus Luteum.
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Primordiyal folikil
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Primer folikul

Sekonder folikl

Antral folikul

Korpus luteum

Sekil 4.7 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiisii olan deney grubu ovaryumunda gelisimin
farkl1 evrelerinde bulunan folikiillerdeki YAP1 lokalizasyonu. immiinofloresan yontemi
ile YAP1 lokalizasyonu primordiyal folikiil (A), primer folikiil (B), sekonder folikiil (C),
antral folikiil asamalarinda ve (D), korpus luteumda (E) belirlenmistir. Cekirdek
boyanmast DAPI ile gergeklestirilmistir. KL: Korpus Luteum.
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Sekil 4.8 Immiinofloresan boyanma sonucunda kontrol ve deney gruplari ovaryum
dokular1 arasinda YAP1 ekspresyonundaki yogunlugun karsilastiriimasi. immiinfloresan
boyanma sonucunda kontrol ve deney gruplarindaki total ovaryum kesidinden elde edilen
YAP1 ekspresyon yogunluk seviyeleri karsilastirilmistir. Deney grubunda YAPI1

ekspresyon yogunlugu kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak azalmistir (p<0.05).

Hippo sinyal yolagi proteinlerinden olan YAP1 ekspresyonu incelendikten sonra
ovaryum folikiillerinde ve korpus luteum yapisinda TEAD4 ekspresyonunu
degerlendirdik. Sirkadiyen ritmin 1 hafta siirekli 151k maruziyeti ile bozuldugu 12:12 saat
aydinlik/aydinlik dongiisii olan deney gruplarinda TEAD4 ekspresyonu 12:12 saat
aydinlik/karanlik dongiisii olan kontrol gruplarina kiyasla ovaryum folikiilleri ve korpus
luteum yapist i¢in arttigi gézlemlendi. Primordiyel, primer, sekonder, antral ve atretik
folikiiller de olan bu lokalizasyon oosit ve folikiil hiicrelerinde degerlendirildi (Sekil 4.9,
Sekil 4.10). TEAD4 ekspresyonu YAP1 ekspresyonu gibi folikiil hiicrelerinin ve korpus
luteumun luteal hiicrelerinin hem ¢ekirdeklerinde hem de sitoplazmasinda gézlemlendi.

TEAD4 ekspresyonu kontrol ve sirkadiyen ritmin bozuldugu gruplar arasinda

farklilik gosterdi (p<0.05) (Sekil 4.11).
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DAPI TEAD4  DAPI/TEAD4

Sekonder folikl Primer folikal Primordiyal folikal
TOULNOM

Antral folikul

Korpus luteum

Sekil 4.9 12:12 saat aydinlik/karanlik dongiisii olan kontrol grubu ovaryumunda
gelisimin  farkli  evrelerinde bulunan folikiillerdeki TEAD4 lokalizasyonu.
Immiinofloresan yontem ile TEAD4 lokalizasyonu primordiyal folikiil (A), primer folikiil
(B), sekonder folikiil (C), antral folikiil asamalarinda ve (D), korpus luteumda (E)
belirlenmistir. Cekirdek boyanmasi1 DAPI ile ger¢eklestirilmistir. KL: Korpus Luteum.
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Primordiyal folikul

Primer folikul

Sekonder folikl

Antral folikul

Korpus luteum

Sekil 4.10 Sirkadiyen ritim bozulmus 12:12 saat aydinlik/aydinlik deney grubu
ovaryumunda gelisimin farkli evrelerinde bulunan folikiillerdeki TEAT4 lokalizasyonu.
Immiinofloresan boyanma ile TEAT4 lokalizasyonu primordiyal folikiil (A), primer
folikiil (B), sekonder folikiil (C), antral folikiil asamalarinda ve (D), korpus luteumda (E)
belirlenmistir. Cekirdek boyanmas1 DAPI ile gerceklestirilmistir. KL: Korpus Luteum.
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Sekil 4.11 Immiinofloresan boyanma sonucunda kontrol ve deney gruplar1 ovaryum
dokular1 arasinda TEAD4  ekspresyonundaki  yogunlugun karsilastirilmasi.
Immiinofloresan boyanma sonucunda kontrol ve deney gruplarindaki total ovaryum
kesidinden elde edilen TEAD4 ekspresyon yogunluk seviyeleri karsilagtirilmistir. Deney
grubunda TEAD4 ekspresyon yogunlugu kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak artmistir
(p<0.05).

4.4. Sirkadiyen Ritim Bozulmasinda mTERT Ekspresyonun Immiinofloresan
Yontem ile Gosterilmesi

Telomerler, kromozomal stabilite ve hiicrenin hayatta kalmasi i¢in gerekli olan
kromozomal uglardaki koruyucu bagliklardir. Sirkadiyen ritm bozulmasi, obezite ve stres
telomer uzunlugunu kisalttigi ve reaktif oksijen seviyelerini yikselttigi bilinir. Bu
hipotezlere dayanarak sirkadiyen ritim bozulmasinda mTERT ekspresyonunu inceledik.

Immiinofloresan boyama ile mTERT i inceledigimizde sirkadiyen ritmin 1 hafta
stirekli 151k maruziyeti ile bozuldugu 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiisii olan deney
grubunda 12:12 saat aydinlik/karanlik dongiisii olan kontrol grubuna kiyasla
ekspresyonunun arttigini belirledik (Sekil 4.12, Sekil 4.13). Deney ve kontrol gruplarinda
primordiyal, primer, sekonder, antral, atretik folikiiller ve korpus luteum yapisini
inceledigimizde oosit, graniiloza ve teka hiicrelerinde mTERT lokalizasyonunu
belirledik. Teka hiicrelerinde ve korpus luteumun luteal hiicrelerinde mTERT
ekspresyonunu sitoplazma ve cekirdekte goriintiiledik. Elde edtti§imiz tiim sonuglar

gruplar arasinda karsilagtirilarak grafik olarak gosterilmistir (p<<0.05) (Sekil 4.14).
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DAPI MTERT DAPI/ mTERT
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Sekonder folikdil Primer folikiil Primordiyal folikdil
TOULNOM

Antral folikul

Korpus luteum

Sekil 4.12 12:12 saat aydinlik/karanlik dongiisii olan kontrol grubu ovaryumunda
gelisimin  farkli  evrelerinde bulunan folikiillerdeki mTERT lokalizasyonu.
Immiinofloresan boyanma ile mTERT lokalizasyonu primordiyal folikiil (A), primer
folikiil (B), sekonder folikiil (C), antral folikiil asamalarinda ve (D), korpus luteumda (E)
belirlenmistir. Cekirdek boyanmas1 DAPI ile gerceklestirilmistir. KL: Korpus Luteum.
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DAPI MTERT  DAPI/ mTERT

Primer folikal Primordiyal folikdl

Sekonder folikdl

Antral folikal

Korpus luteum

Sekil 4.13 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiisii olan deney grubu ovaryumunda
gelisimin  farkli  evrelerinde  bulunan folikiillerdeki mTERT lokalizasyonu.
Immiinofloresan boyanma ile mTERT lokalizasyonu primordiyal folikiil (A), primer
folikiil (B), sekonder folikiil (C), antral folikiil asamalarinda ve (D), korpus luteumda (E)
belirlenmistir. Cekirdek boyanmasi1 DAPI ile ger¢eklestirilmistir. KL: Korpus Luteum.
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Sekil 4.14 Immiinofloresan boyanma sonucunda kontrol ve deney gruplar1 ovaryum
dokular1  arasinda mTERT ekspresyonundaki  yogunlugun karsilastiriimasi.
Immiinofloresan boyanma sonucunda kontrol ve deney gruplarindaki total ovaryum
kesidinden elde edilen mTERT ekspresyon yogunluk seviyeleri karsilastiriimistir. Deney
grubunda mTERT ekspresyon yogunlugu kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak artmigtir

(p<0.05).

4.5. BMALI, CLOCK, PER2 ve CRYI Ekspresyonlarinin Ovaryum Dokularinda
mRNA Seviyesinde Gosterilmesi

Sirkadiyen ritim genleri olan BMALI, CLOCK, PER2 ve CRY1 ekspresyonlarin
12:12 saat aydimnlik/karanlik dongiisii olan kontrol grubu ve sirkadiyen ritmin 1 hafta
stirekli 151k maruziyeti ile bozuldugu 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiisii olan deney
grubunda qRT-PZR yontemi ile mRNA diizeyinde belirledik. Bu degerlendirilmeler her
bir sirkadiyen ritim geni i¢in yapilarak degerlendirildi. Yapilan degerlendirilmelerde 1
haftalik siirekli 151k uygulanan deney grubu ve kontrol grubu arasinda sirkadiyen ritim
genlerinin mRNA seviyesinde herhangi bir degisiklik olmadig: belirlendi. Yapilan tiim
istatistiksel analizler grafiksel olarak gosterildi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15 Bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/karanlik dongiisiinde tutulan kontrol
grubu ve bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiisiinde tutulan sirkadyen
ritmin bozuldugu deney grubundan elde edilen ovaryum dokularinda BMAL1, CLOCK,
PER2 ve CRYI gen ekspresyonlart qRT-PZR yontemi kullanilarak mRNA diizeyinde
gosterilmesi. (A) CLOCK, (B) BMALI, (C) CRYI ve (D) PER2 genlerinin mRNA
seviyesinde ekspresyonunun belirlenmesi. Hesaplamalar Image] ve GraphPad
programlar1 kullanilarak yapildi. Gruplar, student’s t testi ile istatistiksel olarak

degerlendirildi.

4.6. Hippo Sinyal Yolag1 Bilesenlerinden YAPI ve TEAD4 Ekspresyonunun
Ovaryum dokularinda mRNA Diizeyinde Gosterilmesi

Hippo sinyal yolagi komponentlerinden YAP! ve TEAD4 ekspresyonununu, 1
hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/karanlik dongiistinde tutulan kontrol grubu ve bir hafta
boyunca 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiisiinde tutulan sirkadyen ritmin bozuldugu
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deney grubunda degerlendirdigimizde, YAPI ve TEAD4 ekspresyonlarinda anlamli bir
farklilik goriillmedi. Yapilan degerlendirilmeler Beta-aktin ekspresyonuna oranlanlanarak

hesaplanmuistir ve istatistiksel olarak grafikle gosterilmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/karanlik dongiisiinde tutulan kontrol
grubu ve bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiisiinde tutulan sirkadyen
ritmin bozuldugu deney grubundan elde edilen ovaryum dokularinda YAP! ve TEAD4
gen ekspresyonlart QRT-PZR yontemi kullanilarak mRNA diizeyinde gdsterilmesi. (A)
YAPI, (B) TEAD4 genlerinin mRNA seviyesinde ekspresyonunun belirlenmesi.
Hesaplamalar ImageJ ve GraphPad programlari kullanilarak yapildi. Gruplar, student’s t

testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi.

4.77. mTERT Ekspresyonunun Ovaryum dokularinda mRNA Diizeyinde
Gosterilmesi
12:12 saat aydinhik/karanlik dongiisiinde tutulan kontrol grubu ve bir hafta
boyunca 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiisiinde tutulan sirkadyen ritmin bozuldugu
deney grubundan elde edilen ovaryum dokularinda mTERT ekspresyonu belirlendi.
Degerlendirilmeler sonucunda mTERT ekspresyonun sirkadiyen ritim bozulmus
ve kontrol gruplarinda mRNA seviyesinde anlamli bir sekilde degismedigi goriildii.

Yapilan analizler istatistiksel olarak gosterildi (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/karanlik dongiisiinde tutulan kontrol
grubu ve bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiistinde tutulan sirkadyen
ritmin bozuldugu deney grubundan elde edilen ovaryum dokularinda mTERT gen
ekspresyonunun qRT-PZR yontemi ile mRNA diizeyinde gosterilmesi. mTERT
ekspresyonu deney grubunda kontrol grubuna kiyasla farklilik goriilmemistir.
Hesaplamalar ImageJ ve GraphPad programlar1 kullanilarak yapildi. Gruplar, student’s t

testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi.
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5.TARTISMA

Sirkadiyen ritim, memeliler {izerinde hiicresel, fizyolojik ve davranigsal siiregleri
molekiiler diizeyde transkripsiyonel ve translasyonel geri bildirim dongiileri araciligiyla
koordine eden bir sistemdir (142). Sirkadiyen ritim uyku-uyamiklhik dongiisiini
diizenleyerek ozellikle endokrin sistem ve lireme sistemi {izerinde molekiiler diizeyde
etkilidir (143). Disi lireme sisteminde sirkadiyen ritim, folikiiler gelisim ve ovulasyon
mekanizmalarinda olduk¢a 6nemlidir ve merkezi sirkadiyen sistem tarafindan diizenlenir.
Yapilan arastirmalar ile saat genlerinin senkronizasyonunun iireme basarisi igin kritik
oldugu gosterilmistir (144-146). Gece vardiyasinda calisan kadinlar iizerinde yapilan
caligmalarda, ekstra maruz kalmman yapay 15181in sirkadiyen ritmi bozarak iireme
fonksiyonunu azalttig1, gebelik oranlarini diislirdiigli, dogan yavrularda diisiikk dogum
agirligina sebep oldugu ve tekrarlayan diisiiklere yol actig1 gosterilmistir (147, 148).

Perl/Per2 ¢ift mutasyonlu disi farelerin dogurganliginda erken baslayan bir
azalma oldugunu gosterilmistir. Bununla birlikte, mutant farelerde ovaryum folikiilleri ile
iligkili vaskiiler biiylimede ve incelenen diger dokularda belirgin bir degisiklik
olmamustir. ilging bir sekilde, Perl/Per2 mutantlarinda orta yas evresinden itibaren
ovaryumda folikiil sayisinda kontrol grubuna kiyasla énemli bir azalma oldugu tespit
edilmigtir. Ovaryumda folikiil gelisimi siireci bircok faktdr tarafindan siki bir sekilde
kontrol edilmektedir. Perl/Per2 islev kaybi mutasyonlarinin folikiiler gelisimde rol
oynayan gen ifadesini degistirerek ovaryumda folikiil rezervinin tiikkenmesine ve lireme
kapasitesinin azalmasina yol acabilecegi gosterilmistir (149). Tez ¢calismamizda ilk olarak
sirkadiyen ritim geni olan PER2 ekspresyonunu degerlendirdik. Immiinofloresan
isaretleme yontemi ile bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/karanlik dongiisiinde tutulan
kontrol grubu ve bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiisiinde tutulan
sitkadyen ritmin bozuldugu deney gruplarindan aldigimiz kesitlerde PER2
ekspresyonunu degerlendirdik. PER2 protein ekspresyonunun bir hafta siirekli 151k
maruziyeti ile sirkadiyen ritmin bozuldugu grupta kontrole gére anlamli olarak azaldigini
belirledik. Ovaryum dokularin1 morfolojik olarak analiz ettigimizde, genel olarak
folikiiler gelisimin acisindan iki grup arasinda morfolojik bir fark olmadig belirlendi.
Ancak, bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/karanlik dongiisiinde tutulan kontrol grubu
ve bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiisiinde tutulan sirkadyen ritmin
bozuldugu ovaryum dokularinda kortekste bulunan folikiillerde graniiloza hiicrelerinin
birbirleri ile olan organizasyonunun bozuldugunu ve hiicrelerin diizensiz bir sekilde

folikiil duvarinda yer aldiklarini gézlemledik.
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Hippo sinyal yolag1 bilesenleri, hiicre proliferasyonu, hiicre gocti, farklilasmasi ve
hiicre kaderininin belirlenmesi mekanizmalar1 aracilifiyla temel biyolojik siirecleri
diizenleyerek folikiil biiylimesinde ve aktivasyonunda ve ayrica steroidogenezde énemli
roller oynamaktadir. Bu siire¢lerin 6nemi goz Oniine alindiginda, Hippo sinyal yolagi
bilesenlerinde meydana gelebilecek degisiklikler, folikiiler homeostazin kaybina ve
polikistik over sendromu (PKOS), prematiire over yetmezligi ve ovaryum kanseri gibi
iireme sorunlarina neden olmaktadir (150). Hippo sinyal yolagi, YAP1 aktivitesini
diizenleyerek organ boyutunu kontrol eder. Biiyiime sinyalleri varliginda Hippo yolagi
baskilanir ve YAP1'in sitoplazmadan cekirdege translokasyonu uyarilarak proliferatif
genlerin ekspresyonu tetiklenir. Hippo yolaginin major efektdrii olan YAP1 farede
ovaryumda graniiloza hiicrelerinde eksprese edilmektedir ve hem ovulasyonda hem de
folikiil gelisiminin diizenlenmesinde 6nemli bir role sahiptir. Yapilan bir calismada, sigir
kiimiiliis-oosit kompleksinde YAP ve TAZ ekspresyonunun oldugu belirlenmistir (151).
Bir baska calismada, Hippo sinyal yolaginin ovaryumda folikiillerde aktif oldugu ve
LATS1'in germ hiicreleri ve primordiyal folikiil havuzunun korunmasi i¢in gerekli oldugu
gosterilmistir (152). YAP1 in aktif formu olan niikleer YAP1 ¢ogalmakta olan graniiloza
hiicrelerinde eksprese olurken YAP1’in anaktif formu olan sitoplazmik YAP1 luteal
hiicrelerde eksprese olmaktadir. YAP1’in dengeli ekspresyonu ve aktivasyonu folikiil
gelisimi ve iiremenin gergeklesmesi i¢in hayatidir (112). YAPI aktivitesinin inhibe
edilmesi durumunda farede in vitro ve in vivo’da folikiiler gelisimin bozuldugu, bu
nedenle YAP1’in ekspresyonu ve aktivasyonu arasindaki dengenin folikiiler gelisim ve
tireme basarisi i¢in onemli oldugu ileri siiriilmiistiir (153). Baska bir calismada, YAP1
aracili mekanizmanin ovulasyon sirasinda hiicre sagkalimini ve graniiloza hiicrelerinin
farklilagmasin1 kontrol ettigi belirlenmistir (154). Ovaryumun pargalanmasi ile Hippo
sinyal yolagi genlerinin ekspresyonunun aktive olarak, olusturulan mekanik stresin
ovaryumda folikiillerin aktivasyonuna neden oldugu gosterilmistir. Bu nedenle ovaryum
kaynakli infertilitenin tedavisinde Hippo sinyal yolagmmin hedef olarak
degerlendirilebilecgi ileri siiriilmiistiir (155). Tiim bu literatiir bilgileri 1s18inda tez
calismamizda, bir hafta siirekli 151k maruziyeti ile sitrkadiyen ritim bozulmasinin fare
ovaryum dokusunda folikiiler gelisim tizerindeki etkisini Hippo sinyal yolag: {izerinden
gostermeyl amacgladik. Biz tez c¢alismamizda, bir hafta boyunca 12:12 saat
aydinlik/karanlik dongiisiinde tutulan kontrol grubu ve bir hafta boyunca 12:12 saat
aydinlik/aydinlik dongiisiinde tutulan sirkadyen ritmin bozuldugu deney gruplarinda

ovaryum dokusunda Hippo sinyal yolagi bilesenlerini immiinofloresan ve qRT-PZR
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yontemi kullanarak inceledik. Yaptigimiz degerlendirilmelerde sirkadiyen ritmin
bozuldugu ovaryumda, YAPI ekspresyonunun deney grubuna kiyasla azaldigim
gozlemledik. Bunun yani sira TEAD4 ekspresyonu ise anlamli bir sekilde arttigini
belirledik. Elde ettigimiz veriler, Hippo sinyal yolagi komponentlerinden YAP1 ve
TEADA4’{in ovariyal sirkadiyen ritim ile iliskili olabilecegini gosterdi.

Memeli hiicreleri ile yapilan ¢alismalarda Periyot 1 (PER1), Periyot 2 (PER2),
Periyot 3 (PER3), Cryptochrome 1 (CRY1), Cryptochrome 2 (CRY2), Sirkadiyen
lokomotor ¢ikt1 dongiileri bozuk (CLOCK) ve Beyin ve Kas ARNTbenzeri 1 (BMALI1)
genlerinin sirkadiyen ritim diizenleyicileri olarak rol aldigi gosterilmistir. Sirkadiyen
ritmin 1 hafta aydinlik maruziyeti ile bozuldugu farelerin ovaryumlar1 incelendiginde
total folikiil sayisinda anlamli derecede azalma ve mTOR protein ekspresyonu
seviyesinde de benzer sekilde anlamli derecede azalma oldugu goriilmiistiir (156, 157).
Sirkadiyen ritimde gorev alan tiim bu genler, hiicrede bir ¢cok farkli genler ile iletisim
kurarak farkli mekanizmalar ile c¢aligirlar. Yapilan ¢aligmalarda sirkadiyen ritim ile
yaslanma ile meydana gelen fizyolojik degisiklikler arasinda baglanti kurulmustur.
Sineklerde aydinlik/karanlik dongiisiiniin bozulmasi veya sirkadiyen ritim genlerinde rol
alan genlerde meydana gelen mutasyonlar sonucunda yasam siiresinin kisaldigi
gosterilmistir (158). BMAL1, CLOCK ve PER1/2 gen eksikligi olan fareler ile yapilan
calismalarda erken yaslanma goriilmiistiir (159). Fibroblastlar hiicreli ile yapilan bir
calismada, YAP/TAZ'!n hedeflenen mutasyonlar1 ve asir1 ekspresyonu ile sirkadiyen
saatin temel bilesenlerinden olan Bmall ve Cry1°1 etkileyebilecegi gosterilmistir. Memeli
sirkadiyen saatinin mekanobiyolojik diizenlenmesinde, YAP/TAZ ve transkripsiyonel
efektorii TEAD''n 6nemli bir role sahip oldugu belirlenmistir. Belirlenen bu mekanizma,
kanser ve yaslanmada oldugu gibi YAP/TAZ aktivitesinin regiilasyonunun sirkadiyen
ritimdeki bozulma ile iligkili oldugunu kanitlamaktadir (160). Tez ¢alismamizda qRT-
PZR yontemi ile YAPI ve TEAD4 ekspresyonlarinin mRNA seviyelerinin degismedigini
belirledik. Elde etti§imiz sonucglara dayanarak sirkadiyen ritim bozulmasinin Hippo
sinyal yolagi bilesenleri iizerinde translasyonel diizeyde etkili olabilecegini,
traskripsiyonel seviyede bir degisim i¢in bir haftalik siirecin yeterli olmayaabilecegini
sOyleyebiliriz. Buna ek olarak BMALI, CLOCK, CRYI ve PER2 sirkadiyen ritim
genlerinin de ekspresyonlarinin mRNA seviyelerinin degismedigini gosterdik. Bir hafta
stirekli 151k maruziyetinin BMALI, CLOCK, CRYI ve PER2 genlerini transkripsiyonel

seviyede etkilemedigini belirledik.
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Telomer uzunlugu diizenlemesi ve proliferatif yaslanma mekanizmalari,
memeliler arasinda bile evrimsel olarak korunmamistir. Gomes ve ark., 60'tan fazla
memeli tiirii hiicrelerinde telomer uzunlugu ve telomeraz ekspresyonunun karsilastirmali
bir analizinde, atasal memelilerin insan benzeri kisa telomerlere sahip oldugu ve
telomeraz ekspresyonunu inhibe ettigi sonucuna varmistir (122). YAP’m
hiperaktivasyonunun, artan hTERT ekspresyonu ile telomeraz aktivitesini destekledigi ve
telomer uzunlugunu uzattigi gosterilmistir. Buna ek olarak, insan karaciger kanseri
dokularinda hTERT ekspresyonunun YAP aktivasyonu ile pozitif bir iliskili igerisinde
oldugu belirlenmistir. Tim bu sonuglar, YAP''n tliimoriin ilerlemesine katkida
bulunabilecek hTERT ekspresyonunu destekledigini gostermektedir (161). Ayrica, bir
baska calismada da Hippo yolagi ile TERT sinyal yolagi arasinda énemli bir iligki oldugu
gosterilmistir (162).

TERT, stres yaniti, apoptoz ve mitokondride mitokondriyal uygunlugun
stirdiiriilmesinde rol oynar, bu nedenle mitokondriyal biitiinliigiin korunmasinda rol
oynayabilecegi tanimlanmistir (163). TERT ifadesi, sirastyla pro-proliferatif ve anti-
proliferatif genlerin ifadesini indiikleyerek veya inhibe ederek telomer uzamasindan
bagimsiz olarak hiicre biiylimesini ve proliferasyonunu tesvik edebilir (164). Daha 6nceki
bir calismamizda farede granuloza hiicrelerinde ve ovaryumda folikiiler gelisimde
mTERT ekspresyonunun énemli bir role sahip oldugunu gosterdik (165). Calismamizda
bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/karanlik dongiistinde tutulan kontrol grubu ve bir
hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiisiinde tutulan sirkadiyen ritmin
bozuldugu deney gruplarinda mTERT ekspresyonunu inceledik. Immiinofloresan boyama
ile elde ettigimiz veriler, sirkadiyen ritmin bir hafta siirekli 151k maruziyeti ile bozuldugu
ovaryumda mTERT ekspresyonunun kontrole kiyasla anlamli bir sekilde arttigini
gosterdi.

Hippo sinyal yolagi, basta bir¢ok kanser tiirii olmak tizere bilesenini tanimlanarak,
sinyal iletiminin mekanik olarak anlasilmasina ve bu yolag: farkli hiicre tipleri, organlar
ve tlirlerdeki sayisiz fonksiyonlarinin anlasilmasina yol agmistir. Bir¢ok kanser tiiriinde
Hippo sinyal yolaginin merkezi bir roliiniin oldugu kesfedilmistir ve bu nedenle Hippo
yolagi son yillarda terapotik stratejilerin gelistirilmesinde hedef sinyal yolaklarindan biri

haline gelmistir.

Evrimsel olarak korunmus bir sinyal yolagi olan Hippo sinyal yoluagi ¢cok sayida

biyolojik siirecin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir Bununla birlikte, Hippo
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yolaginda meyda gelebilecek diizensizlikler, basta ¢esitli kanser tiirleri olmak {izere ¢esitli
hastaliklara neden olabilir. Bu nedenle, Hippo bilesenlerini hedef alan terapotik stratejiler,
genis bir hastalik yelpazesinin tedavisi i¢in umut verici yaklagimlar olabilir. Biz tez
calismamizda, Hippo sinyal yolagi komponentlerinden YAP1 ve TEAD4iin mTERT
telomeraz katalitik alt linitesi ile iliskide olabilecegini, bir hafta siirekli 1s1kl1 maruziyeti
ile sirkadiyen ritmin bozuldugu fare ovaryum dokularinda folikiiler gelisimde ve gelisen
folikiillerin yaslanmasinda rol alabilecegini ileri siirmekteyiz. Calismamiz sonucunda
elde edilen verilerin, ovaryumun fizyolojik siiregleri olan ovaryumun gelisimi, folikiiler
gelisim ve oosit maturasyonunda Hippo sinyal yolaginin ¢ok fonksiyonlu goérevlerinin
aciklanmasina ve Hippo bilesenlerini hedef alan potansiyel tedavilerin gelistirilmesine

katki saglamasini1 hedeflemekteyiz (Sekil 5.1).

=2t

Telomeraz Aktivasyonu

Hippo Sinyal Yolagi

Sekil 5.1. Bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiisiinde tutulan sirkadiyen
ritmin bozuldugu fare ovaryumunda, Hippo sinyal yolag: bilesenleri YAP1 ve TEAD4

ve telomeraz katalitik alt {initesi mTERT arasindaki iligkinin gosterilmesi.
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