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OZET

Amag: Tekrarlayan siiperovulasyonun fare germinal vezikiil (GV) ve metafaz II (MII)
oositlerindeki Tert ve Terc gen ekspresyonu ile telomer uzunlugu {izerine etkilerinin

belirlenmesidir.

Yontem: Balb/C irk1 disi farelerden kontrol (K; n=12), bir kez siiperovulasyon uygulanan
(1S; n=12), birer hafta ara verilerek ii¢ kez siliperovulasyon uygulanan (3S; n=12), birer
hafta ara verilerek bes kez siiperovulasyon uygulanan (5S; n=12) olmak {izere 4 grup
olusturuldu; bu gruplardan GV ve MII oositlerin eldesi gergeklestirildi. Elde edilen
oositlerde, Tert ve Terc genlerinin ekspresyon seviyeleri RT-gPCR, TERT protein diizeyi
immiinofloresan boyama, telomer uzunlugu ise qPCR yontemleriyle belirlendi. Elde

edilen veriler, tek yonli ANOVA ve Tukey post-hoc testi ile analiz edildi.

Bulgular: Terc gen ekspresyon seviyesi, 5S grubundan elde edilen GV oositlerde 1S
grubuna gore yiiksek oldugu belirlendi (P<0.05). Ml oosit elde edilen 5S grubunun Terc
seviyesi, K grubuna gore yiiksek bulundu (P<0.05). GV oositlerdeki Tert mMRNA seviyesi
ise 1S ve 5S gruplarinda, K grubuna gore yiiksek oldugu goriildii (P<0.05). MII oosit elde
edilen 1S grubundaki Tert seviyesi de diger gruplara gére daha yiliksek bulundu (P<0.001).
TERT proteini GV oositlerde yogun olarak ¢ekirdek bolgesinde ve sitoplazmada; MII
oositlerde ise yogun olarak sitoplazma ve polar cisimciklerde gozlendi. TERT protein
diizeyinin MII oosit elde edilen 1S grubundan 5S grubuna dogru kademeli olarak arttig:
belirlendi (P<0.01). 1S, 3S ve 5S gruplarina ait GV oositlerin telomer uzunlugu, K
grubuna gore daha kisaydi (P<0.001). K ve 3S gruplarindan elde edilen MII oositlerin

telomer uzunlugu ise 1S ve 5S gruplarina gére daha kisa oldugu belirlendi (P<0.001).

Sonug¢: Tekrarlayan siiperovulasyon, telomeraz bilesenleri olan Tert ve Tert gen
ekspresyonlari ile TERT protein diizeyi ve telomer uzunlugunu GV ve MII oositlerde
degistirmektedir. Bu degisimlerin yardimei iireme teknikleri sonucunda elde edilen

oositlerde goriilen bazi gelisimsel bozukluklarla iligkili olabilecegi diisiincesindeyiz.

Anahtar Kelimeler: tekrarlayan siiperovulasyon, telomeraz ekspresyonu, telomer

uzunlugu, oosit, fare



ABSTRACT

Objective: To determine the effects of repeated superovulation on the Tert and Terc genes
expression and telomere length in mouse germinal vesicle (GV) and metaphase Il (MII)

oocytes.

Method: Four groups from Balb/C female mice consisting of control (C; n=12), one time
superovulated (1S; n=12), three times with one week intervals (3S; n=12); five times with
one week intervals (5S; n=12) were created, and GV and MII oocytes were obtained from
these groups. The expression levels of the Tert and Terc genes by RT-gPCR, TERT
protein level by immunofluorescence staining, and telomere length by gPCR were
determined. The obtained data were analysed by one-way ANOVA and post-hoc Tukey
test.

Results: The Terc gene expression level in GV oocytes from 5S group was higher than
1S group (P<0.05). Terc level in MII oocytes from 5S group was higher than C group
(P<0.05). The Tert mMRNA level increased in GV oocytes obtained from 1S and 5S groups
than C group (P<0.05). TERT protein was detected as densely in the nucleus and in the
cytoplasm of GV oocytes; densely localized in the cytoplasm and polar body of MII
oocytes. It is worth noting that TERT level in MII oocytes gradually increased from 1S to
5S groups (P<0.01). Telomere length in GV oocytes of 1S, 3S and 5S groups were shorter
than C group (P<0.001). Telomere length in MII oocytes obtained from C and 3S groups
was shorter than those of 1S and 5S groups (P<0.001).

Conclusion: Repeated superovulation changes the telomerase components, Tert and Terc
genes expression, TERT protein level, and telomere length in GV and MII oocytes. These
changes may be associated with some developmental disorders, which are observed in the

oocytes as a result of assisted reproductive techniques.

Key Words: repeated superovulation, telomerase expression, telomere length, oocytes,

mouse
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1. GIRIS

1.1. Hipotezin Temeli ve Amag¢

Stiperovulasyon veya ovaryum stimiilasyonu, infertilite tedavisinde ve deney hayvanlari
ile ilgili farkli arastirmalarda siklikla kullanilan ve fazla sayida oosit eldesinin
amaglandig1 bir uygulamadir (Luo ve ark., 2011; Wdowiak ve ark., 2015). Bu uygulama,
folikiil uyarici hormon (FSH) ve liiteinlestirici hormon (LH) analoglarinin belirli zaman
araliklarinda ve dozlarda enjekte edilmesi temeline dayanmaktadir. Deney hayvanlarina
uygulanan siiperovulasyon protokolii ise digaridan FSH analogu olan gebe kisrak serum
gonadotropin (PMSG) ve LH analogu olan insan koryonik gonadotropin (hCG)
hormonlarinin belirli doz ve zaman dilimlerinde uygulanmasi ile gerceklestirilmektedir
(Luo ve ark., 2011; Behringer ve ark., 2018).

Stiperovulasyonun hedefe yonelik olumlu katkisina ragmen; oosit olgunlagsmasi, embriyo
gelisimi ve ovaryum yapisint olumsuz etkileyebilmektedir. Fareler iizerinde yapilmis
calismalarda, bu uygulamanin 0osit ve embriyo kalitesinde azalma (Ertzeid ve ark., 2001),
olgunlasan oosit oraninda azalma (Lee M. ve ark., 2017), embriyo ve fetal gelisimde
gecikme (Ertzeid ve ark., 1992; Van der Auwera ve ark., 2001), normal olmayan blastosist
olusumunda artis (Van der Auwera ve ark., 2001), diisiik implantasyon orani (Ertzeid ve
ark., 2001), implantasyon sonrasi 6liim oraninda artis (Ertzeid ve ark., 2001) ve DNA
metilasyon kurulumunda bozulma (Fortier ve ark., 2008) gibi bir¢ok olumsuz etkileri
olabildigi gosterilmistir. Siiperovulasyonun fare oositlerinde mitokondriyon yapisinda
bozulma, endozom olusumunda diisiis, mitokondriyon aktivitesi ve ATP {iretiminde

azalmaya da neden olabildigi bildirilmistir (Lee M. ve ark., 2017).

In vitro fertilizasyon (IVF) kliniklerinde, bazi hastalar igin yeterli sayida oosit ve
dolayisiyla embriyo eldesi igin tekrarlayan siiperovulasyon gerekebilmektedir.
Tekrarlayan siiperovulasyon, basarili bir gebelik i¢in umut verici olsa da ovaryum
yapisinda ¢esitli olumsuz etkilerin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir. Fareler
tizerinde yapilmis olan ¢alismalarda, bu uygulamanin ovaryumda oksidatif hasar artisina,
mitokondriyon DNA (mtDNA) mutasyonlarina ve apopitoza neden olabildigi
gosterilmistir (Chao ve ark., 2005; Zhang S. ve ark., 2023). Rhesus maymunlari tizerinde

1



yapilan bir ¢aligmada ise tekrarlayan siiperovulasyonun ovaryumda hiicre ¢ogalmasi ile
farklilagmasini1 baskilayan ve hiicre apopitozunu tetikleyen bir¢ok protein seviyesini

degistirdigi bildirilmistir (Dong ve ark., 2014).

Tekrarlayan siiperovulasyon, ovaryum yapisindaki olumsuz etkilerine ek olarak folikiil
gelisimini ve oosit kalitesini de etkileyebilmektedir. Nie ve arkadaslari tarafindan (2018)
yayimlanan bir calismada, tekrarlayan siiperovulasyonun progesteron, éstradiyol (E2) ve
inhibin B miktarinda azalma; FSH, LH, reaktif oksijen tiirleri (ROS), apopitoz, yaslanma
(senesens)-iliskili mRNA ve protein diizeylerinde artisa sebep olarak ovaryum
fonksiyonunu ve oosit kalitesini etkiledigi belirtilmistir (Nie ve ark., 2018). Benzer
sekilde, yakin zamanda yapilan baska bir ¢alismada da tekrarlayan siiperovulasyonun anti-
Miillerian hormon (AMH), 6strojen, FSH ve LH hormon diizeylerinde diisiise neden
olarak folikiil gelisimini etkileyebilecegi rapor edilmistir (Wang Q. ve ark., 2022).
Yapilan farkli ¢aligmalarda, tekrarlayan siiperovulasyon uygulamasinin fare oositlerinde
organellerin dagiliminda degisime, ig ipliklerinde hasar olusumuna ve oksidatif streste
artisa neden oldugu ortaya konulmustur (Van Blerkom ve ark., 2001; Kalthur ve ark.,
2016). Bununla birlikte, tekrarlayan siiperovulasyonun oositi ¢evreleyen kumulus
hiicrelerini de etkileyerek mitokondriyon fonksiyonlarini degistirdigi belirlenmistir (Xie
ve ark., 2016). Goriildiigl gibi, tekrarlayan siiperovulasyon ovaryum ve oositlerde gerek
yapisal gerekse molekiiler biyolojik diizeyde olumsuz yonde degisimlere neden

olabilmektedir.

Stiperovulasyona bagli olarak da ortaya ¢ikan oksidatif stres artisi, andploidi, 00sit ve
embriyo kalitesinde azalma ve mitokondriyon fonksiyon bozukluklarinin, telomer
kisalmasi ile iliskili olarak da goriilebilmektedir (Keefe ve ark., 2007; Zheng ve ark.,
2019). Telomer kisalmasi sonucunda embriyo gelisimindeki bozulmalar da meydana
gelebilmektedir. (Liu L. ve ark., 2002; Treff ve ark., 2011). Sonug olarak, siiperovulasyon
uygulamasina baglh olarak ortaya ¢ikan olumsuz etkilerin belirli bir kisminin, telomer
kisalmas1 sonucunda meydana gelen fenotiplerle benzerlik gostermektedir. Bu bilgiler,
stiperovulasyonun bu olumsuz etkileri telomerlere direkt ya da dolayli olarak etki ederek
gerceklestirebilecegi diisincesini kuvvetlendirmektedir. Yaptigimiz literatiir taramalarina

gore, bu uygulamanin telomer uzunlugu ve telomeraz bilesenleri {izerine etkisini aragtiran



simnirli sayida c¢aligma bulunmaktadir. Yakin tarihte Berteli ve arkadaslari (2022)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, siiperovule edilen farelerden elde edilen blastosistlerin,
kontrol grubuna gore daha uzun telomere sahip oldugu rapor edilmistir (Berteli ve ark.,
2022). Sigan granuloza hiicreleri tizerinde gerceklestirilen baska bir ¢alismada ise FSH
reseptoriiniin PMSG tarafindan uyarilmasi ile bu hiicrelerdeki Tert mRNA ekspresyonu,
TERT protein diizeyi ve telomeraz aktivitesinin arttigi gozlenmistir (Mordechai ve ark.,
2020).

Tekrarlayan siiperovulasyonun, telomeraz bilesenlerinin ekspresyonu ve telomer
uzunlugu tizerine etkisine yonelik bir ¢alisma tespit edilmemistir. Bu bilgilerden yola
cikilarak calismadaki hipotezimiz “Tekrarlayan siliperovulasyon uygulamasi, germinal
vezikill (GV) ve metafaz 1l (MIl) oositlerinde telomeraz alt bilesen genlerinin
ekspresyonlarini etkileyerek telomer uzunlugunu degistirir.” seklinde olusturulmustur. Bu
projede, tekrarlayan siiperovulasyonun fare GV ve MII oositlerdeki Tert ve Terc gen
ekspresyonu ile telomer uzunlugu iizerine etkiSinin belirlenmesi amaglanmigtir. Bu
projeden elde edilen verilerin, yardimer iireme teknikleri (YUT) ile elde edilen oositlerde
goriilen bazi gelisimsel bozukluklarin alt yapisinin  aydinlatilmasina  katki(lar)

saglanabilecegi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Memelilerde Ovaryumun Genel Histolojik Yapisi

Uterusun (rahmin) saginda ve solunda yerlesimli bir ¢ift ovaryum bulunmaktadir. Her bir
ovaryum, mezovaryum olarak isimlendirilen periton katlantisi tarafindan genis ligamente,
suspensor ligament tarafindan pelvis duvarina ve ovaryum ligamenti tarafindan da uterusa
baglanmaktadir (Ross ve ark., 2006). Ovaryumlar, badem seklinde bir gériiniime sahip
endokrin organlardir. Ovaryum yiizeyi, germinal epitel olarak da bilinen; tek katli kiibik
ve bazi bolgelerde tek katli yassi epitel ile doselidir. Germinal epitel ile korteks arasinda,
tunika albuginea denilen siki bag dokusu yer almaktadir. Tunika albugineanin hemen
altinda yer alan korteks, bag doku hiicreleri ve farkli gelisim asamasindaki folikiilleri
icermektedir (Sekil 2.1). Ovaryumun i¢ kisminda ise kan ve lenf damarlarini iceren gevsek
bag dokusu yapisindaki medulla bdlgesi bulunmaktadir. Ovaryumlar, disi gametlerin
tiretilmesi (oogenez) ve baglica steroid hormonlar olan Ostrojen ve progesteron

salgilanmasinda (steroidogenez) gorev almaktadir (Ross ve ark., 2006).
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Sekil 2.1. Ovaryumun genel histolojik yapisi. Bu sekil, ilgili kaynaktan (Ross ve ark., 2006) alinarak,
degistirilmistir. Ovaryum yiizeyi, germinal epitel ile doselidir. Germinal epitelin hemen altinda sik1 bag
dokusu olan tunika albuginea yer almaktadir. Ovaryumun ana yapsi, dista folikiillerin bulundugu korteks;
icte kan ve lenf damarlar1 bakimindan zengin medulladan meydana gelmektedir.



2.2. Ovaryumlarin Gelisimi ve Oogenez

Disi gonadlar (ovaryumlarin Oncii formu), arka karmm duvarmi ddseyen mezotel
(mezoderm kaynakli epitel), mezenkimal doku (embriyonik bag dokusu) ve buraya gog
eden primordiyal germ hiicreleri (PGH’ler) olmak iizere li¢ kaynaktan koken almaktadir
(Moore ve ark., 2018). insanda gonad gelisimi, gebeligin 5. haftasinda mezoderm kaynakli
epitelin kalinlagmasiyla baglar. Daha sonra, mezoderm kaynakli epitel ve hemen altindaki
mezensim hiicrelerinin ¢ogalmasi ile mezonefrozun (gegici bobrek formu) orta hattinin
her iki yaninda gonad taslagi olarak bilinen gonadal kabartilar meydana gelir (Sekil 2.2).
Gelisimin ilk yedi haftasinda disi ve erkek gonadlar ayni gériiniime sahiptir. Bu nedenle,
bu siire¢ gonadal gelisimin farklanmamis donemi olarak isimlendirilmektedir (Kashimada
ve ark., 2010). Embriyonik gelisimin 7. haftasindan sonra ise disi veya erkek yoniinde
farklanmaya baslar. Gonadal cinsiyet, Y kromozomunun kisa kolunda bulunan ve testis
belirleyici faktorii (TDF) kodlayan SRY geninin varligiyla belirlenmektedir (Ross ve ark.,
2006; Rodriguez Gutierrez ve ark., 2019; Nagahama ve ark., 2021). SRY geni tarafindan
kodlanan TDF’nin varliginda: testis yoniinde gelisim baslar ve primer seks kordonlari
once seminifer kordonlara, daha sonra seminifer tiibiillere farklilasir. TDF’nin
yoklugunda ise ovaryum gelisimi gozlemlenmektedir. Embriyonik gelisimin 10. haftasina
kadar ovaryum yapisi net bir sekilde ayirt edilemezken; 12. hafta itibariyle histolojik
olarak ovaryum yapis1 gézlemlenmeye baslar (Ross ve ark., 2006). Ovaryum gelisiminde,
kortikal kordonlar altinda bulunan mezensim igerisine girintiler yaparak boyutlarini
arttirmaktadir. Bu donemde, gé¢ eden PGH’ler kortikal kordonlarin igerisine girerek
yerlesmektedir. Gonadal cinsiyetten bagimsiz olarak, gelisen embriyo ¢ift genital kanal
yapisina sahiptir. Sonrasinda cinsiyete bagli olarak, bu genital kanallarin geligimi
diizenlenir. Disi genital kanallarin gelisimine, paramezonefrik kanallar (Miillerian duktus
olarak da bilinmektedir.) koken olustururken; erkek genital kanallarin gelisiminde ise
mezonefrik kanallar (Wolffian duktus olarak da bilinmektedir.) goérev almaktadir
(Teixeira ve ark., 2008; Moore ve ark., 2018).
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Sekil 2.2. Primordiyal germ hiicrelerin (PGH’lerin) genital kabartiya gogii. Bu sekil ilgili kaynaktan (Sadler,
2017) alinarak, degistirilmistir. A. PGH’lerin olusumu. PGH’ler, vitellus kesesi duvarinin endoderminde
ortaya ¢ikarlar. B. PGH’lerin gogii. PGH’ler ameboid hareketlerle arka bagirsagin dorsal mezenteri boyunca
ilerleyerek gonadal kabartilara ulasmaktadirlar. C. PGH’lerin gonadlara yerlesimi. Disi gonadlara ulagan
PGH’ler, primer seks kordonlari (Daha sonra kortikal kordonlara doniisiir.) i¢erisine yerlesirler.

PGH’ler, insan embriyosunda ilk olarak gelisimin 4. haftasinda vitellus kesesi duvarinin
endoderminde ortaya cikar (Sadler, 2017). Embriyonik katlanmalar ile vitellus kesesi
embriyo igerisine dogru yerlesim gosterir ve burada yer alan PGH’ler ameboid
hareketlerle arka bagirsagin dorsal mezenteri boyunca ilerleyerek gonadal kabartilara go¢
ederler (Sekil 2.2). Go¢ sirasinda yaklasik yiiz olan PGH sayis1 mitoz boliinmelerle
arttirtlir. Embriyonik gelisimin 6. hafta sonunda, disi gonada ulasan PGH’ler kortikal
kordonlar i¢inde oogonyumlara farklanarak; oogenez siirecini baglatirlar. Oogonyumlar
dogumdan 6nce ardigik mitoz boliinmeler gegirerek sayilarini 7 milyona kadar ¢ikarirlar.

Olusan oogonyumlarin biiyiik bir kismi1 apopitoz ile ortadan kaldirilirken; kalanlar birinci
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mayoz bolinmeye girer ve bu asamadan itibaren oosit olarak isimlendirilmektedirler.
Oositler, birinci mayoz boliinmenin profazinin diploten evresinde durur ve puberteye
kadar profaz | evresinde bekler (Solovova ve ark., 2022). Bu asamadaki primer oosit,
germinal vezikiil (GV) olarak da tanimlanmaktadir. Tek katli yass1 epitel hiicreleri (pre-
granuloza hiicreleri), primer oositi c¢evreleyerek primordiyal folikiili olusturur. Her
folikiigenez siirecinde belli sayida primordiyal folikiil aktive edilir, fakat sadece bir tanesi
[baskin (dominant) folikiil] olgunlagsmasini tamamlar ve ovulasyon ile atilir. Folikiiller
igerisinde bulunan primer oositlerin olgunlasmasi, granuloza hiicrelerinden salgilanan
oosit olgunlagsma inhibitéri (OMI) ile ovulasyonun hemen dncesine kadar baskilanir.
Ovulasyondan hemen once ani LH artisi meydana gelir. Bu artis ile primer oosit birinci
mayoz boliinmeyi tamamlayarak sekonder oosit ve birinci polar cisimcigi olusturur
(Wasielak-Politowska ve ark., 2022). MII oosit olarak da bilinen sekonder oosit, ikinci
mayoz bolinmenin metafaz evresinde durur. Niiklear ve sitoplazmik olgunlagmasini
tamamlayan sekonder oosit, folikiilden ovulasyon ile atilir. Sitoplazmik olgunlagsma
stirecinde hiicre i¢i organellerin (mitokondriyon ve endoklazmik retikulumu gibi),
mikrotiibiillerin, mikrofilamanlarin ve kortikal graniillerini dagilimi diizenlenir (Mao ve
ark., 2014). Bu olgun MII oositin sperm tarafindan déllenmesi durumunda ikinci mayoz
boliinme tamamlanarak, zigot ve ikinci polar cisimcigi olusur (Wasielak-Politowska ve
ark., 2022) (Sekil 2.3).

2.3. Memelilerde Folikiilogenez

Embriyonik dénemde olusan ve profaz I evresinde bekleyen oositler, puberte donemine
kadar primordiyal folikiiller igerisinde ve ovaryumun kortesinde korunmaktadir. Bu
primordiyal folikiiller, korteks stromasinda tunika albugineanin hemen altinda yer alirlar.
Puberte ile birlikte, her menstrual siklusta 6-12 adet primordiyal folikiil geliserek sirasiyla
primer, sekonder, preantral ve antral folikiilleri olusturmaktadir. Primordiyal folikiilden
antral folikiill asamasina kadar olan folikiiler gelisim siireci folikiilogenez olarak
tanimlanmaktadir (Sekil 2.4). Her siklusta belirli sayida primordiyal folikiil folikiilogenez
slirecine baglamasina ragmen; insanda yalnizca bir tanesi gelisimini tamamlayarak ovule
olabilmektedir (Moore ve ark., 2018). Primordiyal folikiillerin sayis1, disinin sahip oldugu

ovaryum folikiil havuzunu temsil etmektedir.
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Sekil 2.3. Memelilerde oogenez siireci. Bu sekil, ilgili kaynaktan (Wasielak-Politowska ve ark., 2022)
degistirilerek, alinmigtir. Primer oosit, dogumdan 6nce profaz I’in diploten evresinde durur ve puberteye
kadar bekler. Puberte ile birlikte, LH seviyesi yiikselir ve primer oosit mayoz bolinmeye devam ederek;
sekonder oosit ve birinci polar cisimcigi olusturur. Ovulasyon sonrasi olgun sekonder oositin Sperm
tarafinda d6llenmesi gerceklesirse mayoz boliinme tamamlanir; ikinci polar cisimcik ve zigot olusur.

Primordiyal folikiilii cevreleyen yassi epitel hiicreleri hem sayilarini arttirmakta hem de
kiibik bir gekil alarak primer folikiilii meydana getirir (Dunlop ve ark., 2014; Rimon-
Dahari ve ark., 2016). Bu sirada primer oosit biiylimeye baslar ve folikiil hiicreleriyle
birlikte glikoprotein yapida olan zona pellusiday1 (ZP) sentezler. Bu kiibik hiicreler ardisik
mitotik boliinmeler gecirerek ¢ok katli tabakali bir yap1 olusturur. Folikiiler hiicreler,
cogalip katmanlastiktan sonra granuloza hiicreleri olarak isimlendirilirken; ¢ok katl
tabaka ise granuloza tabakasi (stratum granulozum) olarak adlandirilmaktadir. Granuloza
hiicreleri arasinda herhangi bir bosluk bulunmadig1 bu folikiil agsamas1 sekonder folikiil
olarak tanimlanmaktadir. Bu asamada, folikiilii ¢evreleyen stromal hiicreler teka
tabakasmini meydana getirirler. Folikiil boyutundaki artis ve granuloza hiicrelerinin
proliferasyonunun devam etmesiyle birlikte hiicreler arasinda hiyaluronan bakimindan
zengin sivi dolu kiigiik vezikiiler bosluklar olusmaya baslar. Bu asamadaki folikiil,

preantral folikiil olarak tanimlanmaktadir. Preantral folikiilde teka tabakasi, teka interna



ve teka eksterna olmak iizere iki tabakaya farklanir. Teka interna tabakasi, bol miktarda
kan damari, fibroblast ve kollajen demetleri bulundurmaktadir. Teka interna tabakasi
folikiil gelisiminde kritik rollere sahip olan LH reseptorlerini de igerir. Teka eksterna
tabakasi1 ise diiz kas hiicreleri ve kollajen lif demetlerinden meydana gelmektedir.
Preantral folikiil boyutu arttik¢a, granuloza hiicreleri arasinda olusan sivi dolu bosluklar
birleserek hilal seklinde biiyiik bir antrumu meydana getirirler. Primer oosit, bu asamada
folikiiliin kenarina dogru konumlanir. Oositi ¢evreleyen kumulus hiicrelerinin ilk tabakasi
korona radiata olarak isimlendirilmektedir. Folikiil duvari ile oosit arasinda yer alan
granuloza hiicre kitlesi olan kumulus ooforus antruma dogru bir ¢ikinti olusturur. Biiyiik
ve tek bir antrum igeren bu folikiil, Graaf veya antral olarak tanimlanmaktadir (Dunlop ve
ark., 2014; Esencan ve ark., 2022).

Gonadotropin Bagimsiz Gonadotropin Bagimh

Primordiyal Primer

- @ -
°Oosit

®  Granuloza hiicresi

«=  Teka hiicresi

Sekil 2.4. Memelilerde folikiilogenez siireci. Bu sekil, ilgili kaynaktan (Kosebent ve ark., 2020) alinarak,
degistirilmistir. Primer oositin, tek katli yassi epitel hiicre tabakas: tarafindan ¢evrelenmesiyle primordiyal
folikiil olusmaktadir. Puberte ile birlikte, primordiyal folikiil geliserek sirasiyla primer, sekonder, preantral
ve antral (Graaf) folikiilleri meydana getirir. Primordiyal folikiil tek katli yass1 folikiil hiicreleri igerirken;
primer folikill yapisi tek kath kiibik folikiil hiicreleri ile karakterizedir. Sekonder folikiil ise granuloza
hiicrelerinin ¢ogalarak iki ve daha fazla sayida katman olusturdugu asama olarak tanimlanmaktadir.
Preantral folikiil, granuloza hiicreleri arasinda hiyaluronan bakimindan zengin kiiciik bosluklar
bulundururken; antral folikiil hilal seklinde tek bir bogluk (antrum) icermektedir.

Folikiiler gelisim, gonadotropin bagimsiz ve gonadotropin bagimli olmak {izere iki
evreden meydana gelmektedir (Ross ve ark., 2006; Dunlop ve ark., 2014). Sekonder
folikiil asamasina kadar olan gelisim, hipofiz bezinden salgilanan gonadotropinlerden
bagimsiz olarak gergeklesmektedir. Bu evrede otokrin ve parakrin mekanizmalar
araciligiyla dretilen biiyiime faktorleri ile sinyal mekanizmalarimin etkili oldugu

bilinmektedir (Dunlop ve ark., 2014). Yapilan ¢alismalarda, primordiyal folikiillerin
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gelisiminde donistiiriicii biiylime faktorii beta (TGF) siiper ailesinin iiyeleri olan kemik
morfogenetik protein 4 (BMP4) ve kemik morfogenetik protein 7 (BMP7) ve biiyiime
farklandirma faktor 9 (GDF9)’un rol oynadig1 gosterilmistir (Williams ve ark., 2000;
Dunlop ve ark., 2014). Bunlara ek olarak, trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF),
fibroblast biiyiime faktorii 7 (FGF7), kit ligand (KL) ve 16semi inhibe edici faktor (LIF)
gibi faktorlerin primer folikiile geciste etkili olduklart bilinmektedir (Williams ve ark.,
2000; Dunlop ve ark., 2014). Folikiil gelisiminin preantral folikiil asamas1 ve sonrast ise
hipofiz bezinden salgilanan FSH ve LH kontroliinde meydana gelmektedir. Folikiil
gelisimiyle birlikte, FSH reseptorleri sekonder folikiil agamasinda granuloza hiicrelerinde;
LH reseptorleri ise preantral folikiill asamasinda teka interna tabakasinda ortaya
cikmaktadir (Oktay ve ark., 1998; Sullivan ve ark., 1999). Bu reseptorler araciligiyla FSH

ve LH hormonlar folikiil gelisiminin diizenlenmesinde gorev almaktadir.

Folikiiler gelisimde kritik rollere sahip olan FSH ve LH hormonlarinin sentezlenmesi,
hipotalamus-hipofiz-ovaryum ekseni tarafindan diizenlenmektedir. TGF-B ailesinin
tiyelerinden olan aktivin ve inhibin, FSH saliniminin diizenleyicisi olarak gorev
yapmaktadirlar (Padmanabhan ve ark., 2020). Aktivin A ve B izoformlari, FSH salinimini
uyararak artmasini saglarken; inhibin A ve B izoformlar1 ise FSH salinimim
baskilamaktadir. Bununla birlikte, kandaki Ostrojen miktarmin azalmas1 FSH ve LH
salimimin1 uyarmaktadir. Goriildiigii gibi Ostrojen seviyesi, FSH ve LH salimimi i¢in
diizenleyici etkenlerden biridir (Padmanabhan ve ark., 2020). Ostrojen negatif geri
bildirim yaparak FSH ve LH salinimini azaltabilecegi gibi ovulasyondan hemen 6nce
pozitif geri bildirim yaparak ani LH artisina sebep olmaktadir. Bu LH artis1 ile birlikte
ovulasyon gergeklesir ve atilan oosit uterus tiiplerine (ovidukta) alinir. Ovulasyondan
sonra folikiil duvarinda kalan granuloza hiicreleri granuloza lutein; teka interna hiicreleri
teka lutein hiicrelerine doniiserek korpus Iuteumu meydana getirmektedir (Rimon-Dahari
ve ark., 2016). Korpus luteum, olasi bir gebelik olusumuna karsi endometriyumu
hazirlamak amaciyla progesteron ve Ostrojen sentezlemektedir. Gebelik olusmasi
durumunda: korpus luteum Ostrojen ve progesteron salgilayama devam eder. Gebelik
gerceklemez ise korpus luteum yapisi gerileyerek korpus albikans yapisini olusturur.

Ovaryum korteksinde yer alan korpus albikans zaman i¢inde iyice kii¢iiliip, kaybolur.
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2.4. Siiperovulasyon ve Tekrarlayan Siiperovulasyon

YUT, infertilite tedavisinde yaygin olarak uygulanmaktadir. YUT uygulamalarinin temel
basamaklarindan birisi de siiperovulasyondur. Siiperovulasyon, ¢ok sayida oosit elde
edilmesi i¢in disaridan FSH ve LH analoglarinin belirli zaman araliklarinda ve dozlarda
enjekte edilmesi temeline dayanan bir protokoldiir (Luo ve ark., 2011; Wdowiak ve ark.,
2015). Bu protokol, birden fazla baskin folikiil gelisimini destekleyerek, oosit sayisini
arttirdigi icin infertilite tedavisinde ve deney hayvanlari ile ilgili arastirmalarda siklikla

kullanilmaktadir.

Deney hayvanlar1 ve insanlarda uygulanan siiperovulasyon protokollerinde kullanilan
hormonlar, kimyasal molekiiller ve bunlarin uygulanma dozlar1 ile zamanlar1 bakimindan
farkliliklar ~ gostermektedir. Deney hayvanlarinda gerceklesen —siiperovulasyon
protokoliinde siklikla PMSG, hCG veya kisrak koryonik gonadotropin (eCG) hormonlari
kullanilmaktadir (Behringer ve ark., 2018; Lin ve ark., 2020). insanlarda uygulanan
ovaryum stimiilasyon protokoliinde ise GnRH (gonadotropin salgilatict hormon)
analoglari, insan menopozal gonadotropin (hMG), gonadotropin salgilatici hormon
(GnRH) agonistleri, GnRH antagonistleri, ostrojen inhibitorleri (Klomifen sitrat) veya
aromataz inhibitorleri (letrozol) uygulanmaktadir (Huang ve ark., 2014; Pacchiarotti ve
ark., 2016). GnRH agonistlerin kullanimi, hipofizden gonadotropinlerin salinimini uyarir.
Artan FSH, LH ve Ostrojen salimmi ise alt mekanizmalarin aktiflesmesine neden
olmaktadir (Depalo ve ark., 2012). GnRH agonistlerin kullanimindaki temel amag,
hipofizden salgilanan gonadotropinlerin {iretimini baskilayarak menstrual siklusu kontrol
altina almak ve erken luteinizasyonu oOnlemektir (Depalo ve ark., 2012). GnRH
agonistlerin ¢alisma mekanizmasindan farkli olarak, GnRH antagonistleri dogrudan
GnRH reseptorlerine baglanabilmekte ve gonadotropin salinimini baskilayabilmektedir.
Boylece, GnRH antagonistlerin kullanimiyla erken oosit olgunlagmasi ve erken LH artis1
onlenmektedir (Diedrich ve ark., 2001).

IVF merkezlerinde, uygulanan hormon ve molekiillerin (GnRH agonisti veya antagonisti
gibi) tipine ve bunlarin uygulanma zamanlarina bagli olarak birden fazla ovaryum
stimiilasyon protokolii uygulanabilirken; deney hayvanlarinda standart bir protokol

kullanilmaktadir. Deney hayvanlarima MII oosit eldesi i¢in uygulanan siliperovulasyon

11



protokolii, FSH analogu olan PMSG hormon enjeksiyonundan 48 saat sonra LH analogu
olan hCG hormonu enjekte edilmesiyle gerceklestirilmektedir (Behringer ve ark., 2018).
Insanda ise bir dnceki menstrual siklusun tahmini ovulasyon siiresinden 7-8 giin sonra
baslanan GnRH agonist uygulamasii iceren uzun protokol siklikla kullanilmaktadir
(Depalo ve ark., 2012). Ayrica, kisa protokol, ¢ok kisa protokol, ¢ok uzun protokol,
mikrodoz arttirici protokol ve tek doz uygulama gibi birgok yontemin klinikte uygulandigi
bilinmektedir (Huang ve ark., 2014; Shrestha ve ark., 2015; Zhang H. ve ark., 2016).
Gelistirilen bu protokollerle, kaliteli olgun oosit sayisini arttirmak ve ardisik
siiperovulasyonlar sonucunda ortaya c¢ikabilecek ovaryal hiperstimiilasyon sendromu
(OHSS) gibi olas1 olumsuz etkileri en aza indirmek amaclanmaktadir. infertil bireylere
uygulanacak protokol, kullanilacak molekiil ve hormonlarin dozlar1 ve uygulanma
zamanlari; bireyin yasi, viicut kitle endeksi, antral folikiil sayis1 ve AMH diizeyine baglh
olarak degisim gosterebilmektedir. Bu nedenle, ovaryum stimiilasyon protokoliiniin hasta
yasl, oosit rezervi ve hastanin diger epidemiyolojik durumlarma bagli olarak

kisisellestirilmesi gerekliligi ongoriilmektedir (Sighinolfi ve ark., 2017).

Bazi hastalarda, yeterli sayida oosit ve embriyo elde edilebilmesi i¢in tekrarlayan ovaryum
stimiilasyonu gerekebilmektedir. Tekrar sayis1 ve protokoller arasinda gegen siire, bireyler
arasinda degisim gosterebilmektedir (Caligara ve ark., 2001). Klinik uygulamalarda,
siklikla ardisik iki ovaryum stimiilasyon protokolii arasinda bir menstrual siklus zaman
aralig1 olacak sekilde diizenlenmektedir. Bu konuda yapilmis olan bir ¢aligmada ise iki
ovaryum stimiilasyon arasinda bir, iki veya daha fazla menstrual siklus zaman araligi
olmasinin oosit verimi, déllenme ve embriyo gelisimi acisindan anlamli bir farkliliga

sebep olmadig bildirilmistir (Reichman ve ark., 2013).

IVF kliniklerinde siklikla uygulanan tekrarlayan stimiilasyonun etkilerini incelemek
amaciyla, deney hayvanlari lizerinde farkli ¢aligmalar yapilmistir (Xie ve ark., 2016; Tang
ve ark., 2019; Zhang S. ve ark., 2023). Deney hayvanlarinda olusturulan bu tekrarlayan
stiperovulasyon modellerinde, iki siiperovulasyon uygulamasi arasindaki siire bes giin
olacak sekilde diizenlenmistir. Bilindigi iizere, farelerin Ostrus sikluslar1 yaklasik 4-5 giin

icerisinde tamamlamaktadir (Byers ve ark., 2012). Fareler {izerinde olusturulan
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tekrarlayan siiperovulasyon modelinde insanlarda uygulanan protokole benzer sekilde,

ardisik iki sliperovulasyon arasinda bir ostrus siklusu gececek sekilde planlanmaktadir.

Sonug olarak, IVF uygulamalar1 ve deney hayvanlar ilgili ¢alismalarda fazla sayida oosit
ve dolayisiyla embriyo elde etmek igin gesitli siiperovulasyon protokolleri
kullanilmaktadir. Ilk siiperovulasyon uygulamasinda yeterli sayida olgun oosit elde
edilememesi durumunda  ise  tekrarlayan stiperovulasyon protokolleri

uygulanabilmektedir.

2.5. Siiperovulasyon ve Tekrarlayan Siiperovulasyonun Oosit ve Erken Dénem
Embriyo Gelisimi Uzerine Etkileri

Siiperovulasyon, oosit ve embriyolarin gelisim siirecini ve ovaryum yapisini olumsuz
etkileyebilmektedir. Bu konuda yapilan ¢aligmalarda, siiperovulasyonun oosit ve embriyo
kalitesinde diistis (Ertzeid ve ark., 2001), oosit olgunlasma oraninda azalma (Lee M. ve
ark., 2017), embriyo ve fetal gelisimde gecikme (Ertzeid ve ark., 1992; Van der Auwera
ve ark., 2001), normal olmayan blastosist olusumunda artis (Van der Auwera ve ark.,
2001), implantasyon oraninda azalma (Ertzeid ve ark., 2001), implantasyon sonrasi 6liim
oraninda artis (Ertzeid ve ark., 2001), canli fetiis agirliginda azalma (Ertzeid ve ark., 2001)
ve DNA metilasyon diizeyinde degisim (Huffman ve ark., 2015; Yu ve ark., 2019) gibi
gesitli olumsuz etkilere neden olabildigi rapor edilmistir. Bunlara ek olarak,
stiperovulasyon oosit morfolojisi ve organelleri iizerinde ¢esitli degisimlere neden
olabilmektedir (Lee M. ve ark., 2017). Fare oositleri iizerinde yapilan bir ¢aligmada,
stiperovulasyonun mitokondriyon bozulmalar ile karakterize olan vakuollerin artigina,
mitokondriyon aktivitesinde ve ATP {iretiminde azalmaya neden oldugu gosterilmistir
(Lee M. ve ark., 2017). Ayrica, siiperovulasyon uygulamasi oositlerin yakindan iligkili
oldugu granuloza ve kumulus hiicrelerini de etkileyebilmektedir. Insan granuloza
hiicreleri lizerinde gergeklestirilen bir ¢calismada, stiperovulasyonun bagisiklik ve sitokin
tretimi/diizenlenimi ile iligkili 715; hiicre dongiisii ve mayoz béliinme ile iliskili 287
genin ekspresyon diizeyinde degisime neden oldugu belirlenmis ve bu genlerdeki
ekspresyonel degisimlerin oositlerde mayoz boliinme hatalarina neden olabilecegi one
strilmistir (Lu ve ark., 2019). Ayni ¢alismada, siiperovulasyona bagli olarak folikiil

stvisindaki E2 ve LH diizeyinin azaldigi; progesteron diizeyinin ise artti1 rapor edilmistir
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(Lu ve ark., 2019). Siiperovulasyon sonucunda bu olumsuz etkilerin ortaya ¢ikmasinda
uygulanan gonadotropin dozlarinin da 6nemli bir rolii olabilecegi diisiiniilmektedir.
Gonadotropinlerin doza bagl etkilerini inceleyen bir ¢alismada, dort farkli doz [0, 5, 10
ve 15 IU (internasyonel iinite) eCG] gonadotropin uygulamasi karsilastirilmis ve 15 TU
eCG uygulanan farelerde fertilizasyon oraninda ve preimplantasyon embriyolardaki ATP
diizeyinde azalma, anormal ig iplik olusumu, ROS miktar1 ve andploidi oraninda artig

oldugu tespit edilmistir (Lin ve ark., 2020).

IVF merkezlerinde bir¢ok hasta bir defa uygulanan infertilite tedavisi sonucunda ¢ocuk
sahibi olabilmesine ragmen, infertilite tedavisi goren hastalarin %24-33'inde yeterli
sayirda oosit ve embriyo elde edilebilmesi igin tekrarlayan siiperovulasyon
gerekebilmektedir (de Mouzon ve ark., 2020; Zhang S. ve ark., 2023). Tekrarlayan
siiperovulasyon, hedefe yonelik olumlu etkilerinin yan1 sira ovaryum ve oosit yapisi
tizerinde olumsuz etkilere neden olabildigi bilinmektedir. Bu konuda yapilan
calismalarda, tekrarlayan siiperovulasyonun fare ovaryumlarinda oksidatif hasar artigina,
mitokondriyonun DNA’sinda mutasyonlara ve apopitoza neden oldugu rapor edilmistir
(Chao ve ark., 2005; Liu B. ve ark., 2020; Zhang S. ve ark., 2023). Benzer sekilde Rhesus
maymunlarinin ovaryumlar tizerinde gerceklestirilen bagka bir ¢alismada, tekrarlayan
stiperovulasyonun granuloza hiicrelerinde mitokondriyon bozukluguna ve steroid hormon
sentezinde rol oynayan genlerin ekspresyonunda azalmaya yol a¢tig1 gosterilmistir (Dong
ve ark., 2014). Ayni g¢alismada, bu uygulamanin hiicre g¢ogalmasi ile farklilagmanin
baskilanmasina ve hiicre apopitozunda artisa sebep oldugu bildirilmistir. Bunlara ek
olarak, tekrarlayan siiperovulasyonun ovaryum yaslanmasini hizlandirarak osteoporoz ve
kardiyovaskiiler hastalik riskini arttirabilecegi one siiriilmiistiir (Zhang J. ve ark., 2018).
Tekrarlayan siiperovulasyonun (5-15 defa) ovaryum yaslanmasi ile karakterize olan
primordiyal folikiil say1s1 ve ovaryum fonksiyonlarinda azalmaya ek olarak oksidatif stres
diizeyinde artisa yol acarak prematiir ovaryum yetmezliginin ortaya c¢ikmasini

tetiklebilecegi vurgulanmistir (Nie ve ark., 2018).

Tekrarlayan siiperovulasyon, ovaryum yapisinin yani sira folikiil gelisimini ve ilgili
hormonlarin diizeylerini etkileyebilmektedir. Bu uygulamanin farelerde primordiyal

folikiil sayisinda ve bu folikiillerin aktivasyonu ile iliskili genlerin (Rptor, Akt, Foxo3 ve
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Kitl) ekspresyon diizeylerinde azalma; atretik folikiil sayisinda ve granuloza hiicrelerinde
apopitoz iligkili genlerin (Bax, Casp3, Casp8 ve Casp9) ekspresyon diizeylerinde artiga
neden oldugu ortaya konulmustur (Wang Q. ve ark., 2022). Ayni ¢alismada, tekrarlayan
siiperovulasyona bagl olarak fare serum Orneklerindeki AMH, 6strojen, FSH ve LH
hormon diizeylerinde azalma tespit edilmis ve hormon diizeylerindeki bu degisimin
folikiil gelisimini etkileyebilecegi 6ne siiriilmiistiir (Wang Q. ve ark., 2022). Bu bulgularla
tutarli olarak, fareler iizerinde gergeklestirilen baska bir ¢alismada da 5-15 defa
tekrarlanan siiperovulasyonun primordiyal folikiil sayisinda azalmaya neden oldugu ve
serumdaki progesteron, E2 ve inhibin B diizeylerinde azalma ve FSH ile LH diizeylerinde
ise artisa sebep oldugu ortaya konulmustur (Nie ve ark., 2018). Sonug olarak, tekrarlayan
siiperovulasyon uygulamasinin folikiil-iligkili genlerin ve iliskili hormonlarin diizeyinde

degisime neden olarak folikiil aktivasyonu ve gelisimini etkiliyebilmektedir.

Tekrarlayan siiperovulasyon, farelerde oosit sayisi ve kalitesinde azalmaya (Chao ve ark.,
2005; Nie ve ark., 2018; Liu B. ve ark., 2020; Zhang S. ve ark., 2023), ¢esitli morfolojik
degisiklere (Zhang J. ve ark., 2018), ig ipliklerinde hasara (Van Blerkom ve ark., 2001),
genomik DNA metilasyonunda degisime (Xiao ve ark., 2019), oksidatif streste (Miyamoto
ve ark., 2010; Kalthur ve ark., 2016; Nie ve ark., 2018) ve apopitozda (Xiao ve ark., 2019)
artisa da neden oldugu bildirilmistir. Fare embriyolari iizerinde gergeklestirilen diger bir
calismada ise tekrarlayan siiperovulasyonun embriyo g@elisim potansiyelinde ve
kalitesinde azalmaya; preimplantasyon embriyolarindaki histon modifikasyon genlerinin
ekspresyon diizeylerinde degisimlere neden oldugu belirlenmistir (Tang ve ark., 2019).
Ayrica, bu uygulamanin kumulus hiicrelerini etkileyerek mitokondriyon DNA kopya
sayisinin azalmasina ve bu organelde fonksiyon kaybina neden olabildigi tespit edilmistir
(Xie ve ark., 2016).

Ozet olarak, siiperovulasyon ve tekrarlayan siiperovulasyon ovaryum, oosit ve
embriyolar1 hem yapisal hem de molekiiler diizeyde etkileyerek olumsuz degisimlere
neden olabilmektedir. Bu degisimlerin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin
aydinlatilmast i¢in yeni g¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu degisimlerle iliskili

molekiiler mekanizmalardan birisinin de telomer biyolojisi oldugu diistintilmektedir.
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2.6. Telomerlerin yapisi

Telomerler, kromozomlarin u¢ bdlgelerinde bulunan evrimsel olarak korunmus,
kodlanmayan ve tekrarlit DNA dizileridir. Bu essiz yapi, 1938 yilinda Hermann Muller
tarafindan Drosophila melanogaster'in kromozomlarinda kesfedilmistir (Muller, 1938).
[lk kez Hermann Muller tarafindan kullanilan 'telomer' kelimesi, Yunanca 'son' anlamina
gelen "telos" ve 'kisim' anlamina gelen "meros" kelimelerinden olugmaktadir (Muller,
1938). Telomer yapisi, telomer DNA’s1 ve telomer iligkili proteinleri i¢eren esas telomer
ve subtelomer olmak {izere iki bolgeden meydana gelmektedir. Telomer DNA’si,
tekrarlayan DNA dizilerinden (5’-TTAGGG-3)n olusan ¢ift zincir ve guanin bakimimdan
zengin, G-kuyruk olarak da isimlendiren tek zincirli 3’ ucuna sahiptir. G-kuyrugu, geriye
dogru katlanarak T-ilmek yapisini olustururken; ¢ift zincirli telomer DNA’sinin igerisine
girmesiyle D-ilmek yapisini olusturmaktadir (de Lange, 2005) (Sekil 2.5). Olusan ilmek
yapilari, bu bolgelerdeki istenmeyen DNA tamir mekanizmalarinin aktivasyonunun
Oonlenmesinde ve genom biitiinliginiin korunmasinda biiyiikk bir 6neme sahiptir
(Longhese, 2008; de Lange, 2009). Ayrica bu yapilar, telomerazin telomer bolgesine
erigebilirligini diizenleyerek telomer uzama siirecine katkida bulunmaktadir (Lopes ve

ark., 2019).

T- ve D-ilmek yapilarina ek olarak telomerler, ikincil DNA yapilar olarak bilinen G4-
ilmek ve R-ilmek yapilarini da igermektedir (Tan ve ark., 2020) (Sekil 2.5). G-kuyrugu,
G4-ilmek yapisint (G-kuadrupleks olarak da bilinir) olusturmak i¢in ek kivrimlar yapar
(Bryan, 2020). G4-loop'un temel birimi, Hoogsteen hidrojen baglariyla bir arada tutulan
dort guanin bazindan olusan G-kuartetidir (Bryan, 2020). iki veya daha fazla dortlii
birimin bir araya gelmesi G4-ilmek olusumunu saglar. G4-ilmek yapisi, DNA hasar sinyal
iletiminin baskilanmasma (Ray ve ark., 2014), telomeraz erisiminin engellenmesine
(Zahler ve ark., 1991), telomerlerin korunmasi ve kararliliginin saglanmasina (Lopes ve
ark., 2019) katkida bulunur. Bir diger ikincil yapi olan R-ilmek ise DNA:RNA
etkilesiminin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir (Vohhodina ve ark., 2021). R-ilmek
yapisi, telomer tekrar: igeren RNA (TERRA) gen ifadesinin ve DNA onarim yanitinin
diizenlenmesinde 6nemli gorevlere sahiptir (Vohhodina ve ark., 2021; Chebly ve ark.,
2022).
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Bu ilmek yapilar1 telomer bolgelerinin DNA kirigi olarak algilanmasini Onleyerek,
istenmeyen DNA tamir mekanizmalarinin aktivasyonu ve genomik kararsizligin ortaya
cikmasmi engellemektedir. Telomerlerde meydana gelen fonksiyon kaybi veya
telomerlerin kisalmasi sonucunda T-ilmek ve D-ilmek yapilarinin bozulmasi hiicresel

yaslanma, genomik kararsizlik ve apopitoz ile sonuglanabilmektedir.

3
TTAGGGTTAGGGTTAGGG(TTAGGG),
AATCCCAATCCCAATCCC 5

Selterin Kompleksi

T-ilmek g

Sekil 2.5. Telomerin yapisi. Bu sekil ilgili kaynaktan (Tire ve ark., 2023) degistirilerek
almmustir. Telomerler, telomerik DNA tekrarlar1 (5'-TTAGGG-3"), ile TRF1, TRF2, TIN2, TPP1, POT1 ve
RAP1 proteinlerinden olusan selterin kompleksinden olusur. TRF1 ve TRF2 proteinleri ¢ift zincirli DNA'ya
baglanirken, POT1 proteini tek zincirli DNA bdlgeleriyle etkilesime girer. G-kuyrugu olarak bilinen
telomerin 3" ucu, telomerik DNA dupleksinin igine girerek T-ilmek ve D-ilmek yapilarini olugturmak tizere
geriye katlanir. G4-ilmek ve R-ilmek olarak bilinen ikincil DNA yapilari da telomer yapisinda
bulunmaktadir. Bu sekil BioRender programi kullanilarak olusturulmustur (BioRender Sirketi; Toronto,
Kanada).

2.7. Telomer Tliskili Proteinler

Esas telomer bolgesi, telomer DNA’s1 ve telomer-iliskili proteinlerden meydana
gelmektedir. Telomer tekrar baglanma faktorii 1 (TRF1) ve 2 (TRF2), TRF1 etkilesimli
niiklear protein 2 (TIN2), telomerleri koruma proteini 1 (POT1), baskilayict uyarict
protein 1 (RAP1) ve POT1 baglanma ortak 1 (TPP1) olmak iizere alt1 adet telomer iligkili
protein birleserek selterin ad1 verilen bir kompleks yapisini olusturmaktadir (Kosebent ve
ark., 2018) (Sekil 2.5). Selterin, telomer biitiinliigiiniin saglanmasinda, uygun olmayan
DNA tamir mekanizmasi aktivasyonunun onlenmesine ve telomer uzamasinin

diizenlenmesine katkida bulunmaktadir (O'Sullivan ve ark., 2010; de Lange, 2018).
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Selterin kompleksinin temel bilesenleri olan TRF1 ve TRF2 proteinleri, ¢ift zincirli
telomer DNA’s1 ile dogrudan etkilesime giren homodimer bir yapiya sahiptir (Turner K.
J. ve ark., 2019) (Sekil 2.5). TRF1, diger telomer iliskili protein olan TIN2 ile etkilesime
girerek selterin kompleks yapisina katilir. TRF1 proteininin yoklugu, diger selterin
bilesenlerinin telomerdeki yerlesim diizenlerini etkileyerek kromozomlarda kararsizliga
neden olabilmektedir (Okamoto ve ark., 2008). TRF1, T-ilmek yapisinin olusumuna
katilarak telomerazin telomerlere erisimini engelleyebilmektedir (Okamoto ve ark., 2008).
Bu 6zelligi nedeniyle TRFI1, telomer uzamasinin negatif diizenleyicisi olarak gorev
almaktadir. Bu bilgi ile tutarli olarak, TRF1’in asir1 ekspresyonunun telomer kisalmasina

neden oldugu ortaya konulmustur (van Steensel ve ark., 1997).

TRF1 ile benzer yapisal 6zelliklere sahip olan TRF2, homodimer (TRF2-TRF2) bir yap1
olusturarak cift zincirli telomer DNA’sina baglanmasinin yani sira, telomer iligkili diger
protein olan RAP1 ile heterodimer (TRF2-RAP1) yap1 olusturarak selterin kompleks
yapisina katilmaktadir. TRF2, T-ilmek olusumunda gorev alarak telomer yapisinin
korunmasina katkida bulunur (Benarroch-Popivker ve ark., 2016). Bununla birlikte TRF2,
DNA hasar yanitin1 indiikleyen ataxi-telenjiektazi mutasyon (ATM) kinaz yolagini
baskilayarak istenmeyen DNA hasar yanit aktivasyonunu engellemektedir (Benarroch-
Popivker ve ark., 2016). Fare embriyo fibroblastlar1 {izerinde yapilan bir ¢alisma, Trf2
geninin kosullu olarak silinmesinin ATM kinazin yolagmm aktiflesmesine neden
oldugunu rapor etmistir (Celli ve ark., 2005). Ayrica, TRF2 telomerazin telomere
erigimini engellemesi nedeniyle telomer uzamasinin negatif diizenleyici olarak goérev
yapmaktadir (Smogorzewska ve ark., 2000). TRF2 eksikliginin kromozomlarin ugtan uca
flizyonuna ve hiicresel biiylimenin durmasina neden oldugu belirlenmis; bu sonucun
telomer uzunluk diizenlemesindeki bozulmaya bagli olabilecegini bildirilmistir (van

Steensel ve ark., 1998).

Selterin kompleksinin diger bir iiyesi olan POT1, sadece 3' tek zincirli G-kuyrugu ile
etkilesime girmektedir (Turner K. J. ve ark., 2019). POT1, TPP1 proteini ile heterodimer
(POT1-TPP1) bir yap1 olusturarak bu komplekse katilmaktadir. POT1, D-ilmek yapisinin
olusumunda gorev alarak, ataksi telenjiektazi ve Rad3 ile iligkili (ATR) kinaz aktivitesinin

baskilanmast ve uygunsuz DNA hasar yamit mekanizmasinin aktivasyonunun
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onlenmesinde 6nemli rollere sahiptir (Denchi ve ark., 2007). D-ilmek olusumundaki rolii
nedeniyle POTI1, telomerazin telomerlere erisimini ve telomer uzamasini
diizenleyebilmektedir (Gu ve ark., 2021). POT1 proteini, telomer yapisinin korunmasi ve
uzamasinin diizenlenmesi i¢in TRF2 proteini ile birlikte de ¢alismaktadir (Yang ve ark.,
2005; Kendellen ve ark., 2009). Beklenildigi gibi, POT1 eksikligi, G-kuyrugunun
kisalmasina neden olarak kromozomal kararsizlik, hiicresel yaslanma ve apopitoza yol

acabilmektedir (Yang ve ark., 2005).

TPP1 proteini, TIN2 ve POT1 proteinleri arasinda bir koprii olarak gérev yapmakta ve bu
etkilesimler yoluyla telomer biitiinliigiiniin stirdiiriilmesinde rol oynamaktadir (Rajavel ve
ark., 2014). TPP1, POT1 ile heterodimer bir yap1 olusturarak POT1’in telomere baglanma
istegini arttirmaktadir (Wang F. ve ark., 2007). Bu 6zelligi nedeniyle TPP1, hem DNA
hasar cevabinin kontroliinde hem de telomer uzunlugunun diizenlenmesinde biiyiik bir 6neme
sahiptir. Bununla tutarli olarak insanda rekombinant TPP1 proteini kullanilarak yapilan bir
caligmada, TPP1 ile POT1 proteininin kompleks olusturarak telomeraz aktivasyonu ve

islevinin artirtlmasinda gorev aldigi belirlenmistir (Wang F. ve ark., 2007).

Selterin kompleksinin merkezi proteini olan TIN2, POT1 ve TPP1 proteinlerini bu
komplekse baglamakla kalmaz; ayn1 zamanda TRF1 ve TRF2 proteinleri arasinda yer
alarak bu heterodimerin kararliliginin saglanmasina da katkida bulunmaktadir (Hu ve ark.,
2017). TIN2 proteini, TPP1 ve POT1 proteinleri ile kurmus oldugu etkilesim sayesinde
ATR sinyalinin baskilanmasinda ve kromozom uglarinin uygunsuz DNA hasari
yanitlardan korunmasinda gorev almaktadir (Hu ve ark., 2017). Farede T:n2 gen
eksikliginin telomerik yapi biitiinliigiinde ciddi sekilde bozulmalara neden olarak,

embriyonik 6liimlere yol agtigi ortaya konulmustur (Chiang ve ark., 2004).

Telomer-iliskili proteinlerden biri olan RAP1, TRF?2 ile etkilesim kurarak selterin yapisina
katilmaktadir. RAP1, uygun olmayan cNHEJ onarim aktivasyonu ve kromozomlar
arasinda ugtan uca flizyonlarin 6nlenmesinde gorev almaktadir (Pardo ve ark., 2005).
Yakin zamanda insan fibroblast hiicre hatt1 {izerinde yapilan bir ¢alisma, kritik derece
kisalan telomerlerin yapisinin korunmasinda RAP1 proteininin 6nemi vurgulamistir

(Lototska ve ark., 2020). Bu bilgilerle tutarli olarak, RAP1 eksikliginin telomer

19



kisalmasina ve DNA hasar seviyesinde artisa neden oldugu gosterilmistir (Cai ve ark.,
2021).

Sonug olarak, telomer-iligskili proteinler tarafindan olusturulan selterin kompleksi,
istenmeyen DNA hasar yanit aktivasyonunun onlenmesinde ve telomerler uzunlugunun
diizenlenmesinde goérev almaktadir. Bu nedenle, telomer-iliskili proteinlerin kaybi,
telomer yapisinin bozulmasina ve telomer kisalmasina yol agarak apopitozun artmasina,

hiicresel yaglanmaya ve genomik biitiinliigiin bozulmasina neden olabilmektedir.

2.8. Telomer Uzunlugunun Diizenlenmesi

Okaryotik hiicrelerde, telomerler fiziksel olarak agik ve kapali olarak nitelendirilen iki
farkli durumda bulunabilir (Lopes ve ark., 2019). Telomer-iligkili proteinler, ilmek
yapilar1 ve ikincil DNA yapilari tarafindan olusturulan telomerlerin kapali durumu, belirli
bir uzunluktaki telomerlerde goriilmektedir. Tamamlanmamis DNA replikasyonu, ardisik
hiicre boliinmeleri, biyolojik yaslanma, yasam tarzi, ROS, genotoksik ajanlar gibi ¢ok
sayida faktor telomer uzunlugunda kademeli bir azalmaya neden olabilmektedir
(Shammas, 2011). Telomer kisalmasi ve telomere bagli proteinlerin islev kaybi,
telomerlerin agik bir duruma gegmesine sebep olabilmektedir. Bu durum, DNA hasar1
yanit yollar1 (ATM ve ATR) ve DNA ¢ift zincir onarim mekanizmalarini (NHEJ ve HR)
aktiflestirerek  genomik  kararsizlik, hiicresel yaslanma ve apopitoz ile
sonuglanabilmektedir (Lazzerini-Denchi ve ark., 2016; Lopes ve ark., 2019). Bununla
birlikte, baz1 hiicrelerdeki kisalan telomerler, telomeraz ve telomerlerin alternatif uzatilmasi
(ALT) mekanizmas: ile uzatilarak telomerlerin ilmek yapilar1 tekrar olusturulmaktadir.

Telomerazin yapisi ve ALT mekanizmasi asagida ayrintili olarak agiklanmusgtir.

2.9. Telomerazin Yapisi

Telomer tekrar dizilerinin telomer bolgelerine eklenmesini katalizleyen telomeraz, 1985
yilinda Elizabeth Blackburn ve Carol Greider tarafindan Tetrahymena iizerinde yapilan
bir ¢alisma sirasinda kesfedilmistir (Greider ve ark., 1985). Riboniikleoprotein yapidaki bu
enzim, sablon gorevi goren telomeraz RNA bileseni (TERC) ve Katalitik alt birim olan
telomeraz geri transkriptaz (TERT) olmak {izere iki alt birimden meydana gelmektedir
(Sekil 2.6). Bir¢ok somatik hiicrede TERC ekspresyonu bulunabilirken; TERT

ekspresyonu ise germ hiicreleri, erken donem embriyolar, granuloza hiicreleri, kok
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hiicreler ve kanser hiicreleri gibi belirli hiicrelerde bulunmustur (Hiyama ve ark., 2007;
Ozturk ve ark., 2014; Yuan ve ark., 2019). Bu nedenle, telomeraz aktivitesi tiim hiicrelerde

olmayip; sadece TERT eksprese eden hiicre tiplerinde bulunmaktadir.

TERT" in Yapisi
r— N-Terminal —) Katalitik Ters —) C-Terminalﬁ
Uzantisi r— Transkriptaz Alani f_ Uzantisi
TRBD
Telomerazin Yapisi T
TEN CPQFP T 1 2 A B CD E EI EJIE-NEIV
: GAR TERC'in Yapisi
NHP2
Gekirdek e .
3 NOP10 pigyerin feny .
TTAGGG «

AAUCCC

CR7
Domaini

H/ACA

/ Kutusu

Sekil 2.6. Telomerazin yapisi. Bu sekil ilgili kaynaktan (Tire ve ark., 2023) alinarak degistirilmistir.
Telomeraz kompleksi temel olarak TERT ve TERC alt birimlerinden olusmaktadir. Ek olarak, adaptor
proteinler NHP2, GAR, NOP10 ve Diskerin bu kompleksin yapisal biitinliigiini destekler. Katalitik alt
birim olan TERT, N ve C-terminal uzantilar1 ve bu bolgelerin arasindaki katalitik ters transkriptaz alanin
igerir. N-terminal uzantisi, TERT RNA-baglayict alanin1 (TRBD) icermektedir. TERC alt birimi ¢ekirdek
alani, CR4/CRS5, H/ACA kutusu (CR6/CR8) ve CR7 gibi korunmus bolge (CR) alanlarini igerir. Bu sematik
diyagram, BioRender Programi kullanilarak olusturulmustur (BioRender Sirketi; Toronto, Kanada).

2.9.1. TERC’in Yapis1

Telomerazin alt bileseni olan TERC, telomer tekrarlarinin sentezi igin sablon gorevi
gormektedir. TERC RNA uzunlugu, canl tiirlerine gére farklilik gdstermektedir. Insanda
451 niikleotid uzunlugundayken (Calado ve ark., 2008), farede 397 niikleotid (Blasco ve
ark., 1995) uzunlugundadir. TERC ¢ekirdek alani, CR4/CR5, H/ACA kutusu (CR6/CR8
olarak da bilinir.) ve CR7 olarak isimlendirilen yedi adet korunmus bélgeden meydana
gelmektedir (Calado ve ark., 2009) (Sekil 2.6). Cekirdek alani, igerisinde CR1 olarak
adlandirilan sablon bolgesini icerir. Bu nedenle, telomerazin diger alt bileseni olan TERT
ile etkilesimde onemli rol oynamaktadir (Calado ve ark., 2009). H/ACA kutusu ise

telomeraz kompleksinin kararliliginin saglanmasina katkida bulunmaktadir. TERC
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yapisinda bulunan bu bolgeler, TERC-TERT etkilesimi ve telomeraz aktivitesinin devami

icin biiylik 6neme sahiptir.

TERC, telomeraz aktivitesinin dogrudan gostergesi olmamakla birlikte, bu aktivite i¢in
smirlayici bir faktor olarak degerlendirilmektedir (Garrels ve ark., 2012; Boyraz ve ark.,
2016). Bununla birlikte, TERC seviyesinin telomer uzunlugunun diizenlenmesinde 6nemli
oldugu bilinmektedir (Greider, 2006). Farede Terc gen eksikligi telomer kisalmasi,
anoOploidi ve kromozomlar arasi flizyona neden olabildigi gosterilmistir (Blasco ve ark.,
1997; Liu L. ve ark., 2002). TERC gen mutasyonunun, telomer kararliliginin bozulmasi
ve hiicresel yaglanmaya da neden olabildigi ortaya konulmustur (Schildhorn ve ark., 2015;
Jose ve ark., 2018).

2.9.2. TERT’in Yapis1

Telomerazin Katalitik alt birimi olan TERT, N-terminal uzantis1 (NTE), Kkatalitik ters
transkriptaz (RT) alan1 ve C-terminal uzantis1 (CTE) olmak {izere ii¢ ana bdliimden
meydana gelmektedir (Calado ve ark., 2009). NTE, telomer DNA’sinin taninmasi ve
uzamasinda rol oynayan N-terminal domain (TEN) ve TERC alt birimine baglanmaya
katkida bulunan telomeraz RNA baglayici alan (TRBD) olmak {iizere iki alt boliimden
olugsmaktadir (Sekil 2.6). Katalitik RT alani, enzimatik aktiviteyi saglamaktadir. Bu
alanmin yapisi, elin parmaklari ve avug igine benzetilmektedir (Wyatt ve ark., 2010).
Katalitik RT alan1 bu yapis1 sayesinde DNA-RNA hibritiyle ve telomerin 3’ ucuyla temas
kurabilmektedir. Boylelikle, DNA-RNA hibritlerinin olugsmasi ve telomeraz kararliligina
katkida bulunabilmektedir. Elin bas parmagma benzeyen C-terminal uzantisinin ise
TERT-RNA-DNA kompleksinin kararliliginda goérev aldig diisiiniilmektedir (Wyatt ve
ark., 2010).

TERT gen ekspresyonu germ hiicreleri, granuloza hiicreleri, endotel hiicreleri, belirli kok
hiicre popiilasyonlari, kanser hiicreleri, aktive lenfositler ve preimplantasyon embriyolar
gibi telomeraz aktivitesi gosteren hiicrelerde gézlemlenmektedir (Hiyama ve ark., 2007,
Ozturk ve ark., 2014; Yuan ve ark., 2019). Bu o&zelligi nedeniyle TERT seviyesi,
telomeraz aktivitesinin gostergesi olarak kabul edilmektedir. Tert gen ekspresyonu,
Ostrojen ve progesteron hormon diizeyleri gibi bir¢cok faktorden etkilenmektedir
(Toupance ve ark., 2021; Taheri ve ark., 2022). Ostrojen hormonunun, Tert geni promotdr
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bolgesindeki Gstrojen yanit elemanlarina baglanarak dogrudan ya da c-myc ekspresyonu
ile dolayli olarak Tert ekspresyon diizeyini ve telomeraz aktivitesini diizenleyebildigi
bilinmektedir (Kyo ve ark., 1999; Bayne ve ark., 2011). Bu bilgiyle tutarli olarak, strojen
hormon yoklugunun fare granuloza hiicrelerinde Tert ekspresyonunun ve telomeraz
aktivitesinin azalmasina neden oldugu tespit edilmistir (Bayne ve ark., 2011). Progesteron
hormonunun ise Tert ekspresyonu ve telomeraz aktivitesinin azalmasina neden oldugu

ortaya konulmustur (Wang Z. ve ark., 2000; Taheri ve ark., 2022)

TERT proteini, telomer uzamasindaki temel islevine ek olarak; gen ekspresyonu, sinyal
iletimi, stres yanit1 ve mitokondriyon metabolizmasmin diizenlenmesinde kanonik
olmayan gorevlere sahiptir (Kotiyal ve ark., 2021). Stres kosullar1 altinda TERT'in SRC
kinaz tarafindan fosforilasyona ugradigi ve artan oksidatif stresten korumak igin
mitokondriyona tasindigi gosterilmistir (Zheng ve ark., 2019). Ayrica, TERT,
transkripsiyon siirecinde yardimci bir faktor olarak hareket ederck; WNT/B-katenin
sinyali-hedef genlerinin ekspresyonunun diizenlenmesine katilmaktadir (Choi ve ark.,
2008).

TERT islevleriyle uyumlu olarak, hiicre i¢inde hem sitoplazma hem de ¢ekirdekte
yerlesim gostermektedir. TERT proteininin domuz ve farelerden elde edilen primer ve
preantral folikiillerine ait granuloza ve oositlerin niikleuslarinda daha yogun bir yerlesim
gosterdigi belirlenmistir (Russo ve ark., 2006; Kosebent ve ark., 2020). Antral folikiil
oositlerinde ve MII oositlerde ise TERT’in sitoplazmik yerlesim gosterdigi rapor
edilmistir (Russo ve ark., 2006). Benzer sekilde, Yamada-Fukunaga ve arkadaslari (2013)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada, geng farelerden (6-8 haftalik) elde edilen MII oositlerde
TERT proteininin sitoplazmik yerlesim gosterdigi belirlenmistir (Yamada-Fukunaga ve
ark., 2013). TERT in sitoplazmik yersimi ile uyumlu olarak, telomer uzamasinin yani sira
DNA hasar yanitlar1 ve oksidatif strese karsi korunmada gorev aldigi belirlenmistir (Rosen
ve ark., 2020; Thompson ve ark., 2020).

2.10. ALT Mekanizmasi

Kisalan telomerlerin uzatilmasinda gorev alan diger bir mekanizma ALT’ dir. ALT nin

molekiiler detaylar1 heniiz ayrintili olarak bilinmemekle birlikte, kardes kromatidlerin

telomerleri arasinda ger¢eklesen homolog rekombinasyona dayanmaktadir (Zhao ve ark.,
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2019). Heterojen telomer uzunluklari, telomer-kardes kromatid degisimleri (T-SCE),
ekstrakromozomal telomer tekrari ve ALT ile iliskili promiyelositik 16semi (PML)
cisimciklerin (APB'ler) varligi ALT’nin temel o6zelliklerindendir (Zhao ve ark., 2019;
Zhang J. M. ve ark., 2020). APB alanlar1t DNA rekombinasyonu, replikasyon ve onarim
proteinlerini iceren PML cisimciginden meydana gelmektedir. ALT mekanizmasi, bazi
kanser hiicrelerinde yaygin olarak goriilmekle birlikte; epigenetik degisiklikler tarafindan
diizenlendigi diisiiniilmektedir. ALT mekanizmasinin tamamen aydinlatilmas:1 ve bu
mekanizmay1 diizenleyen hiicre i¢i faktorler, sinyal yollar1 ve diger etkenlerin

belirlenmesi igin daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.11. Memeli Oositlerinde Telomeraz Aktivitesi

Telomeraz aktivitesi, oosit olgunlasmasi ve embriyo gelisiminde dinamik degisiklikler
gostermektedir (Ozturk ve ark., 2014). Fareler tizerinde gerceklestirilen bir ¢aligmada,
telomer tekrari amplifikasyon protokolii (TRAP) ile telomeraz aktivitesi 6l¢iilmiis ve
olgun oositlerde ve erken doénem embriyolarda (1-hiicreli, 2-hiicreli ve 4-hiicreli
embriyolar) diisiik seviyelerde oldugu, ancak blastosist asamasinda belirgin sekilde arttig1
belirlenmistir (Liu L. ve ark., 2007). Telomeraz nakavt (Terc™) fare modeli olusturularak
telomer uzunlugu tizerindeki etkisi degerlendirilmis ve telomeraz aktivitesinin morula-
blastosist gegisinde telomer uzamasi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir (Schaetzlein ve
ark., 2004) (Sekil 2.7).

Insan oosit ve embriyolardaki telomeraz aktivitesi, etik kaygilar nedeniyle smirl sayida
calismada degerlendirmistir. Wright ve arkadaslarinin (1996) yapmis oldugu bir
calismada, blastosistlerde telomeraz aktivitesi belirlenirken; olgun oositlerde tespit
edilmemigtir (Wright W. E. ve ark., 1996). Daha sonra ayni grup tarafindan yapilan bagka
bir ¢alismada, GV oosit ve blastosistlerdeki telomeraz aktivitesinin, olgun oosit ve erken
preimplantasyon embriyolara gore yiiksek oldugu gosterilmistir (Wright D. L. ve ark.,
2001). Ayrica, zigot asamasindan 8-16 hiicreli embriyolara kadar diisiik seviyelerdeki
telomeraz aktivitesinin, morula ve blastosist asamasinda kademeli olarak arttig
belirlenmistir (Wright D. L. ve ark., 2001) (Sekil 2.7). Bu bulgular, telomeraz aktivitesinin
oosit olgunlagmasi ve embriyo implantasyonu baglamadan once telomer uzunlugunu

arttirmak amaciyla yiiksek seviyelerde tutuldugunu diisiindiirmektedir.
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2.12. Memeli Oositlerinde Telomer Uzunlugu

Telomer uzunlugu, telomeraz aktivitesi ile biiyiik Ol¢iide paralellik goéstermektedir.
Kantitatif floresan in situ hibridizasyon (Q-FISH) ile telomer uzunlugu, fare MII
oositlerinde 16.09 + 0.78 kb, zigotlarda 23.34 £ 1.09 kb, 2-hiicreli embriyolarda 26.73 +
3.07 kb ve blastosistlerde 37.40 + 1.04 kb olarak dl¢tilmistiir (Liu L. ve ark., 2007) (Sekil
2.7). Benzer sekilde Varela ve arkadaslarinin (2011) yapmis oldugu c¢alismada, fare
blastosistindeki ortalama telomer uzunlugunun (32.34 + 5.77 kb) morula (24.98 + 2.72
kb) asamasindaki embriyolardan daha uzun oldugu tespit edilmistir (Varela ve ark., 2011)
(Sekil 2.7). Bu bulgular, telomer uzunlugunun oositlerden erken dénem embriyolara

dogru kademeli olarak arttigin1 gdstermektedir.

Insanda telomer uzunlugu ilgili arastirmalar, YUT igin bagvuran kadinlardan bagislanan
oosit ve embriyolar kullanilarak gergeklestirilmistir. Turner ve arkadaslar1 (2010)
tarafindan yapilan ¢aligmada, GV oosit (11.12 kb) ve blastosist (12.22 kb) telomer
uzunluklarinin yariklanma asamasindaki embriyolardan (8.43 kb) daha uzun oldugu
belirlenmistir (Turner S. ve ark., 2010). Ayni grup tarafindan yayimlanan baska bir
calismada ise insan GV oositlerinin (11.41 + 0.81 kb) MII oositlerden (8.79 + 0.86 kb)
onemli 6l¢iide daha uzun telomerlere sahip oldugu gézlenmistir (Turner S. ve ark., 2013).
Benzer sekilde, FISH yontemi ile telomer uzunlugu 6l¢iildiigiinde: olgun MII oositlerin
telomer uzunlugu 7.5 £ 1.17 kb olarak bulunmustur (Keefe ve ark., 2007) (Sekil 2.7). GV
oosit ve blastosistlerde telomerlerin uzun olmasinin, bu dénemlerdeki yiiksek telomeraz

aktivitesi ile iliskili oldugu diistiniilmektedir.

2.13. Siiperovulasyonun Telomer Uzunlugu ve Telomeraz Aktivitesi Uzerine Etkileri
Stiperovulasyonun, telomer uzunlugu ve telomeraz aktivitesi iizerine etkilerini arastiran
sinirhi sayida c¢alisma bulunmaktadir. Yakin zamanda yayimlanan bir c¢alismada,
siiperovulasyon uygulamasi sonucu elde edilen blastosistlerin telomer uzunlugunun
kontrol grubu blastosistlere kiyasla daha uzun oldugu tespit edilmistir (Berteli ve ark.,
2022). Siiperovulasyonun telomeraz aktivitesi iizerindeki etkisini inceleyen bagka bir
calismada ise digaritdan PMSG verilmesinin sican granuloza hiicrelerindeki Tert mRNA
ekspresyonu, TERT protein diizeyi ve telomeraz aktivitesini arttirdigi rapor edilmistir
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(Mordechai ve ark., 2020). Siiperovulasyonun farkli fizyolojik mekanizmalar iizerinde
yapmis oldugu bu etkiler géz oniine alindiginda, dogrudan ya da dolayli olarak telomer

uzunlugu ve telomeraz aktivitesini etkiledigi goriilmektedir.
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3 A N -
° \ % = Telomeraz Aktivitesi
A & M L-hillcrel 2Z-hiicreli 4-hiicreli 8-hiicreli Morula Blastosist - elomer Uzunlugm

g o/. 1 o i
) S - = & ” K
;§ 3
A
5 37.40 £1.04 kb
5 26.73 + 3.07 kb SRR 32.34+5.77 kb
2334+ 1.09kb 24.98+2.72 kb
16.09 + 0.78 kb
Oosit Olgunlagmasi ve Embriyo Geligimi
B Oosi Erken D6nem Embriyo
Olgunlagmamis  Olgun Fertilizasyon Yariklanma
= r p = A -
e : ( = Telomeraz Aktivitesi
. h — N4 == Telomer Uzunlugu
A GV Mil 1-hiicreli 2-hiicreli 4- hucrell 8- hucrell Morula Blast05|st
£ 2.22kb
% 11.12 kb
(=] 11.41+£0.81 kb & 2
: h
=1
3 624169 Kb o
7.5+ 1.17kb
879+086kb ? 8.43kb
>

Oosit Olgunlagmasi ve Embriyo Geligimi

Sekil 2.7. Fare ve insan oosit ile preimplantasyon embriyolarinda telomer uzunlugu ve telomeraz aktivite
degisiklikleri A. Fare oosit ve preimplantasyon embriyolarinda telomer uzunlugu ve telomeraz aktivitesi.
Telomeraz aktivitesi MIl oosit asamasindan 8-hiicreli asamaya kadar benzerken; blastosist asamasinda
artmigtir. Telomer uzunlugu ise MII 00sit asamasindan 2-hiicreli asamaya kadar kademeli bir yiikselis
gostermistir. Bununla birlikte, morula agamasindan blastosist agamasina gegiste telomer uzunlugu artmistir.
B. Insan oosit ve preimplantasyon embriyolarinda telomer uzunlugu ve telomeraz aktivitesi. Telomeraz
aktivitesi GV oositten 1-hiicreli asamaya kadar kademeli olarak azalirken; 1-hiicreliden 8-hiicreli embriyo
asamasina kadar benzerken; 8-hiicreliden blastosist agamasina kadar kademeli olarak artmigtir. Telomer
uzunlugu ise GV oositten MII 00sit agamasina gegiste azalirken; preimplantasyon embriyolarmda benzer
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diizeydedir. Blastosist asamasinda ise telomerler uzayarak, 12.22 kb'ye ulagmustir. ‘?°, Bilinmiyor. Bu
sematik diyagram BioRender Programi kullanilarak olusturulmustur (BioRender Sirketi; Toronto, Kanada).

Tiim bu bilgiler ve 6ngoriiler 1s181nda, bu projede tekrarlayan stiperovulasyonun telomeraz
bilesenleri olan Tert (protein ve mRNA diizeyinde) ve Terc (RNA diizeyinde) gen
ekspresyonu ile telomer uzunluguna etkilerinin arastirilmasi amaglanmigtir. Bu amag
dogrultusunda, disi farelerden kontrol (K; n=12), bir kez siiperovulasyon uygulanan (1S;
n=12), birer hafta ara verilerek li¢ kez sliperovulasyon uygulanan (3S; n=12), birer hafta
ara verilerek bes kez siliperovulasyon uygulanan (5S; n=12) olmak iizere dort grup
olusturularak GV ve MII oositler elde edildi. Bu oositlerde, Tert ve Terc gen ekspresyonu
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR), TERT protein diizeyi
immiinofloresan ve telomer uzunlugu da kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qQPCR)
yontemleriyle belirlendi. Elde edilen veriler, tek yonlii varyans analizi (tek yonli

ANOVA) ve Tukey post-hoc testi ile degerlendirildi.

Calismanmin Hipotezi

Literatiirdeki ¢alismalarda, siiperovulasyonun oosit ve embriyo Kkalitesini, oosit
olgunlagsmasini ve embriyo gelisimini olumsuz etkileyebildigi rapor edilmistir. Bununla
birlikte, telomer kisalmasina bagl olarak gelisen fenotipik degisimlerin, siiperovulasyon
uygulamasina bagl olarak ortaya ¢ikan olumsuz etkiler ile belirli 6l¢iide Ortiistiigi
goriilmektedir. Bu nedenle, siliperovulasyonda kullanilan molekiillerin telomeraz
bilesenleri ile telomer uzunlugu {izerine etkisinin arastirilmasinin 6nemli olacagi
distiniilmiistiir. Bu bilgi ve Ongoriilerden yola c¢ikilarak c¢alismamizin hipotezi,
“Tekrarlayan siiperovulasyon, GV ve MII oositlerde telomeraz alt bilesen genlerinin
ekspresyonlarini etkileyerek telomer uzunlugunu degistirir.” seklinde olusturulmustur. Bu
hipotez dogrultusunda, tekrarlayan siiperovulasyon uygulamasinin fare GV ve MII
oositlerindeki Tert ve Terc gen ekspresyonu ile telomer uzunlugu tizerine etkilerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler, telomeraz bilesenlerinin
ekspresyon diizeyleri ile telomer uzunlugunun tekrarlayan siiperovulasyona bagl olarak

degisimler gosterdigi ortaya konulmustur.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu tez caligmasi kapsaminda uygulanan yontemler Sekil 3.1°de 6zetlenmistir: Bu
kapsamdan alt konu basliklar1 3.1. Kontrol ve siiperovulasyon uygulanan farelerden GV
ve MIl oositlerin eldesi, 3.2. Tert ve Terc gen ckspresyonlarinin kontrol ve
stiperovulasyon grubu oositlerde ger¢ek zamanli kantitatif PCR (RT-qPCR) ile
belirlenmesi, 3.3. TERT proteininin kontrol ve siiperovulasyon grubu oositlerde
immiinofloresan ile degerlendirilmesi, 3.4. Telomer wuzunlugunun kontrol ve

stiperovulasyon grubu oositlerde belirlenmesi seklinde planlanmustir.

‘ 1 ) Siiperovulasyon (8 IU PMSG ve 8 IU hCG) uygulamasi 2 ) GV ve MII oositlerin eldesi

Sag

GV Ml L
oosit oosit 7 »4, —

PMSG hCG
enjeksiyonu enjeksiyonu

¢ { J
Immiinofloresan gPCR

J

— .

4 y AR hY

R
Tert ve Terc

genlerinin ekspresyon diizeylerinin
belirlenmesi

TERT protein diizeyinin ve hiicre ici Telomer uzunlugunun belirlenmesi
yerlesiminin belirlenmesi

Sekil 3.1. Calismada uygulanan deneysel yontemler. Bu ¢alisma kapsaminda kontrol ve siiperovulasyon (8
IU PMSG ve 8 IU hCG periton igine (intraperitoneal) enjekte edildi.) grubu farelerden elde edilen GV ve
MII oositlerde, Tert ve Terc gen ekspresyonu ger¢ek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
qPCR), TERT protein diizeyi immiinofloresan ve telomer uzunlugu da kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
(qPCR) yontemi ile belirlenmistir. RT-qPCR ve qPCR teknikleri igin >50, immiinofloresan i¢in ise >18 GV
ve MII oosit kullanilmigtir. Bu sekil, BioRender programi (BioRender; Toronto, Kanada) kullanilarak
olusturulmustur.
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3.1. Kontrol ve Siiperovulasyon Uygulanan Farelerden GV ve MII Oositlerin Eldesi
Calismamizda, Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama
Merkezinde iiretilen 48 adet 9 haftalik Balb/C 1rki disi fare ve 6 adet 8-10 haftalik Balb/C
ki erkek fareler kullanildi. Balb/C 1rki disi ve erkek fareler standart laboratuvar
kosullarinda (su ve besin kisitlamasi olmaksizin, 12 saat aydinlik/12 saat karanlik
dongiisii) tutularak bakimlar1 saglandi. Kullanilan disi farelerin ayni siklus asamasinda
caligmaya dahil edilebilmesi i¢in Ostrus Siklus tayini asagida anlatildigr sekilde

yapilmistir.

3.1.1. Ostrus Siklus Tayini

Kontrol ve deney gruplarini olusturmadan 6nce, ostrus siklus farkliligina baglt olarak
ortaya ¢ikabilecek olasi etkileri en aza indirmek amaciyla; deneyde kullanilan 48 adet
Balb/C 1rk1 disi fareye her giin saat ~16.00°da strus siklus tayini yapildi. Ostrus siklusu
belirlenen disi farenin vajinasi, 45 pl 1XPBS (fosfat tamponlu salin soliisyonu) ile
yikandi. Yikama, bu soliisyonun vajina bolgesinde 2-3 kez pipetaj yapilmasi ile

gerceklestirildi. Elde edilen 6rnek lam iizerine yayilarak, havada kurumasi i¢in birakildi.

Kuruma islemi tamamlandiktan sonra, 1 gram toluidin mavisi ile 1 gram Boraks’in 100
ml distile su icerisinde ¢ozlinmesiyle hazirlanmis olan %1’°lik toluidin mavisi boyasi
damlatilarak 5 dakika beklenildi. Siire sonunda, toluidin mavisi yikanarak uzaklastirild.
Su damlalar1 konulan lam, lamel yardimiyla kapatilarak 1sik mikroskobu ile incelendi.
Literatiirdeki c¢alismalar ornek alinarak; incelenen preparatlar, hiicre morfolojisi ve
yogunluguna gore prodstrus, Ostrus, metdstrus ve didstrus olarak siniflandirildi (McLean
ve ark., 2012; Lee J. ve ark., 2021) (Sekil 3.2). Prodstrus, saglam (intakt) goriiniimlii, oval
veya ¢ok yiizlii (poligonal) ve ¢ekirdekli hiicrelerin yogun olarak bulundugu bir faz olarak
tanimlanmistir. Ostrus fazinda ise hiicreler mavi-mor tonlarda boyanarak, kiimelenmeler
olusturmustur. Ayrica, bu hiicrelerin ¢ekirdekleri olmayip, boyutlart artmistir. Metostrus
faz1 ise kornifiye epitel hiicrelerin ve l0kositlerin bir arada bulundugu faz olarak
tanimlanmistir. Didstrus fazi, ¢cok sayida 16kosit varligi ile cok sayida oval goriintimlii ve
az sayida ¢ok yiizlii ¢ekirdekli hiicreler ile karakterizedir. Siiperovulasyon {izerinde

yapilan bir ¢aligma temel alinarak (Kalthur ve ark., 2016); diostrus siklusunda oldugu
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belirlenen fareler, kontrol ve siiperovulasyon gruplarini olusturmak {izere deneye dahil

edilmistir.

Prodstrus Ostrus

. e

Sekil 3.2. Balb/C 1rki disi farelerden alinan vajinal yayma 6rnek mikrograflari. Prodstrus yogun boyanan,
cok yiizlii veya oval hiicrelerin bulundugu faz olarak tanimlanmaktadir. Ostrus fazi ise hiicreler mavi-mor
tonlarinda kiimelenmis ¢ekirdeksiz kronifiye epitel hiicrelerinin varhigi ile karakterizedir. Metostriis fazinda
kornifiye epitel hiicreler ve lokositler bir arada bulunurken; didstrus fazi, yogun olarak 16kositler ve az
miktarda ¢ok yiizlii gekirdekli hiicreleri igermektedir. Skala bar = 20 um.

3.1.2. Gonadotropinlerin Hazirlanmasi

Calismamizda, FSH analogu olan PMSG (MSD Animal Heaths, Katolog no: 182779R1)
ve LH analogu olan hCG (MSD Animal Heaths, Katalog no:194225R2) hormonlar
kullanildi. Bu hormonlar, igeriginde bulunan ¢oziicii ile c¢oziildiikten sonra, steril
enjeksiyonluk su kullanilarak 80 IU/ml olacak sekilde seyreltildi. Hazirlanan bu soliisyon,
uygun miktarlarda kiigik hacimlere (aliquatlara) boliinerek enjeksiyonun yapilacagi
zamana kadar -80 °C’de saklandu.
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3.1.3. Vazektomize Erkek Modelin Olusturulmasi

Vazektomize erkek fare modeli, anestezik madde verilerek olusturuldu. Anestezik madde
olan ksilazin ketalar, 0.4 ml ksilazin (20 mg/ml konsantrasyonda), 0.8 ml ketalar (100
mg/ml konsantrasyonda) ve 8.8 ml serum fizyolojik kullanarak hazirlandi. Ergin
donemdeki erkek farelere agirliklart ile orantili miktarda ksilazin-ketalar karigim
soliisyonu periton icine enjekte edildi (Ornegin, 25 gram agirhgindaki fareye 312.5 pl
ksilazin-ketalar karisim soliisyonundan kullanildi.). Farelerin alt abdomen bolgesi, tiras
makinesi ile tiraslanarak %70 alkol ile temizlendi. Temizlenen bolgeden kiigiik bir kesik
olusturularak testislerden uzanan vas deferenslere ulasildi. Vas deferens’lere dikkatli bir
sekilde koter yardimiyla kesik olusturularak; vazektomize islemi gergeklestirildi. Bir
haftalik iyilesme siirecinin ardindan vazektomize erkekler, kontrol grubu disi farelerle

ciftlestirildi. Boylece, MII oositlerin eldesi gerceklestirildi.

3.1.4. Kontrol ve Siiperovulasyon Gruplarindan GV ve MII Oositlerin Eldesi

Bu calismada, 9-haftalik Balb/C ki disi farelerden kontrol (K; n=12), bir defa
stiperovulasyon uygulanan (1S; n=12), birer hafta arayla iic defa siiperovulasyon
uygulanan (3S; n=12) ve birer hafta arayla bes defa siiperovulasyon uygulanan (5S; n=12)
olmak {iizere 4 grup olusturuldu (Sekil 3.3). Tekrarlayan siiperovulasyon, YUT
uygulamasini modellemesi olarak geg¢mis arastirmalarda da kullanilmistir (Xie ve ark.,
2016; Tang ve ark., 2019; Zhang S. ve ark., 2023). Siiperovulasyon, belirlenen zaman
araliklarinda 100 pl 8 TU PMSG ve 100 pl 8 IU hCG periton igine enjekte edilerek
gerceklestirildi (Xie ve ark., 2016; Tang ve ark., 2019; Zhang S. ve ark., 2023). Oositlerin
eldesi, kontrol ve sliperovulasyon uygulanan farelere, agirliklari ile orantili olacak sekilde
ksilazin-ketalar (30 gram agirlik igin 375 pl) periton igine enjekte edildikten sonra
gerceklestirildi.

GV oositler, PMSG enjeksiyonundan 44 saat sonra ovaryumlarin diseksiyon mikroskobu
altinda 23-kalibre insiilin enjektorii ile parcalanmasini takiben agiz pipeti ile toplandi. MII
oositler ise PMSG uygulamasindan 48 saat sonra hCG uygulandi ve 14 saat sonra farelerin
oviduktlar elde edildi. Diseksiyon mikroskobu altinda oviduktlarin ampulla kisimlarinin
parcalanmasini takiben, agiz pipeti yardimiyla MII oositleri iceren kumulus oosit

kompleksleri (KOK’lar) toplandi. Kontrol grubu farelere, birer hafta arayla 5 defa
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enjeksiyonluk su verildi. Kontrol grubundan MII oositler ise disi farelerin vazektomize
erkek fareler ile giftlestirilmesi ile elde edildi. Belirlenen zaman dilimlerinde (her sabah
saat 08.00 gibi) yapilan vajinal plak kontroliinde, plak goriilmesi durumunda oviduktlarin
ampulla kisimlar1 pargalanarak MII oositleri iceren KOK’lar elde edildi. MII oositlerin
etrafindaki kumulus hiicrelerin uzaklagsmasi i¢cin KOK’lar, 1 mg/ml konsantrasyondaki
hiyalurinidaz enzimi i¢inde, 37 °C’de 1 dakika inkiibe edilerek, kumulus hiicrelerinin

uzaklasmasi saglandi.

Su Su Su Su Su Su Su Su Su Su Y Yhzekionize
7| 48s " 7l48s|i T[48s]|] Tl48s|7 [ [a8s]F g
I M I 1 1 MII oosit
Haftalar T i T | T | y 1 T 1 (n=6)
Kontrol 9, 10. 11. 12. 13%
(K, n=12) GV oosit
(n=6)
PMSG hCG
5] T s
Haftalar T C|> ,‘T O T = L)
Bir defa 9. 10. 11 12. 13%
siiperovulasyon GV oosit
(1S, n=12) ©=5)
PMSG hCG PMSG hCG PMSG hCG
| 48 |7 j|485l7 y|4BS]TMMuwn
O 1 1 1 (n=6)
Haftalar T} T T i i T i
Ug defa 9. 10. 11. 12, 13%
stiperovulasyon GV oosit
(38, n=12) (0=6)
PMSG hCG  PMSG hCG PMSG hCG  PMSG hcG PMSG hCG
TT vl485]7 Tl48s|7 f|485|7 7[485|7wmnoosn
Haftal 1 1 1 3 1 (0=6)
aftalar | T I T | I T !
Beg defa 9. 10. 1. 12. 13%
stiperovulasyon GV oosit
(58, n=12) (n=6)

Sekil 3.3. Kontrol ve siiperovulasyon gruplarindan GV ve MII oositlerin eldesi. Dokuz haftalik Balb/C 1rki
disi farelerin periton igine (intraperitoneal, i.p.) 8 IU (internasyonel {inite) gebe kisrak serum gonadotropini
(PMSG) enjeksiyonundan 44 saat sonra ovaryumlardan GV oositler elde edildi. 8 1IU PMSG
enjeksiyonundan 48 saat sonra 8 IU insan koryonik gonadotropin (hCG) enjekte edilip, 14 saat sonra
farelerin oviduktlarindan MII oositler elde edildi. Tekrarlayan siiperovulasyon etkisinin aragtirildigi bu
caligmada, kontrol (K; n=12), bir defa siiperovulasyon uygulanan (1S; n=12), birer hafta arayla 3 defa
stiperovulasyon uygulanan (3S; n=12) ve birer hafta arayla 5 defa siiperovulasyon uygulanan (5S; n=12)
olmak iizere 4 grup olusturuldu. Her grupta, GV (n=6) ve MII (n=6) oosit eldesi i¢in altigar fare kullanildi.
s, saat. Bu sekil, BioRender programi kullanilarak olusturuldu (BioRender Sirketi; Toronto, Kanada).
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Kontrol ve deney gruplarindan GV ve MII oosit eldesi her bir oosit agsamasi i¢in altisar
fareden (toplamda 12) gergeklestirildi. RT-qPCR ve qPCR parametreleri i¢in >50 GV ve
MII oosit; immiinofloresan boyama i¢in >18 GV ve MII oosit kullanildi. Stiperovulasyon
ve kontrol grubu farelerden elde edilen GV ve MII oositlerden sadece normal goriiniimde
olanlar caligmaya dahil edildi. GV oositler i¢in normal bir goriiniimde ve germinal vezikiil
yapisi net olarak goriilenler ¢alismaya alindi. Ayni1 sekilde, normal goriiniimde ve birinci

polar cisimcigi goriilen MII oositlerde degerlendirme yapildi.

3.2. Tert ve Terc Gen Ekspresyonlarinin Kontrol ve Siiperovulasyon Grubu
Oositlerde RT-qPCR ile Belirlenmesi

Projenin bu asamasinda, siiperovulasyon (1S, 3S ve 5S olmak iizere) ve kontrol (K)
gruplarindan elde edilen GV ve MII oositlerde Tert ve Terc genlerinin kantitatif goreli
ekspresyon seviyeleri, RT-qPCR ile belirlendi. “3.1.2.” béliimiinde anlatildigi gibi, her
grup i¢in >50 sayidaki GV ve MII oositlerden total RNA izolasyonu, DNaz uygulamasi,
cDNA eldesi ve RT-qPCR basamaklari asagida anlatildig: gibi gergeklestirildi (Ozturk ve
ark., 2016; Uysal ve ark., 2019).

3.2.1. GV ve MII Oositlerden Total RNA Izolasyonu
1. Her bir steril 0.5 ml'lik tiipe en az 50 oosit konularak, tizerine 100 pl lizis soliisyonu

konuldu ve +4 °C’de 10 dakika tutuldu.
2. Her bir tiipe, 50 pl %100°’lik etanol konularak, vorteks ile karistirildi.

3. Lizat ve etanol karisimi belirli bir por ¢apina sahip mikro filtreden 20 saniye 12000
rpm’de dondiiriilerek gecirildi. Boylece, karistmdaki RNA’nin tamaminin filtreye

tutunmasi saglandi.

4. 180 pl yikama soliisyonu 2/3 konularak, filtre 1 dakika 12000 rpm’de dondiiriilerek
yikama islemi gergeklestirildi. Islemin bu basamag: bir kez daha tekrar edildi.

5. 180 pl yikama soliisyonu 1 konularak, filtre 1 dakika 12000 rpm’de dondiiriilerek
yikama islemi gerceklestirildi.

6. Ardindan tiip, 13000 rpm hizda 1 dakika santrifiij edildi.
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Mikro filtreye sahip tiip, mikro ayirma ya da yikama tiipline aktarildi. Dort derecede
saklanan ve kullanim 6ncesi 75 °C 1sitilan ayirma soliisyonundan 6 pl, filtrenin tam
merkezine gelecek sekilde konuldu. Kapagi kapatilip oda 1sisinda 1 dakika
bekletildikten sonra RNA’nin filtreden uzaklasmasi i¢in 13000 rpm hizda 30 saniye
santrifiij edildi.

Ayni islem 6 pl ayirma soliisyonu ile bir kez daha gerceklestirildi. RNA’larin mikro
ayirma tiiptinde toplanmasi saglandi. Tiipiin dibindeki yaklasik 12 pl total RNA, yeni
steril bir tiipe alinarak -80 °C’de sakland.

Not: izole edilen RNA’larin spektrofotometre ile dlgiilerek absorbans degerleri belirlenme
basamagi, GV ve MII oositlerden elde edilen RNA’larin az miktarda olmasi nedeniyle
gerceklestirilmemistir.

3.2.2. izole Edilen RNA’lara DNaz Uygulamasi

1.

Genomik DNA’nin ortamdan uzaklastirilmasi icin DNaz uygulamasi gergeklestirildi.

Elde edilen RNA 10 ul

DNaz I enzimi 1 ul

10X DNaz I tamponu 1.1l

Distile su 12 pl’ye tamamlandi.

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

2.

Stire sonunda tiiplere 1.2 ul DNaz I inaktivasyon soliisyonundan konuldu. Tiipler iyice

karistirilip, oda 1s1sinda 2 dakika inkiibe edildi.

Son olarak tiipler, 13200 rpm’de, +4 °C’de, 3 dakika santrifiij edilip; RNA’y1 i¢eren

slipernatantlar yeni steril tiiplere alind1.

3.2.3. cDNA (Komplementer DNA) Eldesi
cDNA eldesi igin ¢cDNA sentez kiti (Thermo Fisher Scientific, katalog no: K1622)
kullanildi.

1.
2.

Ornekler iizerine 1 ul random hekzamer eklenerek vortekslendi.
Total RNA ve random hekzameri igeren tiipler, 65 °C’de 5 dakika inkiibe edildi. Siire

sonunda tiipler buz tizerine alindu.
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3. Ornekler dlgiilerek, niikleaz icermeyen su ile 12 pl’ye tamamland.
4. DNaz uygulamasi yapilmig olan tiiplerin her birine homojen ve esit miktarda
reaksiyon karigimi ekleyebilmek amaciyla bir ana karisim hazirlandi. Ana karisimdan

her bir tiipe 8 ul konuldu.

Icerik Hacim (ul)  Son konsantrasyon (20 pl’de)
5X reaksiyon tamponu 4 1x
dNTP (10 mM) 2 1mM
RNaz inhibitor (20 tinite/pl) 1 1 inite
MMLV-geri transkriptaz (200 pl) 1 10 tinite
Toplam 8

5. cDNA sentezi i¢in, 25 °C — 5 dakika; 42 °C— 60 dakika; 70 °C— 5 dakika; 4 °C’de
— oo olacak sekilde diizenlenmis olan PCR programi kullanildi.
6. Siire sonunda sentezlenmis olan c¢DNA Ornekleri, RT-gPCR uygulama

basamaklarinda kullanilmak tizere -20 °C’de saklandi.

3.2.4. RT-gPCR Uygulama Basamaklari

Goreli mRNA miktarini belirlemek i¢in siklikla tercih edilen bir yontem olan RT-qPCR,
gen ekspresyon c¢alismalarinda yogun olarak kullanilan giivenilir bir tekniktir. Calismada,
her hiicrede esit miktarda ifade edildigi bilinen S-Act gen ekspresyonu temel alinarak; GV
ve MII oositlerde, Tert ile Terc genlerinin goreli ekspresyon seviyeleri belirlendi. GV ve
MII oositlerden elde edilen cDNA’lar, bu asamada kullanildi.

1. Asagidaki tabloda belirtilen igerikler konularak reaksiyon karisimi olusturuldu.

Icerik Miktar (ul)
2X Sybr Green siiper karigimi 12,5
0.75

Primer ileri (10 uM)
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Primer geri (10 uM) 0.75

Niikleaz igermeyen su 10.5
cDNA 1
Gerg¢ek zamanh PCR asamasinda kullanilan primerler:
fleri Geri

Tert 5’-CTCTCTGCTGCGCAGCCGATAC-3’ 5’-CCTCGTTAAGCAGCTCAAAG-3’
Terc 5’-CATTAGCTGTGGGTTCTGGTCT-3’ 5’-TCCTGCGCTGACGTTTGTTT-3’

p-Act 5’-TGCGTGACATCAAAGAGAAG-3’ 5’-CGGATGTCAACGTCACACTT-3’

2. Tert, Terc ve p-Act i¢in RT-qPCR uygulamasi ii¢ kuyucuklu olarak gergeklestirildi.
Tert, Terc ve S-Act i¢in hazirlanmig olan 6rnekler, RT-qPCR cihazinda analiz edildi.
Amplifikasyon, 40 siklusta gergeklestirildi. Ayrica, erime egrisi (melting curve) analizi
ile trilinlerin beklenen ve gdzlenen Tm degerleri karsilastirilarak, PCR {iriinlerinin
ozgilligl degerlendirildi.

RT-qPCR programi:

Baslangi¢ 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

4. Kontrol ve siiperovulasyon gruplarindan elde edilen GV ve MII oositlerde, Tert ve Terc
ile S-Act ekspresyonlari icin belirlenen siklus esik degerleri (Ct) kullanilarak; goreli

degisimler, 224 formiilii ile hesaplandi.

ACt=Ct (Terc) - Ct (5-Act) ACt=Ct (Tert) - Ct (f-Act)
AACt= ACt (Teereney grubu) - ACt (TeI’C kontrol) AACt=ACt (Tertdeney grubu) - ACt (Tertkontrol)

Elde edilen goreli degisimler, tek yonlii ANOVA ve post-hoc Tukey testi ile analiz
edilerek degerlendirildi. P<0.05, anlamli kabul edildi.
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3.3 TERT Proteininin Kontrol ve Siiperovulasyon Grubu Oositlerde
Immiinofloresan ile Degerlendirilmesi

Projenin bu asamasinda, siiperovulasyon ve kontrol grubu oositlerde (her fareden >10
oosit olacak sekilde) TERT proteininin hiicre i¢i yerlesimi ve goreli diizeyinin

belirlenmesi i¢in immiinofloresan teknigi uygulandi (Uysal ve ark., 2018).

3.3.1. immiinofloresan Boyama Yéntem Basamaklar

1. Oositler, %4’liik paraformaldehit (PFA) icerisine alinip oda 1s1sinda 20 dakika fikse
edildi.

2. Fiksasyon isleminden sonra oositler, 3x10 dakika 1XPBS damlasindan gegirilerek,

yikandi.

3. Yikamanin ardindan permeabilizasyon soliisyonu (1XPBS i¢inde hazirlanmis %0.5

Triton X-100) igerisine alinan oositler, oda 1si1sinda 20 dakika bekletildi.

4. Permeabilizasyon isleminin ardindan, bloklama soliisyonu (%20°lik normal keci

serumu) igerisine alinan oositler, oda 1sisinda 30 dakika tutuldu.

5. Bloklama isleminin ardindan, antikor diliiyent ile 1:400 oraninda seyreltilen TERT

primer antikoru (Tablo 3.1) igerisine alinan oositler, gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi.

6. Primer antikor ile inkiibe edilme isleminin ardindan oositler, 3x10 dakika 1XPBS-%2

BSA (sigir serum albiimin) damlasindan gegirilerek, yikama yapild.

7. Yikama islemi sonrasinda, oositler antikor diliiyent icerisinde 1:2000 oraninda
seyreltilen floresan isaretli sekonder antikora (Tablo 3.1) alinarak, oda isisinda ve

karanlik ortamda 60 dakika inkiibe edildi.

8. Sekonder antikor ile inkiibe edilme isleminin ardindan oositler, 3x10 dakika 1XPBS-

%?2 BSA damlasindan gegirilerek, yikama yapildi.

9. Oositler, ¢gekirdek boyamasi icin distile su ile 1:100 oraninda seyretilerek hazirlanan
DAPI soliisyonu (Sigma, katolog no: D8417) i¢inde 2 dakika tutularak zit boyama
gergeklestirildi.

10. DAPI ile boyanan oositlerin, 1XPBS-%2 BSA damlasinda 5 dakika yikamalar
yapild.
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11. Son olarak oositler, floresan isimanin solmasini engelleyen 5 upl’lik kapatma
soliisyonu ile lamel kullanilarak kapatildi ve floresans mikroskop (Olympus) ile
goriintiilendi. Elde edilen goriintiilerin ImageJ programu ile analizleri sonucunda,
TERT proteinin GV ve MII oositlerdeki hiicre i¢i yerlesimleri ile kontrol ve
stiperovulasyon gruplarindaki goreli diizeyleri belirlendi. Elde edilen veriler, tek yonlii
ANOVA ve Tukey post hoc istatistiksel testi ile gruplar arasinda karsilagtirildi.
P<0.05, anlaml1 kabul edildi.

Tablo 3.1. immiinofloresan boyamasinda kullanilan primer ve sekonder antikorlar, diliisyon oranlari, marka

ve katalog numaralart.

Kullamlan Antikor Marka Katalog No Diliisyon Oram

TERT primer antikoru Bioss BS-0233R 1:400

Immiinofloresan isaretli o
) Cell Signaling 4412S 1:2000
sekonder antikor

3.4. Telomer Uzunlugunun Kontrol ve Siiperovulasyon Grubu Oeositlerde
Belirlenmesi

Telomer uzunlugu, daha Onceki ¢alismalarda da kullanilan (Callicott ve ark., 2006;
Yamada-Fukunaga ve ark., 2013) gPCR yontemi ile belirlendi. Kontrol ve siiperovulasyon
gruplarina ait GV ve MII oositlerin telomer uzunlugu, asagida anlatilan basamaklarda

olgtildii.

3.4.1. GV ve MII Oositlerden Genomik DNA izolasyonu
3.1.4.°de anlatildig1 gibi elde edilen oositlerden, QIAmp DNA Mikro Kiti (Qiagen,
katalog no: 56304, Valencia, CA, ABD) kullanilarak genomik DNA izole edildi. Bu kitin

uygulama basamaklar1 asagida sunuldu.

1. Her bir steril 0.5 ml'lik tiipe esit sayida olmak kosuluyla yaklasik 50 oosit konularak,
ATL tamponu ile 50 pl’ye tamamland.

2. Uzerine 20 pl proteinaz K konuldu ve karigmast i¢in vortekslendi.
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. Vorteks islemi sonrasi oositlerin tamamen pargalanmasi i¢in 56 °C'lik su banyosunda

20 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sirasinda, 5 dakikada bir vorteks islemi uygulandi.
. Inkiibasyon isleminden sonra, 10 ul ATL tamponu eklenerek, vortekslendi.

. Daha sonra, 1 pl tasiyict RNA ve 50 pul AL tamponu kullanilarak bir karisim

olusturuldu ve tiip igerisine eklenip, 15 saniye vortekslendi.

. Siire sonunda tiipe, 65.5 pl etanol (%96-100’1ik) eklendi ve 15 saniye vortekslendi.

Sonrasinda 5 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.

. Elde edilen karisim, QIAamp mini dondiirme kolonuna aktarildi. Sonrasinda tiip, 8000

rpm'de 2 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi, akis ve toplama tiipii atildu.

. Santrifiij isleminin ardindan, QIAamp mini dondiirme kolonu yeni bir 2 ml’lik toplama
tiipiine yerlestirilerek, lizerine 250 ul AW1 tamponu eklenildi. Tiip, 8000 rpm'de 2

dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi, akis ve toplama tiipii tekrar atildi.

. Daha sonra, QIAamp Mini dondiirme kolonu yeni bir 2 ml’lik toplama tiipiine
yerlestirildi ve tizerine 350 ul AW2 tamponu eklendi. Sonrasinda tiip, 8000 rpm'de 2
dakika santrifiij edildi.

10. Daha sonra tiip, 14000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminin ardindan,

akis ve toplama tiipii ayn1 sekilde atildi.

11. QIAamp mini dondiirme kolonu, yeni bir 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine

yerlestirilerek, iizerine 65 °C’ye 1sitilmis olan AE tamponundan 36 pl eklendi ve oda

sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi.

12. Inkiibasyon siiresi sonunda, tiip 14000 rpm’de 2 dakika boyunca santrifiij edildi.

Boylece genomik DNA elde edildi.

13. Kontrol ve siiperovulasyon gruplarina ait tiiplerin genomik DNA konsantrasyonu,

spektrofotometre (Epoch) ile pg/pl olarak o6l¢iildii. Ayrica, aymi Olgiimde saflik
degerleri belirlendi (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2. Elde edilen genomik DNA ’larin konsantrasyon ve saflik degerleri. K, kontrol; S, siiperovulasyon.

Gruplar Genomik DNA Saflik degeri
P konsantrasyonu (ug/pl) (0D260/0D280)

K 28.97 1.42

1S 31.73 1.28
GV Oosit

3S 13.65 3.5

5S 18.98 3.5

K 41.15 1.44

1S 31.25 1.50
MII Oosit

3S 27.31 1.25

5S 12.92 2.34

3.4.2. qPCR Uygulama Basamaklari
Oositlerdeki niiklear genom sayisini belirleyebilmek ve PCR reaksiyonunu normalize
etmek i¢in tiim dokularda var olan B1 geni referans olarak kullanildi (Berteli ve ark.,

2022). Uygulama basamaklari, asagida sunulmustur.

1. Asagidaki tabloda belirtilen igerikler konularak qPCR reaksiyon karisimi olusturuldu.
Telomer ve B1 geni igin ayr1 ayr1 gPCR reaksiyonu kuruldu.

Icerik Telomer (ul) B1 (ul)
Sybr Green PCR siiper karigimi 12.5 12.5
Primer ileri 0.5 (200 nM) 1 (400 nM)
Primer geri 0.5 (200 nM) 1 (400 nM)
Genomik DNA 2.5 2
Distile su 9 8.5
Toplam 25 25
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Tablo 3.3. gPCR asamasinda kullanilan telomer ve B1 primerleri.

E fleri 5-CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT-3'

o

E Geri 5-GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT-3'
fleri 5-GCACCTTTAATCCCAGCAC-3'

i

m

Geri 5'- TGAGACAGGGTTTCTCTGTA -3’

2. Telomer bolgesi ve Bl geninin ¢ogaltilmasi igin asagida belirtilen PCR programi

kullanildi. Ayrica, erime egrisi analizi ile PCR {irtinlerinin 6zgiilliikleri degerlendirildi.

Telomer ve B1 geni icin

°C ve Siire Siklus sayis1
Baslangi¢ denatiirasyonu 95 °C, 10 dakika 1
Denatiirasyon 95 °C, 15 saniye 40
Baglanma ve uzama 60 °C, 1 dakika 40

3. qPCR aletinin vermis oldugu Ct degerlerine gdre, goreli telomer uzunlugu 2744

formiilii ile agsagida anlatildig1 gibi hesaplandi. Elde edilen goreli degisimler, tek yonlii

ANOVA ve Tukey post hoc istatistiksel testi ile gruplar arasinda karsilastirildi.

ACt=Ct (Telomer)- Ct (B1)

Boylece, kontrol ve siiperovulasyon gruplarindan elde edilen GV ve MII oositlerin goreli

telomer uzunluklar: belirlendi.
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4. BULGULAR

Kontrol ve siiperovulasyon (1S, 3S ve 5S olmak iizere) gruplarindan elde edilen GV ve
MIl oositlerde, Tert ve Terc gen ekspresyonu RT-qPCR, TERT protein diizeyi

immiinofloresan ve telomer uzunlugu da qPCR yontemleri ile belirlendi.

4.1. Kontrol ve Siiperovulasyon Gruplarindan Elde Edilen GV ve MII Oositlerdeki
Terc, Tert ve #- Act Genlerinin Ekspresyonu

Calismada, ilk olarak Terc ve Tert genlerinin ekspresyon seviyeleri belirlendi. Bu amag
dogrultusunda, her hiicrede esit miktarda ifade edildigi bilinen f-Act gen ekspresyonu
normalizasyon islemi i¢in kullanildi. S-Act geni igin elde edilen RT-qPCR’in sigmoid

egrisi Sekil 4.1°de; erime egrisi ise Sekil 4.2°de sunuldu.

Normalize Floresan

Siklus

Sekil 4.1 Kontrol ve siiperovulasyon gruplarindan elde edilen GV ve MII oositlerde, f-Act RT-gPCR
sonucu. Beklenildigi gibi, sigmoid egriler olugsmustur.

Terc gen ekspresyon seviyesini belirlemek i¢in uygulanan RT-qPCR reaksiyon egrisi ve

erime egrisi sirasiyla Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te sunuldu.
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Sekil 4.2. Kontrol ve siiperovulasyon gruplarindan elde edilen GV ve MII oositlerde, S- Act i¢in uygulanan
RT-gPCR erime egrisi (melting curve) sonucu. Bu sonug, RT-gPCR uygulamasi sonucunda 6zgiil {irlinlerin
olustugunu belirtmektedir.
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Sekil 4.3. Kontrol ve siiperovulasyon gruplarindan elde edilen GV ve MII oositlerde, Terc geni i¢in
uygulanan RT-qPCR sonucu. Bu uygulama sonucunda, beklenildigi gibi sigmoid egriler olustu.
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Sekil 4.4. Kontrol ve siiperovulasyon gruplarindan elde edilen GV ve MII oositlerde, Terc geni igin
uygulanan RT-qPCR erime egrisi (melting curve) sonucu. Elde edilen erime egrisinin ortak bir bolgede pik
vermesi tiriinlerin 6zgiil oldugunu gostermektedir.

Kontrol ve siiperovulasyon gruplarindan elde edilen GV ve MII oositlerde Terc gen goreli
ekspresyonlari belirlendi (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6). GV oosit elde edilen 5S grubunun Terc
goreli ekspresyon seviyesinin 1S grubuna gore daha yiiksek oldugu tespit edildi (Sekil
4.5; P<0.05). MII oosit elde edilen gruplarda ise Terc geni ekspresyon seviyesi 5S
grubunda kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde artis gosterdigi bulundu (Sekil 4.6;
P<0.05). Ayrica, 3S grubunda 1S grubuna goére anlamli bir sekilde Terc diizeyi azalig
gosterirken; 5S grubunda belirgin bir sekilde yiikseldigi belirlendi (Sekil 4.6; P<0.01).

Goreli Tert mRNA seviyesini belirlemek i¢in uygulanan RT-qPCR reaksiyon egrisi Sekil
4.7°de; erime egrisi ise Sekil 4.8’de sunuldu. RT-gPCR sonucunda olusan egrilerin
sigmoid goriiniime sahip olmas1 ve erime egrisinin ortak bir noktada pik olusturmasi elde

edilen iiriinlerin 6zgiil oldugunu gostermektedir.

RT-qPCR deneyinde elde edilen Ct kullanilarak, goreli Tert mMRNA ekspresyon seviyeleri
belirlendi (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10). Tert mRNA seviyesi, GV oosit elde edilen 1S ve 5S
gruplarinda kontrol grubuna goére artis gosterdi (Sekil 4.9; P<0.05). MII oosit elde edilen
1S grubundaki Tert mRNA seviyesinin kontrol, 3S ve 5S gruplarina kiyasla belirgin bir
sekilde arttig1 tespit edildi (Sekil 4.10; P<0.001).
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Sekil 4.5. Kontrol ve siiperovulasyon gruplarindan elde edilen GV oositlerdeki goreli Terc RNA
ekspresyonu. Elde edilen goreli degisim verileri, tek yonlii ANOVA ve Tukey post hoc istatistiksel testi
ile degerlendirildi. 5S grubundan elde edilen GV oositler, 1S grubuna kiyasla anlamli olarak daha yiiksek
Terc RNA seviyesine sahip oldugu tespit edildi (P<0.05). P<0.05, anlamli kabul edildi. ‘*’ isareti
istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir. *P<0.05.
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Sekil 4.6. Kontrol ve siiperovulasyon gruplarindan elde edilen MII oositlerdeki goreli Terc RNA
ekspresyonu. MII oosit elde edilen 3S grubunun Terc RNA seviyesi, 1S grubuna kiyasla azalirken; 5S
grubunda ise tekrar yiikseldigi belirlendi (P<0.01). Buna ek olarak, 5S grubunun goreli Terc RNA
ekspresyon seviyesi, kontrol grubuna gore anlamli bir artis gosterdi (P<0.05). P<0.05, anlaml kabul edildi.
*? jsareti istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir. *P<0.05, **P<0.01.
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Sekil 4.7. Kontrol ve siiperovulasyon gruplarindan elde edilen GV ve MII oositlerde, Tert i¢in uygulanan
RT-gPCR sonucu. Bu reaksiyon sonucunda sigmoid egriler olustu.
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Sekil 4.8. Kontrol ve siiperovulasyon gruplarindan elde edilen GV ve MII oositlerde, Tert i¢in uygulanan
RT-qPCR erime egrisi (melting curve) sonucu. Tek bir bolgede pik goriilmesi, 6zgiil iiriinlerin olustugunu
gostermektedir.
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Sekil 4.9. Kontrol ve siiperovulasyon gruplarindan elde edilen GV oositlerdeki Tert mRNA goreli
ekspresyonu. 1S ve 5S gruplarindaki goreli Tert mRNA ekspresyon seviyesinin, kontrol grubuna gore daha
yiiksek oldugu tespit edildi (P<0.05). P<0.05, anlamli kabul edildi. ‘*’ isareti istatistiksel olarak anlamlilig
ifade etmektedir. *P<0.05.
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Sekil 4.10. Kontrol ve siiperovulasyon gruplarindan elde edilen MII oositlerdeki Tert mRNA goreli
ekspresyonu. 1S grubundaki Tert mRNA seviyesinin kontrol, 1S ve 5S gruplarma kiyasla belirgin bir gekilde
arttig1 belirlendi (P<0.001). P<0.05, anlamli kabul edildi. ‘*’ isareti istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade
etmektedir. ***P<0.001.
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Sonug olarak Terc ve Tert gen ekspresyonlarinin kontrol ve siiperovulasyon gruplari
arasinda anlamli farkliliklar gosterdigi belirlendi. Bu durum, siiperovulasyonun bu

genlerin ekspresyon seviyelerini etkileyebildigini gostermektedir.

4.2. TERT Protein Dagilimi ve Goreli Diizeyinin Kontrol ve Siiperovulasyon Grubu
Oositlerde immiinofloresan Boyama ile Belirlenmesi

Calismamizda, kontrol ve siiperovulasyon gruplarindan elde edilen GV ve MII oositlerde,
TERT proteininin goreli diizeyi ve hiicre i¢i yerlesimi immiinofloresan yontemi ile
belirlendi (Sekil 4.11 ve Sekil 4.12). TERT proteini, GV oositlerde yogun olarak
¢ekirdekte ve daha az yogunlukta ise sitoplazmada yerlesim gosterdigi belirlendi (Sekil
4.11). MII oosit eldesi gerceklestirdigimiz kontrol ve siiperovulasyon gruplarinda, TERT
proteinin yogun olarak sitoplazmada yerlesim gosterdigi tespit edildi (Sekil 4.12). Ayrica,
TERT ekspresyonu MII oositlerin polar cisimciklerinde de bulundugu belirlendi (Sekil

4.12). Negatif kontrol boyamalarinda herhangi bir boyanma gézlenmedi.

Immiinofloresan boyama sonucunda elde ettigimiz goriintiiler, ImageJ programa ile analiz
edilerek; GV oosit elde edilen kontrol ve siiperovulasyon gruplarindaki goreli TERT
protein diizeyleri belirlendi (Sekil 4.13). TERT protein goreli diizeyinin GV oosit elde
edilen kontrol ve siiperovulasyon gruplari arasinda anlamli bir fark gostermedigi tespit
edildi (Sekil 4.13; P>0.05). Ayrica, GV oositlerdeki TERT protein goreli diizeyi, ¢cekirdek
ve sitoplazma i¢in ayr1 ayri analiz edilerek sirasiyla Sekil 4.14 ve Sekil 4.15’te sunuldu.
GV oositin ¢ekirdek bolge analizi sonucunda, kontrol ve siiperovulasyon gruplari arasinda
anlamli bir fark tespit edilmedi (Sekil 4.14; P>0.05). Benzer sekilde, sitoplazmadaki
ekspresyon degerlendirmesinde de gruplar arasi bir fark bulunmadi (Sekil 4.15).

MII oositler i¢in gerceklestirilen immiinofloresan boyamalar1 da, ImageJ program ile
analiz edildi. Yapilan analiz sonucunda, 3S ve 5S gruplarinda TERT protein goreli
diizeyinin kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 4.16; P<0.05).
Ayrica, TERT protein diizeyinin siiperovulasyon uygulama sayisiyla dogru orantili olacak
sekilde, 1S grubundan 5S grubuna dogru kademeli olarak yiikseldigi de tespit edildi (Sekil
4.16; P<0.01).
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TERT DAPI BIRLESTIRILMIiS

Sekil 4.11. Kontrol ve siiperovulasyon gruplarindan elde edilen GV oositlerin, immiinofloresan boyama
sonucu. TERT proteininin, yogun olarak g¢ekirdek bolgesinde ve daha az yogun olarak da sitoplazmada
oldugu belirlendi. Mikrograflar, 400X orijinal bitylitmede ¢ekildi. K, kontrol; NK, negatif kontrol.
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TERT DAPI BIRLESTIRILMIS
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Sekil 4.12. Kontrol ve siiperovulasyon gruplarindan elde edilen MII oositlerin, immiinofloresan boyama
sonucu. TERT proteininin, yogun olarak sitoplazmada yerlesim gosterdigi belirlendi. Ayrica, MII oositlerin
polar cisimciklerinde de TERT proteini gézlemlendi. Mikrograflar, 400X orijinal biiylitmede ¢ekildi. K,
kontrol; NK, negatif kontrol.
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Sekil 4.13. Kontrol ve siiperovulasyon gruplarindan elde edilen GV oositlerdeki TERT protein goreli
diizeyi. Immiinofloresan boyama sonucu elde edilen veriler, tek yonlii ANOVA ve Tukey post-hoc testi ile
analiz edildi. Istatistiksel analizler sonucunda, géreli TERT protein diizeyinin GV oosit elde edilen kontrol
ve sliperovulasyon gruplari arasinda anlamli bir fark gostermedigi tespit edildi. P<0.05, anlamli kabul edildi.
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Sekil 4.14. Kontrol ve siiperovulasyon gruplarindan elde edilen GV oositlerin ¢gekirdek alanlarindaki TERT
protein goreli diizeyi. GV oositlerin ¢ekirdek bolgesindeki TERT protein diizeyi, kontrol ve siiperovulasyon
gruplari arasinda belirgin bir degisim gostermedi. P<0.05, anlamli kabul edildi.
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Sekil 4.15. Kontrol ve siiperovulasyon gruplarindan elde edilen GV oositlerin sitoplazma alanlarindaki
TERT protein goreli diizeyi. GV oositlerin sitoplazma bolgesindeki TERT protein diizeyi, kontrol ve
siiperovulasyon gruplari arasinda anlamli bir fark gostermedigi tespit edildi. P<0.05, anlamli kabul edildi.
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Sekil 4.16. Kontrol ve siiperovulasyon gruplarindan elde edilen MII oositlerdeki TERT protein goreli
diizeyi. 3S ve 58S siiperovulasyon gruplarindaki TERT protein diizeyinin, kontrol grubuna kiyasla daha
yiiksek oldugu tespit edildi (P<0.05). Ayrica, TERT protein diizeyi 1S grubundan 5S grubuna dogru
kademeli olarak artis gosterdigi belirlendi (P<0.01). P<0.05, anlamli kabul edildi. ‘*’ isareti istatistiksel
olarak anlamlilig1 ifade etmektedir. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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4.3. Telomer Uzunlugunun Kontrol ve Siiperovulasyon Grubu Oositlerde
Belirlenmesi

Calismada, telomer uzunlugu qPCR yontemiyle belirlendi. Bu amag¢ dogrultusunda, Bl
gen ekspresyonu normalizasyon islemi i¢in kullanildi. B1 primerleri ile elde edilen gPCR

sigmoid egrisi Sekil 4.17°de; erime egrisi ise Sekil 4.18’de gosterildi.
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Sekil 4.17. Kontrol ve siiperovulasyon gruplarindan elde edilen GV ve MII oositlerde, B1 geni igin
uygulanan qPCR sonucu. Bu analiz sonucunda sigmoid egriler olustu.

Telomer primerleri i¢in uygulanan qPCR reaksiyon egrisi ve erime egrisi sirasiyla Sekil
4.19 ve Sekil 4.20°de sunuldu.

gPCR cihazinin vermis oldugu Ct degerlerine gore, telomer uzunlugunun goreli degisimi
2°AAC formiilii kullanilarak hesaplandi. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda 1S, 3S ve
58S gruplarina ait GV oositlerin telomer uzunlugu, kontrol grubuna gore daha kisa oldugu
belirlendi (Sekil 4.21; P<0.001). MII oositler lizerinde yapilan analizler sonucunda: 1S ve
5S gruplarin kontrol grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek telomer uzunluguna sahip
oldugu gortldii (Sekil 4.22; P<0.001). Ayrica, 3S grubunda 1S ve 5S gruplarindan daha
kisa telomer uzunluguna sahip oldugu tespit edildi (P<0.001). Sonug¢ olarak,

siiperovulasyon uygulamasit GV ve MII oositlerin telomer uzunlugunu etkilemektedir.
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MII oositlerde bu etkinin siiperovulasyonun tekrar sayisina bagli olarak degisiklik

gosterdigi goriilmektedir.
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Sekil 4.18. Kontrol ve siiperovulasyon gruplarindan elde edilen GV ve MII oositlerde B1 geni igin
uygulanan qPCR erime egrisi sonucu. Tek bir bolgede pik olugsmasi, gPCR sonucunda 6zgiil iiriinlerin
olustugunu gosterdi.
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Sekil 4.19. Kontrol ve siiperovulasyon gruplarindan elde edilen GV ve MII oositlerin telomer uzunlugunu
belirlemek i¢in uygulanan qPCR sonucu. Bu analiz sonucunda, sigmoid egriler olustu.
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Sekil 4.20. Kontrol ve siiperovulasyon gruplarindan elde edilen GV ve MII oositlerde telomer igin
uygulanan qPCR erime egrisi (melting curve) sonucu. Kontrol ve siiperovulasyon gruplarinda elde edilen
erime egrisinin ortak bir bolgede pik vermesi sonuglarin 6zgiil oldugunu gosterdi.
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Sekil 4.21. Kontrol ve siiperovulasyon gruplarindan elde edilen GV oositlerin goreli telomer uzunlugu. 1S,
3S ve 58S gruplarina ait GV oositlerin telomer uzunlugunun kontrol grubuna gore daha kisa oldugu belirlendi
(P<0.001). P<0.05, anlamli kabul edildi. ‘*’ isareti, istatistiksel olarak anlamliligi ifade etmektedir.

***pP<0.001.
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Sekil 4.22. Kontrol ve siiperovulasyon gruplarindan elde edilen MII oositlerin goreli telomer uzunlugu.
Kontrol ve 3S gruplarindan elde edilen MII oositlerin goreli telomer uzunlugunun, 1S ve 5S gruplara kiyasla
daha kisa oldugu belirlendi (P<0.001). P<0.05, anlaml kabul edildi. ‘*’ igareti istatistiksel olarak anlamlilig1
ifade etmektedir. ***P<0.001.
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5. TARTISMA

Bu calismada, tekrarlayan siiperovulasyonun fare GV ve MII oositlerindeki Terc ve Tert
genlerinin ekspresyon seviyesi, TERT protein diizeyi ve telomer uzunlugu iizerinde olan
etkileri ilk defa detayl bir sekilde aragtirilmistir. Yapmis oldugumuz analizler sonucunda,
tekrarlayan siiperovulasyona bagli olarak Terc ve Tert genlerinin ekspresyon seviyesinde
ve TERT protein diizeyinde istatistiksel olarak anlamli degisikliklerin oldugu tespit
edilmistir. Ayrica, GV ve MII oositlerin telomer uzunlugunda da tekrarlayan
siiperovulasyona bagl olarak degisikliklerin oldugu belirlenmistir. Telomeraz alt bilesen
genlerinin mRNA ve protein diizeyleri ile telomer uzunlugunda meydana gelen bu
degisimlerin, gonadotropinlere ve bu hormonlarin uygulanma sayisina/dozuna baglh

olabilecegi diislincesindeyiz.

Kontrol ve siiperovulasyon gruplarindan elde edilen GV ve MII oositlerdeki ilk olarak
goreli Terc ekspresyon seviyeleri degerlendirilmistir. Analizler sonucunda, GV oosit elde
edilen 5S grubundaki goreli Terc ekspresyon seviyesinin, 1S grubuna kiyasla daha ytiksek
oldugu bulunmustur. Benzer bir sekilde, MII oosit elde edilen 5S grubundaki goreli Terc
RNA ekspresyon seviyesinin kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde arttig:
belirlenmistir. Yapilan literatiir taramasinda, siiperovulasyon uygulamasiin dogrudan
Terc gen ekspresyon iizerine etkisini arastiran bir calismayla karsilagilmamasina ragmen,
PMSG uygulamasinin telomeraz aktivitesini arttirdigi ortaya konulmustur (Mordechai ve
ark., 2020). Ayrica, farkli bir ¢alismada, TERC diizeyindeki kiiglik degisikliklerin
telomeraz aktivitesini ve telomer uzunlugunun diizenlenmesini etkileyebildigi
belirtilmistir  (Greider, 2006). Bu bilgiler dogrultusunda, tekrarlayan PMSG
uygulamasinin Terc gen ekspresyon seviyesi i¢in dogrudan arttirict bir etkisinin
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bilindigi lizere, telomeraz enzimi sablon gorevi goéren TERC
ve katalitik aktivasyonda gorev alan TERT alt birimlerinden olusmaktadir (Ozturk ve ark.,
2014). Tekrarlayan PMSG uygulamasi, telomeraz enziminin iki alt biriminin
ekspresyonlarini ayr1 ayri etkileyebilecegi gibi; tekrarlayan siiperovulasyona bagli olarak
degisen Tert mRNA ve protein diizeyleri dolayli olarak Terc RNA seviyesinin artigina
neden olmus olabilir. Bu verilere ek olarak, calismamizda MII oosit elde edilen 3S
grubundaki Terc gen ekspresyon seviyesinin, 1S ve 5S grubuna kiyasla belirgin bir sekilde
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azaldig1 belirlenmistir. Ekspresyon seviyesindeki bu azalis, belirli sayida tekrarlanmis
stiperovulasyon uygulamasinin dogrudan ya da dolayli olarak Terc gen ekspresyonunu
etkilemesinden kaynaklandigi tahmin edilmektedir. Ayrica, Terc ekspresyon
seviyesindeki bu degisim, telomeraz aktivitesini ve telomer uzunlugunun diizenlenmesini

etkilemis olmasi da olast goriilmektedir.

Telomeraz enziminin katalitik proteini olarak gorev alan TERT, yapilan birgok ¢alismada
telomeraz aktivitesinin gostergesi olarak kabul gormektedir (Armstrong ve ark., 2000;
Dratwa ve ark., 2020) Tert mRNA ekspresyon seviyesi ve telomeraz aktivitesinin
diizenlenmesinde rol oynayan faktorleri arastiran sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir.
Tert mRNA seviyesinin diizenlenmesinde etkisi oldugu diisiiniilen olasi faktdrlerden biri
de siiperovulasyondur. Mordechi ve arkadaslar1 (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
PMSG uygulamasmin Tert mRNA ekspresyon seviyesi, TERT protein diizeyi ve
telomeraz enzim aktivitesini arttirdigi rapor edilmistir (Mordechai ve ark., 2020). Buna ek
olarak, Ostrojen ve progesteron hormonlari da Tert gen ekspresyonunun diizenlenmesinde
rol oynadigi bilinmektedir (Taheri ve ark.,, 2022). Bu konuda yayimlanan bazi
calismalarda dstrojen hormonunun, TERT promotdr bdlgesinde bulunan dstrojen yanit
elemanina (ERE) baglanarak bu genin ekspresyonunu diizenledigi bildirilmistir (Kyo ve
ark., 1999; Bayne ve ark., 2011). Bu konuda o6ne siiriilen diger bir goriis ise Ostrojen
tarafindan aktive olan C-MYC’nin dolayli olarak Tert ekspresyon seviyesini
diizenleyebildigidir (Kyo ve ark., 1999). Bu bilgilerle tutarl olarak, 6strojen hormonunun
yoklugunda telomeraz aktivitesinin inhibe oldugu ve telomer uzunlugunun kisaldigi rapor
edilmistir (Bayne ve ark., 2011). Progesteron hormonu ise Tert gen ekspresyonunu inhibe
edici 6zellige sahip oldugu da bilinmektedir (Wang Z. ve ark., 2000; Taheri ve ark., 2022).
Tiim bu bilgiler 15181inda, projemizde GV oosit elde edilen 1S ve 5S grubundaki Tert
mRNA seviyesindeki artisin olasi nedenlerinden birinin uygulanmis olan tekrarli PMSG
hormonunun Tert gen ekspresyonunu etkilemesi olabilecegi diisiiniilmektedir. Diger bir
olas1 neden ise tekrarlayan siiperovulasyon uygulamasina bagl olarak degisen Ostrojen
seviyesi, Tert ekspresyon diizeyini arttirmis olabilir. Ayrica, GV oosit elde edilen kontrol
ve siliperovulasyon gruplarinin telomer uzunlugu ve Tert mRNA diizeyleri arasindaki
zithk dikkat cekmektedir. Diger bir deyisle, kisa telomerlere sahip olan siiperovulasyon

gruplarinin daha yiiksek Tert ekspresyonuna sahip oldugu belirlenmistir. Bu verilerden
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yola cikarak telomeraz aktivitesiyle karakterize olan Tert ekspresyon seviyesindeki
artigin, telomer uzunlugunu korumak ve uzatmak amaciyla gergeklestigi tahmin

edilmektedir.

Calismamizda, MII oosit elde edilen 1S grubundaki Tert mMRNA seviyesinin, kontrol, 3S
ve 5S grubuna kiyasla belirgin bir sekilde yiiksek oldugu tespit edilmistir. Tert mRNA
seviyesindeki bu artisin bir kez uygulanmis olan siiperovulasyon protokoliiniin akut
etkisinden kaynaklanabilecegi diisiincesindeyiz. Buna ek olarak, siiperovulasyonun
Ostrojen ve progesteron hormon diizeylerini degistirebildigi bilinmektedir (Zhang J. ve
ark., 2018; Lu ve ark., 2019; Zhang S. ve ark., 2023). Bu nedenle, tekrarlayan
stiperovulasyon sonucu degisen Ostrojen ve progesteron diizeyi Tert gen ekspresyonunu
degistirmis olabilir. Bilindigi iizere, yiiksek protein seviyesine ulasildiginda, daha fazla
MRNA {iretimine ihtiya¢ duyulmamaktadir (Maier ve ark., 2009; Liu Y. ve ark., 2016).
MII oosit elde edilen 3S ve 5S grubundaki Tert ekspresyon seviyesindeki azalig, bu
gruplardaki TERT protein seviyesinin yiikselmesi ve daha fazla Tert mRNA {iretimine
ihtiya¢ duyulmamasindan kaynaklanmig olabilir. Siiperovulasyonun, Tert mRNA ve
protein diizeyleri ile telomeraz aktivasyonu arasinda dogru oranti oldugu bilinmesine
ragmen, bunu hangi mekanizmalar iizerinden gerceklestirdigi halen bilinmezligini
korumaktadir. Tert mRNA {iretimini diizenleyen faktor ve mekanizmalarin aydinlatilmasi

icin daha kapsamli ¢aligmalara ihtiya¢ oldugu kanisindayiz.

Caligmamizda immiinofloresan yontemi ile TERT proteininin hiicre i¢i yerlesimi ve
protein diizeyi degerlendirilmistir. Daha 6nce yayimlanmis olan ¢alismalarimizla tutarh
olarak, TERT proteininin GV ve MII oositlerde hem niiklear hem de sitoplazmik alanda
yerlesim gosterdigi belirlenmistir (Kosebent ve ark., 2020; Uysal ve ark., 2021). Ayrica,
MII oositlerin polar cisimciklerinde de TERT proteininin varligi géze carpmaktadir.
TERT proteininin kanonikal ve kanonikal olmayan rolleri dikkate alindiginda hem
niiklear hem de sitoplazmik alanda yerlesim gostermesinin beklenilen bir sonug¢ oldugu
diisiiniilmektedir. Tekrarlayan siiperovulasyona bagli olarak, MII oosit elde edilen 1S
grubundan 5S grubuna dogru kademeli olarak TERT diizeyinin arttig1 belirlenmistir.
Ayrica, 3S ve 5S grubundaki TERT protein diizeyleri, kontrol grubuna gore belirgin bir

sekilde yiiksek bulunmustur. Bu artisin nedeninin, tekrarlayan siiperovulasyon
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uygulamasi (PMSG ve hCG hormonlarinin etkisine bagli) oldugu diisiiniilmektedir.
Ayrica, tekrarlayan siliperovulasyon uygulamasi sonucu degistigi diisiliniilen Ostrojen ve
progesteron hormon diizeyleri, Tert mRNA ve protein diizeylerinin artisini tetiklemis
olabilir. Bilindigi tizere, tekrarlayan siiperovulasyona bagli olarak oksidatif streste
artmaktadir (Chao ve ark., 2005; Zhang J. ve ark., 2018). TERT proteininin
mitokondriyondaki kanonikal olmayan rolii gz oniine alindiginda, siiperovulasyon
sonucu yiikselen oksidatif hasar da TERT protein diizeyini arttirmis olabilir. Bu konulara
yonelik in vitro c¢alismalarin, mekanizmanin ortaya konulmasi agisindan degerli

olabilecegi tahmin edilmektedir.

Kontrol ve siiperovulasyon gruplarindan elde edilen GV ve MII oositlerin goreli telomer
uzunluklart da qPCR yontemiyle belirlendi. Yapilan degerlendirme sonucunda 18, 3S ve
5S gruplarindan elde edilen GV oositlerin telomer uzunluklarinin kontrole kiyasla daha
kisa oldugu tespit edildi. Bilindigi {izere, tekrarlayan siiperovulasyon uygulamasina bagl
olarak oksidatif stres artis1 goriilmektedir (Chao ve ark., 2005; Zhang J. ve ark., 2018). Bu
bilgi dogrultusunda, siiperovulasyon gruplarinda goriilen bu telomer uzunlugundaki
azalisin olas1 nedenlerinden birisinin oksidatif stres artis1 olabilecegi diisiiniilmektedir.
Ayrica, kontrol ve 3S gruplarindan elde edilen MII oositlerin telomer uzunlugunun, 1S ve
5S gruplarindan elde edilen MII oositlere kiyasla daha kisa oldugu belirlenmistir.
Stiperovulasyon uygulamasinin, telomer uzunlugu iizerindeki etkilerini arastiran sinirh
sayida ¢alisma bulunmaktadir. Berteli ve arkadaslarinin (2022) fare blastosistleri tizerinde
yaptig1 bir ¢alismada, siiperovulasyon uygulamasiin telomer uzunlugunu arttirdigi
bildirilmistir (Berteli ve ark., 2022). Bu bilgi 1s181inda, 1S ve 5S gruplarindan elde edilen
oositlerde telomer uzunlugundaki artisin nedenlerinden birisinin  tekrarlayan
stiperovulasyon oldugu disiiniilmektedir. Ayrica, tekrarlayan siiperovulasyona bagli
olarak dstrojen ve progesteron hormon diizeyleri telomeraz aktivitesini etkileyerek dolayl
olarak telomer uzunlugunu arttirmis olabilir. Bilindigi lizere, TERC ekspresyon diizeyi
telomer uzunlugunun diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Greider, 2006). Bununla tutarli
olarak, TERC yoklugu telomer kisalmasina yol a¢gmaktadir (Blasco ve ark., 1997,
Goldman ve ark., 2005). Terc goreli ekspresyonu degerlendirmesinde, MII oosit elde
edilen 3S grubundaki Terc ekspresyonunun daha diisiik oldugu bulunmustur. Bu veriler

g0z oniine alindiginda, 3S grubundan elde edilen MII oositlerin telomer uzunlugun daha
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kisa olmasmin nedenlerinden birisinin Terc ekspresyon seviyesinin diisiik olmasi

olabilecegi kanisindayiz.

Sonug olarak, tekrarlayan siiperovulasyon telomeraz alt bilesenleri olan Terc ve Tert gen
ekspresyon seviyeleri, TERT protein diizeyi ve telomer uzunlugunda degisimlere neden
olabildigi ilk defa ortaya konulmustur. YUT’iin temel basamaklarindan biri olan
stiperovulasyonun, hangi mekanizma(lar) yoluyla telomer uzunlugu ve telomeraz
aktivitesini diizenlediginin belirlenmesine yoOnelik yeni calismalara ihtiyag oldugu
kanisindayiz. Bu etki mekanizmasmin aydinlatiimas;, YUT sonucunda oosit ve
embriyolarda goriilebilen bazi gelisimsel bozukluklarin alt yapisinin belirlenmesinde
onemli bir adim olacaktir. Ayrica, yeni YUT protokollerinin ve tedavi stratejilerinin

gelistirilmesine de katkilar saglanabilecegi diisiincesindeyiz.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, tekrarlayan siiperovulasyonun fare GV ve Ml oositlerindeki Terc ve
Tert genlerinin ekspresyon seviyesi, TERT protein diizeyi ve telomer uzunlugu iizerine
olan etkileri ayrintili bir sekilde arastirilmistir. Calismadan elde edilen sonuglar ve 6neriler

maddeler halinde asagida belirtilmistir.

1. GV oosit elde edilen 5S grubundaki Terc goreli ekspresyon seviyesi, 1S grubuna
kiyasla daha yiiksek bulunmustur. MII oosit elde edilen 5S grubundaki goreli Terc
RNA seviyesinin kontrol grubuna kiyasla arttig1 tespit edilmistir. Ayrica, MII oosit elde
edilen 3S grubundaki Terc seviyesi ise 1S ve 5S gruplarina kiyasla daha diistik oldugu
bulunmustur.

2. GV oosit elde edilen 1S ve 5S grubundaki Tert mRNA seviyesinin, kontrol grubuna
gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. MII oosit elde edilen 1S grubundaki Tert
MRNA seviyesi kontrol, 3S ve 5S gruplarina kiyasla belirgin bir sekilde artmistir.

3. TERT proteini, GV oositlerde yogun olarak c¢ekirdekte ve daha az yogun olarak da
sitoplazmada yerlesim gosterdigi belirlenmistir. Polar cisimcikler ve MII oositlerde ise
TERT yogun olarak sitoplazma ve daha az yogun olarak da ¢ekirdek bolgesinde tespit
edilmistir. TERT proteinin hem sitoplazmik hem de niiklear yerlesimi goz Oniine
alindiginda, bu proteinin telomer uzamasi disindaki fonksiyonlarinin belirlenmesine
yonelik yeni ¢aligsmalarin gerekli oldugu diisiincesindeyiz.

4. GV oosit elde edilen kontrol ve tekrarlayan siiperovulasyon gruplari arasinda TERT
protein diizeyi ile ilgili anlaml bir fark gézlemlenmemistir. TERT protein diizeyi, MII
oosit elde edilen 1S grubundan 5S grubuna dogru kademeli bir sekilde yiikselirken; 3S
ve 5S gruplarindaki TERT diizeyinin, kontrol grubuna kiyasla arttig1 belirlenmistir.

5. 1S, 3S ve 5S gruplarindan elde edilen GV oositlerin telomer uzunlugunun, kontrol
grubundan elde edilen GV oositlere kiyasla daha kisa oldugu belirlenmistir. Kontrol ve
3S gruplarma ait MII oositlerin goéreli telomer uzunlugu, 1S ve 5S gruplarina ait MlI
oositlere kiyasla daha kisa oldugu tespit edilmistir. Tekrarlayan siiperovulasyon
uygulamasi sonucunda degisen telomer uzunlugunun, hangi etki mekanizmasi
tarafindan  diizenlendigini  aydinlatacak yeni c¢aligmalara ihtiyag¢ oldugu
diisiincesindeyiz. Tekrarlayan siliperovulasyonun telomer yapist iizerindeki etki
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mekanizmasiin ortaya konulmasi durumunda, YUT uygulamasma bagh oosit ve
embriyolarda goriilebilen gelisim bozukluklarinin altinda yatan mekanizmalarin

aydinlatilmasi i¢in 6nemli bir adim olacagi kanisindayiz.
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