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1. GIRIS ve AMAG

Bilim adamlarinin erkek ve disi Greme organlarinin islevlerinin yaninda

semen ve ovulasyon ile ilgili galismalari yazyillardir sirmektedir.

Regnier de Graff (1641-1723) esey hucrelerinin olusumunu ve
¢ogalimini detayh bir sekilde tarif etmis ve 1668-1672 yillari arasinda
yayinladigi makalelerinde erkek-disi Ureme sistemlerini genis bir bigimde

aciklamistir.

Bilim adamlar1 17. ve 18. yuzyil basglarinda, spermin semen i¢inde yer
aldigini ve overlerde olusan yumurtayi dolledigini bilmelerine karsin bu olayin

fizyolojik mekanizmasini tam olarak agiklayamamisglardir (1).

Bilimdeki gelismeler sonucunda M.O 40.000-16.000 donemlerinden
suregelen kisirlik, 20. yuzyildan sonra hizla uygun arastirma ve tedavi
olanaklarina kavusabilmistir.

En sik gozlenen kisirlik nedenleri arasinda spermatogenezis ve
ovulasyonda meydana gelen bozukluklar, endometriyozis ve yasla ilgili

problemler bulunmaktadir.

Ovaryumdaki oosit havuzu, yasamin erken doneminden itibaren
sabittir. Bu nedenle ovaryan yashlik, hem ovaryumdaki materyalin azalmasi
hem de primordiyal folikil havuzundaki azalisa baghdir. Her folikdl,
ovulasyona ya da daha c¢ogunlukla harabiyete girmek Uzere gelisimine
baslar. Burada, folikullerin kaderinin belirlenmesini saglayan unsurlar ve
ovaryum folikullerin gelisimi sirasinda gerceklesen anahtar noktalar

onemlidir(2).

Normal disi Gremesinde de oositin dlizglin gelismesi(oogenez) son

derece onemlidir(3).

Oogenez ve folikilogenez olaylarina, DNA’ya yodnelik epigenetik
degisimler ve kromatinin yeniden sekillenmesi eslik eder (4,5). Belirli genlerin

uzaysal ve temporal yonlerden etkinlesmesi ve digerlerinin baskilanmasi,



oogenez ve folikilogenez igin 6nemli olaylardir (Mesela Nobox, Gdf9, Bmp15
ve Foxo3a gibi) (6-11). Bu olaylart dizenleyen unsurlar ve gen
duzenlenmesiyle kromatinin yeniden modellenmesi arasindaki muhtemel
baglanti halen tam olarak agik degildir. Bu durum ise surecin dizenlenmesini

tam olarak anlamamizi engellemektedir.

Poli(ADP-riboz) polimeraz (PARP) birgcok Okaryotik htcrenin
cekirdeginde genig bir yayihm gosteren c¢ekirdek proteinidir. Kabul edici
(akseptor) proetinlere poli(ADP-riboz) birimlerini sentezler. Substrat olarak
NAD (B-nicotinamide adenin dinucleotide; nikotinamid dinukleotit)' kullanir.
Bu c¢ekirdek proteini zaman zaman PARS, ADPRT ve pADPRT adlariyla da
anilmistir. Cekirdekte bulunan bir ¢ok poli(ADP-riboz) akseptor (kabul edici)

protein DNA'nin dogrulugunun devam ettiriimesinden sorumludur (12).

Okaryotik hiicrelerdeki proteinlerde translasyon sonrasinda gériilen en
keskin degdisimlerden biri de, poli(ADP-riboz) polimeraz enzim ailesi
tarafindan katalizlenen poli(ADP-ribozil)asyon islemidir (11). PARP enzimleri,
ADP-ribozu NAD" molekiliinden kabul edici (akseptdr) proteinlere veya
PARP molekullerinin bizzat kendisine aktarma yoluyla, poli(ADP-riboz) (PAR)

zincirlerinin olusumunu katalizler (12,13).

PARG (poli ADP-riboz glikohidrolaz), poli(ADP-riboz) yapisinin
bozulmasindan sorumlu oldugu bilinen tek enzimdir. Cekirdek proteinlerinin
poli(ADP-ribozil)asyonunun, kromatin yapisinin ve transkripsiyonunun

epigenetik yonde duzenlenmesinde yer aldidi ileri surtlmagtir (14,15).

DNA’nin 3 boyutlu yapisinin degisimi sirasinda gérilen poli(ADP-
ribozil)asyon etkinliginin % 90’inin daha fazlasindan PARP-1 sorumludur
(16). PARP-1 enziminin yoklugunda alkilleyici ajanlara ve iyonize radyasyona
karsi asiri hassasiyete yol acarken hem PARP-1 ve PARP-2 yonunden
eksikligi olan fareler, embriyonik donemde Olmektedir. Poli(ADP-
ribozil)asyonun, klasik olarak DNA tamirinde, apopitozda ve nekrozda

oldukg¢a onemli bir molekul oldugu gosterilmistir (17).



Ovaryum disi Ureme sisteminin temel iglevsel birimidir ve ovaryal
doéngu de apoptozis, hicre gogalmasi ve farklilasmasi, oosit maturasyonu ve

folikul sekillenmesi gibi kompleks islevlerde yer alan bir organdir.

Calismamizda poli(ADP-ribozil)asyonun ¢gesitli yas gruplarindaki
farelerin ovaryumundaki dagilimlarini ve bu molekulin folikilogenez ile

oogenezis olaylarindaki d6nemini saptamaya calistik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ovaryumlar

2.1.1. Embriyolojik Gelisim

Gonadlar (testisler ve overler) G¢ kaynaktan koken alirlar (Sekil 1):
m Posterior abdominal duvarin mezoteli

B Altindaki mezensim (embriyonik bag dokusu)

m Primordiyal germ hicreleri (ilkel esey hucreleri)

Mezonefio Suprarenal medulla  Aort Sempatik Suprarenal
‘o ganglion korteks

Mezonefrik
Mezonefrik duktus\_\

duktus
Conad Primordiymnu

--Kesit C seviyesi Primordial _|
germ
hiicreleri

Primordial
germ hiicreleri

Metanefrik kitle
Ureterik tomurcuk

Suprarenal medulla 4 .
’ Urogenital mezenter
Paramezonefrik

duktus

Mezonefrik duktus
Primordiyal
Mezonefrik tibl gern

Ticreleri

Suprarenal korteks

Arka
Testis veya over barsak
medullast

E

Arka barsak mezenteri Kortekste primer seks kordonu Mezengim

Sekil 1. 5-6 haftalik embriyoda primodiyal germ hicrelerinin gog¢u, farklanmamig
gonadlar, mezonefrik ve paramezonefrik kanallar izlienmekte (18).



Gonadal gelisimin ilk safhalari 5. haftada ortaya ¢ikar. Mezonefrozun
medialinde, mezotelde bir kalinlasma olusur. Bu kalinlagsma, epitelin ve
altindaki mezensimin gogalmasi ile gerceklesir ve mezonefrozun medialinde
bir kabariklik - gonadal kabariklik- sekillenir. Parmak seklindeki epitel
kordonlar olan birincil cinsiyet kordonlari altindaki mezensim igerisine dogru
kisa surede buyurler. Farklanmamis gonad, dista yer alan bir korteks ve icte
yer alan bir medulladan olugmaktadir. Eger embriyo XX cinsiyet kromozom
kompleksine sahip ise, farklanmamis gonadin korteksi overe farklilagir

medullasi ise geriler.

Gelisimin  10. haftasina kadar, overler histolojik olarak ayirt
edilemezler. Birincil cinsiyet kordonlari belirgin degildirler, medulla icerisine
dogru sokulurlar ve gelismemis bir yapi olan rete ovari’yi olustururlar. Bu
olusan yapi ve birincil cinsiyet kordonlari (kortikal kordonlar), erken fetal
periyotta overin yuzey epitelinden kdken alarak altta bulunan mezensim

igerisine dogru girerler.

Yaklasik 16. haftada, kortikal kordonlar belirli hicre kumelerine
parcalanirlar ve olusan primordiyal folikullerin her biri, ilkel germ
hicrelerinden kdken alan bir oogonyum igerir. Oogonyumlar, birincil cinsiyet
kordonlarindan gelisen, tek tabakali yassi foliktler hucreler ile sariimiglardir.
Oogonyumlar mitozla c¢ogalirken, bu hicrelerden bir kismi oosit-I' e
donusurler. Bu evrede oosit-I'ler DNA miktarlarini iki katina ¢ikararak birinci
mayoza baglar. intrauterin hayatin 20. haftasinda, fetal ovaryumlardaki
ureme hucre sayisi yaklasik 7.000.000°a ulasir. Gelismenin 28-30.
haftalarinda ovaryum yuzeyine yakin bulunan az sayidaki oogonyum
digindaki tim oogonyumlar yok olur. Varliklarini surdurenler, birinci mayoza
baslayan oosit-I'lerdir ve bunlarin yerlestikleri primordiyal foliklller disi Greme
hdcrelerinin gelismesi igin birer siginak ve gelisme ortamidirlar (18).

Primordiyal folikillerin yataklari fetal koyun ovaryumunda gebeligin
75.gununde, insanda gebeligin 154.gununde oldukg¢a belirgindir. Primordiyal
folikul buyuklugu ve granuloza hucre oncullerinin sayisi turden tire goére
degisiklik gostermektedir. Primordiyal folikullerdeki pre-grantloza hicrelerinin

kaynagi tartismalidir. Germ hiucrelerinin vitellus kesesinden kdken aldigi



bilinirken; somatik hdcrelerin, gonadal katlantinin bir sonucu olarak ve fetal
ovaryum retesi veya yluzey epitelinden kdken aldigi disunulmektedir (19-23).

2.1.2. Anatomik Yapi

Uterusun her iki tarafinda lateral pelvik duvarlara yakin konumda fossa
ovarica iginde yerlesen ovaryumlarin her biri, 3-8 g agirhginda, 2.5-5 cm
boyunda, 1.5-3 cm genisliginde ve 0.7-1.5 cm kalinhiginda badem sekilli
ureme bezleridir. Ovaryumlar, organa damar ve sinirlerin girip ¢iktigi yer olan
hilusda bulunan, kan damarlarini ovaryumlara ileten 6zel bir periton katlantisi
olan ve mezovaryum olarak adlandirilan bir aski ile uterusun vyan
kenarlarinda uzanan ligamentum Ilatuma asilidir. Yuzeyi ovulasyon
baslamadan 6nce diuzgundur, ovulasyondan sonra bu duzgunluk kaybolur
(24-26).

2.1.3. Ovaryum Histolojisi

Yuzeyi germinal epitel olarak adlandirilan basit prizmatik veya kubik
epitel ile doselidir. Germinal epitel altinda tunika albuginea adi verilen yogun
bir duzensiz siki bag dokusu bulunmaktadir. Bu tabakanin altinda ise
ovaryum folikUllerini iceren korteks bolgesi bulunmaktadir (Resim 1)(27).

Resim 1. Ovaryum dokusunun hematoksilen-eozin ile boyanmig kesiti. A: antrum,
GEp: germinal epitel, TA: Tunika albuginea, ZP: zona pellusida, PF: primordiyal
folikGller, SF:sekonder folikuller (27).



2.1.4. Ovaryum Folikullerinin Gelisimi (Folikillogenezis)

Bir ovaryum folikuli belli hiicre tiplerinden olusan olduk¢a karmasik bir
yapidan meydana gelir(28). Her biri bir oosit iceren folikuller degisik ¢caplarda,
ovaryum korteksi igine yayillmig durumdadirlar (Sekil 2). Folikilin gapi oositin
gelisim durumunu gosterir. Yapisal olarak gelisim durumlarina gore ug tip
folikul bulunur;

B Primordiyal folikuller
B Geligsmekte olan folikuller
m Olgun (Matur) folikuller (Graaf folikulleri)

Gelismekte olan foliklller ayrica primer (birincil) ve sekonder (ikincil
veya antral) foliklller olarak ikiye ayrilirken primer folikiller de kendi
icerisinde unilaminar (tek tabakali veya erken) ve multilaminar (¢ok tabakall
veya geg) primer folikiller olarak ikiye ayrilir. Bir ovaryumda tum folikul tipleri

ayni anda gorulmektedir ancak primordiyal folikuller en yaygin olan tiptir (19).
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Sekil 2. Ovaryumun Sematik Yapisi (29).



2.1.4.1. Primordiyal Folikuller

Primordiyal esey hucreleri (PEH) insan fetal gelisimi sirasinda, 4.
haftanin baslarinda vitellus kesesinin dorsal endoderminde allantoyise yakin
bir bolgede belirir. Embriyonun katlanmasi sirasinda vitellus kesesinin dorsal
parcasi embriyo igerisine dahil olurken, PEH’ler arka barsadin dorsal
mezenteri boyunca go¢ ederek Urogenital kabartida gonadlari olusturacak
bdlgeye yerlesirler (26). Disi bireylerde PEH’ler 25. haftada mitozla ¢ogalarak
yaklasik 7 milyon oogonyum meydana getirir. Bu asamada yassi epitel
hdcreleri oogumyumlarin gevresini tek tabaka halinde sararak primordiyal

folikulleri olusturur.

Mayoz bolinmeye girmig primer oositlerin buyuk c¢ogunlugu primer
folikul olugturamayip atreziye ugrar ve yok olurlar (30). Fetal hayatin besinci
ayinda baglayan atrezi folikullerin sayisini logaritmik olarak azaltir. Atrezi
baslamadan 6nce bes milyon civarinda olan oosit sayisi dogumda 1 milyon
dan aza iner (27). Pubertede ise bu rakam 200.000’ e kadar inmistir (31).
Puberteden itibaren her menstural donglide bir ka¢ adet folikll gelisirken
yalnizca bir tanesi baskin folikll olup son asamaya kadar gelisir, digerleri ise

atreziye girerek yavas yavas yok olurlar.

Bir kadinin Uretken dénemi suresince yaklasik 400 oosit bu asamaya
kadar gelip ovulasyonla atilir. Menopozdan sonra geri kalan oositler birkag yil
icinde tamamen yok olur (27). Bununla beraber, son yillarda bazi arastirmalar
fare turlerinde germ hatti kdk hucrelerinden, yasamin erken yillarinda
yeniden esey hucresi olusabildigini gostermistir. Bazi kurbaga tlrlerinde
(Xenopus laevis) kok hucrelerden, yasam suresinin ¢cogu boyunca esey

hdcresi Uretildigi yonundeki kanitlar oldukga kuvvetlidir (3,18).



Germinal
epitel

Tunika
albuginea

Resim 2. Primordiyal ve primer folikuller (32).
2.1.4.2. Primer Folikiller

Puberteden itibaren gesitli unsurlarin etkisiyle oositler ve bunlara eslik
eden folikdl hdcreleri bir buayime evresine girerler. Buyumenin ilk isareti,
yassi folikll epitel hicrelerinin kiibige donismesidir. Bu asamada folikll tek
tabakali (erken/unilaminar) primer folikiil adini alir (Resim 2). ilerleyen
asamalarda folikal hdcrelerinin ¢ogalmasiyla cok tabakali
(ge¢/multilaminar) primer folikil meydana gelir. Cogalan folikll epitel
hicreleri de graniiloza hucreleri adini alir (33). Folikdl buytdikce korteksin
daha derin kisimlarina dogru hareket eder. Cogalan granuloza hucreleri,
aralarindaki oluklu baglantilar (gap junctionlar) aracihgiyla birbirleriyle temas

kurarlar.

Sertoli hucrelerinden farkli olarak folikuller icerisindeki granuloza
hdcreleri birbirleriyle siki baglanti olusturmazlar. Boylece kan damarlari ile
folikdl sivisi arasinda madde alis-verisi gergeklesebilir. Oosit ve folikilin
normal gelisimi icin, besin maddeleri ve sinyal molekillerinin folikdl sivisina,
granuloza hucrelerinin oluklu baglantilari araciligiyla da oosite gegisi oosit ve

folikulin normal geligimi icin gereklidir.
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Granuloza hucreleri gogalirken g¢evredeki stroma hucreleri de folikalu
bag dokusundan olusmus bir kilifla sararak teka tabakasini olusturur. Teka
tabakasi gelistikge iki tabakaya farklilasir. Teka interna adi verilen i¢ tabaka
oldukga damarlanmig, kubik salgi hucrelerinden olusur. Bu kubik hucreler
farklilasarak steroid treten hucreler haline donusurler. Luteinlestirici Hormon
(LH) reseptoru tasiyan hucreler éstrojen oncull androjenleri salgilarlar. Teka
interna tabakasi fibroblastlar, kollajen lifler ve kigik damarlardan olusan
zengin bir dolagsim agiyla tipik bir endokrin organ gorunumu sergiler. Dista
bulunan diger tabaka teka eksterna (Resim 3), icerdigi kollajen demetleri ve
diz kaslariyla daha ¢ok bir kapsul gorevi gorur. Teka eksterna tabakasi ile
ovaryumun stromasi arasindaki sinir tam olarak belirgin olmamasina ragmen
teka interna ile graniloza tabakasi arasi sinir burada bulunan bazal lamina

(membrana limitans eksterna) ile oldukga iyi belirlenmistir (27).

2001 yilinda yapilan bir ¢alismada, oogonyumlarin gevresini saran
folikdl epitel hicrelerinin, oogonyumlar i¢in kontrolll bir gevre saglayarak, kan

akisiyla gelebilecek zararli maddelere kargi koruduklari belirlenmigstir (34).

Resim 3. Sekonder bir folikilde teka interna ve eksterna tabakalari (32).
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Oosit, folikul geligimi sirasinda kendi ¢evresinde, glikozaminoglikan ve
glikoproteinlerden zengin bir membran olan zona pellusidayi (zp) olusturur
(Resim 4). ZP; homojen, asidofilik, PAS (+) ve oldukga iyi boyanan jel
kivaminda bir yapidir (27). Zona pellusida 3 farkh glikoproteinden meydana
gelir: 200 kDa agirliginda ve dimerik yapida olan ZP1; 120 kDa agirhdinda
olan ZP2 ve 83 kDa agirliginda olan ZP3.

ZP2 ve ZP3 duzenli araliklarla ZP1 dimerleri tarafindan birbirlerine
baglanarak uzun filament kompleksini olustururlar. Sperm baglanmasi
sirasinda, ZP3’e bagh olan O-oligosakkaridler sperm reseptorleriyle iliskiye

girerler. Yalnizca akrozomal reaksiyona girmis sperm ZP3’e baglanabilir (35).
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Resim 4. Solda 1sik mikroskobik bir kesitte; cok tabakali primer bir folikllde oosit, zp
ve grantloza hicreleri gérilmekte. Sagda ise zp ve grantiloza hiicrelerinin elektron
mikroskobik goérinumleri izlenmekte (32).

2.1.4.3. Sekonder (Antral) Folikiil

Blylimeye devam eden folikll i¢inde sivi dolu bir bosluk (antrum)
olusur (33). Folikuler boslugu dolduran sivi kan damarlarindan plazmanin
sizmasiyla olusup yerel salgilarin metabolik Grunleri ile degismis hale gelir
(36). Antrum sivisi (likor folikdli); hiyaluronat, steroidler, blyume faktorleri ve
gonadotropinlerden zengindir (35). Bosluk olustuktan sonra folikiil sekonder

(antral) folikul adini alir. Bu agamada oositler neredeyse olgun boyutlarina
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(~120um) ulasir ve buyumesi durur. Ancak graniloza hucreleri ¢gogalmaya

devam eder (33).

Granlloza tabakasi oositi ¢evreleyen boélge haric her yerde ayni
kalinliktadir. Cevresel yerlesim gosteren oosit etrafinda ise granuloza
hdcreleri daha yogun bir sekilde birikerek bir tepecik olustururlar. Burada
kiimulis ooforus adini alan granuloza hicreleri ovulasyon sonrasina kadar
oosit ile birlesik halde kalirlar. Ovulasyondan sonra korona radiyata tabakasi
adini alan bu tabaka ile oosit, aralarindaki oluklu baglantilar araciligiyla
surekli temasta olduklarindan dolayi birlikte kumulis oosit bilegkesi
(kompleksi) (COC) olarak adlandirilir (27).

Ovaryumdaki gelisim unsurlariyla belli bir capa ulasip bosluk meydana
getiren foliklller bu asamadan sonra hormonlara bagimh hale gelir ve
gelisimlerine devam edebilmek icin gonadotropinlere ihtiya¢ duyarlar. Yeterli
miktarda hormona maruz kalan foliklller arasinda meydana gelen secilme
sonucu, (canh turine gore degismekle birlikte) insanlar igin genellikle bir
folikil baskin hale gelerek gelisimini son asamaya kadar surdirir. Folikl
gelisimi puberte oncesi ve hamilelik sirasinda da meydana gelir ancak uygun
bir hormonal uyarim olmadigindan gelisim devam etmez (27,34). insanlarda
preantral bir folikilden preovulatuvar folikil olusumuna kadar yaklasik 85

gunluk bir sire gecger. Farelerde bu 10-12 gin kadardir (31).

Hormon Bagimsiz

Preovulatuyar

Sekil 3. Gelisim halindeki folikiller. Primer ve preantral folikillerdeki oositler izole
edildiklerinde mayoz bélinmeye devam edemezken erken antral ddénemden itibaren
mayoza devam etme yetenegi kazanirlar. Erken antral doneme kadar oositler
hormon bagimsiz olarak gelisirlerken bu donemden sonra ileri gelisim igin FSH’a
intiyac duymaktadirlar (31,37).
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Resim 5. Sekonder (antral) bir folikllde oosit, zp ve granuloza hicreleri. Hentz tam
birlesmemis antrum bosluklari (A), granuloza hicrelerinin (G) arasinda goéruliyor
(32).

2.1.4.4. Preovulatuar (Olgun) Folikuller (Graaf Folikilleri)

insanlarda, 10 mm veya daha blyiik bir ¢capa ulasan folikiller olgun
folikil olarak adlandinlir. Oldukga buylk oldugundan dolayr ovaryum
korteksinin kalinligi boyunca uzanip bir miktar da ovaryumun disina dogru
cikinti yapar. Foliktl en buyuk boyuna erigirken graniloza hucrelerinin mitotik
aktiviteleri de azalmaya baslar. Granlloza tabakasinin kalinhgi azaldik¢a
bosluk da genisler. COC’un, foliktlin geri kalan kismiyla baglantisi gevser ve

ovulasyona hazirlanir.

Teka tabakasi daha goze carpar hale gelir. Teka interna hucrelerinin
icinde lipit damlaciklar birikerek bu hlcrelere tipik steroid sentezleyen hicre
gériniimi kazandirir. insanlarda LH, teka interna hiicrelerinde androjen
uretimini tetikler. Ostrojen 6ncllleri olarak gdérev alan androjenler buradan
granuloza hucrelerinin diz endoplazmik retikulumlarina (ER) go¢ ederler ve
FSHIn etkisiyle Ostrojenlere donusturilurler. Artan Ostrojen seviyeleri

granulozalarin ¢odalimini ve dolayisiyla da foliktlin genislemesini arttirir(27).
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Resim 6. Olgun bir folikll (Graaf folikiill). Oosit kenara itilmis durumda. Oositin
hemen disinda zona pellusida oldukga belirgin. Grandloza hicrelerinin etrafinda
teka tabakasida gézlenmekte (32).

Ovulasyondan yaklasik 24 saat dnce adenohipofizden LH salinimi
tetiklenir. Kandaki LH hormonu seviyesinde meydana gelen asiri yukselme
(pik) sonucu granuloza hicrelerindeki LH reseptorleri hassasiyetlerini
kaybeder ve LH'a yanit olarak daha fazla Ostrojen Uretemezler. Oositin ilk
mayotik bolinmesi bu dalga ile tetiklenerek durakladigi yerden devam
etmeye baslar. LH yukselmesinden 12-24 saat kadar sonra gercgeklesen bu
olay, oositin mayoz [I'i tamamlayarak ilk kutup cisimcigini olusturmasi
(maturasyonu-olgunlasmasi) ve ovulasyonun meydana gelmesi ile

sonuglanir(27).

Primordiyal Dosit

halikul .' Stroma Hiicreleri
Antral
3} Folikiil

Folikiil Hilcresi
Bazal Lamina

Zona pellusida
sekilleniyor
Folikiiler Hiicre

Graniiloza Hiicreleri

Zona Pellusida R Teka eksterna
e s Teka interna,

Graniiloza

- i Antrum

Hiicreleri

Graniiloza Hiicreleri

Teka Interna
Korona radiyata

Kumulus
ooforus

ok Tabakah Graff folikul
primer folikiil

Sekil 4. Cesitli gelisim asamalarinda ovaryum folikGlleri (32).
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Normalde her menstural dongude bir ovaryumdaki bir folikil geligimini
tamamlar ve igindeki sekonder oositi atar. Her ddéngude overler arasinda
donusumll gergeklestirilen bu olay zaman zaman, kendiliginden veya
clomiphene sitrat iceren ilaglar gibi dig faktorler nedeniyle her iki ovaryumda
da ayni anda meydana gelebilir. Bu durumda eger dollenme gergeklesirse

¢coklu gebelikler ortaya ¢ikabilir (27).
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Sekil 5. Sigirlarda, FSH ile folikdllerin gelisimini kargilastiran sematik diyagram. 0-9
arasl rakamlar 8 saatlik zaman dilimlerini dikey eksen ise folikl ¢apini
goOstermektedir. 6. araliga kadar birlikte gelisen folikillerden biri baskin folikil olarak
gelisimine devam ederken digerleri atreziye giderek ki¢ulmektedir (38).

2.2. Ovulasyon

Ovulasyon sekonder oositin Graaf folikilinden atilmasi iglemidir.
Herhangi bir ovulasyonda atilacak olan folikil, pek c¢ok primer folikil
arasindan, folikil gelisiminin daha ilk gunlerinde belirlenir. Ovulasyon
sirasinda oosit, germinal epitel de dahil tum folikil duvarini gegerek karin
bosluguna atilir. Menstural dongunun tam ortasi olan 14. ginde gergeklesen
ovulasyon bir takim hormonal degisimlerin ve enzimatik olaylarin etkisiyle

gerceklesir. Bunlari soyle siralayabiliriz:
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B Glikozaminoglikanlarin, hormonal kontrolle, COC ile granuloza

tabakasi arasina yerlesmesi
B Folikdl sivisinin artan hacmi ve i¢ basinci

m Aktive olan plazminojen araciligiyla folikil duvarinin enzimatik

proteolizi

m Prostoglandinler tarafindan tetiklenen teka eksternadaki duz

kaslarin kasilmasi.

Ovulasyondan hemen once germinal epitelin preovulatuar folikulle
temasta olan kisminda kan akigi durur. Stigma adi verilen bir ¢ikinti yapar,
ardindan catlayarak folikll igeriginin karin bosluguna ddkilmesine olanak

saglar (27).
2.3. Oogenezis (Oositin Geligimi)

4. hafta baglarindan itibaren vitellus kesesi endoderminden go¢ ederek
gelen 10—-100 kadar primordiyal germ hucresi ameboid hareketlerle, barsak
tiplune, oradan da mezenter boyunca go¢ ederek henuz farklilasmamig
gonadlardaki birincil cinsiyet kordonlari igine yerlesirler. Bu go¢ ve ardindan
gelen ¢gogalim, bir tirozin kinaz reseptoru olan c-kit ile ona baglanan kok
hiicre faktoru tarafindan kontrol edilir. Her iki madde de go¢ sirasinda PEH
tarafindan uretilir. Bu iki faktorden birinin eksikligi PEH acgisindan gonad

yetersizligi ile sonuglanir.

Birincil cinsiyet kordonlari 6. hafta dolaylarinda haraplanarak yerlerini
ikincil cinsiyet kordonlarina birakir. Ikincil kordonlar tarafindan gevrelenen

PEH, mitoz bélinme ile oogonyumlara donusdurler.

Mitozla sayilari 7 milyona kadar ulagsan oogonyumlar, primer oosite
donuserek mayoz bolunmeye girerler. Profaz I'de crossing over ile kardes
kromatid degisiminin ardindan diplotende uzun vyillar strecek bir duraklama
evresine girerler (35). Mayotik arrest olarak adlandirilan bu evre
ovulasyonun hemen oOncesine kadar tamamlanmaz ki bu 12-50 yil kadar

surebilir. Oositlerin mayoz I'de bekledigi sure ne kadar uzarsa dis etkenlere
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maruz kaldigi stre de artacagindan sonraki boélinmelerde trizomi 21 (Down

Sendromu) gibi yapisal bozukluklarinin meydana gelme olasiligi artar.

Puberteden sonra gelismekte olan folikillerde bulunan oositler, LH
hormonunun salinimindan yaklasik 24-36 saat sonra ilk mayoz bolunmesini
tamamlarlar. Sonrasinda olusan iki kardes hucreden biri b6linme sirasinda
sitoplazmanin ¢ogunu alarak hacim olarak oldukga blyuk olan sekonder
oositi digeri de sekonder oosite kiyasla olduk¢ca kuguk olan birinci kutup
cisimcigini olugturur. Primer oosit mayoz I'in tamamlanmasinin hemen
ardindan mayoz II'ye gecer ancak bolinme bu kez de metafaz agamasinda
kesintiye ugrar. Mayozun tamamlanmasi ancak doéllenme gergeklesirse olur
ve oosit mayoz bolunmesini tamamlamis, Il. Kutup cisimcigini atmis ovum
haline gelir. insanlarda birinci kutup cismi mayoz bélinmeye devam etmez.
Bu nedenle mikroskop altinda, zp iginde bir kutup cisimcigi gdzlenen oositler
olgunlasmasini (Mayoz I'i) tamamlamisg, iki kutup cisimcigi gozlenen oositler
ise mayoz boélinmesini tamamlamis dolayisiyla doéllenmis oositler olarak
kabul edilir (27).

Primordival Primer Sekonder Kiigiik

antral presvilasyon Ovulasyon

=1

Eallll) 20y
Oosit | Costtll
L L =

Bilyiime kapasitasyon Olgunlasima

Sekil 6. Sigir oositlerinin, blylime, kapasitasyon ve olgunlagsma asamalarinin
folikdlin gelisim durumu ile kargilastiriimasi (38).



18

2.4. NAD* Metabolizmasi

Okaryotik hiicrelerde, NAD® In biyoenerjitik olaylarda temel bir
koenzim/transmitter molekil oldugu gdsterilmistir (39-41). Mevcut redoks
tepkimelerinin dengelenmesi ve ATP uretimi dogrudan olarak hucrelerdeki
NAD" dizeylerine baghdir. Bu molekilin kimyasal vyapisi, oksidatif
fosforilasyon sirasinda ATP’nin Uretimine o6nculik eden mitokondriyal
elektron transport zinciri enzimleri araciligiyla katalizlenen reaksiyonlarda
hem elektron kabul edici (NAD" in oksidasyonu) hem de elektron verici

(NAD™ In rediiksiyonu Griinii ) olarak gorev yapmasina olanak tanir.

Enerji metabolizmasindaki iyi bilinen roline ek olarak, NAD" ayni
zamanda c¢ok yonlu ADP-ribozilasyon reaksiyonlari icin bir substrat veya
oncul molekul gibi ayri bir fonksiyona da sahiptir. Bu tip reaksiyonlar;
nikotinamid, serbest mono-ADP-riboz, mono-ADP-ribozilasyon proteinleri,
siklik ADP-riboz, NAADP*, O-AADP-riboz ve poli-ADP-ribozu da iceren cesitli
metabolitlerin sekillenmesi, hucrenin dizenlenmesi ve metabolik islevleri de
kapsamaktadir (32-35). Nikotinamid ve riboz arasindaki ylksek enerijili bagin
hidrolizi sonucunda 34.3kJ/mol (8.2 kcal/mol)’luk serbest enerji agiga ¢ikar
(44). Bu enerji, NAD" metabolizmasinin disinda, ADP (ribozil)asyon
enzimlerinin ADP-riboz polimerlerinin sentezinde ve ADP-riboz yapilarinin
proteinlere transferinde kullanilir. Serbest ve protein iliskili poli ADP-ribozun
protein duzenlenmesinde ve vyenilenmesinde oldugu kadar, ikincil
mesajcilarin tretimi ve biyoenerjitiklerde de NAD" in gok yonli rolleri, degisik
hicresel islevlerin dizenlenmesinde o6nemli fizyolojik sonuglara sahiptir
(39,40,42,45).

NAD"In ADP-ribozun bir alicisi olarak bulundugu bu dizenleyici
islevlerde, hiicre ici NAD® miktarinin azalmamasi igin devamh bir NAD
uretimine ihtiyac vardir. Okaryotlarda, NAD" in biyosentezi de novo sentez
ve 3 farkli kurtarma yolu ile meydana gelir. NAD", 4 farkli 6ncll molekiilden
sentezlenir: L-triptofan (de novo sentezi temsil eder), nikotinik asit,
nikotinamid (Nam), nikotinamid ribozid (3 farkli kurtarma yoludur) (39,40,46).

Nam kurtarma yolu, Nam dan NAD® sentezine onciliik eden ve tek bir
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arayolu bulunan (NMN) bir yoldur. Preiss-Handler olarakta bilinen nikotinik
asid kurtarma yolu, iki ara yol ile devam eder; nikotinik asit mononukleotit ve
nikotinik asit adenin dinukleotit. Nikotinamid ribozid kurtarma yolu nikotinamid
bir oncul molekul olarak kullanir ve Nam kurtarma yolunu NMN ye baglar
(47). De novo sentez yolu triptofandan kuolinata ordanda preiss-Handler
yoluna baglanarak NaMN ye devam eder. Alternatifi NAD™ biyosentez
yollarinin varhgi, NAD" metabolizmasinin hiicre ici bolmelenmesinde ve/veya
dokudaki (39-
41,48,49). Nam (nikotinamid) belkide ¢ogu memeli hiicresinde NAD" In
biyosentezi igin temel kaynaktir (39,40). NAD" igin biyosentetik yollar ve

dagilimi  buylk olasilikla farkhliklari dustndurmektedir

metabolizmasi sekil 7°'de gosterilmistir.

de novo sentez

L-Triptofan

NaPRTase, Nikotinik asit ~ NaMNAT

mononukleotit

Nikotinik asit adenin
dinlkleotit

Nikotinik asit

Nrk1  Nikotinamid
Nikotinamid ribozid | ——>

/ mononiikleotit
\ i
N +

Nikotinamid AD

Energy Metabolizmasi

Cated

NAD"
dehidrogenaz

NAD Biyosentezi

-+ .
NAD kullanan enzimler

v

|

| ADP-riboz-transfer reaksiyonlari }

Redoks reaksiyonlari

Protein Modifikasyonlari

A

O- asetil-ADP-riboz
SIRT ailesi

Hiicre sinyali

NAD indirgenmesi

Siklik ADP-riboz

l

Mono (ADP-riboz)
Mono ADP-ribose

l

Poli (ADP-riboz)

PARP ailesi

Transferazlar

DNA hasari ve tamiri

\

Gen susturma Immiin yanit

Bakteriyal Toksinler Kromatin Yapi modilasyonu

Sekil 7. Dort farkli oncul molekilden NAD* sentezinin izlendigi gesitli metabolik
yollar (Schreiber et al., 2006’dan degistirilmistir)(50).

Memeli hiicrelerinde, NAD”In de novo sentezine &ncilik eden
kinurenin yolunda serbest halde bulunan triptofan %90 oraninda metabolize

edilir. Kinurenin yolu vasitasiyla L-triptofandan kinolinik asit verilen endojen
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bir norotoksin meydana gelir. Daha sonra sirasiyla NaMN (nikotinik asit
mononiikleotit, NaAD (Nikotinik asit adenin dinlkleotit) ve sonunda NAD*

olusumu gerceklesir (50) (sekil 8).

L-Triptofan N\

TDO veya IDO

!

Kinurenin 3-
monooksigenaz

l

Kinureninaz

}

Kinolinik _/
asit

Sekil 8. NAD"In de novo yoluyla sentezi (Rongvaux, A et al. degistirilmistir) (40).
2.5. Poli (ADP-riboz)

ADP-ribozun proteinlere aktarimi ilk olarak Corynebacterium
diphtheria’ dan elde edilen bakteriyal bir toksinde bulunmustur. ADP-ribozun
negatif yukli polimerlerinin proteinlere eklenmesi, NAD"”dan PAR
polimerazlarin (PARPs) sentezlemesi araciligiyla gerceklesir ve tek tarafli bir
translasyon sonrasi duzenlenimidir. Poli (ADP-riboz) sadece hucrenin
yasamsal faaliyetleri ve programli hucre 6lumu ile ilgili degil ayni zamanda
PARP ailesinin yeni Uyelerinin sahip oldugu iligkileri ile diger biyolojik iglevleri
de dlzenler. Bu iglevler arasinda, transkripsiyonun dizenlenmesi, telomer
kohezyonu, hucre bolunmesi esnasinda mitotik igcik sekillenmesi, hicre igi

beslenme ve enerji metabolizmasi sayilabilir (50).
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o
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CH,—cH, —Cc -0 OH OH

Poli (ADP-riboz) glikehidrolaz

Action of Phosphodiesterases

Sekil 9. Poli (ADP-ribozun) Yapisi (http:/betelgeuse.ustrasbg.fr) (51).

Poli (ADP-riboz) sekillenmesi ilk olarak 1963 yilinda rapor edilmistir
(52). Bu calisma tavuk karacigerinden hazirlanan asitte ¢dzunmeyen nukleer
preparat kesitine C-adenin isaretli ATP nin eklenmesi, nikotinamid
mononukleotid ile 1000 katlanma meydana gelmesini saglamistir. 1966'da,
Mandel'in (53) grubu pADPR'nin ve linkaj bolgesinde baglantili ADPR
parcalarinin tanimlandigi, 6Gnemli bir hidroliz Grinu olan ADP-ribozun yapisini
ifade ettiler. Ayni sure¢ boyunca, pADPR c¢alismalari Sugimura ve
arkadaslar ile Hayaishi grubu tarafindan ydrataldi. Fare karacigerinden
hazirlanan nuikleer preparat kullanarak, NMN'nin C-adenin-ATP'den asitte
¢cozunmeyen materyal olusumunu buyluk oranda sagladigi ile ilgili daha
onceki yapilan calismalari kanitladilar. Reaksiyon 0rGnG vyilan zehiri
fosfodiesteraz ile hidrolize edimigtir. Buna ragmen, poly(A) yI adenozin
monofosfata hidrolize ettigi disunudlen Gran, alkaliye karsi direncliydi (54-58).
Buna karsin, yilan zehiri fosfodiesteraz tarafindan sekillenen Grundn
kromotografik mobilitesi 5 AMP den farkli olup 5° ADP’ye benzerdi. Bu temel
hidroliz GrGnu nukleotit basina 1 mol adenin, 2 mol riboz ve 2 mol fosfat ihtiva

etmekteydi. Fosfatlar ortamdan alkali fosfomonoesterazlar tarafindan
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uzaklastiralabildi bu da onlarin fosfodiester veya pirofosfat bag! icermedigini
gOstermekteydi. Temel hidroliz Grinl (2'veya 3’)- (5-fosforibozil)-5’AMP
oldugu anlasildi ve fosforibozil AMP olarak adlandirildi ve bu Grin ¥ -ADP-

riboz olarak adlandirilmasi onerildi.

Tam bu bulgular 1s1ginda, ¢ekirdekte NAD pirofosforilasyon araciligiyla
ATP ve NMN den NAD’in olustugunu ve olusan NAD’inda Poli (ADP-riboz)

enzimi araciligiyla ADP-riboza donustiraldigu anlasiimistir (59).

Poli (ADP-ribozun) yapisina (sekil 8 ve 9) baktigimizda hem in vitro
hem de in vivo olarak sentezlenen diz ya da dallanmis bir kag polimerden

200 den fazla polimere kadar olustugunu gorebiliriz (60,61).

Sekil 10. Poli (ADP-riboz)’'un elektron mikroskop gérinima (62).

Poli (ADP-ribozil)asyon, DNA hasarina bagli olarak hemen ortaya
cikan, histonlarin ve c¢ekirdek proteinlerinin translasyon sonrasi

duzenlenimidir.
2.6. PARP (Poli ADP-riboz Polimeraz) Yapisi

PARP, cekirdekte genis bir dagilim gosteren 113 kDa agirhiginda bir
proteindir. NAD" (B-nikotinamid adenin dinUkleotit)'1 substrat olarak kullanip

200 veya daha uzeri Poli (ADP-riboz) birimleri sentezleyebilir. Bir ¢ok Poli
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(ADP-riboz) akseptor protein  DNA’nin dogrulugunun surdiralmesinden
sorumludur. Bunlar ; histonlar, topoizomerazlar,DNA ve RNA polimerazlar,
DNA ligazlar, ve Ca" ve Mg'™ badimli endoniklezlardir (63). Son
calismalarda tumor baskilayici protein olarak adlandirilan p53’an de PARP
substrati oldugu bildirilmigtir (64,65).

Artik  PARP’In ¢ok iglevsel ve son derece iyi korunmus bir protein
oldugu, mRNA’sinin 3042 nukleotitten kodlandigi, 113,135 Da agirhginda ve
1014 amino asitten meydana geldigi kesin olarak belirlenmigtir (Sekil 10)(66).

DNA Baglayici

Alt Birim Otomodifikasyon Katalitik Alt Birim

Alt Birimi

Cinko hilgesi Aktif bolge
BRCT

\._JF =,

-

P

Sekil 11. insan PARP yapisinin sematik organizasyonu. F| ve FIl: ¢inko parmaklari,
NLS: Cekirdek bdlgesi sekansi (nuclear localization sequence), Fonsiyonel alt
birimeler F1,23; C2,10 ve C1,2 bdlgeleridir (66).

2.6.1. PARP Siiperailesi

Uzun zamandir, memeli hucrelerinde Poli (ADP-ribozil)asyon
faaliyetinden sorumlu olan tek enzimin PARP-1 oldugu dusunuliyordu. parp1
geni olmayan farelerdeki calismalar ve yeni Poli (ADP-ribozil)asyon
enzimlerinin tanimlanmasiyla bu dustince degismigtir. parp1” farelerden elde
edilen primer kaltir hicrelerde DNA hasarini takiben hala Poli (ADP-riboz)
sentezlenebildigi gézlendi (67-70). Son yillarda PARP enzimlerini kodlayan 5
yeni gen daha tanimlanmis ve boylece PARP ailesinin Uye sayisi 18'i
bulmusgtur (71-75).
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Alti temel PARP superailesi Uyeleri kendi aralarinda domain
yapilarina, katalitik domainlerin sekanslarina, ve enzimatik aktivitelerine gore
uc alt gruba ayrilirlar (71). Sekil 9° da makalelerden derlenmis PARP ailesinin
protein yapilarinin karsilagtirmalari ve siniflandiriimalari izlenmektedir.
Altgrup | de PARP-1, PARP-1b, PARP-2 ve PARP-3 yer almaktadir.
Bunlardan PARP-1b, daha dnceleri kisa PARP-1 olarak tanimlanmis ve parp-
1 gen boélgelerinin alternatif transkripsiyon baslatma trtnu gibi gérinmektedir
(71,72). Deneysel caligmalar hem PARP-1 hem de PARP-2'nin strese kargi
yanitta farkh yollari kullanarak 6nemli bir rol oynadigini géstermektedir (73-
78). Altgrup I'nin tek Uyesi olan PARP-4’e atlayan (vault) PARP denilen
PARP adi verilir. PARP-4, PARP ailesinin en buyuk molekul agirhga sahip
uyesi olup (192.6 kDa) atlamis (vault) bir komplekse sahip oldugu
tanimlanmigtir. Bu atlayan kompleks, 2 tane yuksek oranda korunmus protein
ve kodlanmamigs RNA ile iligkili islevi bilinmeyen sitoplazmik bir
ribonlUkleoproteindir (79-81). Altgrup 1II'in Gyeleri ise tankiraz-1, tankiraz-2 ve
bunun alternatif transkript sekli tankiraz-2b olup PARP-5, PARP-6a ve PARP-
6b olarak bilinirler. Hem PARP-5 hem de PARP-6 telomerik kompleksin
kisimlari gibi tanimlanmigtir (80,82-86).

Tdm bu temel PARP enzimleri otomodifikasyon ve daha ¢ok kovalent
oto-ADP-ribozilasyon faaliyetine sahiptirler (78,80-82,84,87).
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Sekil 12. Parp ailesinin domain yapilari (50).
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2.6.1.1. PARP-1 ve PARP-2

Tavuk PARP-1 ve fare PARP-2 katalitik domainlerinin 3 boyutlu
yapisinin belirlenmesi ve bu proteinlerin C.diptheriae toksininin bakteriyal
ADP-ribozillenmis  bolgeleriyle yapisal olarak benzerlikler gosterdigi

bulunmusgtur (50).

Carba-NAD*

Sekil 13. Cornebacterium diphteriae toksini ile PARP-1 ve PARP-2 yapisal
benzerligi (50).

PARP superailesinin Uzerinde en ¢ok calisilan tyesi PARP-1 dir. DNA
hasarina bagli olarak NAD™1 kullanarak daima kromatin ile iliskili cekirdekteki
kabul edici (aksptor) proteinlere ¢ok dalli veya duz olacak sekilde ADP-riboz

polimerlerini sentezler.

PARP-1 in yapl-iglev iligkisi oldukga iyi anlasiimigtir. Alti domainden

dordundn 6zel fonksiyonlari gosterilmigtir;

B Domain A, DNA baglayici domain olarak bilinir ve DNA kiriklari ile
PARP-1 arasindaki iliskiden sorumlu olup 2 adet ¢inko parmak

modeli icermektedir.

®m Domain B, NLS igin cift tarafli bir PARP-1 ve Kaspaz-3 cleavage

bolgesinin bulundugu domain.
m Domain D, otomodifikasyon bolgesidir.

m Domain F, PARP-1’in katalik bolgesidir (75).
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PARP-1, DNA kiriklari ve DNA kiriklarinin uzaysal onariminda anahtar
bir role sahip olup bu Kkiriklarin tanimlanmasinda rol alan molekuler
algilayicidir. Oldukga iyi korunmus cok islevsel bir enzim olup, katalitik
faaliyet DNA kiriklarinin dzerinde 500 den fazla katlanti ile ortaya ¢ikar. Bu
fiziksel birliktelik boyunca DNA metabolizmasi ve kromatin yapisi poli (ADP-
ribozil)asyon ve yardimci proteinler (histonlar, HMG proteinleri, topoizomeraz
| ve Il, DNA helikaz, tek zincir kirik tamiri proteinleri (SSBR), baz ¢ikarim
onarim proteinleri(BER) ve g¢esitli transkripsiyon faktorleri) tarafindan

duzenlenir.

Kimyasal baskilayicilar kullanilarak PARP faaliyetinin durduruldugu
Parp-1 den yoksun farelerde yapilan c¢alismalarda PARP-1’'in genomik
yapinin butunligunu ve dogrulugunun korunmasinda son derece 6nemli bir

isleve sahip oldugu gosterilmistir (77,88-91).

PARP-2, PARP-1 eksikligi olan farelerin embriyonik fibroblastlarinda
PARP aktivitesinin DNA- bagimli ucunda tanimlanmasiyla bulundu. PARP-
2’nin katalitik alt biriminin PARP-1’in ki ile ¢ok gugli bir benzerlige (%69)
sahip oldugu bulunmustur. Kristal yapilari oldukga benzer olan PARP-1 ve
PARP-2'nin, akseptor protein bdlgelerindeki farkhlik metaboik yollarda
kullanilan substratlarinda farkli olabilecegini disundirmektedirPARP-2, parp-
1 eksikligi olan farelerin embriyonik fibroblastlarinda PARP aktivitesinin DNA-

bagimli ucunda varliginin tespitiyle bulundu(92).

PARP-2 c¢ekirdek proteini olup DNAaz | tarafinda islenmis DNA ya
baglanir ve aktive olur. Bununla beraber, DNA baglayici alt birimler PARP-1
den farkh olup, hedefi DNA Uzerindeki ¢entikler degil bosluklardir. Bu DNA
baglayici alt birim 75 aa igcermektedir. Proteini ¢cekirdekte lokalize olup SAP

alt birimi ile bazi benzerlikler gostermektedir (93).

Gunumuzde PARP-2 nin kromatin dizenleyicisi olarak goérev yaptigi
henlz kesinlik kazanmamistir. Genel olarak PARP-2 ve PARP-1 in birgok
yolda kullandiklari yardimci proteinler benzerlik gostermektedir. Bununla

birlikte, TRF2 (telomerik protein) olarak adlandirilan bir proteinin sadece
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PARP-2'de bulundugu gosterilmigtir. Bu protein telomerin dogrulugunu
kontrol etmektedir (94).

2.7. Poli (ADP-ribozil)asyon Reaksiyonlarinin Biyolojik Onemi
2.7.1. Poli (ADP-ribozil)asyonun Telomer Uzunlugundaki Rolu

Telomerler, 6karyotik kromozomlarda altili gruplar seklinde dizilen,
tekrar eden nukleotitlerden meydana gelir ve bu dizilim bazi koruyucu
kompleksler ile iligkilidir. Bu kompleksler telomer-baglayici proteinler Rap1,
TRF-1 ve TRF-2, POT-1, Parp-5, Parp-6/tankiraz-1 ve tankiraz-2'dir. Bu
proteinler ile telomerazlarin telomer uzunlugunun birlikte duzenledigi
distnllmektedir. insanlarda telomer uzunlugunun sirdirilmesi kismi bir
feed-back mekanizmasi araciligiyla kontrol edilmektedir. Ornegin TRF-1 gibi
negatif bir duzenleyici kompleks telomer uzunlugu limit sinira ulastiginda,

uzunlugun son bulacagi noktada toplanir ve kromozom sonlanir.

Hem parp-5 hem de parp-6'nin yani tankiraz-1 ve tankiraz-2’nin insan
telomerlerinde bulundugu bildirilmistir. Ancak TRF-1’in poli ADP-ribozilasyonu
bir akseptor protein gibi olmadigi bilinmektedir. TRF-1‘in, tankiraz-1 ve
tankiraz-2 araciligiyla kovalent ya da dogrudan veya serbest poli ADP-
ribozun kovalent olmayan bir sekilde mi ADP-ribozillenmesi henlz kesinlik
kazanmamistir. TRF-2 fiziksel olarak parp-2 ile etkilesimdedir ve in vitro
olarak parp-2 araciligiyla serbest Poli ADP-riboz urtnlerini kovalent olmayan
bir sekilde baglayabildigi gosterilmistir. TRF-2, kromozomun uglarinda

koruyucu bir anahtar role sahiptir.

Tam veriler insan hucrelerinde telomeraz aktivitesiyle uzayan
telomerlerin poli ADP-ribozilasyon ile pozitif yénde dizenlenebilecegini
gostermektedir. Clinki tim knockout fare modelleri (parp1”, parp2”, parp4™”

ve parp6™) anormal telomeraz aktivitesi gdstermistir(83).
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2.7.2. Mitozun Regulasyonunda Poli (ADP-ribozil)asyonun Roli

Mitoz, bir ¢ift sentriyoliin sentrozomlari olusturmak Uzere g¢ekirdegin
kargi kutuplarina gitmesinin ardindan olusur. Gergekte sentrozomlar,
telomerler ve mikrotubullerin poli (ADP-ribozil)asyon enzimleriyle iligki iginde
olmasi supriz olmamalidir (sekil 11). Drosophila embriyolari ile yapilan son
calismalar, DNA lezyonlarinda genomik kararsizlik gosteren hucrelerin
cogalmasini onlemek ve kromazomlarin ayrilmasini engellemek igin
sentrozomlarin  aktivasyonunu engelleyen bir yanitin  olustugunu
gostermektedir. Bu yanitta sentrozomun Chk2 kinaz gibi bir noktaya ihtiyaci
oldugu belirlenmistir. Mitoz slresinde DNA hasarina yanitta PARP-1 ve/veya
PARP-2’i araciliiyla Aurora B’nin Poli (ADP-ribozil)asyonu, histon H3'Gn
Ser10 uzerindeki kinaz aktivitesini negative yonde duzenler.

PARP-1'in metafaz-anafaz gegisinde, anafaz-telofaz gecisi kadar
mitoz bolunme esnasinda cesitli lokalizasyonda yer aldigi belirtilmigtir.
PARP-2 de prometafaz esnasinda sentromerlerde yerlesmis ve PARP-1 ile
ayni aracilari kullanmaktadir. Bu aracilar; CENP-A, CENP-B ve Bub3'tur
(67).

'}’ hPARP-3
PARP-1

h:n.anp-'a. w
L

Sekil 14. PARP siperailesi ve hiicre bélinmesi. PARP slperailesi tyelerinin mitoz
bdélinmede hlcre ici yerlesimleri izlenmekte (67).
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2.7.3. Apoptozis Siirecinde Poli (ADP-riboz) Sentezi

Apoptozis, ¢ok hicreli organizmalarin homeostazis ve gelisiminin
kontroliinin saglanmasi amaciyla gergeklesen fizyolojik bir hicre o6limu
mekanizmasidir. Bu hicre dlumu organogenezisi de kapsar. Apoptotik hicre
olumunudn gerceklesmemesi kanser ile sonuclanir. Apoptotik uyaranlar
arasinda, DNA hasari, kimyasal ajanlar (proteinlerin veya nikleik asitlerin
sentezini baskilayanlar), bayime faktorlerinin bulunmamasi ve hicre 6lim

reseptorlerinin aktiflestiriimesi yer alir.

PARP aktivitesinin DNA hasarini takip eden suregte hucre igindeki
NAD miktari ile yakindan iligkili oldugu bulunmustur. Apoptozis esnasinda
hucre ici NAD miktarinin azalmasinin PARP aktivasyonuyla yakindan iligkili
oldugu tespit edilmigtir. Apoptozis surecinde PARP aktivasyonun rolu daha
¢ok Poli (ADP-riboz) seviyelerinin dlgimunden sonra anlagiimistir.  Poli
(ADP-riboz)’a kargi kullanilan bir antikor ile apoptotik HelLa ve HL60
hicrelerinde Poli (ADP-riboz) sentezinin varligi gosterilmistir. Knocout fare
modellerinden elde edilen bilgiler apoptozisi uyaran faktorler arasinda yer
alan anti-FAS ajaninin, PARP vyoklugunda apoptozisi engelledigi rapor
edilmigtir (66).

2.8. PAR Katabolizmasi

PAR zincirinin parcalanmasi ADP-riboz birimleri arasindaki glikozidik
bagi hidroliz eden bdylece serbest ADP-riboz olugsturan, hem ekzo hem de
endo glikosidaz aktiviteli bir enzim olan poli (ADP-riboz) glikohidrolaz (PARG)

aracihgi ile yapilr.

Memelilerde ayni gen tarafindan kodlanan cesiti PARG proteinleri
ayni zamanda PARP proteinlerini de igeren cgesitli hicresel boliumlere
yerlesmis olup ayni genler tarafindan kodlanmaktadir. Nispeten daha aktif
cekirdek PARG proteini (110 kDa) ve kisa bir mitokondriyal izoform (65 kDa)
bu PARG proteinlerinin baskin izoformlardir (95). Bu izoformalarin roli ve

sitoplazmadaki yerlesimi hentz tam olarak anlasiimamisgtir.
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PARG’nin biyolojik rolinin detayli bir analizi 6zgun ve segici
baskilayicilarin yoksunlugundan dolay! yapilamamistir. PAR katabolizmasi
son yapilan galismalarda gen-bozulma stratejileri kullanilarak arastiriimigtir.
Tum PARG izoformlarinin tamamen silinmesi neticesine yol agan ekson 4’an
bilerek yok edilmesinde homozigot olan fareler PAR birikimi tarafindan
indUklenen apoptozinin bir sonucu olarak 3.5 embriyonik glinde oldukleri

g6zlenmistir(96).

Benzer sekilde D.melanogaster PARG geninde islev kaybi mutasyonu,
larva asamasinda (97) PAR-birikiminin - uyardigi nérodejenerasyon ile iligkili
olup artan bir dldurtculige yol agar. 2. ve 3. eksonlarinin bilerek silinmesi
sonucunda ise homozigot olan farelerin belirgin bir fenotipleri ve normal PAR

metabolizmalari olmadiklari géralmustar (98).

ilging bir sekilde bu knockout fare modellerinde 110-kDa agirhigindaki
PARG izoformunun tuketiimesi ama 65-kDa agirhgindaki mitokondriyal
versiyonunun 3.3 kat birikmesi ve mutant farelerin genellikle translasyon
baslangic bolgesinde tespit edilmesi gozlendi. PAR’In  mitokondriden
apoptozis indukleyen faktorin serbest birakilmasini tetikleyen PAR egilimini
g6z 6nune alinca PAR asiri birikimi ve bunun dogal sonucu AlF tarafindan
uyarilan hicre 6lumua 65-kDa PARG izoformunun yukari yonde dizenlenmesi
ile telafi edilebildigi bildirilmistir. (99,100)

Bu genetik yaklagsimlarin diginda PARG’nin mevcut iglevi ve cesitli
izoformlarinin (sekil 11) hala molekuler ve hlcresel seviyelerde arastiriimasi
gerekebilir. PAR yikimi igin alternatif bir yolun son zamanlarda tanimlanmasi,
yapisal olarak PARG ile iligkisiz (ARH3 (ADP-ribozilarjinin hidrolaz-3)) olan
39-kDa agirhgindaki proteini araciligi ile yapildi, fakat bu olay PAR’in hidroliz
aktivitesi gostermesine ve dolayisiyla PAR metabolizmasinin daha da

karmasiklasmasina yol actigi gdézlenmistir (101).
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Sekil 15. insan PARG izoformlarinin alt birim yapilari (83).
2.9. DNA-hasarina Bagh PAR Sentezi

Simdiye kadar sadece PARP-1 ve PARP-2 aktivitelerinin DNA da ki
kesiklerin varligi ile yiksek derecede uyarildigi gosterilmigtir (sekil 16) (78).
PARP-1, ayni zamanda SSBR/BER enzimi DNA ligaz Ill ve Arabidopsis
thaliana’dan tamir enzimi DNA 32 fosfoesterazda da buluna DNA kirmada
hassas motifi tanimlayan iki CX2CXzs,30HX2C ginko parmakgiklar yoluyla DNA
tespitinde oldukca etkindir.
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Sekil 16. DNA hasari ve tamirinde poli (ADP-riboz)'un metabolizmasi. DNA
zincir kiriklarina bir yanit olarak poli (ADP-riboz) polimerazlar (6zellikle parp-1 ve
parp-2) NAD" hidrolize olur ve Nam (nikotinamid) ve bir proton (H*) acgiga cikar (50).

Sonugta PAR Uretiminin g amaci vardir (sekil 17): Birincisi DNA-
hasarini indukleyen histon H1 ve H2B N- ve C-terminallerinin
poli(ADPibozil)asyonu veya serbest veya PARP-1-bagh PAR ile bu
proteinlerin segici etkilesimi 30-nm kromatin lifinin gevsemesine katkida
bulunur ve kirilmalara erisimini arttirir; ikincisi, DNA hasarinin vuku bulmasini
ve boyutunun sinyalini verir. Boylece hicre yaralanmanin siddetine gore
uyarlamal bir yanit kurabilir (DNA tamiri veya hicre intihari); Gguncusda,
lezyon alanina SSBR/BER faktoérlerinin hizli bir sekilde alinmasina aracilik

eder.

XRCC1'In poli(ADPribozil)lenmis PARP-1 ile etkilesimde oldugu
gOsterilmistir. In vivo olarak kati bicimde PAR’a bagl hasar goren yere
XRCC1 alimi tek kenarh kirilmalari (SSBler) veya c¢ift kenarli kirilmalari
(DSBler) bolgesel olarak mikroskop filtreler veya fotoaktivator Hoescht 33258
varliginda lazer mikroirrdasyon ile tanitildigi hucreler icinde hassasiyetle
gosterilmigtir. iki yaklasim icinde PAR sentezinin kimyasal baskilanmasi
hasarli bolgeye XRCC1 alimini durdurdu. Benzer bir sonuca Parp-17~
hdcreleri 1ginlanmasi sonrasinda ulagildi. XRCC1 aliminin engellenmesi
sonraki tamir sdrecini etkiler ¢unki XRCC1 tamir enzimlerinin ¢ogunu

uyararak ederek SSBR/BER sistemini igletir. Bu durum muhtemelen Parp-17"~
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hdcrelerinde goézlemlenen kenar kiriginin yeniden birlesmesini ve genom
entegresi Uzerindeki ve hicre yasaminin surdurilmesindeki zararli etkisini

izah etmektedir.
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PAR-Bagimh Tek Zincir Knklan
enzimlerinin aktivasyonu Histon H1ve H2B poli (ADP-riboziljasyon

Sekil 17. Tek zincir kirik tamir mekanizmasinda PARP-1 (50).

Son zamanlarda rapor edilen kromozom organize eden kompleks
yogunlugunun baz hasara yanit olarak PARP-1 ve XRCC1 ile etkilesim
kurmasi rapor edilmistir. Dolayisiyla bdlgesel kromatin ve DNA yapisal
organizasyonunun etkin BER’e imkan vermesine katkida bulunabildigi

belirlenmistir (50).

PARP-2 PARP-1'e benzer gekilde XRCC1 ve diger SSBR/BER
faktorleriyle etkilesim icindedir (DNA polimeraz ve ligaz IIl). Parp-2" hiicreleri
genotoksik aracilara olduk¢a duyarlidirlar ve SSB yeniden birlesmesinde bir

gecikme gosterdikleri ifade edilmistir(90).

PARP-1 in memeli hicrelerindeki tek zincir kiriklarini onarimindaki rolu
simdi daha iyi anlasiimaktadir, sadece PARP1 aktivitesinin olayi tamamen
yarattugu in vitro ortam degil, ayni zamanda DNA lezyon bodlgelerinde PAR

sentezinin yapildigi canh hucrelerde de PARP1, anahtar role sahip XRCC1’in
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toplanma kinetiginde de 6nemlidir. Bu dnemli 6zellik Okano ve arkadaglari
tarafindan gozlenmis ve (sekil 18)’te gosterilmistir. Artan PAR sentezi prolife
hucrelerde laser microisinda Hoechst varliginda 337nm de aninda tesbit
edilmigtir. PARP-1 olmayan hucrelerde XRCC1’in dinamik toplanmasinin
olmayisi, zincir kirnginda yeniden birlesmenin gecikmesini ve olugsan buyuk
DNA tamir defektini agiklamaktadir (75).

Bununla beraber PARP-2 XRCC1 alimi igin gerekli degildir ve SSB’leri
fark etmez ama bunun yerine bosluklari veya dalgali yapilar fark eder bu da
PARP-2’'nin tamir adimlarinin sonraki adimlarinda muhtemelen iligkili
oldugunu gosterir. PARP-1, PARP-2 ve PAR dogrudan DSB tamirinde
katilimi acik bir soru olarak kalmaktadir. PARP-1 homolog rekombinasyon
(HR) ve homolog olmayan ug birlegtiren (NHEC) ile DSB tamiri icin elzem
gorulmeyebilir ama alternatif bir yol olarak iglev gosterebilir. DT40 tavuk
hdcreleriyle yapilan bir gcalismada PARP-1'nin aslinda NHEJ karismasindan
HR'’yi koruyabilecedini gosterdi (50).

Kromatin yapisinda
gevseme Hiicre Sinyali
(AIF?)

}
PAR 5

kromatin yapisi
yeniden katlanma

DNA Kingn =5 ¥

&

ROS e,

Alkali ajanlar LS
lyonize - DNA onanmi
Radyasyon
adyasy gl £ "o
o H PAR

|DNA hasan —p DNA kink _p DNAkink —_ XRCC1 sSBR faktir ve

belirmesi sinyali enzimleri

Sekil 18. DNA hasarina hucresel yanitta gok yonli PARP fonksiyonu (67).
2.10. PARP’In Kimyasal Baskilayicilari

Son yillarda c¢ok c¢esitli PARP baskilayicilari tanimlanmistir. Bu
bilesikler PARP’In biyolojik iglevlerinin ve fizyolojik 6neminin anlasiimasi

amaciyla kullanilmigtir. Hasta hayvan modellerinde yapilan galismalarda
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PARP baskilayicilar test edilmigtir. Bu testlerin sonuglarinda doku hasari ve

hicre 6lumunde PARP faaliyetinin ¢ok 6nemli oldugu bildirilmistir (66).
2.10.1. Monosiklik Karboksiamidler

Nikotin amid (Niyasinamid veya B3 vitamini) ve 3-aminobenzamid bu
grupta yer alan PARP baskilayicilaridir (Sekil 19) (66).

Nikotinamid 3-aminobenzamid

Sekil 19. Yaygin olarak kullanilan PARP baskilayicilari (66).
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3. MATERYAL ve METOD

Bu calismada 3-4 haftalik ve 12 aylik fare ovaryum dokularinda Parp-1
enziminin varligini gosterebilmek igin, western blot, pcr ve c¢esitli immun
boyama yontemleri kullanildi. Ayrica geng ve yash bireylerin ovaryumdaki
folikul sayilarinin dagilimini ve bu dagihm ile poli (ADP-ribozil)asyon olayinin

arasindaki iliskisinin anlasilabilmesi igin folikil sayimi da yapiimistir.
3.1. Materyal
3.1.1. Deney Hayvanlari

Deneylerde Yale Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma
Laboratuvarindan elde edilen 3-4 haftalik ve 12 aylik olan CD-1 ve 129S cinsi
toplam 32 adet disi fare kullaniimistir. Fareler 12 saat aydinlk ve 12 saat
karanlk periyodunda, oda 1sisinda, yiyecek ve suya sinirsiz erigim

sartlarinda korunmustur.

3.1.2. Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

KiMYASAL ADI MARKA KATALOG
NO
2-Mercaptoethanol (HOCH,CH,SH) Sigma 60-24-2
30% ACRYL/BIS SOL 37.5 Bio-Rad 161-0158
Biotinylated Anti-mouse PARP antibody R&D BAF600
CelLytic” MT Cell Lysis Reagent Sigma C-3228
Chemiluminescent detection NEN Life Sci. NEL-103
Cleaved PARP p25 abcam Ab32064
Cy'™3 esek Anti-Tavsan IgG Jackson IR 711-167-003
Dry milk Nestle
ECL (detection reagent 1) Amersham RPN2106V1
ECL (detection reagent 2) Amersham RPN2106V2
Eozin-Y Merck 1.09844.1000
Etil Alkol (C,HsOH)
Formaldehit (CH,O) J.T. Baker 7041
Hematoksilen Sigma HHS-32

Hidroklorik asit (HCI) J.T. Baker 6081
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Kaleidoscope Precision Plus Prestained STDS Bio-Rad 161-0375
Kodak Biomax Mr Film Kodak

Laemmli Sample Buffer Bio-Rad 161-0737
Methanol (CH;OH) J.T. Baker 9070-05
Methyl Green Vector H-3402
N,N,N,N-Tetramethylenediamine (Temed) Bio-Rad 161-0801
Normal Esek Serumu Jackson IR 017-000-001
Normal Kegi Serumu Jackson IR 005-000-121
Normal Tavsan immunoglobulin R&D AB-105-C
Normal Tavsan Serumu Pierce 31883
Paraformaldehit J.T. Baker S898-07
PVDF membrane Bio-Rad 162-0218
RGEL, 4-15% TRIS-HCL,12 WELL Bio-Rad 161-1176
SDS Fisher BP166500
Separating Buffer American Bio. AB13076
Sodyum Hidroksit (NaOH) Amresco 0583
Sodyum Klorur (CaCly) J.T. Baker 0070
Sodyum sitrat HOC(COONa)(CH,COONa), - 2H,0 || Sigma 6132-04-3
Stacking Buffer American Bio. AB13075
Stripping Buffer Pierce 21059
Substrat Kit for peroxidase Vector SK-4600
Triton® X-100 4-(CgH17)CeHa(OCH,CH,),0OH Sigma 9002-93-1
Trizol Invitrogen 15596-018
B-aktin Santa Cruz Sc-47778
Hidrojen peroksit (H,0,) Sigma 31642
Methanol (CH3;OH) Sigma 67-56-1
PBS Sigma P4417
10x running buffer Bio-Rad 161-0772
10x transfer buffer Bio-Rad 161-0771
1M Tris-HCI Milipore 20-160
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3.1.3. Geregler

MARKA

Eppendorf

10 mL Falkon Tup
50 mL Falkon Tup
Buzdolabi

Eppendorf
Whitehouse
Labnet
Bio-Rad

Dijital Kurutma Banyosu

Dikey elektroforez dizenegi Almanya

Distile su cihazi Fransa

Milipore
Bio-Rad

Almanya
A.B.D

Dogru Akim Gug Kaynagi

Ependorf TUpler Eppendorf

Etav

Hassas terazi

Manyetik karistirici

Mikrotom Bright A.B.D
Otomatik Pipet Seti Eppendorf AB.D
Otomatik Pipet Uclari Eppendorf A.B.D
pH metre Corning 340 Kanada
Santriftij (5415D) Eppendorf Hollanda
Vortex Eppendorf A.B.D

3.1.4. Solusyonlar

1. %4 luk Paraformaldehit
Protokol:

® 90 ml HO

B 4gr paraformaldehit

m 10 NaOH

m 10 ml PBS

90 ml su kaynatildi, paraformaldehit suya eklendi, 1-2 damla NaOH

ilave edilip sogutmaya birakildi ve (izerine PBS eklendi. +4 °C’ de saklandi.



2. %3 luk H>O»
Protokol:
E 90 ml methanol

m 10 ml H,0; (%30)

3. %2 lik Triton X-100
Protokol:
E 998 ml PBS

B 2ml Triton

4. %10 luk Normal Kegi Serumu
Protokol:
m 900 ml PBS

B 100 ml Normal Ke¢i Serumu

5. Na-Sitrat
Protokol:
m 58.8 g Na-sitrat

B 2000 ml distile su

pH=6.0 olacak bicimde hazirlandi.

6. Transfer Buffer

Protokol:

m 400 ml 10x transfer buffer
® 800 ml methanol

B 2800 ml distile su

40
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7. Running Buffer
Protokol:
® 100 ml 10 running buffer

B 900 ml distile su

8. Stripping Buffer
Protokol:

m 31.25ml 1M Tris-HCI
® 50 ml %20 SDS

m 3.5 ml Merkaptoethanol

B 415 ml distile su
3.2. Metod
3.2.1. Folikul Sayimi

%4’luk Paraformaldehit ile tespit edilen ovaryum dokulari rutin
histolojik takiplerden sonra parafine géomuldiu ve bright marka rotary mikrotom
ile 6um kalinhgindaki kesitler lamlara alindi. Kesitler rutin Hematoksilen-
eozin boyasi ile boyandi ve rastgele baslamak kosuluyla her 5. kesit Harvard
Universitesi Tip Okulu Ureme Biyolojisi Bélimi Vincent Merkezinin
protokoluna (94) goére, primordiyal, primer, preantral ve antral folikil sayilar
arastirildi. Elde edilen veriler sigmastat 3.0 programiyla istatistiksel olarak
degerlendirildi.

3.2.2. immiinohistokimya

Folikil sayimi disinda kalan kesitler immunohistokimyasal ¢alismalar
icin pozitif yiklenmis lamlara alindi. Deparafinizasyon iglemleri sonrasinda
Vectastain Elite ABC kit laboratuvarin talimatlari  dogrultusunda

immunohistokimyasal ¢aligmalar igin kullanildi.
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Parp-1 icin Boyama Protokolu:

B Deparafinizasyon (parafini giderme)
B Sodyum sitrat tamponu igerisinde mikrodalga
B %0.2 Triton-X-100

B PBS ile ylkama

B %3 luk H20,

m PBS ile yikama

m %10 luk Esek Serumu

m Parp-1 Antikoru

m PBS ile yikama

B HRP ile Muamele

B PBSile yilkama

m DAB

B Zit Boyama

B Dehidratasyon

B Kapama
3.2.3. immiinofloresan

Floresan igaretli sekonder antikorlar kullanilarak immunohistokimyasal
calisma esasina benzer sekilde gerceklestirildi. Degerlendirmeler Bx51

Olympus marka floresan mikroskobunda degerlendirildi.
3.2.4. Werstern Blot Analizi

Alinan ovaryum ornekleri sivi nitrojen ile dondurulup -80°C de
saklanacak ve CelLytic™-MT Mammalian Tissue Lysis/Extraction Reagent
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MD) ile proteaz baskilayici kullanilarak pargalandi
ve protein konsantrasyonlari hesaplandi. Ornekler %4 Itk ve % 15 lik SDS-
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PAGE den PVDF e aktarildi (Biorad). PARP 1 i¢in uygun primer antikor ve
HRP isaretli sekonder antikor ile belirlendi. Esit ylklemenin saptanmasi

amaciyla aktin kullanildi. Olusan bantlar imageJ programi ile karsilastirildi.
3.2.5. mRNA’nin Niceligini RT-PCR ile Olgiilmesi

Overlerdeki toplam RNA, TRIzol reagent kullanilarak ayrildi (Invitrogen
Teknolojileri). Cikarilan RNA, DEPC suda tutularak, 260 / 280 nanometre
dalga boyundaki emilme oraniyla kantifiye edildi (nicelik degeri belirlendi) ve
kullanilana kadar — 80 derecede depolandi. RNA kalibi, oligo-dT (Qiagen)
kullanan Omniscript reverse transkripsiyon kiti araciligiyla transkribe edildi.
Her 25 mikrolitrelik gercek zamanlhi PCR reaksiyonu, 12.5 mikrolitre 2x
SybrGreen supermix (Biorad), her primerden 0.4 mikromolar ve 1 mikrolitre
kalip cDNA igermekteydi ve iCyclerlQ PCR sistemi (Bio-Rad) kullanilarak
gerceklestirildi. Dort geng ve dort yash farelerden alinan overler testten

gegirildi. Gergek zamanli PCR igin, su primerler kullanildi:
Parp-1; F:GCAGAGCCTGGTGAAGTGGTG
R:GACGTGTGCAGAGTGTTCCAG
Aktin ; F:GACCTCTATGCAACACAGT
R:TTGCTGATCCACATCTGCT

Elde edilen veriler, Aktine gbére normallestirildi. Yasl fare grubu ile
geng fare grubu overlerinden elde edilen sonuglarin karsilastiriimasinda,
Student’in t-testi kullanildi ve 0.05’ten daha kuguk p degerleri anlamli olarak
kabul edildi.



RNA izolasyonu:

Homojenizasyon

5’ oda sicakliginda bekletme

Tuplere kloroform ekleme

3’ oda sicakliginda bekletme

Santrifdj 15’ 11.000 rpm

2-isopropanol ekleme

10’ oda sicakliginda bekletme

Santrifij 10’ 11.000 rpm

Supernatant atilir, peletin kurumasi beklenir
%70’lik alkol ile yikama

Vorteks

Santrifdj 5 7000 rpm

Supernatant atilir, 15’ kuruma igin beklenilir
Distile su ile yikama

55°C lik su banyosu 10’

Buzda bekletme

Kontrol tipu hazirlama

Spektrofotometrede okutma

44
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4. BULGULAR
4.1. Folikiuilogenezis ve Oogenez Siirecinde PARP-1’in Varligi

Fare ovaryumunda uyguladidimiz  immunohistokimyasal ve
immunofloresan yontemler sonucunda PARP-1 in folikuler gelisim esnasinda
ovaryum dokusunda ifade edildigini goézlemledik. PARP-1 primordiyal
folikilden olgun foliktule kadar tum folikal gelisim evrelerinde Ozellikle oosit
cekirdeginde oldukga kuvvetli bir boyanma gosterdigini bulduk. Buna ek
olarak primer folikll evresi ve sonrasinda ¢ok kuvvetli olmamakla beraber
PARP-1 in bazi graniloza hucrelerinde de var oldugunu gozlemledik (Resim
7-19).

PARP-1'in ovaryum dokusunda varligini tespit etmek amaciyla hem
western blot yontemi hem de RT-PCR yontemini kullandik. Western blotlama
yontemine gére hem grup | (geng hayvan grubu) hem de grup Il (yash hayvan
grubu) Parp-1’in varligini tespit ettik. Gruplar arasinda farkllik yoktu. Ancak
bireyler arasinda farklilik belirgindi. Esit yukleme yapilip yapiimadigini test
etmek amaciyla aktin yéntemini kullandik. Sonug olarak sadece yasl grubun
4. hayvaninda esit yukleme yapilamadigini gézlemledik. Tum bu sonuglari
yorumladigimizda PARP-1 proteinin hem vyasli bireylerde hem de geng
bireylerde varligini tespit ettik (Resim 22). Hem parp-1 hem de aktin igin
western blot sonuglari imaged programiyla degerlendirilip grafik halinde sekil
20 ve 21’de gosterildi.

Yine PARP-1’in ovaryumda varhgini belirlemek icin mRNA ifadesinin
olup olmadigini saptamak amaciyla RT-PCR yontemini kullandik. Elde
ettigimiz sonuglarda hem geng¢ bireylerde hem de yagh bireylerde PARP-1
mRNA'sinin varhdini goézlemledik (Resim 20). Ancak gen¢ bireylerin bir
tanesinin oavryumundan vyeterli miktarda RNA elde edilemedi ve
degerlendirme digi tutuldu. Kontrol amaciyla igin aktin mRNA'sI da yuklenip
test edildi (Resim 21). Western blot yonteminde oldugu gibi sonuglar imageJ
programi sekil 22 ve 23’de tartisiimistir.
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Resim 7. Geng (3-4 haftalik) farelerden alinan ovaryum dokusuna ait seri kesitler
izlenmekte. 1a: parp-1 antikoru yerine normal rabbit IgG kullanarak immuinofloresan
yéntemi uygulanarak boyanmis ovaryum dokusu. Kontrol amaciyla boyanmis
resimde herhangi bir pozitif immun reaksiyon izlenmiyor. 1b: parp-1 antikoru
uygulanmis ovaryum dokusu gézlenmekte. Cesitli folikiler evredeki oosit
cekirdekleri (oklar) parp-1 icin pozitif. Ayni zamanda preantral (yildiz) déneme ait bir
folikide kuvvetli bir immun reaksiyon géstermekte (x4).
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Resim 8. 3-4 haftalik fare ovaryumundan gecen kesitte primer folikil (siyah ok) ve
preantral folikdl (kirmizi yildiz) parp-1 igin pozitif reaksiyon gostermekte (x60).

Resim 9. Geng fareye ait ovaryum dokusunda primordiyal folikiller (ok baslari) ve
antral folikile (yildiz) ait bazi graniiloza hiicrelerinde pozitif reaksiyon izlenmekte.
(x60)
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Resim 10. 3-4 haftalik fare ovaryum dokusuna ait fotografta antral foliklldeki oositin
sitoplazmasi (yildiz) ve gekirdek (ok) gozleniyor. Cekirdek ve bazi graniiloza
hlcreleri parp-1 icin pozitif (x60).

Resim 11. 3-4 haftalik gruba ait bu fotografta ge¢ antral déneme ait bir folikdl
izlenmekte. Cekirdek (siyah ok) parp-1 igin pozitif immun reaksiyon géstermekte.
Cekirdekgik (kirmizi ok basi) merkezi yerlesimli ve oldukca belirgin (x60).
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Resim 12. 12 aylik gruba ait ovaryumun parafin kesitinde unilaminar (tek tabakali;
kirmizi ok) ve multilaminar (¢cok tabakali; siyah ok) primer folikul izlenmekte. Her iki
foliklilde de oosit ¢ekirdegi parp-1 icin zayif immun reaksiyon gostermekte (x60).

Resim 13. Yagl gruba ait ovaryumda antral folikil (kirmizi yildiz) gériniyor. Yine
oosit ¢cekirdedi geng gruba gore daha zayif immun reaksiyon gdsteriyor (x60).
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Resim 14. 12 aylik fareye ait ovaryum dokusunda graff (olgun) folikil
izlenmekte. Geng farelerle karsilastirildiginda 6zellikle olgun folikiil ¢cekirdeginde
(siyah ok) zayif immin reaksiyon izlenmekte (x60).

Resim 15. 12 aylik fareye ait bu ovaryum dokusunda bir ka¢ primer folikiilde (kirmizi
ok) oldukga zayif immuin reaksiyon goézlenmekte (x10).
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Resim 16. Gen¢ (a ve b) ve Yasl (c ved) farelere ait kesitler. a. 3-4 haftalik fareye
ait ovaryum korteksinin izlendigi fotografta grup halinde bulunan primordiyal foliktller
parp-1 icin pozitif immun reaksiyon gostermekte (siyah oklar). b. Primer folikilde
bazi folikul hicrelerinde de immunoreaktivite izlenmekte (kirmizi oklar). ¢. 12 aylik
fare ovaryumuna ait olgunlagsmaya dogru giden antral bir foliktl gortlGyor.
Cekirdekte diger folikul evrelerine gore nispeten daha zayif bir boyanma oldugu
dikkati cekmekte. d. Primer folikul ¢gekirdeginde kuvvetli immin reaksiyon gozleniyor.
Cekirdekgik oldukga belirgin.
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Resim 17. 3-4 haftalik gencg bir fareye ait ovaryum kesitinde primordiyal foliklllerde

bulunan oosit gekirdekleri (yildiz) parp-1 igin kuvvetli pozitif reaksiyon gostermekte.

Baz folikdl hicrelerinde ise (kirmizi ok) nispeten daha zayif bir boyanma izlenmekte
(x100).

Resim 18. 3-4 haftalik farenin graff(olgun) folikili izleniyor. Bu folikuliin oosit
cekirdeginde (mavi ok) kuvvetli immun reaksiyon goriliyor. Bazi granuloza hucreleri
parp-1 icin pozitif (x20).
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Resim 19. 12 aylik fareye ait ovaryum kesiti. Antral folikdl (mavi yildiz) ve primer
folikdl (siyah ok) kuvvetli pozitif immun reaksiyon izlenmekte (x20).

Resim 20. Ovaryum dokularindan elde ettigimiz mRNA lari RT-PCR ile
degerlendirdigimizde parp-1’in hem geng farelerde (grup 1) hem de yasli farelerde
(grup 2) ifade edildigini gozlemledik. N: herhangi bir ylikleme yapilmadigini, K:
kontrolu gbstermekte.
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Resim 21. Kontrol amaciyla yaptigimiz aktin ylklemesinde gruplar igindeki bireylerin
hemen hemen esit miktarda RNA igerdigini séyleyebiliriz.

Grup 1 Grup 2

B-aktin

Resim 22. Parp-1’i ovaryum dokusunda saptamak amaciyla yapilmig Western
blotlama yonteminde hem yasli farelerde (grup 2) hem de geng farelerde (grup 1)
bulundugu izlenmekte. Gruplar arasinda farklliktan daha ¢ok bireyler arasindaki
farkhlik gézlenmekte. Esit miktarda protein ytklenip yliklenmedigini kontrol etmek

amaciyla B-aktin uygulamasi sonucunda sadece yasli hayvan grubundaki 4.
hayvanin protein miktari digerlerine oranla az ylklendigi gérilmekte.
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Western Blot (Parp-1)

1 2 3 4 5 8 7

Sekil 20. Parp-1 proteinin varligini tespit etmek amaciyla uyguladigimiz Western
Blot yéntemindeki sonucun imaged programiyla degerlendiriimesi. Geng (1, 2, 3ve 4
nolu hayvanlar) ve Yash (5, 6, 7 ve 8 nolu hayvanlar) hayvan gruplari
karsilastirildiginda, en kuvvetli parp-1 ifadesinin yasl grubun 1.hayvaninda (no:5)
oldugu goézleniyor. Yine en zayif ifade yasli grubun 4. hayvaninda (no:8) gozleniyor.
Geng grubun ovaryumlarinda bulunan protein miktarlarinin birbirine yakin oldugu
izleniyor.

Western Blot (Aktin)

Sekil 21. ilk 4 hayvan grup | (3-4 haftalik grup)’i, sonraki 4 hayvan grup Il (12 aylk
grup)’yi gostermekte. Esit miktarda protein yukleyip ylkleyemedigimizi gérmek
amaciyla yaptigimiz aktin uygulamasi sonunda sadece 8 nolu hayvan grup II'nin 4.
hayvanin da buyuk bir fark oldugunu gérmekteyiz. Parp-1 igin ¢ikan sonuclarda da
ayni hayvanin protein ekspresyonu gézukmuyordu. Bu da bu hayvan igin yeterli
protein yukleyemedigimizi gosteriyor. Ancak diger hayvanlarin sonuglari gorialdigu
Uzere, birbirine oldukga yakin.
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RT-PCR (Parp-1)

Sekil 22. imagej ile degerlendirilmis mRNA sonuglari. ilk 3 hayvan genc grubu,
sonraki 4 hayvan yasli grubu ifade etmekte. 8 numara hig bir yliklemenin
yapilmadidi, 9 numarada kontrol ylklemesini gostermekte. Yasli gruptaki 2. ve 3.
hayvanlar parp-1 icin en fazla mRNA ifadesi gosteren hayvanlar olarak gérinmekte.

RT-PCR (aktin)

70.000
60.000 -
50.000 -

40.000 -
30.000 -
20.000 -
10.000 -
0 - T T
1 2 3 4 5 6 7

Sekil 23. imageJ programi ile degerlendirilmis aktin igin mRNA ifadesi. ilk 3 hayvan
geng grubu, sonraki 4 hayvan yasl grubu géstermekte. Aktin igin ylklemelerin
birbirine ¢ok yakin yapildigi izlenmekte
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4.2. Yasa Bagh Olarak Poli (ADP-ribozil)asyondaki Degigimler

Fare ovaryumunda yasa bagh olarak poli (ADP-ribozil)asyondaki
degisimleri saptamak amaciyla geng ve yasli farelerin ovaryum dokusundaki
folikl sayilarini belirledikten sonra geng¢ ve yasli farelerin parp-1 igin pozitif
yuzdelerini saptamayi1 amagladik (Sekil 25). Yapilan sayimlarda geng ve yasli
hayvan gruplarinin sadece primordiyal folikil sayilarinda anlamli bir degisiklik
go6zlendi (Sekil 24).

Farede Yasa Bagh Folikdl Sayisi Degigimi

=
s
=
o
L
=
=
=
Lo

| ESEE—
2 3 4

Folikiller

Sekil 24. Farelerdeki folikll sayilarinin yasa bagl degisimini gésteren tabloda 3-4
haftalik grup ile 12 aylik grup arasinda sadece primordiyal folikil sayisi arasinda
anlamli bir fark gézlendi.

1. Primordiyal Folikdl GF: Geng Fare Grubu
2. Primer Folikul YF: Yash Fare Grubu
3. Preantral Folikul

4. Antral Folikul

*

P<0.005, geng fare grubuna karsi yaslh fare grubu.
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Tablo 1. Gen¢ ve Yasglh Grubun primordiyal folikul sayilarinin

degerlendiriimesi.

Siitun

Sayi

Ortalama

Std sapma

Std hata

Ortalamanin G.A

G. Primordiyal

Y. Primordiyal

Tablo 2. Gen¢ ve Yasl

50

50

degerlendiriimesi.

23,080

5,660

9,021

2,318

1,276

0,328

Grubun primer

2,564

0,659

folikil sayilarinin

Siitun

Sayi

Ortalama

Std sapma

Std hata

Ortalamanin G.A.

G. Primer

Y. Primer

Tablo 3. Gen¢ ve Yasl

50

50

degerlendiriimesi.

2,120

2,020

1,848

1,732

0,261

0,245

Grubun preantral

0,525

0,492

folikul sayilarinin

Situn Sayl | Ortalama | Std sapma | Std hata Ortalamanin G.A.
G. Preantral 50 0,840 0,912 0,129 0,259
Y. Preantral 50 0,900 0,839 0,119 0,238
Tablo 4. Gen¢ ve Yash Grubun antral folikil sayilarinin

degerlendiriimesi.

Siitun

Sayi

Ortalama

Std sapma

Std hata

Ortalamanin G.A.

G. Antral

Y. Antral

50

50

0,960

0,840

0,989

0,912

Tabloya iligkin istatistiki veriler;

G; geng (3-4 haftalik) grup

Y; yash (12 aylik) grup

0,140

0,129

0,281

0,259
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Yo parp (+)

100 100 100 100 100 100

WG Primordival

W vy . Primordival

O Pritnet

Oy . Primer
|G FPreantral

@ v .Preantral
ES Antral
O+ .Antral

Sekil 25. Geng ve yagli farelerin folikillerinin parp-1 icin boyanma ylzdesi. G: geng
grubu, Y: yash grubu ifade etmekte. ilging olarak primordiyal folikiil asamasindan
sonraki tim folikller evredeki oositler parp-1 igin pozitifti. Yasl bireylerin primordiyal
foliktllerinde parp(+) yuzdesi hemen hemen yari yariya azalmisti.

4.3. Apoptozisde Poli (ADPribozil)asyonun Rolu

Poli (ADP-ribozil)asyonun apoptozis surecinde o6nemli bir rol
oynadigini ve cleavage (parcalanmig) parp’in (c-parp) gugli bir apoptozis
belirleyicisi oldugunu dusinmekteydik. Aldigimiz ovaryum dokularinda, yash
ve geng farelerin c-parp ifadesini western blotlama yontemiyle arastirdik.

Cikan sonuglari yine imaged programiyla degerlendirdik (Sekil 26).

Sekil 26. c-parp’in geng ve yasli bireylerde ifadesi. Grup 1 geng hayvanlari,
grup 2 yasli bireyleri temsil etmekte. Yasli bireylerde c-parp’in daha fazla
eksprese edildigi gozlenmekte.
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Western Blot (¢-parp)

--|II[
3 4 5 6 7 8

Sekil 27. c-parp icin western blot sonuglarinin imagej programi ile degerlendiriimesi.
Yasli grup (5, 6, 7 ve 8) geng gruba (1, 2, 3 ve 4) gore daha fazla c-parp proteini
ihtiva etmekte. Sadece yasl grubun 4. hayvaninda (no:8) gen¢ hayvanlara oranla
daha az ekspresyon gdzleniyor.
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5. TARTISMA ve SONUG

Poli-ADP-ribozun protein ve kromozomal yapida olmayan, bipolar igcik
birlesmesi ve kromozom ayrismasinda gerekli oldugu son ¢aligsmalarda rapor
edilmistir (95). Dogru kromozom ayrigsmasi igcik olarak bilinen hareketli ve
karmasik mikrotibul kokenli yapi tarafindan gergeklestirilir ve ileri hicre
yenilenmesinin devamhligi igin gereklidir. Mikrotubullerin simetrik bipolar
igciklere organizasyonu temel olarak fosforilasyon ile transkripsiyonel
modifikasyonlar araciligiyla dizenlenen mikrotubuler proteinler araciligiyla
yaratular (96,97). Chang ve arkadaslari (95); poly-ADP riboz ve PARG’nin
Ozellikle mitoz esnasinda hucrelerde igciklerde vyerlesik oldugunu
kanitlamiglardir.  Poli-ADP-ribozun  igcik  kutuplarinda, sentromer /
kinetokorlarda ve igcik govdesi boyunca bulundugunu gostermiglerdir. PARG
kurbaga ekstraktlarina asiri eklendiginde, poli-ADP-riboz seviyesinin
dusurulmesi igcik kutup organizasyonunu degistirmemis fakat bipolar
igciklerin yapi ve formasyonunu vyarim-igciklerin arasindaki baglantiyi
engelleme yoluyla baskilamigtir. Bu gézlemler gosteriyor ki, poli-ADP-ribozun
su an ki yapisi belki merkez igcikteki antiparalel mikrotubul interaksiyonlarini
stabilize etme araciligiyla in vivo igcik bipolaritesinin olusmasi ve devamlilgi

icin cok 6nemli olabilecigi belirtilmistir.

Poli-ADP-riboz ile iligkili oldugu bilinen, aralarinda sentromer
proteinleri CENP-A, CENP-B, Bub3 ve NUMA nin bulundugu birgok aday poli-
ADP-riboz dluzenleyici igcik proteinleri bulunmaktadir (98-100). Cok kisa yari
Omdarleri olan igcik proteinlerinin aksine, poly-ADP-ribozun igcikte nerdeyse
hi¢ dinamik degisim gozlenmemistir. Bu igcikte dusuk oranda is gorme
kapasitesi ile tutarlidir. Bu gozlemler gosteriyor ki, poly-ADP-riboz mitotik
igcikte bir diizenleyiciden daha ¢ok yapisal olarak islev gérmektedir. Ornegin,
poli-ADP ribozun igcik iginde gu¢ jenerasyonuna yardimci mikrottbul

olmayan bir matriks ya da kafes goérevi gordugu farz edilmektedir (95).
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Yapilan in vitro ve ex vivo ¢alismalar oldukga ilging olmasina ragmen,
fizyolojik iliski ve molekller mekanizmalarin dikkatlice incelenmesi gerekir.
Hucre bagiml ya da yapisal poli-ADP ribozilasyon sentromer ve igcik kutup
proteinlerine nasil etki etmektedir? Hangi PARP Uyesi in vivo igcik-bagiml
poli-ADP-ribozilasyondan sorumludur? ligili knockout fare modellerinin
yasamlarini devam ettirmeleriyle, ne PARP-1, PARP-2, PARP-4 ne de
PARP-6/tankiraz-2’nin birebir alakasi vardir. Clnkt Parp3 ve Parp5/tankiraz-
1 genleri knockout olmamis fare modellerinin olusturulmadigini disunudrsek,
hangi PARP ailesi Uyelerinin igcik-iliskili poli-ADP riboz sentezine katildiklari
ile ilgili tam bir tahmin yapmak olanaksizdir(17,71,101-105).

Diger taraftan, siRNA kullanilarak PARP-5/tankiraz1 ile yapilan birgok
knockout galismalari PARP5/tankiraz1’in insan hucrelerinde mitozda gerekli
bir  faktér oldugunu tanimlamistir.  Olimsizlestiriimis  hicrelerin
Parp5/tankiraz-1’e kargi siRNA ile tedavisi, anormal kromozom yapilanmasi
ve igcik yapilari ile mitotik tutulmayla sonuglanmigtir. Kardes kromatidler
telomerlerden ayrilamamistir  (98,106,107). siRNA-saglikh  hdcrelerin,
enzimatik olarak 6l mutant olmayan siRNA direngli wild-type cDNA ile
birlestiriimesi, bu fenotipi kurtaramamig, PARP-5/tankiraz-1 katalize oligo-
ADP-ribozilasyon UrUnlerinin mitotik ilerleme ve kardes telomer rezollsyonu
icin gerekli oldugunu dusundurmustir(107). Ek olarak, bircok PARP’lerin
hdcre dongusu-bagimh karakterde sentromerlerde yerlestigi gosterilmistir.
PARP-1 kromozomlara ve sentromerlere hicre bolinmesi ve interfaz
asamasinda yerlesmektedir (108). PARP-2'nin prometafaz ve metafazda
sentromerlerde toplandigi, anafazda ayrildi§i ve telofazda sentromerde
ortadan kayboldugu rapor edilmistir (99,100). PARP-5/tankiraz1 telomer ve
mitotik sentromerlerin de dahil oldugu bir ¢ok hlcre alti bolgelerde lokalize
olmustur. Mitozda, PARP-5/tankiraz-1’in mitotik sentrozomlarin perisentriolar
matriks etrafinda yeniden yerlesmistir (98,109). Gézlenen bu etkilerin PARP-
1, PARP-2, PARP-3 ya da PARP-5/tankiraz1’in bolgesel ve hicre tipine 6zel

hareketlerinin kombinasyonu araciligiyla gerceklesmis olmasi muhtemeldir.
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Poli-ADP-ribozilasyonunun mitozdaki muhtemel rollerine ek olarak,
nikleer mono ve poly-ADP-ribozilasyon reaksiyonlarinin hicre ¢gogalmasi ve
farkhlasmasinda 6nemli rol oynadigi tahmin edilmektedir. Buna ragmen,
sadece plazma membran-iligkili sitozolik ve ekto-ADP-ribozilasyon
reaksiyonlari (mono-ADP-ribozilasyon olaylari ve ADP-riboz-siklaz olaylari)
ginimuze kadar islevsel olarak analiz edilebilmigtir (110-1115). Nukleer
ADP-ribozilasyon reaksiyonlarinin bu olaylardaki goérevleri (mono ve poly-

ADP ribozilasyonu) hala aragtiriimaktadir.

Mono ve poli-ADP ribozilasyonun farklilasma ve proliferasyon
olayindaki roli hakkinda yapilan tim c¢alismalarda mono ve poly-ADP
ribozilasyon reaksiyonlarini hedef alan spesifik olmayan PARP baskilayicilar
kullaniimigtir (116,117). Yapilan birgok galismada yuksek oranda mono ve
poli-ADP ribozilasyon aktivitesinin proliferasyon ve farklilagsma igin gerekli
olabilecegi dusunulse de, bazi calismalarda hicre tipi, gelisme sartlari,
inhibitdér ve kullanilan inhibitdr konsantrasyonlarina bagli olarak zit etkiler
gorulmustar (118-123). Bu c¢eliskiler deneysel sistemlerdeki 6zgunlik
eksikligini yansitmaktadir. Alternatif olarak sonuglar, zit gorevleri olan farkl
substratlari dizenleyen ya da zit aktiviteleri olan farkh tipte poli-ADP-riboz
yapilarini dizenleyen farkli MARTve PARP’lerin katilimini gésterebilmektedir.
Poli-ADP-riboz seviyeleri direkt olarak ex vivo ol¢uldugunde, yuksek oranda
poli-ADP-ribozilasyon aktivitesi ve proliferasyonu arasinda bir korelasyon
g6zlenmistir (124-128). Ornegin, nikleer poli-ADP ribozilasyon aktivitesinin,
aktif olmayan 3T3 hucreleri yada T ve B lenfositlerinin ¢ogalmasi igin
uyarildiginda arttigi1 gosterilmistir (124,127,128).

Poli (ADP-ribozil)asyonun diger bir rolu de bilindigi Uzere apoptozis
surecindedir. Kaspaz bagiml apoptozis surecinde PARP-1, 24 kDa ve 89
kDa (p24 ve p89)luk 2 ayri fragmente parcalanir. Bu pargalanma kaspaz 3
ve 7 tarafindan gerceklestirilir. 89kDa’'luk fragment katalitik bodlge ve
otomodifikasyon alt birimlerini icermektedir. 24 kDa’luk fragment ise ¢inko
parmakgciklarininda bulundugu DNA baglayici alt birimi icermektedir. PARP-

1’in, apoptozisin farkl bir belirleyicisi oldugu dusunutlmektedir (12). Bunun
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temel bir sonucu olarak PARP-1 inaktivasyonu apoptozisin basarilabilmesi
icin gerekli olan hicre i¢i ATP miktarinin korunmasina bagli olabilir, giinkd bu
islev enerjiye ihtiyag duymaktadir. PARP-1’in pargcalanmasi belki de daha
cok hdcrenin 6lmemesi igin DNA tamir mekanizmasinin, 6zgun gen
transkripsiyonunun ve diger hucresel iglevlerin baskilanmasinda dnemli bir
oyanayabilir. Bu da bizim buldugumuz sonuglari destekler niteliktedir.
Ozellikle yagli hayvan grubunda c-parp ifadesinin daha fazla olmasi, ilerleyen
yasla beraber PARP-1 enzim aktivitesinin azalmasi (dolayisiyla artan

cleavage formu) disuncemizi destekler niteliktedir.

insanlarda, disi Gremesi artan yas ile sonlanir. Oosit yeterliliginin yasa
badli olarak azalmasi disi Gremesinde yasin ¢ok 6nemli bir faktér oldugunu
gOstermektedir (129). Farelerde Ureme vyaslI insanlara oranla daha
onemsizdir. Bununla beraber fare oositlerinde ¢ok sayida, yasa bagh gen
ifadesinde degigikliler (130) ve kormozomal anormallikler (131,132)
bulundugu gosterilmistir. Nitekim c¢alismalarimizin sonucunda primordiyal

folikillerde PARP-1 ifadesinin yaslilarda azaldigini gérmekteyiz.

Poli (ADP-ribozil)asyonun engelenmesi kromozomal anamolilere
sebebiyet vermektedir (133). Buna ek olarak, PARP-1 cesitli sentromer-
organize edici (Bub3, CenpA ve CenpB) proteinleri baglar ve degisiklige
ugratir (98). Ancak anaploidi gibi bazi kromozomal anomalilerinde poli (ADP-

ribozil)asyonun rol oynayip oynamadigi net olarak agiklanamamisgtir.

Bu calismada, poli(ADP-ribozil)asyonun memelilerdeki oogenez ve
folikilo genez olaylarinda dogrudan yer aldigina iliskin makul bulgular elde
ettik. Giderek artan sayida calisma, poli(ADP-ribozil)asyonu Uremeyle
iliskilendirmektedir. PARP-1, progesteron reseptoriunun (PR) DNA baglayan
kismi ile iligkilidir (134) ve steroid reseptdrlerinin transkripsiyon etkinligini
dizenler (135).

Progesteron, transkripsiyonel seviyede PARP ekspresyonunu ve DNA
tamiriyle ilgili poli(ADP-ribozil)asyonu ovulasyon sonrasinda over yuzey epitel

hdcrelerinde reseptor aracili yol Uzerinden uyarir (136). Morin ve
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arkadaslari(137), poli(ADP-ribozil)asyonun anne kaynakli histonlari dollenme
sonrasinda proteolizden korudugunu da bulmuglardir. Yakin ge¢misteki bir
calisma, poli(ADP-ribozil)asyonun faredeki implantasyon &ncesi gelisim
esnasinda da mevcut oldugunu ve iglev gordugunu rapor etmistir. PAR
metabolizmasinin ¢aligmamasi, fare embriyosunda o6lume yol agmaktadir
(88). Poli(ADP-ribozil)asyonun siganlardaki spermiyogenez esnasindaki

kromatinin yeniden modellenmesi surecinde de yer aldigi bildirilmistir (127).

Fare overindeki immun boyama yontemlerimiz, PARP—-1’in kendine
0zgu temporal ve uzaysal ifadesinin oldugunu gostermistir. Poli(ADP-
ribozil)Jasyonun oogenez ve folikilogenez igin 6nemli olup olmadigini
belirlemek igin yapilan bazi c¢alismalarda, 5-AlQ kulllanilarak fare
overlerindeki  poli(ADP-ribozil)Jasyonu in vivo ve in vifro olarak
engellemislerdir (138). Yenidogan overleri primordiyal folikil yoninden
zengindir ve bu durum, baz folikullerin in vitro ortamda gelismesine imkan
saglar (139,140). in vitro ortamdaki olgunlasmanin ilk asamasi, oosit—
granuloza hucre komplekslerini saglamak igin yenidogan overlerinin 10 gune
kadar kulturlenmesini icermektedir. Poli(ADP-ribozil)asyon reaksiyonlarinin
baskilanmasi sonucunda DNA tamirine mani olduk¢a oosit gelisiminin de
sekteye ugrayacagi beklenmisti. Sasirtici sekilde, kultirlenen overlerdeki
poli(ADP-ribozil)asyon sentezi birinci asama esnasinda tamamen
engellenmesine ragmen, yenidogan overlerinin ebat¢ca buyuduklerini ve
kontrollere gore daha geligkin folikul icerdikleri gdzlemlenmigtir. 5 — AlQ’nun
folikdl gelisimi esnasindaki uyarici etkisi de in vivo ortamda de@erlendirilmis
ve elde edilen sonuglar, poli(ADP-ribozil)asyonun 5-AlQ tarafindan
engellenmesinin olgun oositlerin sayisinda belirgin bir artigi uyardigina iligskin

olarak in vitro ortamda elde edilen benzeri bir sonucu dogrulamistir.

PARP — 1 DNA hasari sonrasinda otomatik degisime ugrayarak,
histon H1 ve H2B gibi kromatin yapisinda gevsemeye yol acan ve ¢ekirdekte
yar alan bazi kabul edici (akseptor) proteinlerin poli(ADP-ribozil)asyonu
igslemini katalizledigi bilinmektedir (81). Dolayisiyla, X — 1sin1 capraz
batinleyici (kompleman) proteini — 1 (XRCC1) gibi bazi enzimler, DNA
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tamirinin yuratulmesinde goérev yapar. El Khamisy ve arkadaslari (141)
oksidatif DNA hasarlanmasi sonrasinda XRCC1'in cekirdekteki odaklarinin
batunlugu ve kararhilhigi icin PARP-1'in gerekli oldugunu ve bu odaklarin
olusumunun, poli(ADP-riboz) ile etkilesim aracihdiyla yonetildigini
gostermigler ve PARP-1'in DNA kiriklarinin oldugu yerlerde hizli sekilde
etkinlestiriimesinin, XRCC1'i harekete gecirme yoluyla DNA tamirini
kolaylastirdigina iliskin bir model 6ne surmuslerdir. Genomdaki kararsizlik,
DNA tamiri igin olmadigi durumlarda hucreler ve canli organizmalar igin
olduk¢ca Onemli bir sorun teskil eder. DNA tamiri, gametlerin genom
batanltklerinin korunmasinda oldugu kadar bagska higbir yerde daha fazla bir
onem arzetmemektedir. Dolayisiyla, memelilerdeki oogenez ve folikiilogenez
olaylarinin yarutulebilmesi igin, etkin DNA tamir sistem(ler)inin varhgi

kaginiimazdir.

PARP — 1, ayni zamanda daha oOnceleri tanimlanmayan ve
transkripsiyonel ydnden baskilanmigs olan siki  kromatin yapilarinin
olusumuna katkida bulunan nukleozom baglama o6zelligi gibi bazi daha
karmasik olaylarda da yer aldigina iligkin olarak (14) ve 6zgun noérojenik gen
programlari igin gereken promotore 6zgu duzenlenmis degisim unsuru
olduguna yonelik giderek artan sekilde sorumlu tutulmaktadir. Dolayisiyla
DNA tamir aracihigindaki klasik roline ek olarak, PARP — 1 kromatinin yapisal
bileseni ve kormatin yapisinda i¢sel (intrensek) enzim etkinligine bagli
ayarlayici (modulatér) islevlerine de sahiptir. PARP — 1'in yukarida sayilan
cogul amagh ozellikleri, PARP sinifi enzimlerin ¢ekirdekteki genis dagihminin,
daha fazla kabul géren DNA tamir araciligi rollerinin yani sira, bunlarin gen
etkinlesmesinde ve transkripsiyonunda da iglev gormelerini sagladigi

ongorusune yol agmigtir.

Oogenez ve folikilogenez igin olduk¢ga karmasik bir gen
duzenleniminin gerekmesi ve DNA batunlugunun korunmasina olan ihtiyag,
poli(ADP-ribozil)asyon igleminin ve PARP — 1'in bu surecgte oldukga dnemli
oldugunu duasundurmusta. Tdm bilgiler poli(ADP-ribozil)asyonun folikul

gelisimi boyunca meydana geldigine ve bu olayin, memelilerdeki oogenez ve
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folikilogenezde goérulen gen ekspresyonunun ana duzenleyicisi oldugunu

gOstermekteydi.

Sonug olarak ¢alismamizda degisik yas gruplarinda folikil gelisiminin
her agamasinda oosit ¢ekirdeginde PARP-1 ifadesini tespit ettik. Zaten Poli
(ADP-ribozil)asyonun  klasik olarak DNA tamir mekanizmalarinda,
apoptozisde ve bir¢cok hlcresel islevde rol aldigini biliyorduk. Klasiklesen bu
rollerin disinda yaptigimiz ¢alismada Poli (ADP-ribozil)asyon ve PARP-1’in
oogenezis ve folikilogenezisde anahtar bir rol oynayabilecegini gosterdik.
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OZET
Fare ovaryumunda Poli (ADP-ribozil)asyon Yolu

Poli(ADP-ribozilas)yon islemi, poli(ADP-riboz) polimerazlar (kisaca
PARP) olarak bilinen bir enzim ailesi tarafindan yuarutulen translasyon sonrasi
protein degisimidir. Bu enzimler, bir dizi mono(ADP-ribozil) molekulinun
“akseptdr” proteinlere  tasinimini  gergeklestirir.  PARP  enzimlerinin
cekirdekteki genis dagiliminin, bunlarin daha fazla kabul edilen DNA tamir
aracisi olma rollerinin yani sira, gen ekspresyonunu yonlendirmesine de yol
acabilecegi 6ne surulmustur. Poli (ADP-riboz) sadece hlcrenin yasamsal ve
programli 6lum olaylarini dizenlemekle kalmaz ayni zamanda yeni PARP
uyelerinin bulunmasina bagl olarak artan sayida diger biyolojik iglevleri de
duzenler. Bu iglevler transkripsiyonel duzenlenimi, hicre bolunmesi
esnasinda mitotik ig sekillenmesi ve telomer kohezyonu, hucre igi beslenme

ve enerji metabolizmasini igerir.

Elde ettigimiz sonugclar, poli(ADP-ribozil)asyonun ve o6zellikle de
PARP-1 enziminin oogenez ve folikilogenezde anahtar bir rol oynadigini ve
gen ifadesini duzenlemede, DNA tamirinde ve apoptozisde ayirici bir role
sahip olduklarini gostermektedir. Poli(ADP-ribozil)asyonun oogenez ve
folikilogenezdeki yeni (kesfedilen) islevi, DNA tamir aracilarinin hicresel
gelisim ve farklilasmada oynadiklari (dudstnilen) alternatif role 1sik

tutmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Poli (ADP-riboz);NAD"; Poli (ADP) polimeraz; Parp-1;DNA
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SUMMARY
Poly (ADP-ribosyl)ation Pathway in Mice Ovary

Poly (ADP-ribosyla)tion is a post-translational protein modification
carried out by a family of enzymes referred to as poly(ADP-ribose)
polymerases (PARPs). They catalyze successive transfer of several mono
(ADP-ribosyl) molecules onto “acceptor” proteins. It has been proposed that
the broad nuclear distribution of PARPs may allow them to modulate gene
expression in addition to their more accepted role as DNA repair mediators.
Poly (ADP-ribose) regulates not only cell survival and cell-death
programmes, but also an increasing number of other biological functions with
which novel members of the PARP family have been associated. These
functions include transcriptional regulation, telomere cohesion and mitotic
spindle formation during cell division, intracellular trafficking and energy

metabolism.

Our results demonstrate that poly(ADP-ribosyl)ation, and in particular
PARP-1, are key players in oogenesis and folliculogenesis and that they
have a differential role in regulating gene expression, DNA repair and
apoptosis. The novel function of poly(ADP-ribosyl)ation in oogenesis and
folliculogenesis sheds light on the alternative role that DNA repair mediators

may play in cellular development and differentiation.

Key words: Poly (ADP-ribose);NAD"; Poly (ADP) polymerases; Parp-1; DNA
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