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1. GIRIS

Milattan 6nce 40.000-16.000 yillar arasindaki doneme ait Willendorf
Veniisii tarihte rastlanan ilk infertilite ikonudur. Yunan mitolojisindeki fertilite
tanrilarindan Hipokrat ile Aristo’ya ve oradan da 20. yiizyila kadar dogru bilimsel
yaklagimlara sahip olamayan fertilite/infertilite olgusu ancak bu tarihten sonra
uygun arastirma ve tedavi olanaklarina kavugabilmistir (1).

1934 yilinda Pincus ve Enzmann ilk in vitro fertilizasyon (IVF) deneyini
gerceklestirmis ve memeli oositlerinin canli disinda da dollenebilecegi
gostermistir (2). Bunu izleyen gelismelerin ardindan 1978 yilinda ilk tiip bebek,
1989 yilinda ise ilk Tiirk tiip bebek diinyaya gelmistir.

En sik rastlanilan infertilite nedenleri arasinda spermatogenezis ve
ovulasyonda meydana gelebilen bozukluklar, endometriyozis ve yasla ilgili
problemler bulunmaktadir (1). Normal disi fertilitesinde oositin diizgiin
gelismesine baglidir (3). Embriyoda gelismeye baslayan memeli oositleri, mayoz
boliinmelerine gebeligin 25. haftasindan sonra baslar (3,4). Ancak mayoz, profaz
I’in diploten asamasinda durur ve puberteden menapoza kadar siiren yaklasik 12—
50 yillik bir zaman dilimin icinde, uygun ortam sartlart ve hormonal uyarim
meydana gelirse yeniden devam etmeye baslar. Oositin tekrar mayoza girisi olarak
tanimlanabilen oosit olgunlasmasi (maturasyonu), ovulasyondan hemen Once
gerceklesen ve fertilizasyon igin gerekli olan bir durumdur. Bu asamada oosit
profazdan mayoz II’'nin metafaz asamasina kadar mayoza devam eder ancak bu
noktada boliinme tekrar kesintiye ugrar. Mayoz béliinme bu kez ancak
fertilizasyon gergeklesirse tamamlanabilir (3). Maturasyonunu tamamlamis,
fertilizasyona hazir bir oositin disi iireme kanalindaki Omrii olduk¢a kisa
oldugundan mayozda bekleme ve maturasyonun zamanlamasi ¢ok siki sekilde
diizenlenmelidir (5).

Oosit  maturasyonu ile 1ilgili mekanizmalar halen tam olarak
aydinlatilamadigr icin, bu konuda ortaya cikabilecek yeni bilgiler yalnizca esey

hiicrelerinin boliinmeleri ile ilgili bilinenlerin artmasimi saglamayacak ayni
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zamanda infertil bireylere uygulanan yardimci iireme tekniklerinin ve kiiltiir
ortamlarinin da gelisimine katkida bulunacaktir (3,4,6). Agir hormon yiikleri
alimmas1 gereken geleneksel dogum kontrol yontemlerinde meydana gelen yan
etkiler, yalmzca oosit maturasyonunda gorev alan sinyal yollarina gore
gelistirebilecek  yontemlerle en aza indirgenmis olacaktir. Bu yolla
gerceklestirilebilecek dogum kontrolii, viicutta sadece oositi hedef alarak diger
organlarin islevlerine etki etmeyecektir (7).

Malign tiimorlii hastalarda, tedavi ile yasam siiresi uzatilabiliyor iken
tedavide kullanilan kemoterapi ve abdominal radyoterapi nedeniyle, geri
doniigiimsiiz olarak infertilite meydana gelebilmektedir. IVF ile elde edilip
dondurularak saklanan embriyolar boyle ciftlere cocuk sahibi olma sansi
tanimasina ragmen, IVF icin gerekli olan uzun ve sikintili ovaryan stimiilasyon
protokolii, tedavi siiresini geciktirecektir. Ustelik bu tip stimiilasyonlarda mitoz
arttiran hormonlarin kullanilmasi gerektiginden, kanserin gelisimi hizlandirlarak,
hastanin saglhigin1 daha ¢ok tehlikeye sokacaktir.

Embriyo saklanmasi1 yerine kullanilabilecek oosit saklanmasi, bu gibi
problemlere neden olmayacak daha saglikli bir yontemdir. Ancak sperm ve
embriyo saklanmasinda elde edilen basar1 oosit saklanmasinda saglanamamaistir.
Oositler matiir veya immatiir olarak saklanabilir. Matiir oositlerin zaten kisa olan
yasam siireleri ve dis etkenler ile dondurma/¢cézme islemlerinden kolaylikla
etkilenebilmeleri, matiir oositlerin saklanmasini oldukca giiclestirmektedir. Heniiz
olgunlagsmamis (immatiir) oositlerin saklanmasi burada alternatif olabilir. Bir
alternatif de ovaryum dokusunun dondurularak saklanmasidir. Her iki yontem de
oositlerin in vitro maturasyonunu gerekli kilmaktadir (3,6,8,9). Gelismekte olan
oosite daha iyi bir kiiltiir ortami yaratabilmek de, oositin mikrogevresi ile
sitoplazmik ve niikleer olgunlagsmanin agamalarini anlamaya ve bu konuda yapilan
calismalarin gelisimine dayanmaktadir (10). Bu nedenle, oosit olgunlagmasini,
dollenmeyi ve embriyo gelisimini inceleyen arastirmalar, insan ve hayvanlarda
gerceklestirilen yardimci iireme tekniklerini (YUT) gelistirmek ve anormal
embriyonik gelisimlerdeki nedenleri ortaya ¢ikarmak i¢in de gereklidir (11).

Oosit maturasyonu, oositi mayozda bekleten ve olgunlagsmasini tetikleyen

faktorler arasindaki hassas dengeler sayesinde gerceklesir (3). Maturation
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(Metaphase/Meiosis) Promoting Factor (MPF), mayoz ve mitozda hiicre
boliinmesini tetikleyen anahtar molekiildiir (12). MPF, Protein Kinaz A (PKA)
tarafindan fosforile edilerek inaktif halde tutulmaktadir (5). PKA hiicre i¢i ikincil
mesajct molekiillerden bir olan halkasal (siklik) Adenozin Mono Fosfat (cAMP)
tarafindan aktive edilmektedir (5). cAMP, oosit maturasyonunu diizenlemekte
onemli gorevi olan bir molekiildiir (4). Oosit icindeki yiikksek cAMP diizeyleri
cAMP/PKA/MPF yolu ile maturasyonu engellemektedir (3,4,5,12,13).

Halkasal Niikleotid Fosfodiesterazlar (PDE’ler) halkasal niikleotidlerin
(cAMP ve cGMP) indirgenmesinden sorumlu enzimlerdir (4). cGMP, PDE3A’ya
yiiksek affinite ile baglanir fakat hidrolizasyonu cAMP’ye gore cok yavas
gerceklesir. Bu nedenle cGMP, PDE3A icin inhibitor gibi fonksiyon
gostermektedir (13-19). PDE3’iin ¢cGMP ile baskilanmasi cAMP diizeyini ve
dolayisiyla PKA aktivitesini arttirmaktadir (14,16,18-20).

Hiicrede cesitli fonksiyonlara sahip énemli bir mesajc1 molekiil olan nitrik
oksit (NO), cGMP sentezinden sorumlu olan Guanilil Siklazin (GC) iyi bilinen bir
aktivatoriidiir (19-22). NO sentezini gergeklestiren iic enzimden ikisi (eNOS ve
iNOS) ovaryumlarda sentezlenmektedir ve bunlarin oosit maturasyonunda rol
aldigr diisiiniilmektedir (20-22). Bu konuda yapilan calismalar olaya tam bir
aciklik getiremedigi gibi farkli NO dozlarinin maturasyon iizerinde farkl etkiler
gosterdigi de belirlenmistir (21-23).

Calismamizda, fare oosit hiicre kiiltiirlinde, PDE3A aktivitesini dogrudan
veya dolayl olarak etkileyecek kimyasallar kullanarak, NO’nun maturasyondaki

roliinii belirlemeyi amagladik.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Ovaryum Folikiillerinin Gelisimi (Folikiilogenezis)

Bir ovaryum folikiilii belli hiicre tiplerinden olusan olduk¢a karmasik bir
yapidir (24). Her biri bir oosit iceren folikiiller degisik caplarda, korteksin
stromast i¢ine yayilmis durumdadirlar. Folikiiliin ¢ap1 oositin gelisim durumunu
gosterir. Histolojik olarak gelisim durumlarina gore ii¢ temel tip folikiil bulunur.

¢ Primordiyal folikiiller

¢ Gelismekte olan folikiiller

¢ Olgun (Matiir) folikiiller (Graaf folikiilleri)

Gelismekte olan folikiiller ayrica primer ve sekonder (antral) folikiiller
olarak ikiye ayrilirken primer folikiiller de kendi igerisinde unilaminar (erken)
ve multilaminar (gec¢) primer folikiiller olarak ikiye ayrilir. Bir ovaryumda tiim

tiplerdeki folikiiller ayn1 anda goriilmektedir ancak primordiyal folikiiller en

yaygin olan tiptir (25).
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Sekil 1: Ovaryumun Sematik Yapist (26).
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2.1.1. Primordiyal Folikiiller

Primordiyal esey hiicreleri (PEH) insanin fetal gelisimi sirasinda, 4. haftanin
baslarinda vitellus kesesinin dorsal endoderminde allantoyise yakin bir bolgede
belirir. Embriyonun katlanmasi sirasinda vitellus kesesinin dorsal pargasi embriyo
icerisine dahil olurken PEH’ler arka barsagin dorsal mezenteri boyunca go¢
ederek iirogenital kabartida gonadlar1 olusturacak bolgeye yerlesirler (27). Disi
bireylerde PEH’ler mitozla ¢ogalarak 25. haftada yaklagik 7 milyon oogonyum
meydana getirir. Bu asamada yassi epitel hiicreleri oogumyumlarin ¢evresini tek
tabaka halinde sararak primordiyal folikiilleri olusturur.

Mayoza girmis primer oositlerin biiylikk c¢ogunlugu primer folikiil
olusturamayip atreziye ugrar ve yok olurlar (28). Fetal hayatin besinci ayinda
baslayan atrezi folikiillerin sayisimi logaritmik olarak azaltir. Atrezi baslamadan
once bes milyon civarinda olan oosit sayisi dogumda %20’den de aza iner (25).
Pubertede ise bu rakam 200.000° e kadar inmistir (29). Puberteden itibaren her
menstural siklusta birka¢ adedi geliserek bir tanesi egemen folikiil olup son
asamaya kadar gelisirken digerleri atreziye giderek yavas yavas yok olmaya
devam eder.

Bir kadinin iiretken dénemi siiresince yaklasik 400 oosit bu asamaya kadar
gelip ovulasyonla atilir. Menapozdan sonra geri kalan oositler birka¢ yil iginde
tamamen yok olur (25). Bununla beraber, son yillarda bazi arastirmalar fare
tirlerinde germ hatt1 kok hiicrelerinden yasamin erken yillarinda tekrar germ
hiicresi olusabildigini gostermistir. Baz1 kurbaga tiirlerinde (Xenopus laevis) kok
hiicrelerden, yasam siiresinin cogu boyunca germ hiicresi iiretildigi yoniindeki

kanitlar oldukc¢a kuvvetlidir (3,27).
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Resim 1: Primordiyal ve primer folikiiller (30).

2.1.2. Primer Folikiiller

Puberteden itibaren cesitli faktorlerin etkisiyle oositler ve buna eslik edecek
sekilde folikiil hiicreleri bir biiylime evresine girerler. Biiylimenin ilk sinyali, yassi
folikiil epitel hiicrelerinin kiibige doniismesidir. Bu asamada folikiil tek tabakali
(erken/unilaminar) primer folikiil adini alir. Ilerleyen agamalarda graniiloza
hiicrelerinin ¢ogalmasiyla c¢ok tabakah (ge¢/multilaminar) primer folikiil
meydana gelir. Cogalan folikiil epitel hiicreleri de graniiloza hiicreleri adin1 alir
(6). Folikiil biiyiidiikce korteksin daha derin kisimlarina dogru hareket eder.
Cogalan graniiloza hiicreleri aralarindaki oluklu baglantilar (gap junctionlar)
araciligiyla birbirleriyle temas kurarlar.

Testisten farkli olarak folikiiller icerisinde graniiloza hiicreleri birbirleriyle
siki baglanti olusturmazlar. Boylece kan damarlar ile folikiil sivisi arasinda
madde aligverisi gerceklesebilir. Oosit ve folikiiliin normal gelisimi icin, besin
maddeleri ve sinyal molekiillerinin folikiil sivisina ve graniiloza hiicrelerinin

oluklu baglantilar1 araciliiyla da oosite gecisi zorunludur.
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Graniiloza hiicreleri ¢ogalirken ¢evredeki stroma hiicreleri de folikiilii bag
dokusu bir kilifla sararak teka tabakasimi olusturur. Teka tabakasi gelistikce iki
tabakaya farklilasir. Teka interna adi verilen i¢ tabaka oldukca damarlanmas,
kiibik salgi hiicrelerinden olusur. Bu hiicreler oldukca farklilasarak steroid iireten
hiicreler haline gecerler. Luteinlestirici Hormon (LH) reseptorii tasiyan bu
hiicreler 0Ostrojen Onciilii androjenleri salgilarlar. Teka interna tabakasi,
fibroblastlar, kollajen lifler ve kii¢ilk damarlardan olusan zengin bir dolagim
agiyla tipik bir endokrin organ goriiniimii sergiler. Dista bulunan diger tabaka,
teka eksterna, icerdigi kollajen demetleri ve diiz kaslariyla daha cok bir kapsiil
gorevi goriir. Teka eksterna tabakasi ile ovaryumun stromasi arasindaki sinir tam
olarak belirgin olmamasina ragmen teka interna ile graniiloza tabakas1 arasi sinir,
burada bulunan bazal lamina ile oldukga iyi belirlenmistir (25).

2001 yilinda yapilan bir calismada, oogonyumlarin gevresini saran folikiil
epitel hiicrelerinin, oogonyumlar icin kontrollii bir ¢cevre saglayarak, kan akisiyla

gelebilecek zararli maddelere karsi koruduklar belirlenmistir (28).

Resim 2: Sekonder bir folikiilde teka interna ve eksterna tabakalar1 (30).

Oosit, folikiil gelisimi sirasinda kendi cevresinde, glikozaminoglikan ve
glikoproteinlerden zengin bir membran olan ‘Zona Pellusida’y1 (ZP) olusturur.
ZP; homojen, asidofilik, PAS (+) ve oldukca iyi boyanan jel kivaminda bir yapidir
(25).
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Resim 3: Solda, multilaminar primer bir folikiilde oosit, ZP ve graniiloza hiicreleri 151k
mikroskobik bir kesitte, sagda da ZP ve graniiloza hiicreleri, elektron mikroskou ile elde edilen bir

resimde goriiliiyor (30).

2.1.3. Sekonder (Antral) Folikiil

Biiyiimeye devam eden folikiil icinde sivi dolu bir bosluk (antrum) olusur
(6). Folikiiler antrumu dolduran sivi kan damarlarindan plazmanin sizmasiyla
olusup yerel salgilar ile metabolizma iiriinleri ile modifiye hale gelir (31). Antrum
sivist ~ (likor  folikiili), hiyaluronat, steroidler, biiyiime faktorleri ve
gonadotropinlerden zengindir (32). Boslugun olustugu andan itibaren folikiil
Sekonder (Antral) Folikiill adin1 alir. Bu asamada oositler neredeyse olgun
boyutlarina (~120um) ulasir ve biiyiimeleri durur. Ancak graniiloza hiicreleri
cogalmaya devam eder (6).

Oositin ve folikiiliin gelisimi icin cesitli faktorler gereklidir. Bunlar foliikiil
uyarict hormon (FSH), kalsiyum (Ca®*) iyonlari ve cesitli biiyiime faktorleridir.
Gelisimde etkili biiyiime faktorleri; Epidermal Growth Factor (EGF), insulin-like
growth factor-I (IGF-I) olarak siralanabilir.

Graniiloza tabakasi oositi ¢evreleyen bolge hari¢ her yerde ayni kalinliktadir.
Ekzantrik yerlesim gosteren oosit cevresinde ise graniiloza hiicreleri daha yogun

bir sekilde birikerek bir tepecik olustururlar. Burada kiimiiliis ooforus adimi alan
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graniiloza hiicreleri ovulasyon sonrasina kadar oosit ile birlesik halde kalirlar.
Ovulasyondan sonra korona radyata tabakasi adim alan bu tabaka ile oosit,
aralarindaki oluklu baglantilar araciligiyla siirekli temasta olduklarindan dolay1
birlikte kiimiiliis oosit bileskesi (kompleksi) (COC) olarak adlandirilir (25).
Ovaryumdaki gelisim faktorleriyle belli bir ¢apa ulasip antrum meydana
getiren folikiiller bu asamadan sonra hormonlara bagimli hale gelir ve
gelisimlerine devam edebilmek icin gonadotropinlere ihtiya¢ duyarlar. Yeterli
miktarda hormona maruz kalan folikiiller arasinda meydana gelen seleksiyon
sonucu, (canl tiirtine gore degismekle birlikte) insanlar icin genellikle bir folikiil
baskin hale gelerek gelisimini son asamaya kadar siirdiiriir. Folikiil gelisimi
puberte oncesi ve hamilelik sirasinda da meydana gelir ancak uygun bir hormonal
uyarmm olmadifindan gelisim devam etmez (25,28). Insanlarda preantral bir
folikiilden preovulatuar folikiil olusumuna kadar yaklasik 85 giinliik bir siire

gecer. Farelerde bu 10-12 giin kadardir (29).

Hormon Basunsiz - Hormon Baguah
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Sekil 2: Gelisim halindeki folikiiller. Primer ve preantral folikiillerdeki oositler, izole
edildiklerinde mayoza devam edemezken erken antral donemden itibaren mayoza devam etme
yetenegi kazanirlar. Erken antral doneme kadar oositler hormon bagimsiz olarak gelisirlerken bu
donemden sonra ileri gelisim i¢in FSH’a ihtiya¢ duymaktadirlar (5,29).



20

Resim 4: Sekonder (antral) bir folikiilde oosit, ZP ve graniiloza hiicreleri. Henliz tam

birlegsmemis antrum bosluklar1 (A), graniiloza hiicrelerinin (G) arasinda goriilityor (30).

2.1.4. Preovulatuar (Tersiyer-Olgun) Folikiiller (Graaf Folikiilleri)

Insanlarda, 10 mm veya daha biiyiik bir ¢apa ulasan folikiiller olgun folikiil
olarak adlandirilir. Oldukca biiyiikk olan boyundan dolayr ovaryum korteksinin
kalinlig1 boyunca uzanarak bir miktar da ovaryumun disina dogru ¢ikinti yapar.
Folikiil maksimum boyuna erisirken graniiloza hiicrelerinin mitotik aktiviteleri de
azalmaya baglar. Graniiloza tabakasinin kalinligi azaldik¢a antrum da genisler.
COC’ un, folikiilin geri kalan kismiyla baglantis1 gevseyerek ovulasyona
hazirlanir.

Teka tabakasi daha goze carpar hale gelir. Teka interna hiicrelerinin iginde
lipit damlaciklart birikerek bu hiicrelere tipik steroid sentezleyen hiicre goriiniimii
kazandirir. Insanlarda LH, teka interna hiicrelerinde androjen sentezini tetiklerler.
Ostrojen onciilleri olarak gorev alan androjenler buradan graniiloza hiicrelerin diiz
endoplazmik retikulumlarina (ER) go¢ eder, FSH’in etkisiyle Ostrojenlere
dontigtiriiliirler. Artan Ostrojen seviyeleri graniilozalarin proliferasyonunu ve

dolayistyla da folikiiliin genislemesini arttirir (25).
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Resim 5: Olgun bir folikiil (Graaf folikiilii) (30).

Ovulasyondan yaklasik 24 saat 6nce adenohipofizden LH salinimi tetiklenir.
Kandaki LH hormonu seviyesinde meydana gelen asir yiikselme (pik) sonucu
graniiloza hiicrelerindeki LH reseptorleri hassasiyetlerini kaybeder ve LH’a yanit
olarak daha fazla Ostrojen tiretemezler. Oositin ilk mayotik boliinmesi bu dalga ile
tetiklenerek durakladigi yerden devam etmeye baslar. LH pikinden 12-24 saat
kadar sonra gerceklesen bu olay oositin mayoz I'i tamamlayarak ilk kutup

cisimcigini olusturmasi (maturasyonu-olgunlagmasi) ve ovulasyon ile sonuclanir
(25).
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Sekil 3: Cesitli gelisim asamalarinda ovaryum folikiilleri (30).
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Normalde her menstural siklusta bir ovaryumdaki bir folikiil gelisimini
tamamlar ve icindeki sekonder oositi atar. Her siklusta overler arasinda
dontigiimlii gerceklestirilen bu olay zaman zaman, kendiliginden veya clomiphene
sitrat iceren ilaglar gibi kimi dis faktorler nedeniyle her iki ovaryumda aynm anda

meydana gelebilir. Bu durumda eger fertilizasyon gerceklesirse coklu gebelikler

ortaya ¢ikabilir (25).
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Sekil 4: Sigirlarda, FSH ile folikiillerin gelisimini karsilastiran sematik diyagram. 0-9 arasi
rakamlar 8 saatlik zaman dilimlerini dikey eksen de folikiil capin1 gostermektedir. 6. araliga kadar
hep birlikte gelisen folikiiller buradan sonra bir dominant folikiil gelisimine devam ederken
digerleri atreziye giderek kiictilmektedir (33).

2.2. Ovulasyon

Ovulasyon sekonder oositin Graaf folikiiliinden atilmasi islemidir. Herhangi
bir ovulasyonda atilacak olan folikiil, pek ¢ok primer folikiil arasindan, folikiil
gelisiminin daha ilk giinlerinde belirlenir. Ovulasyon sirasinda oosit, germinal
epitel de dahil tim folikiil duvarin1 gecerek karin bosluguna atilir. Menstural
dongiiniin tam ortast olan 14. giinde gerceklesen ovulasyon birtakim hormonal
degisimlerin ve enzimatik reaksiyonlarin etkisiyle gerceklesir. Bu olaylar1 soyle

siralayabiliriz:
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¢ Glikozaminoglikanlarin, hormonal kontrolle, COC ile graniiloza tabakasi
arasina yerlesmesi

e Folikiil s1ivisinin artan hacmi ve i¢ basinci

e Aktive olan plazminojen aracilifiyla foliikkiil duvarimin enzimatik
proteolizi

® Prostoglandinler tarafindan tetiklenen teka eksternadaki diiz kaslarin
kasilmasi.

Ovulasyondan hemen Once germinal epitelin preovulatuar folikiille temasta
olan kisminda kan akis1 durur. Stigma adi verilen bu kisim bir ¢ikinti yapar,
ardindan catlayarak folikiil iceriginin karin bosluguna dokiilmesine olanak saglar

25).

2.3. Oositin Gelisimi (Oogenezis)

4. hafta baslarindan itibaren, vitellus kesesi endoderminden go¢ ederek gelen
10-100 kadar primordiyal germ hiicresi ameboid hareketlerle, barsak tiipiine,
oradan da mezenter boyunca go¢ ederek heniiz farklilasmamis gonadlardaki
primer seks kordonlar igine yerlesirler. Bu gé¢ ve ardindan gelen proliferasyon,
bir tirozin kinaz reseptorii olan c-kit ile ona baglanan kok hiicre faktorii
tarafindan kontrol edilir. Her iki madde de go¢ sirasinda PEH tarafindan iretilir.
Bu iki faktorden birinin eksikligi PEH agisindan gonad yetersizligi ile sonuglanir.

Primer seks kordonlar1 6. hafta dolaylarinda dejenere olarak yerlerini
sekonder seks kordonlarina birakir. Sekonder kordonlar tarafindan cevrelenen
PEH, mitoz boliinme ile oogonyumlara doniistirler.

Mitozla sayilar1 7 milyona kadar ulasan oogonyumlar, primer oosite
doniigerek mayoz boliinmeye girerler. Profaz I'de crossing over ile kardes
kromatid degisiminin ardindan diplotende uzun yillar siirecek bir duraklama
evresine girerler (32). Mayotik arrest olarak adlandirilan bu evre ovulasyonun
hemen Oncesine kadar tamamlanmaz ki bu 12-50 yil kadar siirebilir. Oositlerin

mayoz I’de bekledigi siire ne kadar uzarsa dis etkenlere maruz kaldig: siire de
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artacagindan sonraki boliinmelerde trizomi 21 (Down Sendromu) gibi aksakliklar
meydana gelme olasilig1 artar.

Puberteden sonra gelismekte olan folikiillerde bulunan oositler, LH
hormonunun salinimindan yaklasik 24-36 saat sonra ilk mayoz boliinmesini
tamamlarlar. Sonrasinda olusan iki kardes hiicreden biri boliinme sirasinda
sitoplazmanin ¢ogunu alarak hacim olarak oldukg¢a biiyiik olan sekonder oositi
digeri de sekonder oosite kiyasla olduk¢a kiiciik olan birinci kutup cisimcigini
olusturur. Primer oosit mayoz I’in tamamlanmasinin hemen ardindan mayoz II’ye
gecer ancak boliinme bu kez de metafaz asamasinda kesintiye ugrar. Mayozun
tamamlanmasi ancak fertilizasyon gerceklesirse olur ve oosit mayoz boliinmesini
tamamlanmus, II. Kutup cisimcigini atmis ovum haline gelir. insanlarda birinci
kutup cismi mayoz boliinmeye devam etmez. Bu nedenle mikroskop altinda, ZP
icinde bir kutup cisimcigi gozlenen oositler maturasyonunu (Mayoz I’1)
tamamlamis, iki kutup cisimcigi gozlenen oositler ise mayoz boliinmesini

tamamlamis dolayisiyla dollenmis oositler olarak kabul edilir (25).
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Sekil 5: Sifir oositlerinin, bilyiime, kapasitasyon ve maturasyon asamalarinin folikiiliin
gelisim durumu ile karsilastirilmasi (33).
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2.4. Oositlerin Simiflandirilmasi

IVF ic¢in kullanilacak oositlerin hangi asamada olduklarinin bilinmesi ¢ok
onemlidir. Oositlere zarar vermeden incelemek i¢in en uygun yontem 151k
mikroskobu ile incelemedir. Buradan elde edilen sonuclar elektron mikroskobu
bulgulariyla da paralellik gostermektedir. Bu sayede hem gerekli inkiibasyon
siiresi belirlenmis olur hem de spermlerle erken inseminasyon ile olusabilecek
maturasyon inhibisyonu onlenebilir. Uygun hormonal uyarimla ovaryumdaki
folikiillerden elde edilebilecek oositler su sekilde siniflandirilabilir.

e immatiir / Profaz I (PI) / GV Oosit': Korona radyata hiicreleri cok kalin
ve yogundur. Korona radyatanin diginda kiimiiliis hiicreleri olmaz veya
kiiciik ve yogun olarak bulunur. GV ve belirgin niikleolus goriiliir. IVF
oncesinde gereken inkiibasyon siireleri uzundur (insanda 4048 saat). Bu
oositler heniiz olgunlasmamustir.

e Ara / Metafaz I (MI) immatiir Oosit: Korona radyata siki ve yogun,
kiimiiliis orta derecede yogundur. Hem GV hem de 1. Kutup cisimcigi
goriilmez. Orta siireli inkiibasyona ihtiya¢ duyar (insanda 15-20 saat).

e Ara/ Metafaz I (MI) Matiir Oosit: Korona radyata 1sinsal ancak sikidir.
Kiimiiliis genis olup yer yer koyuluklar gozlenir. GV ve 1. Kutup cisimcigi
goriilmez. Previtellin aralik (oosit ile ZP arasindaki bosluk) secilebilir.

e Matiir / Metafaz IT (MII) Oosit: Iyi bir embriyo gelisimi ve gebelik oran
icin oositlerin inseminasyon sirasinda bu evrede olmasi gereklidir.
Kiimiiliis genis ve gevsek, korona radyata 1smsaldir. Mikroskopta parlak
olarak goriiliir. I. Kutup cisimcigi se¢ilebilir. Kisa siireli (insanda 3—5 saat)
inkiibasyon Onerilir.

e Hafif Post Matiir Metafaz II (MII) Oosit: Olduk¢a gevsek ve koyulasan
renklerde kiimiiliis ile az sayida korona radyata hiicrelerine sahiptir. Az
sayida spermle fazla bekletilmeden inseminasyon yapilmalidir.

¢ Post (Siir) Matiir Metafaz II (MII) Oosit: Oosit cevresinde cok az hiicre

bulunur. I. kutup cisimcigi gozlenebilir ancak koyu renklidir. Fertilizasyon

" GV, Germinal Vezikiil anlamima gelmektedir. Profaz I’deki oositin ¢ekirdegini ifade eder.
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ve embriyo gelisim oranlar1 bu tip oositlerde diisiik olur. Boyle oositler
fertilizasyonda kullanilmaz veya bir saat i¢inde islemleri yapilir.

e Dejenere (Atretik) Oosit: Mayoz boliinmenin herhangi bir evresinde
olabilirler. I. Kutup cisimcigi bile goriilebilir ancak kiimiiliis-korona
hiicrelerinin goriintimleri degiskendir. Kiimiiliis hiicreleri fragmente, oosit

koyu renkte goriiliir.

Resim 6: Profaz I (PI), Metafaz I (MI) ve Metafaz II (MII) asamalarindaki oositler (34).

Ovaryumlardan yukarida siralananlarin  disinda morfolojileri  diizgiin
olmayan oositler de elde edilebilir. Bu tip oositlerde ZP kalin ya da yer yer kalin,
yer yer ince olabilir veya tiiylii bir goriiniim sergileyebilir. ZP’nin oval oositin
yuvarlak sekilde goriilmesi daha cok oositlerin aspirasyonundan dolay1
gerceklesen bir durumdur. Her ikisinin de oval goziikkmesi ise uyarimdan
kaynaklanan bir anormallige isaret eder. 1. Kutup cisimcigi sitoplazmik
parcaciklara ayrilmis (fragmente polar body) veya oositten fazla miktarda
sitoplazma alarak olmasi gerekenden daha biiyiik durumda bulunabilir. Boliinme
sirasinda diizgiin olmayan organel dagilimlari da koyu renkli bolgelere veya
vakuollere sahip oositlerin meydan gelmesine neden olabilir. Boyle durumlarda
organeller merkezde toplanarak koyu goriinim olusturur veya diiz ER
sarniclarinin bir arada kiimelesmesi vakuollerin olusmasina hatta sitoplazmanin
bir tarafa toplanmasina neden olur. Boyle oositler, embriyo gelisimleri icin uygun

olmay1p andploidi gibi gelisim anomalilerine neden olabilmektedir (1,35).
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2.5. Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiisii (siklusu), iki yavru hiicre olusturmak iizere birbirini
izleyen iki mitoz boliinme arasindaki aralik olarak tanimlanir. Hiicre dongiisii
temelde interfaz ve mitoz olarak ikiye ayrilir. Gy, S, G, olarak ii¢ evreden
(fazdan) olusan interfazin en belirgin olayr hiicre c¢ekirdegindeki DNA’nin iki
katina ¢ikmasidir. G; ve G, fazlari hiicreye boliinme icin gerekli hazirligl yapacak
zamani kazandirir. Hiicre, G; evresinden sonra S fazina girmek yerine Gy adli
farkli bir evreye girip burada uzun siireler boyunca boliinmeden bekleyebilir.
Hiicre dongiisii, belirli kontrol noktalarinda, bir aksaklik olup olmadigi
degerlendirilerek kontrol edilir. Hiicre bir problem saptarsa dongii devam etmez .

Hiicre dongiisiiniin kontrolii iki tip protein tarafindan kontrol edilir, siklinler
ve siklin bagimh (cyclin-dependent) protein kinazlar (Cdk) (32,36). Cdkl,
hiicre boliinme dongiisiiniin (cell division cycle) kisaltmasi olan Cdc ile
isimlendirilen geninin {iriiniidiir. Memelilerde Siklin B, hiicre dongiisiiniin G,
evresinde sentezlenir ve Cdkl ile birleserek kompleks olusturur. Bu kompleks
Maturation (Metaphase/Meiosis) Promoting Factor (MPF), olarak da adlandirilir.
Buna karsilik Cdkl hiicre dongiisiiniin her asamasinda hiicrede mevcuttur
(12,33,37). MPF’ler olustuk¢a Cdkl iki onemli noktadan fosforile olur. 161.
treonin aminoasidinde meydana gelen fosforilasyon CDC1’in aktivasyonunu
saglar. Ikinci fosforilasyon 15. aminoasit tirozinde olur. Omurgalilarda ek olarak
14. treonin aminoasidi de fosforlanir. 14 ve 15. aminoasitler fosforlanmig
haldeyken MPF inaktiftir. Ancak bu aminoasitler defosforile edildiginde siklin /
Cdk1 kompleksi (MPF) aktif hale gelmis olur (37). MPF mayoz ve mitozda hiicre
boliinmesini tetikleyen anahtar molekiildiir (12). MPF bir kez akitve oldugunda M
fazinda meydana gelen pek ¢ok reaksiyonu katalizler. Ornek olarak kromozom
yogunlagsmasi, cekirdek zarmin yikimi, golgi aygitinin fregmentasyonu ve
mayotik ipligin olusumu verilebilir. Siklin B’nin yikimi da yine MPF tarafindan
kontrol edildiginden tekrar inaktif haline geri donebilir (37).

Iki 6nemli siklin-Cdk kompleksi vardir:
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e Gy’de ig goren (baslatici kinaz olarak da bilinen) Gq-siklin kompleksi; S
fazindan onceki kontrol noktasindan sonra aktive olarak, hiicrenin S fazina
girmesini tetikler.

e M-fazi uyarici faktor olarak da bilinen (mitotik) siklin B-Cdk2 kompleksi;
mitozu baglatmak i¢in ¢ok sayida substrati aktive etmek iizere G, fazinda
asama asama olusur. Once hiicreleri bu fazdaki kontrol noktasindan

gecmeye zorlar, ardindan da mitozu baslatir (32,36).
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Sekil 6: Hiicre Dongiisii (30).

2.6. Mayotik Yeterlilik

Oositin mayozu tamamlayabilme yetenegine mayotik yeterlilik (meiotic
competence) adi verilir. Mayotik yeterlilik antrum olusumu sirasinda dereceli
olarak kazanmilir (5,38). Oositler ilk olarak cekirdek zarini parcalayabilecek ve
kromozom yogunlasmasini tamamlayabilecek o©zellikleri, ardindan metafaz I'i
tamamlayacak (33,38) ve son olarak kendisini metafaz II'ye ulastiracak 6zellikleri
kazanirlar (33,39). Mayotik yeterlilik oositin cap1 diger bir deyisle de folikiiliin
bitytikliigiiyle yakin olarak iligkilidir (33). Oosit bir kez mayotik yeterlilige ulasti
m1 mayotik arresti devam ettirmek icin bazi inhibe edici faktorlere ihtiya¢ duyar

(39). Bu faktorler ilerleyen kisimlarda ayrintili olarak incelenecektir.
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2.7. Oosit Olgunlasmasi

Puberteden itibaren kiiciik popiilasyonlar halinde gelisen ovaryum folikiilleri
icinde bulunan oositler, LH etkisiyle maturasyonlarin1 tamamlarlar (3,4,5).

Oosit olgunlagsmas1 cekirdek ve sitoplazmada gerceklesen degisimleri
tanimlamak iizere niikleer ve sitoplazmik olgunlagsma olarak ikiye ayrilabilir.
Niikleer olgunlagsma oosit ¢ekirdeginin GV’den Metafaz II asamasina gecisi
olarak tammlanabilir. Niikleer olgunlagsma; germinal vesikiiliin yikilmasi,
kromozom yogunlasmasi, Metafaz I igciginin olusumu, homolog kromozomlarin
ayrilmasi, ilk kutup cisimciginin atilmasi1 ve metafaz II deki beklemeyi kapsar
(33,40). Sitoplazmik olgunlasma bu sirada meydana gelen ince yap1 diizeyindeki
degisiklikleri tamimlar. Sitoplazmik olgunlagsma dolayli olarak oositin olgun
haldeyken normal fertilizasyon, boliinme ve  blastosist  gelisimini
gerceklestirebilmesini saglar (33).

Olgunlagsmasimi tamamlamis, fertilizasyona hazir bir oositin disi iireme
kanalindaki 6mrii oldukca kisa oldugundan mayozda bekleme ve olgunlagsmanin
zamanlamasi ¢ok siki sekilde diizenlenmelidir (5). Ovaryumdaki oositler, FSH ve
LH folikiil biiyiimesi ve gelisimini uyarip mayozu tetikleyene kadar Mayozun
Profaz I asamasiin diploten evresinde bekler ve bu uyarimdan sonra mayoza

kaldig1 yerden Metafaz II asamasina kadar devam eder (3).

Resim 7: Profaz I’deki bir oosit (solda) ile metafaz II’deki bir oosit (sagda). Mayozu
tamamlamamis oositteki ¢ekirdek (GV) ile ¢ekirdek¢ik ve mayozunu tamamlamig oositin birinci

kutu cisimcigi (polar body) net sekilde goriilityor (41).
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Olgunlagsma sirasinda c¢ekirdek zar1 katlanmaya baslar, zardaki porlar
kaybolur. Cekirdek zar geride kiiciik keseler ve cift katli zar parcaciklar
birakarak hizla ortadan kaybolur (42). Cekirdek¢ik de sitoplazmayla temas eder
etmez ortadan kalkar. Bu olaylar germinal vezikiiliin yikimi (Germinal Vesicle
Breakdown - GVBD) olarak bilinir. GVBD mayozun devam etmeye bagladiginin
gozle goriilebilen ilk sinyalidir (40). Burada rol alan protein Cdk1’dir. Cdkl
aktive oldugunda cekirdek zarinin iskeletini olusturan laminin filamentlerini
dimerlerine bolerek depolimerizasyonunu saglar. Ayrica c¢ekirdek i¢ zarm ve
cekirdek porlarin1 da fosforlayarak c¢ekirdek zarimi kiiciikk parcalar halinde
sitoplazmaya dagilmasim saglar. Kanitlar ¢cekirdek zar1 artiklarinin endoplazmik
retikulum araciligiyla emilip kardes hiicreler arasinda paylastirildigi yoniindedir.
Aym kaderi islevi Cdkl tarafindan durdurularak fragmentasyona giden Golgi
aygit1 da paylasir (37).
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Resim 8: Cekirdek zarindaki laminin molekiillerinin par¢alanmasi. Soldaki resim ¢ekirdek
zarinin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile cekimli resmi. Sag iistte laminin tetramerlerinin
cekirdek zarinda birbirine dik yerlesimi goriiliiyor. Sag alta ise MPF etkisiyle tetramerlerin
dimerlere parcalanmasi resmedilmis (43).
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MPF’nin buradaki bir diger fonksiyonu da kromozomlarin yogunlasmasini
(kondensasyonunu) saglamaktir. Sentez fazinda DNA replikasyonunu takiben
kohezin adli molekiiller kardes kromatidleri birbirine tutturarak bir arada
kalmalarin1 saglar. Hiicre M fazina girdiginde kohezinler sentromer bdlgesi
diginda tiim kromozom boyunca ortadan kaybolarak yerini kondensin ad1 verilen
proteinlere birakir. Kromozomlarin yogunlagmasi tam olarak anlasilamamis
olmasina ragmen kondensinlerin bunda anahtar rol oynadiklari bilinmektedir.
MPF aktive oldugunda kondensinleri fosforlayarak aktif hale getirir. Bu olaylar
sonucu kromozomlar yogunlagarak kisalir ve metafaz plaginda yerini alir (37).

MPF’nin ayrica kromatin iplikleri olusturan ve DNA’nin paketlenmesinde
gorev alan temel proteinlerden histonlarin fonksiyonunda da etkisi vardir. Histon
H1, MPF tarafindan fosforillenebilmektedir. H1’in de hiicre boliinmesinde

kromozom yogunlagsmasinda gorev aldigina inanilmaktadir (44).

Mitotic
chromosomes G, chromosomes

Resim 9: Yogunlasmis (mitotik) kromozomlar ile G; evresindeki yogunlagmamis

kromozomlarin karsilastirilmasi (43).

tetikler. Profazin basinda Cdk1’in aktivasyonu, S fazinda DNA gibi duplike olmus

sentrozomlarin birbirinden ayrilmasini saglar. Maturasyon sirasinda kutuplara goc
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eden sentrozomlar bir yandan da igcik olusumunda gerekli beta-tubulin ve diger
proteinleri diizenler. Mikrotiibiil yikim hiz1 mitoz sirasinda yaklasik 5-10 kez
artarken sentrozomlardaki mikrotiibiil sayis1 da artar. Bu nedenle interfaza gore
daha ince ve ¢ok sayida, radyal dizilimli mikrotiibiiller meydana gelir. Bu islemler
Cdkl ile Aurora ve Polo benzeri kinazlar tarafindan saglanir. GVBD, bazi
mikrotiibiillerin kromozomlarin kinetekorlarina tutunmalarinm saglar.

Kromozomlar metafaz plaginda tam olarak ayni diizleme gelene dek
mikrotiibiillerce ileri geri ¢ekilerek hizalanir. Kromozomlarin dizilimi bu
asamadaki bir kontrol noktasinda kontrol edilir. Homolog kromozomlarin
ayrilmasi ve kutuplara go¢ii anafaz I sirasinda gerceklesir. Mikrotiibiiller homolog
kromozomlara baglanarak birbirinden ayirir. Her kromozom ciftinden biri bir
yavru hiicreye gider. Kardes kromatidler ise birbiriyle birlesik durumlarini
suirdiiriir (37).

Telofaz I’de kromozomlar her iki kutupta ve cekirdek zariyla cevreli
durumdadir. ikinci mitotik boliinme kromozom replikasyonu olmadan hizli bir
sekilde gerceklesir ve oosit Metafaz II'ye ulagir. Burada oosit tekrar beklemeye
gecer. Bu bekleme asamasina da Metafaz 11 (MII) arrest adi verilir. Mayozun
tamamlanmas1 ancak fertilizasyon gerceklesirse miimkiin olur. Mayoz
tamamlandiginda ikinci polar cisimcik atilir, disi proniikleusu erkek proniikleus
ile birlesmeye hazir hale gelir (25).

Niikleer olgunlasma meydana gelirken aym1 anda sitoplazmada da
degisiklikler meydana gelmektedir. Bu degisiklikler oositi fertilizasyona hazirlar.
Sitoplazmik maturasyonda meydana gelen degisikliklere O©rnek olarak
fertilizasyondan sonra baska spermlerin oosit plazma zarma (oolemmaya)
baglanmasim1 onleyecek kortikal graniillerin sentezi ve perifere dogru gocii
verilebilir (1,45). Ayrica RNA ve protein sentezi icin GER ve serbest ribozom
sayilar1 artar. Artan golgi miktarlariyla birlikte sitoplazmanin viskozitesi de
yiikselir. Telofaz evresinde viskozite tekrar diiserken islevleri biten sentriyoller de
ortadan kaybolur (1). Sitoplazmik olgunlasma degerlendirirken kiimiiliis
hiicrelerinin ekspansiyonu, kutup cisimciginin atilimi ve perivitellin araligin artisi

gibi morfolojik parametreleri de hesaba katmak gerekmektedir (33).
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Condensed

Resim 10: Sigir oositlerinde niikleer maturasyonun agamalari (46).

Tablo 1: Sigir oositlerinde niikleer maturasyonun asamalari (a-f arasi harfler
yukaridaki resimleri belirtmektedir) (46).

Fotograf Asama Saat

a Germinal vezikiil (GV) 0-6,6
Germinal vezikiiliin yikimi1 (GVBD) 6.6-8,0

b Yogunlagmis kromozomlar 8.0-10,3
C Metafaz I (M I) 10.3-15,4
d Anafaz I (A D) 15.4-16,6
e Telofaz I (T I) 16.6-18,0
f Metafaz II (MII) oosit ve kutup cisimcigi  18.0-24,0

Gonadotropinle indiiklenmis maturasyonda, oositle cevresindeki kiimiiliis
hiicreleri arasinda bulunan oluklu baglantilarin sayis1 azalir. Ayn sirada kiimiiliis
hiicreleri genisleme (expansion) gosterir ve hiyaluronik asit (HA) sentezler. Bu
olaylar in vitro sartlarda, hormonal uyarimin ardindan 3. saatte baslatip 5-18.
saatlere kadar siirebilmektedir. Hormonal uyarim yapilmayan maturasyonlarda
HA oraninin ancak %10’larda kaldig1 ve kiimiiliis genislemesinin gerceklesmedigi

goriilmiistiir (47).



34

Compact cumulus cells Expanded cumulus cells o

Resim 11: Tki farkli kiimiiliis oosit kompleksi (COC). Solda immatiir (Profaz I) bir oosit,
cevresine sikica yerlesmis kiimiiliis hiicreleriyle birlikte goriiliiyor. Sagda ise maturasyonun

tamamlamus, kiimiiliis hiicreleri genislemis bir COC goriiliiyor (46).

2.8. Metafaz II Arrest

Diplotende beklemekte olan oositlerin hormonlarla uyarimi 6ncelikle
Cdk1’in aktivasyonunu tetikler. Uyarilan MPF, gorevlerini yerine getirip mayoz I
tamamlandiginda fonksiyonlarinda bir miktar azalma olur ancak mitozdakinin
aksine tamamen kaybetmez. Sitoplazma bdliinmesinin (sitokinezin) ardindan
Cdk1 aktivitesinde yeniden artis olur ve oosit metafaz II’de bekledigi siirece
yiiksek kalir (37).

Oositin metafaz 1I’de beklemesinden sorumlu molekiil ilk olarak Yoshio
Masui ve Clement Markert tarafindan 1971°de tesadiifen kesfedilmistir. MPF
izerine calisan Masui, GVBD’yi tamamlamig oositten bir miktar sitoplazmay1
cekerek boliinmekte olan embriyonun blastomerlerinden birine transfer etmisler,
Ancak enjeksiyon sonucunda, enjeksiyon yapilmayan blastomerlerin normal
sekilde boliindiiklerini, sitoplazma enjekte edilen blastomerin ise boliinmeye
devam etmeyip metafaz asamasinda kaldigim gozlemlemisler.

Deneyleri bu kez de GVBD gerceklesmemis oositlerden aldiklar
sitoplazmayla tekrarlayan ekip enjeksiyon yapilan blastomerin de yapilmayanlar
gibi diizgiin sekilde boliindiigiinii tespit etmislerdir. Boylece arastirmacilar

metafaz II (MII) asamasindaki oositlerin boliinmesini durduran inhibe edici bir
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faktor bulundugunu ortaya koymuslardir. Cyto-Static Factor (CSF) ad1 verilen bu
faktoriin oosit mayoz bolinmesinin degisik zamanlarinda tekrar edilmesiyle
arastirmacilar, CSF’nin oosit metafaz I (MI) asamasindan sonra ortaya ¢iktigini,
zamanla giderek artarak oosit matiir halde durdukca yiiksek seviyelerde
bulunmaya devam ettigini ortaya koymuslardir. CSF miktar1 ancak fertilizasyon
gerceklestikten hemen sonra diismektedir. Deneyi bu kez de ¢ekirdegi ¢ikartilmig
oositlerde gerceklestiren Masui ve ark. aym sonuglarn elde ettiklerinden CSF

aktivitesinin ¢ekirdekten bagimsiz oldugunu belirtmislerdir (48).
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Sekil 7: MPF ve CSF aktiviteleri. Matiir bir oositin sitoplazmasinin, immatiir bir oosite
veya gelismekte olan iki hiicreli bir embriyodaki blastomerlerden birine transferi, sitoplazmay1
alan hiicrenin MII asamasinda kalmasimi saglar. Sitoplazma alinan oositin ¢ekirdekli veya
cekirdeksiz olmasi durumunda sonucun degismemesi, MPF ve CSF’nin cekirdekten bagimsiz
tiretildigini gostermektedir (48).
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Sekil 8: MPF ve CSF aktivitelerinin oosit maturasyonu, yumurta aktivasyonu ve erken
boliinme asamalarindaki miktarlar: (48).
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Daha yakin zamanlarda yapilan caligmalar CSF’nin temel bilesenlerden
birinin Mos olarak bilinen bir serin/threonin kinaz oldugunu gostermistir. Mos’un
ozellikle mayoz I’in bitisine yakin sentezlendigi ve metafaz [-anafaz gecisi ile
metafaz II arrestinde Cdkl/siklin B aktivitesinin korunmasi i¢in gerekli oldugu
ortaya koyulmustur.

Mos, hiicre sinyal mekanizmalarinda merkezi rol oynayan MAP kinaz
yolunu aktive ederek fonksiyon gostermektedir. Sinyal yolundaki proteinler Mos
2> MEK > ERK > Rsk seklinde siralanmaktadir. Rsk, iki yoldan MPF
aktivitesini koruyarak fonksiyon gostermektedir. Bunlar; siklin B sentezinin
uyarimi, ve siklin B yikiminin engellenmesidir. Ikinci fonksiyonunu, anafaz
tetikleyici bir protein kompleksi olan Mad/Bub proteinlerini, M faz1 mayotik igcik
kontrol noktasinda gerceklesene benzer sekilde inhibe ederek yerine
getirmektedir. Boylece oosit metafaz II’den anafaz asamasina gecemez. Bu
asamadaki oositler fertilizasyonu bekleyerek birka¢ giin boyunca yasamini devam

ettirebilir (37).

2.9. Olgunlasmada Etkili Mekanizmalar

Oosit maturasyonu, pek cok hiicre i¢i ve hiicre dis1 faktoriin etkilesimiyle
meydan gelen olduk¢a karmasik bir mekanizmadir. Bu, oositi mayozda bekleten
ve olgunlagmasini tetikleyen faktorler arasindaki hassas dengeler sayesinde

gerceklesmektedir (3). Bu faktorler asagida ayritili olarak aciklanmaktadir.

2.9.1. MPF

Maturasyonda en etkili molekiil olan MPF, ilk olarak 1971 yilinda Yale

Universitesi’'nden Yoshio Masui ve Clement Markert tarafindan kesfedilmistir.
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Onceki calismalarinda progesteronun kurbaga oositlerine disardan verildiginde
maturasyonu baglattigim1 ancak oosit igine enjekte edildiginde aym etkiyi
yaratmadigin gozlemleyen arastirmacilar, progesteronun yalnizca hiicre yiizeyine
yakin bolgede taninabilecegi sonucunu ¢ikarmislardir. Bunun da hiicre iginde bir
sinyal yaratabilecegi fikrinden yola ¢ikan Masui ve arkadaslari, progesteronla
muamele edilmis matiir oositlerden aldiklar1 10-20ul kadar sitoplazmay1 heniiz
olgunlagsmamis kurbaga oositlerine enjekte etmislerdir. Sonug olarak sitoplazmay1
alan oositin  bir hormon muamelesi olmadan maturasyona gittigini
gozlemlemislerdir. Boylece sitoplazmada, hormonal uyarimdan sonra
maturasyonu baglatan bir faktdr oldugunu ortaya koyan arastirmacilar bunu
Maturasyon Uyarica Faktor (Maturation Promoting Factor - MPF) adim
vermislerdir. (37,48)

Birkag¢ yil sonrasinda MPF Xenopus cinsi kurbagalarda da bulunmus ancak
1976’dan sonra c¢esitli tiirlerden amfibi olmayan canlilarda da varlig
gosterilebilmistir  (48). Daha sonraki c¢alismalar MPF’nin yalmz iireme
hiicrelerinde degil somatik hiicrelerde de bulundugunu ve Gp-M gecisini
tetikledigini ortaya koymustur. Buna gore MPF, M fazinda genel bir diizenleyici

olarak rol oynamaktadir (37).

INJECTION OF
CYTOPLASM FROM
MATURE MIl OOCYTE

NUCLEAR
MATURATION

Pl OOCYTE MIl OOCYTE

Sekil 9: Tmmatiir bir oosite sitoplazma enjeksiyonu. Matiir bir oositten sitoplazma alan

immatiir oosit maturasyonunu tamamlayarak MII asamasina geciyor (44)

Giiniimiizde MPF’nin, Cdkl ve Siklin B molekiillerinin birlesmesinden
meydana geldigi bilinmektedir. Ayrintili caligmalar, her iki molekiiliin de genis
bir protein ailesinin iiyeleri oldugunu, farkl siklinler ve Cdk1 iligkili kinazlarin da

farkli tiirlerin farkli hiicrelerde ve hiicre dongiisiiniin degisik asamalarinda MPF
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ile analog fonksiyon gosterdiklerini ortaya koymustur. Bu nedenle MPF daha
sonra M fazi uyarici faktor olarak isimlendirilmistir (37).

Gelismekte olan preantral bir folikiilde heniiz oosit icinde yeterli miktarda
aktif MPF bulunmadigl icin mayotik yeterlilige ulasamadigindan diploten
asamasinda beklemektedir (49). Oositin mayotik yeterlilik kazanmas1 CDKI1 ve
siklin gibi maturasyon tetikleyici proteinlerin miktarlarinin esik degerlerinin
tizerine ¢cikmasini saglar. Boyle bir oosit matiir hale gegebilecek potansiyele sahip
olmasina ragmen LH piki olusuncaya kadar profaz I’de beklemeye devam

etmektedir. Bunun i¢in de MPF’nin inaktif halde tutulmasi gerekmektedir (5).

2.9.2. PKA

1970’lerde pek cok canli tiiriinde GVBD i¢in yeni protein sentezine hatta
sentezi baglatacak bir molekiile bile gerek olmadigr gosterilmis, MPF’nin
aktivitesinin mevcut proteinlerin modifikasyonu sonucu degistigi  fikri
benimsenmistir (48). 1977 yilinda Maller ve Krebs, PKA’nin spesifik bir
inhibitoriiniin  GVBD’yi tetikledigini belirleyerek PKA’nin maturasyondaki
roliinii ortaya ¢ikarmiglardir. Daha sonraki ¢alismalar, PKA’nin MPF nin inaktif
halde tutulmasinda dolayli yoldan etkileri oldugunu gostermistir (48). Giiniimiizde
MPF aktivitesinin, protein kinaz A (PKA) tarafindan, kontrol edildigi
bilinmektedir (5,32,48).

PKA, tam olarak belirlenememis birtakim asamalardan sonra fosfataz
CDC25 ve kinaz WEEI/MYT1 aktivitelerini diizenler (5). Bu molekiillerden
CDC25, CDK1’in 14 ve 15. aminoasitlerini defosforile ederken WEE1/MYT]1,
fosforile eder. Bagka bir deyisle WEE1/MYT1 aktif iken MPF inaktif haldedir;
oosit mayozu siirdiiremez (mayotik arrest). Cdc25b aktif halde iken MPF aktiftir;

oosit mayoza devam eder (5,37).
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Sekil 10: Protein Kinaz A’nin MPF’ye etki mekanizmalar1 (Hakan DARICI, 2007).

Lincoln ve arkadaslart CDC25b geni bulunmayan farelerin maturasyonu
devam ettiremedigi gozlemleyerek bu fosfatazin Onemini belirtmislerdir.
WEE1/MYT! icin benzer knockout ¢alismalar heniiz yapilmamustir (5).

[k kez 1968 yilinda Walsh ve Krebs tarafindan kesfedilen Protein kinaz A
(A kinaz) inaktif halde iki katalitik ve iki regiilator alt {initeden olusan tetramer
yapida bir molekiildiir. Uzerinde halkasal adenozin mono fosfat (cAMP)
molekiilleri icin dort adet baglanma bolgesi icerir (37,50). Regiilator bolgelere
ikiser adet cAMP baglanmasi PKA’nin yapisini1 degistirerek katalitik ve regiilator
bolgelerin birbirinden ayrilmasina neden olur. Katalitik bolgeler ATP’den bir

fosfat kopararak hedef proteinin serin veya threonin rezidiilerini, fosforlar (5,33).

cyclic AMP

WA
L)
inactive
A-kinase l—‘ +

it

regulatory inactive complex of
subunit catalytic cyclic AMP and TN
subunit regulatory subunits active catalytic
subunits

e ;
7T Gt

Sekil 11: PKA’nin aktivasyonu. 4 adet cAMP molekiilii, inaktif haldeki PKA’ya baglanip
katalitik ve regiilator bolgeleri birbirinden ayirarak PKA’nin aktif hale gelmesine yol agiyor (50).
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PKA tetramer
yapisindayken katalitik
ve regiilator bolgeler
bir arada bulunuyor.

Katalitik ve regiilator
bolgeler birbirinden

ayrilmis durumda. ‘%’ - |

Resim 12: PKA’ya cAMP baglanmasi sonucu yapisinda meydana gelen degisiklik (51).
2.9.3. cAMP

cAMP, oosit olgunlagsmasini diizenleyen anahtar molekiildiir (4). 1958
yilinda Sutherland tarafindan, hormonal uyarimin ardindan islev goren ikinci
mesajci olarak gorev aldigr belirlenmistir. cAMP, {i¢ farkli mekanizma ile hiicre
ici reaksiyonlan diizenlemektedir. Bunlar su sekilde siralanabilir:

1. cAMP bagimh protein kinazi (PKA) aktive ederek baska hedef bir
proteinin aktivitesini diizenleyebilir.

2. PKA araciligiyla cAMP yanit elementi (cAMP respons element, CRE) adli
protein ile etkilesip spesifik bir genin transkripsiyonunu baslatarak,

3. Direkt olarak iyon kanallarini agip kapatarak (37,52).
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Sekil 12: cAMP’nin 2 ve 3 boyutlu yapisi (53,54).

cAMP’nin sentezinde hammadde olarak ATP kullanilmaktadir. Bunun i¢in

ATP’den adenilil siklaz (AC) enzimi araciligiyla iki fosfat koparilir ve geride

kalan fosfat, riboz halkasinin 3. ve 5. karbon atomlarina halkasal bir sekilde

baglanir (50). cAMP, goérevini tamamladiktan sonra hizla ortadan kaldirilir.

Burada gorevli

enzimlere halkasal AMP fosfodiesterazlari

(PDE) adi

verilmektedir. PDE’ler cAMP’nin 3. karbon atomundaki bagi hidrolizleyerek

biyolojik inaktif formu 5’-monofosfata (5’-AMP) doniistiirmektedir (55).
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Sekil 13: ATP’den cAMP sentezi ve 28P nin AMP’ye doniistiiriilmesi A (50) B (56).
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cAMP’nin maturasyon iizerine etkisinde en 6nemli rolii PKA oynamaktadir
(5). PKA, ATP’nin en ucundaki fosfatin, hedef proteindeki serin, treonin veya
tirozin rezidiilerine transferini katalizler. Fosfatin (P) hedef proteine kovalent

baglanmasi o proteinin aktivitesini diizenler (57).

Yiiksek cAMP diizeyleri PKA’y1 aktif (regiilatérden bagimsiz) halde tutarak
tam olarak bilinmeyen bazi proteinlerin fosfatlanmasini saglamaktadir (49). Bu
mekanizma sonucu WEEI/MYT1 ve Cdc25 proteinlerinin fonksiyonlari
diizenlenerek MPF inaktif halde tutulmaktadir (5).

Oosit ici yilksek cAMP diizeylerinin fare oositlerinde maturasyonu
engelledigi ilk olarak 1974 yilinda Cho ve arkadaslan tarafindan kesfedilmis,
daha sonra denizyildizi, Xenopus ve diger memeli tiirlerinde de aymi etki
gozlenmistir (58,49). 1983 yilinda, Bornslaeger ve Schultz, oosit icindeki cAMP
diizeyleri yiiksek tutularak maturasyonun engellenebilecegini gostermistir (58).

Hiicre zarindan gecebilen cAMP tiirevleri dibiitiril cAMP (dbcAMP) veya 8-
bromo—39,59-cAMP (8-Br-cAMP) medyuma eklendiginde mayozun devam
etmesi engellenmektedir (55). cAMP diizeylerini arttiracak farmakolojik ajanlarin
kiiltiir ortamina verilmesiyle de benzer bulgular raporlanmistir (49). Buna yonelik
calismalarda, oositler, adenilil siklaz iiretiminden sorumlu enzim AC aktivatorii
forskolin iceren medyumda bekletilerek hiicre ici cAMP oranim1 5-10 kat
arttinlmis ve oositin maturasyona devam etmedigi gozlenmistir (59). cAMP
yikimindan sorumlu enzim PDE3A’y1 inhibe edici isobutylmethyixanthine (IBMX)
kiiltiir medyumuna eklendiginde de ayn1 sonuglar elde edilmistir (58).

PKI olarak bilinen protein kinaz inhibitoriiniin veya PKA’nin katalitik alt
tinitelerinin oositlere enjeksiyonu ile gerceklestirilen klasik c¢aligmalar da
cAMP’nin PKA ile etkilesimi sonucu maturasyonu diizenlemesiyle ilgili verileri
desteklemektedir (49).

Folikiil gelisiminin erken donemlerinden itibaren oosit ve cevresindeki
somatik hiicreler (graniiloza hiicreleri), aralarindaki oluklu baglantilar sayesinde
birbirleriyle yakin iliski icerisinde bulunmaktadir (60). Oluklu baglantilar;
kiimiiliis hiicrelerini birbirleriyle ve en icteki kiimiiliis tabakasin1 da oositin hiicre
zartyla (oolemma) baglayarak, sinyal molekiilleri ve besin maddeleri gibi kiiciik

molekiillerin transferine izin vermektedirler (47,60).
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Mayotik arrest siiresince yiiksek olan cAMP diizeylerinin maturasyonun
erken donemlerinde diistiigii bilinmektedir (5). Memelilerde maturasyonun, oosite
sik1 sikiya bagh kiimiiliis hiicrelerinin oosit ¢evresinden uzaklastirilmasiyla da
kendiliginden tetiklendigi bilinmektedir (47,61,62). Bu nedenle, uzun siire
boyunca cAMP’nin, cevredeki graniiloza hiicrelerinden, oluklu baglantilar (gap
junctionlar) aracilifiyla oosite aktarildigi diisiincesi benimsenmistir (5,59). Bu
diisiinceyi destekleyen bir diger olgu da maturasyon sirasinda kiimiiliis hiicreleri
ile oosit arasindaki baglantilarin sayisinin azalmasidir (47). Bu bulgudan kdken
alan bir diisiince, LH’1n oosit ile kiimiiliis hiicreleri arasindaki oluklu baglantilart
kopararak oosite cAMP gecisini Onledigi ve diisen cAMP seviyelerinin
maturasyonu baslattig1 seklindeydi (63). Fakat baglantilarin maturasyondan sonra
yine de devam ettigine dair bulgular da mevcuttur (61). 2002 yilinda Webb ve
arkadaslann yaptiklar1 bir arastirmada cAMP seviyesini Olgmek icin florasan
boyalarla isaretli PKA kullanmislardir. PKA’nin katalitik alt {initelerini
fluorescein ile regiilator alt tinitelerini de rhodamine ile isaretleyen arastirmacilar
iki boyanin 1s51ma miktarindaki degisiklikleri kiyaslayarak PKA’nin biitiin halde
olup olmadigin1 dolayisiyla cAMP’nin ortamda bulunarak PKA’ya baglanma
oranimi incelemislerdir. Daha o6nceki calismalarda cAMP oranim1 6lgcmede hep
radioimmunoassay (RIA) metodunu kullanmistir. Aragtirmada RIA’da Ol¢tiim
yapilirken PDE’lerin inhibe edilmesi gerektiginden sonuclarin tam olarak gercegi
yansitmayabilecegi, kendi Ol¢iim yontemlerinin PDE’den bagimsiz oldugu igin
daha dogru sonuglar verecegi vurgulanmistir. Calisma sonucunda FSH’mn oosit
cAMP seviyesinde artisa neden oldugu, bu artisin, ortamda oluklu baglantilart
bloklayan carbenoxolon varken gerceklesmedigini ortaya konulmustur. Ayrica
PKA’nin lokalizasyonu incelenmis ve cAMP ile aktivasyonundan sonra regiilator
bolge oldugu yerde kalirken katalitik bolgenin sitoplazma ve GV’ye dogru difiize
oldugu belirlenmistir. Fakat cAMP’nin kaynaginin yalnizca kiimiiliis hiicreleri
olmadig1 da belirtilmektedir. Ciinkii graniilozalardaki FSH kaynakli cAMP artist
oositte ancak birka¢ dakika sonra gerceklesmekte ve artisin miktar1 arada gecen
sireden bagimsiz olmaktadir. Bu sonuglar cAMP’nin oluklu baglantilardan
gecisinin oositi ici yiiksek diizeylerini agiklamaya yetmeyecegini ancak oluklu

baglantilarin yine de cAMP diizeylerine etkisi oldugunu ortaya koymustur.
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Arastirmacilar elde edilen sonuglara gore, kiimiiliis hiicrelerinin ¢cAMP’nin
arttirnllmasi i¢in uyarici bir sinyal yollayabilecegini ve maturasyonda bu sinyalin

inhibe ediliyor olabilecegini belirtmiglerdir (63).

2.9.4. Adenilil Siklaz

Kaynag1 hangi hiicre olursa olsun, cAMP iiretimi hiicre membranina bagl,
adenilil siklaz (AC) adi verilen bir enzim tarafindan saglanmaktadir.
Omurgalilarda yaklasik 1100 aminoasitten iceren AC, her birinde alt1 segment
bulunan iki transmembran bolge ile birbirine benzer iki sitoplazmik katalitik

tiniteden olugmaktadir (50).

™ gatalytic
domains

Sekil 14: Adenilil siklazin yapis1 (50).

Bilinen 10 farkli AC formu bulunmaktadir. Sigirlarda yapilan bir ¢alisma
bunlardan AC 1 izoformunun yalniz kiimiiliis hiicrelerinde AC 8’in yalniz mural
graniiloza hiicrelerinde, AC 3, 4, 6 ve 9’un ise her iki tip hiicrede de bulundugunu
gostermigstir (13). Fare ve sicanlarda yapilan analizlere gore de oositlerde; ACI1,
AC3 ve ACY izoformlarinin mevcut oldugu; genetik olarak AC3 izoformundan
yoksun farelerde oositlerin ovaryum folikiilleri i¢indeyken bile maturasyona
gittigi gozlemlenmistir (5).

cAMP’nin cevredeki kiimiiliis hiicrelerinden oosite gecmekte oldugu

hipotezine alternatif olarak gelistirilen baska bir teori de oositin kendi cAMP’sini
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kendisinin iirettigidir. Bu teoriye gore oosit, plazma membraninda bulunan bir G
protein reseptOrii, bu reseptor araciligiyla aktive edilen G proteini ve G
proteinince aktive edilen AC’yi kullanarak cAMP sentezlemektedir. Dayanak
olarak da oositin iiretim icin gerekli olan tiim bilesenlere (G proteini, G protein
reseptorii, AC) sahip olmasit gosterilmektedir. Ayrica, izole oositlerin AC
aktivatorii forskolin ile kiiltiire edilmesi sonucunda GVBD’nin gecikmesi ve yine
izole oositlerde PDE inhibitorii IBMX ile kiiltiirlin oosit i¢ci cAMP diizeyinde
artisa neden oldugu gosterilmektedir (5,15,58,62,64-68).

2.9.5. G proteinleri

1970’lerde Rodbell ve arkadaslart GTP’nin adenilil siklazin aktivasyonu i¢in
gerekli oldugunu belirlemislerdir. Bu bulus, guanin niikleotidi baglayici proteinin
(kisaca G proteini) bu aktivasyonda araci oldugunun kesfedilmesine yol agmistir.
O zamandan beri G proteinlerinin, ¢esitli hiicre i¢i hedef molekiillerinin hiicre dis1
sinyallere cevabini diizenleyerek pek cok fizyolojik olayda baglatic1 veya bitirici
fonksiyonlar1 oldugu ortaya konmustur (37).

G proteinleri a, f ve y olarak 3 alt birimden olugmaktadir. Diger guanin
baglayic1 proteinlerle karistirilmamalan igcin ¢ogunlukla heterotrimerik G
proteinleri olarak adlandirilirlar. Ras gibi GTP iliskili proteinler monomerik G
proteinleri olarak isimlendirilmektedir.

G proteinin o alt iinitesi, guanin niikleotidini baglayarak G proteininin
aktivitesini diizenler. Dinlenme durumunda o, B ve vy initeleri bir arada
bulunmakta, o alt iinitesine bir adet de guanozin difosfat (GDP) molekiilii
baglidir. G protein reseptOriine yapilan bir uyarim reseptoriin proteini uyarmasina,
a alt tinitesinin de GDP’yi birakarak yerine GTP baglamasina yol agar. Boylece
aktive olan a,  ve y’dan ayrilir. Hem ayrilan GTP-a kompleksi hem be bir arada
kalan By kompleksi farkli reaksiyonlar1 baslatabilme yetenegindedir. Gorevini
tamamlayan a alt iinitesindeki GTP, GDP’ye doniistiirillerek o’nin tekrar By ile

kompleks olusturmasi saglanir (37,50).
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Resim 13: G proteininin bir ligand araciligiyla uyarilmasi (69).

0 Q 4{% NH, o o o 4‘/8\\\/)\ NH,
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OH OH OH OH
Sekil 15: GDP ve GTP’nin biyokimyasal yapisi (70,71).

Memeli genomunda a icin 20, B i¢in 5 ve y igin 12 farkli tip belirlenmistir.
Bu cesitlilik sayesinde G proteinleri degisik hiicre i¢i fonksiyonlart kontrol
edebilmektedirler. Ornek olarak epinefrin reseptoriine baghh G proteini G
(Gstimulatory)  Olarak isimlendirilmektedir c¢ilinkii o alt lnitesi AC’yi aktive
edebilmektedir. G; (Ginnibitory) Olarak adlandirilan G proteini de AC’yi inhibe
ederek hiicre ici cAMP miktarin1 diisiirebilmektedir. Bunu hem o; alt {initesiyle
AC’yi inhibe ederek hem de Py alt tniteleriyle sitoplazmadaki serbest oy alt
tinitelerine baglanip etkisizlestirerek gerceklestirir. Benzer sekilde iyon kanallarini

acip kapatan G proteini tipleri de bulunmaktadir (37,72).
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Tablo 2: Temel G protein aileleri (72).

Aile Uyeler al? Ii‘iE:fi::e Fonksiyonu
I Gs o Adenilil siklaz1 ve Ca®* kanalim aktive eder
] a Adenilil siklaz1 inhibe eder
o By K+ kanalini aktive eder
I By K-;kanahm a.kti\./e eder,
Go Ca™ kanalini inhibe eder
o ve By Fosfolipaz C-B’y1 aktive eder
Gt o halkasal GMP fosfodiesterazi aktive eder
I Gq a Fosfolipaz C-B’y1 aktive eder

Oosit icinde yiiksek diizeylerdeki cAMP’nin kaynagi son yillara kadar tam
olarak bilinmemekteydi. 2002 yilindan sonraki calismalar bu kaynagin biiyiik
Olctide oositin kendisi oldugunu ortaya koymustur. Science’da yayinlanan bir
makalede, Mehlmann ve arkadaslar1 yeni bir teknik kullanarak, Gs’nin o alt
tinitesini inhibe eden bir antikoru antral folikiil icindeki GV asamasinda oosite
enjekte etmisler ve oositin folikiil icindeyken maturasyonunu tamamladigini
gozlemlemislerdir (68). 2004 yilinda Kalinowski ve arkadaslari, yine Mehlmann
onderliginde bir ¢alismada G¢’nin dominant negatif bir formunu oositlere enjekte

etmis ve ayn1 sonuclar1 almistir (67).

2.9.6. G Proteini Reseptorleri

G proteinlerinin aktivitesi, kendisiyle yakin temas icinde bulunan genis bir
reseptor grubu tarafindan kontrol edilmektedir. Hiicre yiizey reseptorleri icinde en
genis aileyi bu gruptaki reseptorler olusturmaktadir. G proteini baglantili reseptor
(G protein coupled receptor, GPCR) adi verilen bu reseptorler pek ¢ok peptid
hormon, nérotransmitter ve noropeptid igin reseptor gorevi yapar. Binden fazla
tipi tamimlanan GPCR’ler ayrica gorme, koklama ve tad almada da gorev

yapmaktadirlar (37,72).
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Sekil 16: GPCR aracilifiyla AC’nin aktivasyonu (37).

GPCR’ler yedi transmembran o heliksten olugmaktadir. Zincir, hiicre
disinda NH; ile hiicre icinde COOH ile sonlanmaktadir. Ekstraseliiler kismina
ligand baglanmasi, hiicre icindeki kisminda, G proteininin baglanmasina olanak
saglayacak yapi degisikligine yol acar. Bu baglanma G proteinini etkileyerek
sinyalin hiicre i¢indeki hedefine iletilmesini baslatmis olur (36,37,50).

Extracellular side

T Carbohydrate

Cytosolic side

Sekil 17: G proteini bagl reseptor (GPCR) solda sematik olarak (37), sagda G-proteinine
baglanmis sekilde 3 boyutlu olarak (73) gosteriliyor.

Mehlmann ve ekip arkadaslart 2004 yine Science’da yayinlanan bir

caligmasinda oositlerde bulunan G bagimh reseptorlerden GPR3 knockout
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(Gpr3™) farelerde oositlerin maturasyonlarini daha antral folikiil asamasindayken
tamamladiklarim gostererek immatiir oositlerdeki cAMP’nin kaynagimin biiyiik

Olctide oositin kendisi oldugu yolundaki teorilerini dogrulamislardir (62).

theca cells
mural granulosa cells

antrum

cumulus granulosa cells
oocyte

nucleus

nucleclus

e

Resim 14: (A) Gpr3+/+ farelerdeki normal antral folikiil ve i¢indeki GV oosit. (B) Gpr3'/'
farelerde antral folikiildeki bir oositin MI’i tamamlayip polar cisimcigi attif1 ve metafaz plagini

olusturdugu gozlenmistir (62).

Lisa Mehlmann, 2005 yilinda, G proteinlerinin fonksiyonunu bu kez RNAi
(RNA interference) teknigini kullanarak antral folikiil icersindeki oositlere
GPCR’nin sentezini baskilayacak GPCR mRNA’larina 6zgii siRNA (small
interfering RNA) enjekte ederek arastirmistir. Oositler 72 saatlik kiiltiiriin
ardindan izole edilerek incelenmis, uygun GPR3 dsRNA’lar (¢ift zincirli) enjekte
edilen oositlerin folikiiller icerisinde maturasyonunu tamamladigi, mutant dsRNA
enjekte edilen veya hi¢c enjeksiyon yapilmayan gruplardaki oositlerin ise GV

asamasinda kaldig1 gozlemlenmistir (74).
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Resim 15: GPR3 i¢cin RNAI enjekte edilen oosit, MII (solda), enjeksion yapilmamis oosit

(ortada) ve mutant GPR3 icin RNAi enjekte edilmis oosit (sagda) PI asamasinda goriilityor (74).

Bu alanda yapilan benzer calismalardan Ferduzon ve arkadaglarinin sican ile

fare oositlerini karsilastirdiklar1 arastirmada, farelerdeki GPR3 reseptoriine

karsilik sicanlarda GPR12’nin analog fonksiyon gosterdigini belirlemislerdir (66).

cAMP’nin oosite cevredeki graniiloza hiicrelerinden oluklu baglantilar

araciligiyla girdigi diisiincesi yayginken LH’in mayozu tetiklemek i¢in oluklu

baglantilarin cAMP gecirgenliginde azaltma meydana getirdigi diisiiniiliiyordu.

Oositin, mayotik arresti devam ettirebilmek icin yeterli cAMP iiretebiliyor

oldugunun ortaya c¢ikarilmasindan sonra bu kez de LH’in oluklu baglantilarin

cAMP gecirgenliginde artisa neden olarak oosit i¢indeki cAMP’nin kiimiiliis

hiicrelerine gegisine olanak taniyor olabilecegi de akla gelmistir (15).

-----
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Sekil 18: GPR3’e bir ligand baglanmasiyla gerceklesen cAMP iiretimi ve MPF inhibisyonu
soldaki sekilde gosterilmistir. Sagdaki sekilde 1’den 5’e kadar numaralanan molekiiller oosit
maturasyonunu tetikleyebilecek olas1 molekiiller arsinda goriilmektedir (5).
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G, proteinlerinin GV asamasinin korunmasinda gorev almasi yine G
proteinlerinin maturasyonun baslatilmasinda gorevi olabilecegi diisiincesini akla
getirmistir (5,15).

G; proteinleri, icinde oositteki hakim AC formu, AC3’{in bulundugu pek ¢ok
AC formunu inhibe etmekte ve ek olarak PDE’leri de uyarmaktadir. Denizyildiz1
ve baliklarda profaz-metafaz gecisinde hormonal uyarimin G; proteinlerine ihtiyag
duydugu bilinmekteydi. Caligmalarin1 bu yonde ilerleten Mehlmann ve
arkadaslar1 Gj proteinin AC’yi inhibe etmesinden yola cikarak bu proteinin
fonksiyonunu incelemislerdir. Farelerde yapilan testler sonucunda G;j proteinini
inhibe eden pertussis toksini enjekte edilen oositlerde, baskilamanin maturasyon
tizerine etkisi olmadigini, dolayisiyla cAMP diizeylerinin azalarak maturasyonun

baslamasinda G; proteinlerinin gorev almadigini tespit etmislerdir (15).

2.9.7. Kalsiyum

Kemirgen oositlerinde bulunan ii¢ tip AC izoformu da kalsiyum iyonu
(Ca™) tarafindan baskilanabilmektedir. Kalsiyumun LH uyarmmnin ardindan
AC’yi inhibe ederek maturasyonu baglatabilecegi diistiniilmiistiir (5).

Webb ve arkadaslari, kiimiiliis hiicrelerinde saglanan hiicre i¢i kalsiyum
artisiniin oositte de Ca” iyonlarmin artmasina yol actigini ve bu etkinin aradaki
oluklu baglantilar islevsel kaldigi siirece devam ettigini gostermislerdir (61).
Koyunlarda COC’lara LH uygulandiginda Ca® diizeylerinde artis oldugu
bildirilmistir. Fakat ayn1 etki EGF uygulanmas1 sonucunda goriilmemektedir.
Hiicre i¢i kalsiyumu arttiran ajanlardan Quin 2-AM’nin kendiliginden gerceklesen
maturasyonu engelledigi bildirilmis ancak daha sonra bu ajanin toksik etkileri
ortaya ¢ikarilmistir. Daha sonraki calismalarda yine kalsiyum miktarin arttirict
ajanlardan BAPTA-AM’nin maturasyonu engellemedigi gosterilmistir. Tiim bu
calismalarda etken maddeler kiiltiir medyumuna verilmis ve ajanlarin Ca® arttirici

etkileri hem kiimiiliis hem de oositlerde gerceklesmistir. Bu konuda da kendi
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gelistirdikleri enjeksiyon teknigini kullanan Mehlmann ve ekip arkadaslari, oosit
icine EGTA enjekte ederek etkisini incelemis ve sonug olarak hiicre i¢i Ca®*
diizeylerinin oosit maturasyonu ile ilgili olmadig1 sonucu elde edilmistir (15).
Asagidaki resimde de gosterildigi gibi maturasyonu tetikleyebilecegi
diigiiniilen mekanizmalarin bir kismi ¢esitli calismalarla olasilik dahilinden
kaldirilmig, bazi teoriler ise hala varligimi siirdiirmiistiir. Bu olasiliklara gore,
heniiz oositte fonksiyonu belirlenememis reseptorler, kinazlar, Gs, Gt gibi farkli G
proteinleri, gap junctionlar, guanilil siklaz, halkasal guanozin monofosfat ve

PDE’ler gibi farkli enzim ve molekiiller gérev aliyor olabilir (5,15).
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Sekil 19: Oosit maturasyonunu tetikleyebilecek mekanizmalar sirasiyla gosterilmistir. 2007
yilina gelindiginde hala gecerliligini koruyan olasi mekanizmalar LH simgesiyle, elenmis olan
olas1t mekanizmalar ise LH simgesinin iizerinde X ile gosterilmektedir. Yesil oklar aktivasyonu,
kirmizi oklar ise inhibisyonu temsil etmektedir. R=reseptor; GPR3=G protein reseptorii 3;
AC3=adenilil siklaz 3; GC=guanilil siklaz; Gi, Gz, Gs, Gt=G proteininin izoformlari; PDEI,
PDE3A ,PDE6=halkasal niikleotid fosfodiesteraz izoformlar1 (15).

LH maturasyonu baslatirken cAMP sentezini bloklayacak ya da hidrolizini
arttiracak mekanizmalardan birini kullamiyor olabilir. Bunu da yukarda

belirttigimiz molekiillerden bir veya birkacina etki ederek saglayabilir.
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LH1n fare oositlerinde G; veya AC aktivitesinde bir azaltma meydana
getirip getirmedigi bilinmemektedir. Ancak LH, ters bir agonist kullanarak bu
yolaktaki proteinleri inhibe ediyor olabilir. B-arrestin, GRK'lar ve RGS2 gibi
proteinlerin bu yolu baskiladiklar1 bilinmektedir (15).

2.9.8. Fosfodiesterazlar

Maturasyonun gerceklesmesiyle ilgili bir baska cekici hipotez de LH
uyariminin oosit PDE’lerini aktive ederek cAMP hidrolizini arttirmasidir (5).

Halkasal niikleotit fosfodiesterazlar (PDE’ler), halkasal niikleotidlerin
(cAMP ve ¢cGMP) indirgenmesinden sorumlu enzimlerdir (4). Karsilagtirmali,
yapisal ve fonksiyonel caligmalar PDE’lerin modiiler yapida olduklarimi ortaya
koymustur. Buna gore PDE’ler proksimalden karboksil uca dogru uzanan iyi
korunmus katalitik bir bolge ile regiilator bolgeden olusmaktadir.

PDE siiper ailesi 19 farkli gene sahip 10 aileyi kapsamaktadir ve
muhtemelen bunlara daha da eklenecektir. Halkasal niikleotidler hiicrelerde ¢ok
cesitli fonksiyonlar1 yerine getirmekle gorevli olduklarindan bunlarla iligkili
fosfodiesterazlarin da c¢ok cesitli olmalar1 beklenen bir sonugtur. Her aile
birbirinden enzimatik 6zellikleri, aktivatorleri ve inhibitorleri ile her aile i¢indeki
genler de spesifik doku ve hiicrelerde bulunusu hiicre hatta hiicre ici
yerlesimleriyle birbirlerinden ayrilmaktadir. Bu farkliliklar nedeniyle bir hiicrenin

birincil mesajciya verecegi yanit1 belirlemede PDE’lerin etkisi bityiiktiir (75).
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Sekil 20: Cesitli PDE izoformlarinin sematik yapilari. PDE3 formlari, bir katalitik bolge ile

dikey silindirlerle belirtilmis transmembran bolge oldugu sanilan iki kistmdan olugmaktadir (75).

PDE3 ailesi genetik olarak iki tipe sahiptir PDE3A ve PDE3B. PDE4 ailesi
ise en az dort farkli genden sentezlenen, PDE4A, B, C, D formlarina sahiptir ve
unlarin  da cesitli splice varyantlar1 bulunmaktadir. Hypoxanthine (4,5),
Cilostamide ve Milrinon spesifik PDE3, Rolipram ise spesifik PDE4 inhbitoriidiir
(55). IBMX ise PDE8 ve PDE9 disinda tiim PDE’leri nonspesifik olarak inhibe
etmektedir (75). Oositlerin, spesifik PDE3 veya nonspesifik PDE inhibitorleri ile

inkiibasyonu mayozu geciktirmektedir (4,5).

Tablo 3: 3 farkli PDE formu i¢in degisik inhibitorlerin mM cinsinden IC50 degerleri (7).

inhibitor PDEI1 PDE3 PDE4
(Kalmodulin (CaM) ile diizenlenen) (cGMP ile baskilanan) (cAMP-spesifik)
IBMX 15 10 12
Cilostamide >1000 0.1 40
Milrinone >200 0.5 13
ORG 9935 >1000 0.1 10

Rolipram >1000 >100 0.5
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Farmakolojik ve in situ analizler PDE3’iin oositlerde bulundugunu ancak
cevredeki somatik hiicrelerde bulunmadigim gostermistir (76). Farelerde
PDE3A’nin aktivitesinin, COC’larda LH reseptorlerinin uyarimindan sonra arttigi
gbzlenmis ancak bu durum izole oositlerde veya izole kiimiiliislerde denendiginde
ayn1 etki gozlenmemistir (4). PDE3A homolog negatif (PDE3A™), fare
oositlerinde yapilan ¢aligsmalar bu oositlerin normal folikiil gelisimi ve ovulasyona
ragmen mayoz II’ye gecemeyip Profaz I ‘de kaldigini, izole kiiltiire edilmis

oositlerin de kendiliginden maturasyona gitmedigini gostermistir (41). Bu

calismalar PDE3 aktivitesinin maturasyon i¢in gerekli oldugunu ortaya

koymaktadir (4).

Resim 16: 20 saat kiiltiiriin ardindan Pde3a*"* (solda) ve Pde3a™ (sagda) oositler. Pde3a™~
oositler kiimiiliis hiicrelerinden uzaklastirilmalarina ragmen GVBD veya kutup cisimcigi atilimi

gostermemislerdir (41).

Oosite komsu graniiloza hiicrelerindeki hakim PDE formu PDE4D’dir.
PDE4D bulunmayan disi sicanlarda diisiik fertilite gozlenirken aym etki
erkeklerde saptanmamistir. Bu tip disi farelerden elde edilen oositlerin %50’den
fazlasinda degredasyon ve fregmentasyon agikca gozlenmistir. Yine bu tip
farelere gozlenen ilging bir durum da FSH uygulamasinin ardindan, kiimiiliis
hiicrelerinde, normal adenilil siklaz uyarimina ragmen cAMP artist meydana
gelmemistir. Diisiik PDE orami goz oniine alindiginda bu durum beklenenin tam

tersidir (75).
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Sekil 21: Oosit ve cevreleyen kiimiiliis hiicrelerinde cAMP diizenlenmesinin sematik
gosterimi. LH dalgasimin ardindan graniiloza hiicrelerinde cAMP diizeyleri artarken oositte
diismektedir. Hiicreler arasindaki oluklu baglantilardan olast cAMP gecisi ve cAMP diizeyini
etkileyebilecek faktorlerden AC, PDE’ler ve bir reseptor gosterilmis. Sekil GPCR’lerin oositteki
fonksiyonlar1 heniiz kesfedilmemis oldugu 1998 yilina ait oldugundan cAMP’nin oosite oluklu
baglantilar araciligiyla gectigi iizerinde durulmustur (7).

2.9.9. cGMP

PDE3 ailesi cAMP igin yiiksek afinite gosterir. Fakat yine PDE3 i¢in cAMP
gibi bir substrat olan cGMP, PDE’ye siki bir sekilde baglanip yavas hidroliz
oldugundan, mikromolar (uM) konsantrasyonlarda bile PDE3 igin inhibitor
fonksiyonu gostermektedir. cAMP spesifik PDE olarak da bilinen PDE’ler ise
c¢GMP tarafindan baskilanmazlar (13-19,55).

PDE3’tin cGMP ile inhibisyonunun cAMP diizeyini ve PKA aktivitesini
arttirdigir bilinmektedir (14,16,18,20). ¢cGMP’nin PDE aktivitesini baskiladigi
1984 yilinda, fare oositlerinde gosterilmistir (5). Sican oositlerinde, izole
edilmelerinin ardindan PDE aktivitesinde bir diisiis meydana geldigi ve buna
cGMP seviyelerinde diisiisiin de eslik ettigi 2001 yilinda Richard ve arkadaslar
tarafindan ortaya cikarlmistir (4).

c¢GMP, hiicre icindeki islevleri cAMP kadar anlagilamamis olsa da 6nemli
bir ikinci mesajc1 olarak kabul edilmektedir. cAMP’nin, ATP’den adenilil siklaz
araciligiyla iiretilmesine oldukca benzer sekilde cGMP, GTP’den guanilil siklaz

tarafindan  iretilmekte ve yine fosfodiesterazlar tarafindan GMP’ye
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donuigtiriilmektedir.  Guanilil siklazin uyarimi, hiicre i¢ci ¢cGMP miktarini
arttirarak biyolojik yanit1 baglatir. cAMP’nin protein kinaz A iizerinden fonksiyon
gormesi gibi, cGMP de cogunlukla cGMP bagimh protein kinaz (PKG)
araciligiyla fonksiyon goriir. Bunun disinda ¢cGMP’nin iyon kanallarmi ve
PDE’lerin aktivitesini diizenleme fonksiyonlar1 da bulunmaktadir. ¢cGMP’nin
fonksiyonlarma oOrnek olarak GC uyarimindan sonra meydana gelen kan
damarlarinda genisleme verilebilir. Ayrica, gézde, rhodopsin adli bir GPCR’nin
1s1kla uyarilarak G;’yi aktive etmesi ve G proteininin de cGMP fosfodiesterazini
uyararak hiicre ici c¢cGMP diizeylerinin azaltmasi, cGMP’nin 1iyi bilinen

fonksiyonlarindan biridir (37).
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Sekil 22: GTP (solda) ve cGMP’nin (sagda) kimyasal yapilar1 (77).

2.9.10. Guanilil Siklaz

GC, sitoplazmada serbest olarak bulunabilir. Bu tip GC’ye ¢6ziinebilir
(soluble) guanilil siklaz (sGC) ad1 verilmektedir. GC, bazen de hiicre yiizeyinde
bir reseptore bagli, olarak bulunabilir. Bu tipe de particulate GC (pGC)
denmektedir. Enzim bagh reseptorler grubundaki bu proteinin tek bir a heliksten
olusan transmembran kismi hiicre dis1 reseptdr gorevi goriirken hiicre ici
kismindaki GC Kkatalitik gorev {iistlenir. Reseptore ligand baglanmasiyla GC
uyarilarak cGMP sentezini baglatir (37,77,78).
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Sekil 23: Guanilil siklazlarin sematik yapisi. Solda ¢oziinebilir (sGC) sagda membran bagh
(pGC) formu goriilityor. Enizmleri aktive edici ajan olarak sGC icin nitrik oksit (NO) pGC igin
ise bir noropeptid (NP) ornek verilmis (78).

2.9.11. Nitrik Oksit

GC’nin iyi bilinen aktivatorlerinden biri de nitrik oksittir (NO) (19,20,22).
NO, GC’nin aktif bolgesindeki heme grubuna baglanarak ikincil mesajc1 molekiil
cGMP’nin sentezini baglatir. Hiicre zarindan kolaylikla gecebilen NO, zarda
reseptorlerle birlesik halde de bulunan GC yerine sitoplazmada serbest bulunan
formu tercih etmektedir (37).

Bir serbest radikal olan nitrik oksit (NO) yiiksek derecede difiize olabilen,
lipofilik bir gaz olup hiicrede ¢ok cesitli fonksiyonlar1 gerceklestiren, sinir sistemi,
immiin sistem ve dolagim sisteminde en onemli parakrin fonksiyona sahip sinyal
molekiiliidiir (21,37). NO, memeliler, kuslar, baliklar omurgasizlar hatta bitkiler
ve bakterilerde bile sentezlenmekte ve biyolojik etkileri i¢in kullanilmaktadir.
NO, steroid hormonlar gibi, plazma zarindan direkt olarak gecebilir. NO’nun
molekiiler calisma prensibi, steroid hormonlardan farkli olarak, transkripsiyonu
aktive eden bir reseptore baglanmaktan c¢ok hiicre i¢i hedef enzimlerin aktivitesini
degistirmektir.

NO, arjinin aminoasidinden sentezlenir. Sentezden hemen sonra hiicreden
disar1 difiize olan NO, yakindaki hiicreleri lokal olarak etkileyebilir. NO, stabil
olmayan yapisindan dolay1 ancak birka¢ saniye olan yar1 dmrii nedeniyle kisa etki

siiresine sahiptir (37).
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Resim 17: L-arjininin L-sitriiline doniisiimii sirasinda nitrik oksit olusmasi (79).

Nitrik oksidin, cGMP araciligiyla PDE3’ii baskilayarak, hiicre ici cAMP
miktarni yiikselttigi, kalsiyum metabolizasyonunu arttirdigt ve bunlara bagh

olarak kalp atisim1 hizlandirdig: kalp kast hiicrelerinde calisilmistir (80,81).

2.9.12. Nitrik Oksit Sentaz

Nitrik  oksit, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimleri tarafindan
sentezlenmektedir. NOS enzimleri temel olarak, yapisal (constitutive) NOS
(cNOS) ve indiiklenebilir (inducible) NOS (iNOS, NOS II) olarak iki gruba
ayrilir. Yapisal NOS denmesinin nedeni bu tip NOS enzimlerinin hiicrede
normalde bulunuyor olmasi ve uyarana yanit vermesi i¢in yeni bir protein
sentezine ihtiya¢c duymamasidir. cNOS da kendi i¢inde endotelyal NOS (eNOS
NOS III) ve noronal NOS (nNOS, NOS I) olarak ikiye ayrilir. nNOS sinir
sisteminde mesajc1 fonksiyon goriitken eNOS daha c¢ok damar endotelinde
gevseme  faktorii olarak  fonksiyon gostermektedir. c¢cNOS  formlar
Ca”*/kalmodulin bagimhidir. Alt birimlerinden biri kalmodulin (CaM) olmasina
ragmen, iNOS, cNOS formlarindan farkli olarak aktivitesi icin kalsiyuma ihtiyag
duymaz. Normal hiicre ici Ca® derisimi iNOS aktivitesi icin yeterlidir.

Enzimlerin  dokulardaki  dagilimi  normal ve patolojik durumlarda
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degisebilmektedir. Her iic NOS tipi de L-arjinin analoglan tarafindan inhibe

edilebilmektedir (79).

NOS enzimleri birbirinin aym iki alt birimden olusur ve ancak alt birimler

bir araya gelip dimer olusturduklarinda Kkatalitik etki gosterirler. Aktivite

gostermeleri tamamen koenzime baghdir. Aktiviteleri ayrica CaM, Ca**/CaM, yag

asitleri ve fosforilasyon-defosforilasyon ile de kontrol edilebilmektedir (79).

Tablo 4: U¢ NOS izoformunun karsilastirmasi (79).

iNOS eNOS nNOS
Tip I NOS Tip I NOS Tip INOS
Indiiklenebilir Yapisal Yapisal
Ca”*/CaM bagimsiz Ca”*/CaM bagimh Ca”*/CaM bagimh
Aktivitesi yiiksektir Aktivitesi diigtiktiir Aktivitesi diigtiktiir

Aktiviteleri glukokortikoidler
tarafindan engellenebilir

Aktiviteleri glukokortikoidler
tarafindan engellenmez

Aktiviteleri glukokortikoidler
tarafindan engellenmez

Aktivitesi transkripsiyonla

Hiicrelerde normal sartlarda da

Hiicrelerde normal sartlarda da

belirlenir bulunmaktadir bulunmaktadir
Genellikle sitoplazmada . Genellikle sitoplazmada
Hiicre zarinda bulunur
bulunur bulunur

Makrofajlar, nétrofiller,
fibroblastlar, mast hiicreleri,
hepatositler gibi pek cok hiicre
tipinde sentezlenebilir

Mast hiicrelerinde,
plateletlerde, pankreasin [3-
hiicrelerinde, damar diiz kas

hiicreleri ve endotelinde
bulunurlar

Sinir sistemi, adrenal bez,
nonadrenerjik-nonkolinerjik
noronlar ve astrositlerde
bulunurlar

LPS, IFN-y, TNF-a, TNF-B,
IL-1, IL-2, lipoteikoik asit ve
pikolinik asit tarafindan aktive

Seratonin ve trombin
tarafindan aktive edilebilir

Ca™ iyonlari, Asetil kolin,
bradikinin, histamin,
1okotrinler ve PAF tarafindan

edilebilir aktive edilebilir
7. kromozomdan transkribe 12. kromozomdan transkribe 17. kromozomdan transkribe
edilir edilir edilir

NOS enzimlerinin N-terminal bolgesi sitokrom P450 oksidaza benzerdir. Bu

bolge hem-grubu ve arjinin baglanma bolgesi igerir. Bu bolge ayrica alt birimler
aras1 etkilesimi de sagladigindan dimerizasyondan da sorumludur. Karboksil ucu
ise P450 rediiktaza benzerdir. Bu bolgede ise NADPH, FAD ve FMN koenzimleri
icin baglanma bolgeleri bulunur. CaM ise NOS enzimlerine rediiktaz ve oksidaz
bolgelerinin arasindan baglanir. CaM baglanmasi iki bolgenin uygun sekli alarak
aktif hale gelmelerini saglar. Bu baglanmada, eNOS ve nNOS i¢in Ca®
gerekirken, iNOS’ta Ca**a ihtiya¢ duyulmadan gerceklesmektedir (79).
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Sekil 24: NOS enzimlerinin aktivasyonunun ve iiretilen NO’nun etkilerinin sematik gosterimi (82)

Her ti¢ NOS tipi de L-arjinin analoglan tarafindan inhibe edilebilmektedir.
Arjinin aminoasidinin guanido grubuna kii¢iik kimyasal gruplarim1 eklenmesiyle
hazirlanan analoglar, en genis NOS inhibitér grubunu olustururlar. Bunlarin
disinda daha biiyikk alkil gruplarn igeren analoglar da bulunmaktadir. Bu
inhibitorlerden bazilan spesifik bir NOS tipini inhibe ederken bazilan her ii¢ tipi
de inhibe etmektedirler (79).

?OOH cl:oon (Isoo— CHa ?OOH <EOOH (liOOH
H—C—NH; HC —NH, HC — NH, T Gk e H—C —NH, H—C —NH;
(?Hz)a (?Hz)a (C‘Hz)g . (?Hz)s [?Hz)a ((|3H2J3
NH NH NH NH : NH Il\IH
(:3=NH2* _ L:':=NH cL;=NH (}'}:NH;* (:Z‘,=NH2‘ ?ZS
HN —CH; HN —NO, HN —NO; HN— NH, S —CHs NH;
L-NMA L-NNA L-NAME L-NAA L-SMTC L-TC (L-Tiyositrulin)

Resim 18: NOS inhibitorleri olarak tanimlanan bazi arjinin analoglart L-NMA: L-N-Metil-
arjinin L-NNA: L-N-Nitro-arjinin, L-NAME: L-N-Nitro-arjinin-metil ester, L-NAA: N-Amino-
arjinin, L-SMTC: S-Metil-L-tiyositriilin (79).
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NOS inhibitorleri arasinda en ¢ok caligilan L-NMA’dir. Yiiksek sicakliklara,
asidik ve bazik pH’a dayanikli olan bu enzim suda yiiksek derecede ¢6ziiniir olup
toksisitesi de azdir. Protein sentezine de etkisi olmadigindan kullamimi giivenlidir.
L-NNA ile L-NAME de L-NMA gibi arjininle rekabete girerek NOS’u inhibe
eder. L-NAME’nin NOS’a kars1 afinitesi L-NNA’dan daha fazladir. L-NMA’nin
alkil homologlarindan Nomega-inometil-L-ornitin (L-NIO) ise spesifik olarak
iNOS’u inhibe etmektedir (79).

Belli fizyolojik sartlar altinda, belli bir siire boyunca NO salan kimyasal
ajanlar uzun siiredir klinik kardiyovaskiiler rahatsizliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bu bilesikler, viicutta, pek ¢ok farkli mekanizma ile yapilarim
degistirirken NO agiga ¢ikmasimi sagladiklarindan dolayi, NO dondérii olarak
adlandirilmaktadirlar (82,83).

Sodyum nitroprusside (SNP, sodium pentacyanonitrosyl ferrate(ll)), bu
ajanlar arasinda en cok kullamilanidir. SNP, hipertansiyondan kaynaklanan acil
durumlarda kan basincimi diisiirmek amaciyla kullanilmaktadir. NO donérlerinden
S-nitrosothiol grubu olanlarin, pek ¢ok calismada NO ile aymi etkileri gosterdigi
belirlenmistir. Genelde kisa 6miirlii ve dayaniksiz olan bu bilesiklerin, saflastirilip
toz haline getirilmis bir tanesi de S-nitroso-N-acetyl-DL-penicillamine (SNAP)
adiyla bilinmektedir (82). SNAP, diger nitroso bilesikleri ile karsilastirildiginda
daha dayaniklidir. 1996’da Ramirez tarafindan gelistirilen Glyco-SNAP formlari
ise 28,5-30 saat yar1 omrii ile SNAP’a gore cok daha dayaniklidir (82,84,85).

NHAc OH NH Ac NHAC
S

*N=0

SNAP 1, Glyco-SNAP-1 2, Glyco-SNAP-2 3, Glyco-SNAP-3

Sekil 25: SNAP (S-nitroso-N-acetyl-DL-penicillamine) ve Glyco-SNAP tiirlerinin kimyasal
yapust (82,85)
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NO sentezinden sorumlu olan ii¢ enzimden ikisinin (eNOS ve iNOS)
ovaryumlarda sentezlendigi immiinohistokimayasal analizlerle gosterilmistir. Her
iki NOS formunun da oosit olgunlasmasinda rol aldigi diisiiniilmektedir (20-22).
Yapilan arastirmalara gore, eNOS sentezi daha ¢ok teka hiicre tabakasinda, iNOS
sentezi ise daha ¢ok graniilozalarda meydana gelmektedir (23). Sigirlarda, mRNA
ile yapilan analizlerde de her iki enzimin de hem matiir hem immatiir oositlerde
sentezlendigi gosterilmis, yalnizca immatiir oositlerde olmak kaydiyla, nNOS’un

da sentezlendigi ortaya konulmustur (86).

Resim 19: eNOS (iistte) ve iNOS (altta) enzimlerinin oositlerdeki yerlesimi immiinflorasan
yontemi ile goriintiilenmis. Oklarin ucundaki kirmizi bolgeler enzimlerin bulundugu bolgeleri
isaret ediyor. Immatiir oositler (a) ile, matiir oositler (b) ile gosterilmis. Kirnuzi ¢izgi 20pm’yi
temsil ediyor (86).

Nitrik oksidin oosit maturasyonundaki roliiniin arastiritlmasi ilk olarak 1998
yilinda Jablonka-Shariff ve Olson tarafindan ortaya konmustur. eNOS geni
silinmis (eNOS knock out) farelerle yaptiklar1 ¢calismada bu tip farelerde metafaz
II'ye gecen oosit sayisinin, normal farelerdekilere kiyasla daha az oldugunu ve
oositlerin ¢cogunun metafaz I’de kaldigin1 gormiislerdir. Ayrica pek ¢ok oosit de

sekil bozuklugu gostermis ve hiicre Oliimiine gittiklerinin sinyallerini vermistir
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(22). Benzer sonuglar ayni ekip tarafindan bu kez sicanlarda NOS inhibitorleri L-
NAME ve L-NIL kullanilmasiyla da ortaya konulmustur (87).

2000 yilinda yine Jablonka-Shariff ve Olson, hem eNOS knock-out hem de
normal genotipli farelerden elde edilen COC’lari, normal ve L-NAME’li
medyumla kiiltiire etmistir. Hem knock-out farelerden izole edilen hem de normal
genotipli farelerden izole edilip L-NAME ile kiiltiire edilen oositlerin ancak bir
kism1 MII asamasina gegebilmis, cogunlugu MI’de kalmistir. Yine bu oositlerin
cogu anormal morfoloji gostermis ve uzun siire canli kalamamiglardir. Ekip elde
ettikleri sonuglar 1s18inda; eNOS enziminin bulunmamasit veya baskilanmasi
sonucu NO iiretiminin ger¢eklesmemesi durumunda oositlerin mayozu normal
sekilde tamamlamalarinda problemler ortaya ¢iktigin1 ve NO’nun optimal mayotik
maturasyon i¢in gerekli oldugunu ortaya koymustur (88).

2002 yilinda Nakamura ve arkadaslari, FSH analogu, gebe kisrak serum
gonadotropini  (Pregnant Mare Serum Gonadotropine=PMSG) (sinonimi
eCG=equine Chorionic Gonadotropine) ile folikiil uyarimi yapilmis sicanlarin
ovaryumlarin ¢ikartarak her birini birkag parcaya ayirip degisik sartlar altinda
kiiltiire etmislerdir. Kiiltiir ortamina NO donorii olarak SNAP, ve iNOS inhibitorii
aminoguanidine (AG) ile maturasyonu tetikledigi bilinen, LH analogu, hCG
(human Chorionic Gonadotropine) eklemislerdir. Elde edilen sonuglarda oositler
hCG veya AG ile kiiltire edildiklerinde maturasyonlarin1 tamamladiklar
gozlenmis, ortama SNAP ilave edildiginde ise bu tetikleyici etkinin ortadan
kalktig1 gdzlenmistir. 5 saatlik inkiibasyonun ardindan folikiil ici cGMP seviyeleri
Olctilmiis, AG verilen grupta kontrollerle karsilastirildiginda daha diisiik cGMP
seviyelerine rastlanmistir. SNAP verilen folikiillerdeki cGMP seviyeleri ise
tamamen kontroldeki seviyelerine donmiistiir.

Ekip aym prosediirii kullanarak siiperovule hale getirilen siganlardan ayrica
izole oosit de cikartarak SNAP ve hCG’nin etkilerini incelemis, SNAP verilen
grupta doz arttikca GVBD i¢in gereken siirenin arttigini1 saptamislardir. SNAP,
hCG ile birlikte verildiginde ise bu etkinin ortadan kalktigim1 gormiislerdir.
Nakamura ve arkadaslart sonu¢ olarak NO donorleri verilmesiyle artan cGMP
oranlarimi da gostererek, maturasyonda iNOS-NO-cGMP yolunun onemli bir

gorevi oldugunu ortaya koymustur.
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Bulgularim1 Jablonka-Shariff ve arkadaglarinin calismalan ile karsilagtiran
ekip, NOS enzimlerinin yerlesimlerini de g6z oniine alarak eNOS bulunmamasi
durumunda teka tabakasindaki kanlanmanin az olmasindan dolayr oositlerin
gelisiminin ve maturasyonlarinin engelleniyor olabilecegini belirtmislerdir.
Nitekim Nakamura ve arkadagslari, 6nceki ¢alismalarinda, hCG enjeksiyonundan
sonra eNOS enziminin aktivitesinde belirgin bir degisiklik olmazken iNOS

aktivitesinde énemli bir diisiis meydana geldigini gdstermislerdir (23).
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Sekil 26: Nakamura ve arkadaglarinin bulgularina gore hCG enjeksiyonundan once (solda)
ve sonra (sagda), folikill ici NOS enzimlerinin miktarinda meydana gelen degisimler. Kiiciik
puntoyla yazilan isimler diisiik enzim aktivitesini/madde miktarini, biiyiik punto ile yazilanlar ise
tersi durumu gostermektedir. Arastirmacilara gore hCG uyarimi ile eNOS aktivitesi bir miktar
artarak folikiile giren kan miktarini arttirmakta, iNOS aktivitesi ise onemli miktarda azalarak oosit
maturasyonunu tetiklemektedir (23).

2004 yilinda, Cin’de, Bu ve arkadaslan, fare COC’larin1 1mM
konsantrasyonda SNP ile kiiltiire etmis ve ilk 5 saatte GVBD’nin geciktigini 24
saat sonunda da I. Kutup cisimciginin atilmadigini gozlemlemistir. Fakat oositler,
10uM SNP ile kiiltiire edildiklerinde, PDE’ler hipoksantin (HX) ile inhibe ediliyor
olsa bile maturasyonun gerceklestigi gozlemlenmistir. Yine HX varliginda,
oositler GC inhibitorleri ile Kkiiltiire edildiklerinde, yiiksek doz SNP’nin
maturasyonu tetikleyici etkisinin ortadan kalktigit = gozlenmistir.  Ekip,

aragtirmalarinda, hiicre zarindan gecebilen cGMP analogu 8-Br-cGMP, PDE
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inhibitorii HX ve AC aktivatorii forskolin gibi kimyasallarla tek tek kiiltiire
ettikleri oositlerin de yiiksek doz SNP verdikleri duruma benzer sekilde
GVBD’nin geciktigini gostermislerdir. Ilging olarak arastirmacilar kiimiiliis
hiicrelerinde bulunan PDE izoformu PDE4 inhibitérii rolipram ile Kkiiltiir
yaptiklarinda oositlerin yine maturasyonu tamamlayamadiklarini gormiislerdir.
Arastirmacilar sonug¢ olarak SNP’nin maturasyonu tetikleyen ve engelleyen iki
farkli yoldan fonksiyon gordiigiinii Oone siirmiislerdir. Arastirmada bir 6nemli
nokta maturasyonun kontrollerinin yalmizca 3,5 ve 24. saatlerde yapilmasidir.
Ancak arastirmada yapilan analizler, GVBD’nin ne kadar siireyle geciktigini
ortaya koymamistir. Ayn1 sekilde, 24 saatin sonunda yapilan gézlemlerde, tiim
gruplarda GVBD’nin tamamlandigi ancak birinci kutup cisimcigini hepsinde
atilmadig goriilmiis fakat yine tam siireler belirtilmemistir (89).

2006 yilinda Viana ve arkadaslar1 aym dozlarda SNP kullanarak 24 ve 48.
saatlerde elde ettigi sonuclarla, Bu ve arkadaslarinca one siiriilen, SNP’nin iki
yonlii etkisi oldugu yoniindeki bulgular desteklemistir (45).

Yukarida siralanan calismalardan da anlasilacag: gibi 2007’ ye gelindiginde
oosit maturasyonunu tetikleyen mekanizmalar halen bastan sona aydinlatilmis
degildir. Bu konuda yapilan cesitli arastirmalarla elde edilen parcalar seklindeki
bilgiler de heniiz tam olarak bir araya getirilmemistir.

Maturasyonun tetiklenmesinde etkili oldugu diisiiniilen en biiyiik adaylardan
G; proteinlerinin de elenmesi ve NO ile NOS’un maturasyonda ¢esitli etkilerinin
oldugu belirlenmesi nitrik oksidi maturasyonda énemli bir ajan haline getirmistir.

Calismamizda L-NAME ile COC’larda nitrik oksit sentezini inhibe ederek
maturasyonun tetiklenip tetiklenmeyecegini arastirmayi amacladik. Hipoksantin
deneylerde maturasyonu engelleyici olarak kullanilarak hem deney ©ncesi oosit
toplama islemlerinde maturasyonun baslamasini engelleyecek hem de
kullanacagimiz kimyasallarin etkilerini karsilastirmada kolaylik saglayacaktir.
Ayrica oositlerin kiiltiirii siiresince yapilacak ayrintili gézlemler, maturasyonun ne

zaman baglayip ne zaman bittigini belirlemede olduk¢a yararh olacaktir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlari

Deneylerde SDU Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuarindan elde
edilen 21-28 giinliik, 5 adet Swiss cinsi disi albino fareler kullanilmistir. Fareler
14 saat aydinlik/10 saat karanlik periyodunda, oda 1sisinda, yiyecek ve suya

sinirsiz erisim sartlarinda tiretilmistir.

3.1.2. Kimyasallar ve Sarf Malzeme

Deneyde folikiil gelisimini uyarmak i¢in PMSG (Sigma) kullanilmistir.
Piyasada maturasyon siiresini kisaltan sentetik besiyerleri (medyum-vasat) mevcut
olmasina ragmen daha onceki ¢alismalarimizda daha verimli buldugumuz MEM-a
(Minimum Essential Medium-alpha) (Biological Industries) medyumunu tercih
ettik. Besiyeri eklentileri olarak da antibiyotik soliisyon (Penisilin-Streptomisin)
ve fetal bovine serum (FBS) (Biological Industries) kullanilmistir. Medyumun
tizerini Orterek oositleri korumak i¢in de mineral yagi (Sigma) kullamilmistir.
Hipoxanthine (6-Hydroxypurine) ve L-NAME (Fluka) ile kiiltirde kullanilan
kimyasallar iireticinin belirttigi saklama kosullarina gore oda 1sisinda, +4°C veya -
20°C’de saklanmistir. Deneylerde sarf malzeme olarak, pipet uglart (Corning), 6
ve 35 mm’lik petri kaplari, 24 ve 96 kuyucuklu petriler (TPP) kullanilmistir.
Oositleri toplamak icin 50 pl’lik mikrokapiller pipetler (Drummond) ve IVF

mikropipetleri (Humagen) kullanilmistir.
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3.1.3. Cihazlar

Deneylerin gerceklestirildigi laboratuvar ortami, her giin ¢alisma 6ncesinde
30 dk siiresince ultraviyole 1sik ile steril edildi. Deneylerde, ovaryumdan
oositlerin elde edilmesinde Olympus marka stereo mikroskop, kiiltiirdeki
oositlerin gozlenmesi i¢in yine Olympus marka inverted mikroskop, kiiltiir
islemlerinde ise Heal Force marka CO’li inkiibator kullanilmistir. Inkiibator
ortami, deneyler siiresince 37°C, % 5 CO, ve % 95 nem olacak sekilde
tutulmustur. Steril ortam gerektiren islemlerde Class II laminar air flow
kullanilmigtir. Stereo mikroskop da yine laminar air flow icine monte edilerek
kullanilmustir.  Kiiltiirdeki oositlerin  resimleri, inverted mikroskoba eklenen

Olympos marka Camedia C—4000 dijital fotograf makinesi ile ¢cekilmistir.

3.2. Metod

3.2.1. Deney Plam

Deneylerde kullanilacak rutin oosit kiiltiir medyumu ikisi deney biri kontrol
olarak iice bolinmiistiir. Kontrol grubundaki medyuma ekstra bir kimyasal
eklenmemistir. Diger iki medyumdan birine, 1 mM konsantrasyon olusturacak
nonselektif NOS inhibitorii L-NAME (67,90) digerine de PDE3’i{i inhibe ederek
maturasyonu engelleyen 4 mM olacak sekilde hipoksantin (21,88) eklenmistir.
Uciincii bir deney grubu olarak da L-NAME ve hipoksantin iceren medyumlar
birebir oranda karigtirilarak elde edilen medyum kullamlmistir. Toplamda {i¢

deney ve bir kontrol medyumu hazirlanmstir.
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3.2.1. Kiiltiir Medyumlarimin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilacak medyumlar ve diger ¢ozeltiler Laminar air flow
alinda hazirlandi ve kiiciik kaplara boliindii. Kontrol medyumu (KO)
hazirlanirken her 100 ml icin 89 ml MEM-a iizerine 10 ml FBS ile 1 ml
antibiyotik/antimikotik soliisyon veya penisilin/streptomisin soliisyonu eklendi.
Inkiibator disinda gergeklestirilen izolasyon ve yikama galigmalarinda kullanilan
medyum, pH dengesini sabit tutmak icin medyum 10 mM HEPES ile
tamponlandi. Medyumlar, kullanimdan bir saat veya bir gece oncesinden 37°C
sicaklifa ulagmas1 i¢in inkiibatdre konuldu. HEPES’li medyumlar ise ancak
kapagi sikica kapatilmis flasklar ile hava temas: kesilerek inkiibatore kaldirildi.
Oosit igceren petriler inkiibatore kaldirilirken, HEPES icermeyen medyum
kullanildi.

Oositlerin birkag saat siirebilen izolasyon islemleri sirasinda kendiliginden
maturasyona gitmemesi ve deneylerin es zamanli baglamasi igin izolasyon
medyumuna 4mM HX eklendi (15,67). L-NAME ve HX iceren deney
medyumlart HEPES kullanilmadan hazirlandu.

Kimyasallar medyumlarda ¢o6ziildikkten sonra 0,2 pm’lik siringa
filtrelerinden gecirilerek steril edildi ve stok medyum olarak, iireticinin tarifine
gore -20 veya +4 °C’ye kaldirildi. Deneylerden bir siire oOnce, stoklardan
kullanilacak kadar alinip istenen 1s1ya getirildi.

Deneyler sirasinda kullanilan medyumlar ve icerikleri asagida siralanmigtir.

e Kontrol medyumu (KONT): 89 ml MEM-a + 10 ml FBS + 1 ml
antibiyotik soliisyonu
¢ Deney Medyumlar::
o HX medyum (HX): KONT + 4 mM Hipoksantin
o L-NAME Medyumu (LN): KONT + ImM LN
o L-NAME + Hipoksantin (LN+HX): Daha ¢nce hazirlanan LN ve
HX medyumlar 1:1 oraninda karistirildi.

e izolasyon medyumu (iZO): KONT + 10mM HEPES + 4 mM HX
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Deneyde kullanilan kimyasallar, Mol Sayis1 = Agirlik / Molekiil Agirlig
formiililne gore uygun gramajlarda tartilarak istenen molariteler elde edilmistir.
Kimyasallarin molekiil agirliklar1 ve istenen molariteler i¢in kullanulan miktarlar

asagida belirtilmistir.

Tablo 5: Istenen molaritelerde kimyasallar elde etmek icin kullanilacak miktarlar.

Istenen Molekiil Kullanilan Cozillen Medyum
Kimyasal
Miktar Agirhg Miktar Miktar:
Hipoksantin 4 mM 136,11 55 mg 100 ml
L-NAME ImM 269,69 27 mg 100 ml
HEPES 10mM 238,3 238,3 mg 100 ml*

* {zolasyonda kullanliacak her 100 ml medyum icin 238,3 mg HEPES, 4mM Hipoksantin

iceren medyumda c¢ozidii.

3.2.3. Siiperovulasyon ve Ovaryumun Cikarilmasi

Deneylerde kullanilacak fareler, ovulasyona hazir folikiil sayisim arttirmak
(stiperovulasyon) amaciyla FSH analogu verilerek folikiiler uyarima tabi
tutuldular. Bu amagla farelere her fare icin 5 IU PMSG (eCG), toplam hacim 0,1
ml olacak sekilde serum fizyolojik (SF) ile seyreltilerek intraperitonal yolla
enjekte edilmistir. Hayvanlar enjeksiyondan 40-48 saat sonra servikal
dislokasyonla oldiiriildii. Karin bolgesi antiseptik soliisyon ile silinen hayvanlarin
karin derisi ve periton steril bir nester ile kesilerek acildi. Bagirsak dokusu bir
pens ile kenara alinarak uterus ve ovaryum ortaya cikarildi. Uterus takip edilerek
ulagilan ovaryumlar, tuba uterinanin bulundugu kisimdan kesilerek 37°C’de SF
iceren bir petriye alindi. Bagka bir steril nester ile ovaryumlar ¢evresindeki yag
dokular uzaklastirilarak kan ve diger dokulardan arindirildiktan sonra, yine SF
iceren, steril ikinci bir petriye aktarildi. Bu petri bekletilmeden Kkiiltiir

laboratuvarina tasinarak oosit izolasyon iglemine alindi (15).
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3.2.4. Oositlerin Elde Edilmesi

Kiiltiir laboratuarina getirilen ovaryum steril SF iceren {igiincii bir petride
yikandiktan sonra Laminar air flow altinda HEPES iceren izolasyon medyumuna
alindi (Resim 20). izolasyon islemleri laminar kabini iginde bulunan alttan
aydmlatmali stereo mikroskop yardimiyla gerceklestirildi.

Ovaryumlardaki ¢aplar1 yaklasik 300 pm ve iizerinde olan, seffaf goriiniislii
folikiiller belirlendi. Bu folikiiller 26 Gauge’luk steril iki enjektdr (insiilin
enjektorii) yardimiyla patlatilarak folikiil i¢eriginin medyuma akmasi saglandi. Bu
sekilde elde edilen kiimiiliis kompleksleri (COC’lar) ve kiimiiliis hiicresi
bulunmayan izole oositler (Resim 21), agiz kontrollii toplama pipeti araciligiyla
ovaryumun bulundugu petriden almarak, baska bir petrideki izolasyon
medyumuna aktarildi. Her ovaryum i¢in toplama islemi 30—40 dk kadar siirdii ve
over basina 20—40 aras1 0osit/COC elde edildi. Ikinci kapta toplanan COC’lar
icinden 1iyi goriiniimlii, siki1 korona ve kiimiiliis tabakalarina sahip olanlar
secilerek Oncelikle kontrol medyumunda birka¢ kez yikanip ardindan deney ve
kontrol medyumlarini iceren petrilere, rastgele olarak dagitilmistir.

Normalde, FSH uyariminin ardindan 48. saatte, LH analoglar1 kullanilarak
uygulanmasi gereken ovulasyon indiiksiyonu uygulanmadigi ve ovaryumlar FSH
uygulamasinin ardindan 40-48 saat icinde cikarildiklar1 i¢in oositlerin hepsinin
immatiir, PI oositler olmas1 beklenmektedir (1). Bu durum izolasyon sirasinda
pipetleme nedeniyle kiimiiliis hiicrelerinden uzaklasan oositler incelenerek de
denenmis, deney Oncesinde oositlerin hepsinin PI asamasinda, goriiniir GV’ye

sahip immatiir oositler oldugu dogrulanmistir.

3.2.5. Oositlerin Kiiltiirii ve incelenmesi

Oositlerin  deney gruplarina ait medyumlara aktarildigi saat O kabul

edilmistir. COC’lar bu saatten itibaren 4, 6, 8, 10, 20 ve 24. saatlerde incelenerek
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maturasyon durumlart degerlendirilmistir. Inceleme sirasinda her grupta kac
oositin PI (GV) kaginin, MI ve kacimin MII asamasinda oldugu oldugu not
edilmistir. Degerlendirme yapilirken, kiimiiliis genislemesi, korona hiicrelerinin
durumu ve kutup cisimcikleri dikkate alinmigtir. Dejenerasyon degerlendirilirken
zonanin biitiinliigii, sitoplazmanin durumu ve oosit ile granulozalarin morfolojisi
degerlendirilmistir.

e Kiimiiliis hiicreleri heniiz genislememis, sik1 korona ile kiimiiliis tabakalar
olan ve GV hala goriiniir olan COC’lar immatiir (PI) kabul edilmistir.

e Kiimiiliis hiicreleri hafif genislemis, korona siki veya 1sinsal olan ancak
hem GV hem de kutup cisimcigi goriilmeyen oositler GVBD’yi
tamamlamis ancak olgunlagmasini heniiz tamamlamamis, immatiir (IMI)
oositler olarak kabul edildi.

e Kiimiiliis genislemesi gerceklesmis, korona radyatasi 1sinsal olan ve L
kutup cisimcigi atilmis oositler, olgunlagmasini tamamlamis, matiir (MII)
oositler olarak kabul edilmistir.

e Sitoplazmasi koyu renkte veya siyah goriilen veya cevredeki granuloza
hiicrelerinin yaridan fazlasinin sitoplazmalar1 koyu renkte olan oositler
dejenere olarak kabul edilmistir. Ayrica oosit sitoplazmast asir1 graniillii
bir yap1 kazanmig veya sitoplazma ile ZP aras1 bosluk (perivitellin aralik)
artmigsa, bu tip oositler de dejenere kabul edilmistir. Partenogenetik

boliinmeye giden oositler de dejenere olarak kabul edilmistir.

3.3. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Tiim deney 3 kez tekrarlandiktan sonra sonuglar toplanarak degerlendirildi.
Olciim yapilan her saat icin, her grupta bulunan PI, MI ve MII asamalarindaki
oositlerin sayilar1 belirlenerek gruptaki toplam oosit sayisina gore yiizde olarak
hesaplanmistir. Oositlerin maturasyon durumlarinda 6l¢iim yapilan zamanlara
gore meydana gelen degisiklik ve gruplar arast farkliliklar birbiriyle
karsilastirilarip istatistiksel analizleri yapildi. Analizlerde SPSS 15.0 ile GraphPad
InStat programlart kullanildi. Gruplar aras1 karsilagtirma yapilirken iki kuyruklu

Kikare testi yapildi. 0,05’ten kiiciik sonuclar anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Ardisik iic tekrar sonucunda toplam 123 saglikli oosit elde edilmis ve
deneylerde kullanilmistir. Izolasyon sirasinda meydana gelebilen hasarlar sonucu
saglikli goriiniimlerini kaybeden oositler, deney medyumlarina alinmis olsa bile
degerlendirme sirasinda gruplara dahil edilmemistir. Buna gére HX grubu i¢in 38,
LN grubu icin 28, HX+LN grubu icin 24 ve kontrol grubu i¢in toplam 33 oosit
kullanilmistir. Deney sirasinda her saat igcin gruplara gore oositlerin mayozun

hangi asamasinda olduklar1 agsagidaki tablolarda verilmistir.

Tablo 6: 2. Saatte gruplara gore oositlerin durumlari
Oositlerin Durumu

No Grup PI MI MII Dejenere Top
Say1 % Say1 % Say1 % Say1 % Say1
1 HX 36 95 0 0 0 0 2 5 38
2 LN 22 79 5 18 0 0 3 28
3 HX+LN 23 96 0 0 0 0 1 4 24
4  KONT 27 82 4 12 0 0 2 6 33
Toplam 108 9 0 6 123

Tablo 7: 4. Saatte gruplara gore oositlerin durumlari
Ogsitlerin Durumu

No  Grup PI MI MII Dejenere Top
Say1 % Say1 % Say1 % Say1 % Say1

1 HX 35 92 0 0 0 0 3 8 38
2 LN 15 54 9 32 0 0 4 14 28
3  HX+LN 21 88 0 0 0 0 3 13 24
4 KONT 20 61 10 30 0 0 3 9 33
Toplam 91 19 0 13 123

Tablo 8: 6. Saatte gruplara gore oositlerin durumlari
Ogsitlerin Durumu

No Grup PI MI MII Dejenere Top
Say1 % Say1 % Say1 % Say1 % Say1

1 HX 35 92 0 0 0 0 3 0 38
2 LN 14 50 6 21 3 11 5 18 28
3  HX+LN 19 79 0 0 0 0 5 25 24
4 KONT 13 39 13 39 3 19 4 12 33
Toplam 81 19 6 17 123



74

Tablo 9: 8. Saatte gruplara gore oositlerin durumlari
Ogositlerin Durumu

No Grup PI MI MII Dejenere Top
Say1 % Say1 % Say1 % Say1 % Say1
1 HX 35 92 0 0 0 0 3 8 38
2 LN 13 46 7 25 3 11 5 18 28
3  HX+LN 14 58 4 17 0 0 6 21 24
4  KONT 7 21 15 45 6 19 5 15 33
Toplam 69 26 9 19 123

Tablo 10: 10. Saatte gruplara gore oositlerin durumlari
Ogsitlerin Durumu

No Grup PI MI MII Dejenere Top
Say1 % Say1 % Say1 % Say1 % Say1
1 HX 35 92 0 0 0 0 3 8 38
2 LN 13 46 5 18 4 14 6 25 28
3 HX+LN 10 42 7 29 0 0 7 29 24
4  KONT 7 21 9 27 12 37 5 15 33
Toplam 65 21 16 21 123

Tablo 11: 20. Saatte gruplara gore oositlerin durumlari
Ogositlerin Durumu

No  Grup PI MI MII Dejenere Top
Say1 % Say1 % Say1 % Say1 % Say1
1 HX 32 84 1 3 2 5 3 8 38
2 LN 6 21 2 10 36 10 36 28
3  HX+LN 5 21 1 4 11 46 7 29 24
4 KONT 5 15 5 15 17 45 5 15 33
Toplam 48 9 40 25 123

Tablo 12: 24. Saatte gruplara gore oositlerin durumlari
Oositlerin Durumu

No Grup PI MI MII Dejenere Top
Say1 % Say1 % Say1 % Say1 % Say1
1 HX 32 84 0 0 3 8 3 8 38
2 LN 6 21 1 4 11 39 10 36 28
3  HX+LN 4 17 1 4 12 50 7 29 24
4  KONT 5 15 4 12 19 58 5 15 33
Toplam 47 6 45 25 123

Deney sirasinda saatlere gore oosit durumlart her grup icin asagidaki
tablolarda belirtilmistir.



Tablo 13: Hipoksantin (HX) grubunda saatlere gore oositlerin durumlari

Saat
Say1
2 36
4 35
6 35
8 35
10 35
20 32
24 32

Tablo 14: L-NAME (LN) grubunda saatlere gore oositlerin durumlari
Oositlerin Durumu

Saat
Say1
2 22
4 15
6 14
8 13
10 13
20 6
24 6

PI
%
95
92
92
92
92
84
84

PI
%
79
54
50
46
46
21
21

Say1

(=N - W= — Nl —

Say1
5

— N W N O

Oositlerin Durumu

MI
%

S WO O O O O

MI

%0
18
32

21

25
18
7
4

Say1
0

W NN O O O O

Say1

MII
%

o L ©O O O O O

MII

%
0
0
11
11
14

36

39

Dejenere
Say1 %
2 5
3 8
3 0
3 8
3 8
3 8
3 8

Dejenere
Say1 %
1 3
4 14
5 18
5 18
6 25
10 36
10 36

Toplam
Say1
38
38
38
38
38
38
38

Toplam
Say1
28
28
28
28
28
28
28
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Tablo 15: Hipoksantin + L-NAME (HX+LN) grubunda saatlere gore oositlerin durumlari

Saat
Say1

2 23
4 21
6 19
8 14
10 10
20 5
24 4

Tablo 16: Kontrol (KO) grubunda saatlere gore oositlerin durumlari
Oositlerin Durumu

Saat
Say1

2 27
4 20
6 13
8 7
10 7
20 5
24 5

PI
%
96
88
79
58
42
21
17

PI
%
82
61
39
21
21
15
15

Say1
0

— = 9 A © O

Say1
4
10
13
15
9
5
4

Oositlerin Durumu

MI
%
0
0
0
17
29

MI
%
12
30
39
45
27
15
12

Say1
0

O ] © =

—
—_

Say1
0
0
3
6
12
17
19

MII

MII

%
0
0
19
19
37

45
58

Dejenere

Say1
1

N 9 9 O W

%
4

13
25
21
29
29
29

Dejenere
Say1 %
2 6
3 9
4 12
5 15
5 15
5 15
5 15

Toplam
Say1
24
24
24
24
24
24
24

Toplam
Say1
33
33
33
33
33
33
33
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Oositler, mayozun asamalarina gore simiflandirildiklarinda, her grupta
saatlere gore oosit oranlari asagidaki tablolarda verilmistir. Farkli harf ile
belirtilmis gruplar birbirlerinden o saat i¢in istatistiksel olarak anlamlh sekilde

farklidir (P<0,05).

Tablo 17: Saatlere gore GVBD’yi tamamlamis (MI ve MII) oositlerin oranlari (%).

Saat Gruplar

HX LN HX+LN KO
2 0°? 18° 0°? 12°
4 0° 32° 0°? 30°
6 0°? 32° 0°? 45°
8 0° 36° 17°¢ 64 ¢
10 0°® 32° 29° 64°
20 8? 43° 50° 67°¢
24 g? 43° 54° 70°¢

Tablo 18 : Saatlere gore gruplar arasinda Metafaz II’ye ulasma oranlar1 (%).

Saat Gruplar
HX LN HX+LN KO
2 0° 0° 0° 0°
4 0° 0° 0° 0°
6 0° 11° 0° 19°
8 0° 11° 0° 19°
10 0° 14° 0° 37°¢
20 5° 36° 46" 52°¢
24 g 39° 50" 58°¢

Tablo 19: Saatlere gore gruplar arasinda dejenere oositlerin oranlari (%).

Saat Gruplar

HX LN HX+LN KO
2 538 32 42 6
4 g? 142 132 94
6 g? 18 % 21° 12
8 g2 18 % 25° 15%®
10 82 21%¢ 29 ¢ 15%®
20 g? 36° 29° 152

24 g2 36° 29° 152
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GVBD oranlari

Kontrol grubundaki oositler, neredeyse sabit bir ivmeyle GVBD’yi
tamamlayarak, 8. saat civarinda diger gruplarla en biiyiik farki yakalamistir (Sekil
28). Kontrol grubu 8. ve 24. saatlerde (Tablo 17)tim gruplardan anlamli 6lciide
farkli sonu¢ vermistir (8. saat: HX P<0,0001, LN P<0,002, HX+LN P<0,0001)
(24. saat: HX P<0,0001, LN P<0,0002, HX+LN P<0,03). Deney sonunda da en
yiikksek GVBD yiizdesini kontrol grubu elde etmistir (Resim 27).

Hipoksantin grubu deney siiresince en az GVBD yiizdelerine sahip olan
gruptur. Deney sonucunda bile GVBD %8 oraninda kalmistir (Tablo 17, Resim
24,26). HX grubu LN ve kontrol grubu ile 2. saatten itibaren HX+LN grubu ile de
8. saatten itibaren farkli sonuclar vererek istatistiksel olarak anlamh 6l¢iide diisiik
kalmustir (P<0,0011).

L-NAME grubu maturasyona, kontrol grubu ile aym1 zaman dilimlerinde
baslamistir. Dordiincii saate kadar %30 civarinda gerceklesmis olan GVBD, bu
saatten sonra hizim yitirerek deney sonunda %50’lerde kalmistir (Sekil 28, Resim
25). Deney baslangicinda kontrol grubuyla kiyaslandiginda, yakin yiizdelerle
GVBD’yi gerceklestiren LN grubunda, 8. saate kadar kontrol grubuyla anlamli bir
fark gozlenmedi (Tablo 17). LN grubunun diger gruplarla en belirgin farki 8.
saatte goriildii. Bu saatte tiim gruplardan anlamli olarak farkli sonu¢ veren LN
grubu (HX P<0,0001, HX+LN P<0,004, KO P<0,002) 24. saatte sadece HX ve
kontrol gruplarindan istatiksel olarak farkliydi (P <0,0001, P<0,0002).

L-NAME ve Hipoksantin igeren medyumlarimin karigtirilarak kullanildigi
HX+LN grubunda 6. saate kadar, tipki HX grubundaki gibi hic GVBD
gerceklesmezken (Resim 22), bu saatten sonra kontrol ve HX gruplarina benzer
bir artigla (Sekil 28) GVBD orani artmaya baslamistir. HX+LN grubu, 10. saatten
sonra LN grubunu yakalayarak anlamli dlciide olmasa da bir miktar ge¢mistir
(Sekil 27,28, Resim23). Altinci saatte, LN+HX grubu, tipki HX grubu gibi LN ve
kontrol gruplarindan istatistiksel olarak farkli sonu¢ verirken (P<0,0001), 10
saatte, kontrol ve HX gruplarindan anlamh o6l¢iide farkli deger almistir
(P<0,0001). 24. saatte de aym gruplarla farklilik bulunmustur (sirasiyla, P<0,03,
P<0,0001).
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Metafaz II oranlari

Deneyler sirasinda oositlerin Metafaz II’ye giris zamanlarinin, GVBD’den
en az 3 saat sonra oldugu gozlemlenmistir (Tablo 17,18). Oositler cogunlukla
gozlem yapmadigimiz 10 ile 20. saatler arasinda MII asamasina ge¢mis
olduklarindan (Sekil 29,30) MII i¢in tam zaman dilimini belirlemek miimkiin
olmamistir. Elde ettigimiz veriler, genel olarak 24 saatlik inkiibasyon siiresinin,
kontrol grubundaki oositlerin en az yarisinin maturasyonu tamamlamasi i¢in
yeterli oldugunu gostermistir (Tablo 18).

Gruplara gore MII oranlarim degerlendirdigimizde yine en yiiksek oranin
kontrol grubunda oldugunu belirledik (Tablo 18). Deney sonunda HX ve LN
gruplarindan anlamli olgiide yiiksek olan (sirasiyla P<0,0001, P<0,01) kontrol
grubunda, HX+LN grubu ile anlamli bir fark bulunamamistir. Deney sonunda, LN
grubu HX grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek degerler
almigken (P<0,0001). LN+HX grubu yalnizca HX grubuna gore anlamli sekilde
yiikksek bulunmustur (P<0,0001). HX+LN grubundaki oositler, HX grubunda
oldugu gibi ancak 10. saatten sonra MII asamasina gecebilmislerdir (Resim 23).
Onuncu saate kadar her iki grup da %0 MII oranina sahipken kontrol ile LN
gruplart anlamli sekilde yiiksek degerler almistir (P<0,0001, P<0,0003). Deney
sonunda, HX grubu tiim diger gruplardan farkli degerler almistir (P<0,0001).
Kontrol grubu HX ve LN gruplarlindan anlamh olgiide yiiksek deger almig
(P<0,01), HX+LN ile arasinda 6nemli bir fark belirlenememistir.

Deney sonunda GVBD’yi tamamlayan oositlerden MII asamasina gecis
oranlar incelendiginde, HX grubu digerlerinden anlamli derecede yiiksek iken

diger guplar arasinda anlamli bir fark olusmanmustir.

Tablo 20: Deney sonunda GVBD’yi tamamlamis oositlerin MII asamasina ge¢gme oranlari

(%). Farkl1 harf ile belirtilmis gruplar birbirlerinden anlamli 6l¢iide farklidir (P<0,05).

Asama Gruplar
HX LN HX+LN KO
GVBD 8" 43° 54° 70°¢
MII g 39° 50 b 58°¢

Gecis 100°* 91" 93" 83°
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Dejenerasyon oranlari

Kiiltiire alinan oositlerin bazilarinda, kiiltiir sirasinda zamanla ortaya ¢ikan
dejenerasyonlar gozlenmistir. Dejenere oositler genelde; koyu renkli, graniillii
goriinimleri ve zaman zaman da biiziigmils veya azalmis bir sitoplazma ile
kendilerini belli etmislerdir. Deney siiresince partenogenetik boliinmeye ugramis
oosite ise hi¢c rastlanmamistir. Dejeneratif oositler degerlendirilirken deney
baslangicinda saglikli olmalarina dikkat edilmistir. Deney medyumlart iginde
nadiren zonasi hasar gormiis oositlere rastlansa da bdyle durumlar genelde
izolasyon sirasinda meydana geldigi icin baslangicta degerlendirmeye
almmamistir. Cap1 istenen seviyenin altinda olan oosit ve COC’lar da, deney
medyumlarina aktarilmis olsa bile degerlendirme disinda tutulmustur.

Gruplar arasinda dejenerasyon oranimi karsilastirdigimizda deney sonunda
bulunan en yiiksek oranin LN grubunda en diistigiin de HX grubunda oldugunu
gordiik (Tablo 19). Istatistiksel analizler sonucunda HX ile kontrol grubu arasinda
anlamli bir fark bulunmazken, LN ve HX+LN gruplar1t HX’e gore anlaml olciide
yikksek sonu¢ vermistir (P<0,0001, P<0,0003). LN ile LN+HX gruplan
dejenerasyon agisindan degerlendirildiginde aralarinda fark bulunmazken kontrol
ile LN (P<0,0012) ve HX+LN arasinda (P<0,03) anlamli fark bulunmustur.

Incelemeler sirasinda degerlendirmeye alinmasa da, goze carpan bir nokta
da, MII asamasina gec¢mis oositlerde olusan kutup cisimciklerinin anormal
morfolojide veya fragmente olmalaridir. Bu durum en cok LN grubunda
gbzlenmis olmasina karsin (Resim 25,28) calismamizda bu durumu inceleyen bir

Olctim yapilmamaistir.
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Resim 20: Fareden ¢ikarilmis, heniiz folikiilleri patlatiilmamis ovaryum. Olgun folikiiller, iri
ve seffaf sekilde goriilmekte (Oklar) (Biiylitme x12).

Resim 21: Deney Baglangicinda GV asamasindaki oositler ve COC’lar (x120).



Resim 22: 6 saatte HX+LN grubundan izole oositler (solda) ve COC’lar (sagda)
goriintiilenmis. Germinal vezikiiller (GV) ok ile gosterilmis (x240).

Resim 23: 10. saatte HX+LN grubundan izole bir oosit ile 4 adet COC goriilityor.
Oositlerden biri (*) Metafaz I agamasinda (x240).
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Resim 24: 10. saatte HX grubundaki oositler ve COC’lar. Hepsi GV asamasinda (x240).

Resim 25: 10. saatte LN grubundan bir COC, kiimiiliis genislemesi gerceklesirken, iri bir
kutup cisimcigiyle (¥) birlikte goriilityor (x480).
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Resim 26: 24. saatte HX grubundaki oosit ve COC’lar. Hepsi GV asamasinda beklemekte (x240).

Resim 27: 24. saatte kontrol grubundan bir oosit. Kiimiilis geniglemesi gergeklesmis,
normal kutup cisimcigine sahip (ok) bir oosit goriilityor (x480).
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Resim 28: 20. saatte LN grubundaki oositler. A’da kutup cisimcigi ayrilmakta olan bir
oosit goriiliyor. Kutup cisimcigi B’de normal boyutlarda, C’de ise normalden daha biiyiik
sitoplazmaya sahip. D’de ise fragmente kutup cisimcigine sahip bir oosit goriiliiyor (Kutup
cisimcikleri ok ile gosterilmig) (x480).
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TARTISMA VE SONUC

Disi iireme hiicreleri olan oositler, erken embriyonal donemde gelismeye
baslar. Gelismekte olan gonadlarda mitoz ile c¢ogalip sayilarimi arttirirlar.
Sonrasinda zamanla atreziye ugrayarak azalirlar. Mayoz boliinmesine embriyonal
donemde baglayan oositler mayozun ilk asamasindan Oteye gidemezler. Bu
bekleme (mayotik arrest) 12 -50 y1l kadar siirebilir.

Puberteden sonra kiiciik gruplar halinde olgunlasmaya baslayan
folikiillerden yalmzca biri gelisimini tamamlayarak ovulasyonla atilacak hale
gelir. Menstural dongiiniin ortalarinda meydana gelen LH hormonundaki asir
yiikkselme ile mayotik arresti saglayan mekanizmalar ortadan kaldirilir ve oosit
maturasyonunu tamamlayarak sekonder oosit haline gelir ancak Mayoz II’nin
metafaz asamasinda yine beklemeye gecer.

Oosit maturasyonu, oositi mayozda bekleten ve olgunlagsmasini tetikleyen
faktorler arasindaki hassas dengeler sayesinde gerceklesmektedir (3). MPF,
mayoz ve mitozda hiicre boliinmesini tetikleyen en 6nemli molekiillerden biridir
(12). MPF, PKA tarafindan, fosforile edilerek inaktif halde tutulmaktadir (5,14).
PKA hiicre ici ikincil mesajc1 molekiillerden bir olan cAMP tarafindan aktive
edilmektedir (5). cAMP, oosit maturasyonunu diizenleyen en Onemli
molekiillerden  biridir (4). Oosit igindeki yiikksek cAMP diizeyleri
cAMP/PKA/MPF yolu ile maturasyonu engellemektedir (3,4,5,12,13).

PDE’ler halkasal niikleotidlerin (cAMP ve cGMP) indirgenmesinden
sorumlu enzimlerdir (4). Oositte, PDE izoformlarindan PDE3A hakim haldeyken
oositi cevreleyen graniiloza hiicrelerinde PDE4AD hakim durumda bulunmaktadir
(75,76). cGMP, PDE4D ile etkilesmezken, PDE3A ile yiiksek oranda
etkilegebilmektedir. Ancak PDE3A’da, cGMP’nin hidrolizasyonu cAMP’ye gore
cok yavas gerceklesir. Bu nedenle cGMP, PDE3A icin inhibitor gibi fonksiyon
gostermektedir (13-19). PDE3’iin ¢cGMP ile baskilanmasi cAMP diizeyini ve
dolayisiyla PKA aktivitesini arttirmaktadir (14,16,18-20).
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NO, cGMP sentezinden sorumlu olan Guanilil Siklazin (GC) iyi bilinen bir
aktivatoriidiir (19-22). Oosit ve cevresindeki graniiloza hiicrelerinde NO sentezini
gerceklestiren NOS enzimleri bulundugu i¢in NO’nun cGMP araciligiyla
maturasyonu  engelliyor olabilecegi  hipotezini arastirmayr amagladik.
Hipotezimize gore LH sinyali gelene kadar, oosit i¢inde siirekli sentezlenen NO
tarafindan yiiksek halde tutulan cGMP maturasyonu engellemektedir. Bu durumda
oosit i¢i NO oranlarini diisiirdiiglimiizde maturasyonun gergceklesmesini bekleriz.

Hipotezimizi kanitlanmak icin heniiz olgunluga erismemis disi farelere,
folikiil gelisimini tetikleyen FSH analogu PMSG verdik. 40-48 saat sonra,
ovulasyonun hemen oncesinde ovaryumlar1 cikardik. Ovaryumlardan oositleri
cevrelerinde kiimiiliis hiicreleriyle birlikte izole ederek hiicre kiiltiiriinde yasattik.

Gruplara ayirdigimiz Kkiiltir medyumunlarindan birine hiicre i¢ci NO
sentezini engelleyecek nonspesifik NOS inihibtérii L-NAME’yi 1 mM
konsantrasyon olusturacak sekilde ekledik. Bir diger medyuma spesifik olarak
PDE3’leri inhibe eden hipoksantinden 4 mM konsantrasyonda ekledik. NO
yoklugunda PDE3 baskilanirsa neler olacagim gormek icin de iki kimyasalin
kiiltiir medyumlarimi birebir oranda da igeren {igiincii bir medyum kullandik.
Oositleri 2,4,6,8,10,20 ve 24. saatlerde inverted mikroskop altinda, mayozun
asamalar1 ve dejenerasyon agisindan gozlemledik.

Bulgular degerlendirildiginde, HX grubunda maturasyonun cok diisiik
oranlarda gerceklestigi goriildii. Oosit i¢i cAMP’nin maturasyonu engelleyen en
onemli molekiillerden biri oldugu diisiiniildiigiinde, cAMP’yi hidrolizleyen enzimi
baskilayarak maturasyonun engellenebilecegi uzun yillardir biliniyordu
(3,4,5,12,13). Nitekim elde ettigimiz veriler de bunu dogruluyordu. Hipoksantin,
PDE3’ii inhibe ederek kiiltiirdeki oositlerde cAMP’nin indirgenmesini engellemis,
dolayistyla hiicre ici cAMP’nin yiiksek kalmasimi saglamistir. Yiiksek cAMP
seviyesi de PKA araciliiyla MPF’yi inaktif halde tutarak maturasyonu
engellemistir. Bu nedenle 24 saatin sonunda bile HX grubundaki GVBD oranlari
(%8) diger gruplara gore gore de anlamli 6l¢iide diisiiktii.

Kiiltiire nonspesifik NOS inhibitorii L-NAME veridigimizde hiicre i¢i NO
seviyelerinin diistiigii; NO oranlan diistiigii icin, GC uyarimi azaldigindan, cGMP

miktarlarinin da diistiigii bilinmektedir (20,23). cGMP, PDE3A’nin bir inhibitorii
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oldugundan, cGMP miktar1 diistiigiinde PDE3A iizerindeki baskilayici etkinin
ortadan kalkarak oositlerin maturasyona girislerinin baslamasim1 bekliyorduk.
Deneylerde, L-NAME verilen grupta oositlerin, kontrol grubuyla yakin oranlarda
maturasyona basladigim belirledik. ik saatlerde elde edilen veriler kontrol
grubuna gore hafif yiiksek olsa da istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu.
Dordiincii saatten sonra LN grubundaki GVBD oram fazla degigsmemesine
ragmen kontrol grubu artmaya devam etti. Buna ragmen 8. saate kadar belirgin bir
istatistiksel farklilik ortaya c¢ikmadi. LN grubu ancak 8. saatte kontrole gore
anlaml dlgiide diisiik degerler almisken, HX ve HX+LN gruplarindan da anlaml
Olciide yiiksek degerlere ulagmistir. Deney sonunda LN grubu kontrol grubunun
ulastig1 degerlere ulasamayarak anlaml 6l¢iide diisiik, HX grubundan ise anlamli
sekilde yiliksek sonug¢ almis olmasina ragmen HX+LN grubuyla istatistiksel olarak
farkli degerler almamustir.

Hipotezimizde azalan NO oranlarinin maturasyonun oniindeki engellerden
PDE3A’y1 baskilayarak maturasyonu tetikleyecegini ongérmiistiik. Dordiincii
saate kadar kontrol grubuyla kiyasladigimizda hemen hemen ayni1 sonuclari alan
LN grubu ancak 8. saatte kontrol grubundan ayrilmisti. Kontrol grubunun
kendiliginden maturasyona basladigi g6z Oniine alindiginda LN grubunun da
benzer sonuclar vermesi hipotezimizi destekliyordu. Fakat 8. saatten itibaren
kontrol grubu ile aralarinda ortaya ¢ikan farklilik, L-NAME verilen oositlerin,
deney sonucunda kontrol grubuna goére anlamh 6lciide diisiik sonu¢ vermesine
neden olmustur.

LN grubunun istatistiksel agidan kontrol grubundan yiiksek olamamasinin
nedenlerinden biri, her iki grubun da deneyin gerceklestigi ortam sartlarinda ilk
saatlerde gerceklesebilecek en yiiksek maturasyon oranlarini vermis olmasi
olabilir. Daha etkili olabilecek bir faktor de LN grubunda diger gruplara gore
anlamli 6l¢iide yliksek olan dejenerasyon oranlari olabilir. Elde ettigimiz verilerde
de LN grubundaki dejenerasyon oranlari, 8. saatte hi¢cbir gruptan anlamli olarak
farkli degilken, deney sonunda belirgin dl¢iide yiiksek bulunmustur.

Jablonka-Shariff ve Olson’un gerek eNOS knock out fareler kullanarak,
gerekse L-NAME eklenmis kiiltir medyumu kullanarak yaptigi calismalar
(22,87,88) ve Tao’nun c¢alismalarinda elde ettigi bulgular (21) goz Oniine
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alindiginda NO eksikliginin oositlerde fizyolojik bozukluklara neden oldugu
bunun da oositi dejenerasyona gotiirdiigi daha 6nce de ortaya konmustur. Bu
sonuclar NO’nun oosit ic¢inde, maturasyonu engellemekten baska, hayati
fonksiyonlarda da rol aliyor olabilecegini isaret etmektedir. Degerlendirmeye
alimmasa da, gozlemler sirasinda saptanan anormal kutup cisimcikleri de yine
Jablonka-Shariff’in daha onceki ¢alismalarinda elde ettigi verilerde yer almaktadir
(22). LN grubu genel olarak degerlendirildiginde L-NAME’nin maturasyonu belli
bir siire boyunca tetikledigi ancak bu siireden sonra artan dejenerasyon oranlarinin
maturasyon oranlarinin diisiik kalmasina neden oldugu diisiincesindeyiz.

Hipotezimizde NOS aktivitesi ile gergeklesen NO sentezinin maturasyonu
engelledigini ©One siirmiistilk. Daha oOnce yapilan c¢alismalarin ¢ogunlugu,
hipotezimizle celisen sekilde, NOS inhibitorlerinin maturasyonu baskilayict yonde
etkileri oldugunu sonucunu ortaya koymustur. Bu sonuglarin gézlem saatleri ile
ilgili olup olamayacagimi arastirdigimizda, NOS veya GC inhibe edilerek
gerceklestirilen daha onceki calismalarda, gézlem saatlerinin oldukca degisken
oldugunu gordiik. Farelerle calisan arastirmacilardan Jablonka-Shariff ve ark. 3,5
ile 16. saatlerde (88), Huo ve ark. 12 ile 14. saatlerde (94); sigirlarda calisan
Bilodeau-Goeseels 3 ve 7. saatlerde (95) gozlem yaparken Viana ve ark. 24 ve 48.
saatlerde (45), Tao ve ark. ise domuzlarda 44. saatte (21) degerlendirme
yapmiglardir. Arastirmacilar deneylerinde de genellikle birbirlerinden farkl kiiltiir
medyumlar1 kullanmislardir. Tiim bu caligsmalarda siire sonunda NOS veya
guanilat siklaz enzimi baskilanan gruplarin kontrole gore daha diisik GVBD
oranlarina sahip olduklar1 gézlenmistir.

Nakamura ve arkadaglar ise deneylerinde, 12. saate kadar her yarim saatte
bir gozlem yapmislardir. Arastirmacilarun bulgular1 12. saatte, hCG ve selektif
iNOS inhibitorii AG’nin GVBD’yi tetikledigini NO donérii SNAP’1n ise bu etkiyi
engelledigini gostermistir (23). Bu ve arkadaglar da, 5 saatlik deney sonucunda,
kiiltire SNP ekleyip hiicre i¢ci NO oranlarimi arttirdiklarinda maturasyonun
engellendigini  bildirmislerdir. Ayrica medyuma GC inhibitérii ODQ
eklediklerinde, NO {iretimi olsun olmasin cGMP iiretimi azaldigindan

maturasyonun tetiklendigini gostermislerdir (89).
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Bizim c¢alismamiz 2’den 10’a kadar her ikinci saati ve 20 ile 24. saatleri de
kapsadig1 icin, maturasyonun gidisati {izerine daha ayrintili bilgi vermistir.
Calismamizda, LN grubunda 8. saate kadar hem GVBD hem dejenerasyon
oranlarinda kontrolle anlamli bir fark olusturmamustir. Istatistiksel acidan anlaml
derecede diisilk maturasyon ve yiiksek dejenerasyon oranlari ancak 20 ve 24.
saatlerde saptanmistir. L-NAME verilen gruptan elde ettigimiz veriler hem
Nakamura ve Bu'nun c¢aligmalarin1 dogrularken hem de 24 saatin sonunda
kontrole gore diisiik sonu¢ alan diger arastirmacilarin  sonuglariyla
celismemektedir.

Literatiir taramalarimizda, L-NAME ile hipoksantinin bir arada verildigi bir
yayma rastlamadik. Calismamizda, LN+HX grubunda maturasyon, 6. saate kadar
baslamadigim1 gozlemledik. Diger gruplar géz oniine alindiginda bunun medyum
icindeki hipoksantinin maturasyonu baskilayici etkisinden kaynaklandigini
soylemek miimkiindiir. 6. saate kadar, medyum i¢indeki L-NAME, oosit i¢i NO
ve cGMP oranlarm diisiirerek PDE3A iizerindeki baskilayici etkiyi azaltsa da
hipoksantin, PDE3A’y1 spesifik olarak inhibe etmeye devam ettigi igin
maturasyon gerceklesmemistir. Yalnizca L-NAME eklenen grupta ayni saatte
anlamli derecede yiiksek GVBD ve maturasyon oranlan elde edilirken HX+LN
grubunda oranlarin diisiik kalmasi NO’nun maturasyondaki etkisinin PDE3A
tizerinden gerceklestiginin bir kamtidir. HX+LN grubunda, 6. saatten itibaren
kontrol ve LN gruplarinin deney baslangicindaki artisina benzer sekilde sekilde
gerceklesen PI-MI gecisleri 10. saat civarinda LN grubunu yakalamis ve deney
sonunda istatiktiksel olarak anlamli olmasa bile bir miktar {izerine ¢ikmistir. Bu
durumda 6. saatten sonra L-NAME’nin tetikleyici etkisinin, hipoksantinin
inhibitor etkisine baskin gelerek maturasyonu tetikledigi yorumu yapilabilir.
Deney sonunda elde edilen verilerde, LN ile LN+HX gruplar1 kendi aralarinda,
gerek GVBD oranlari, gerekse dejenerasyonda istatistiksel olarak farkli sonug
vermezken kontrol grubundan anlamh ol¢iide farkli sonuglar almalarindan yola
cikarak, LN+HX grubunda, maturasyon oranlarina etki eden faktoriin L-NAME
oldugu sonucunu cikartabiliriz.

Elde ettigimiz verileri toparlamak gerekirse, kiiltire 1 mM L-NAME

eklenen grupta maturasyonun 8. saate kadar, kontrol grubu ile benzer sonuglar
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vererek gerceklestigini ancak azalan NO seviyelerinin 8. saatten sonra oositlerde
dejenerasyona neden olarak 24 saatin sonunda kontrol grubuna gore anlamli
derecede diisilk oranda kaldigimi saptadik. 4mM hipoksantin eklenen gruptaki
oositler ise 24 saatin sonunda bile ¢ok diisiik oranda maturasyon gerceklestirerek
GV asamasinda kalmistir. Hipoksantin ve L-NAME’nin birlikte verildigi gruptaki
oositler ise ilk 6 saat i¢in hipoksantin grubu ile istatistiksel olarak aym sonuglari
verip GV asamasinda kalirlarken, deney sonunda L-NAME verilen grupla ayni
olgunlagsma ve dejenerasyon oranlari gostermistir.

Deneyler sonunda, L-NAME tek basma kullanildiginda kontrol grubuna
gore maturasyon oranlarinda anlamli bir artis olmamasina ragmen 8 saate kadar
benzer sonuglar vermesi ve hipoksantin ile birlikte kullamldigi grupta,
hipoksantinin tek basina bulundugu gruba kiyasla anlamli sekilde yiiksek oranda
maturasyona neden olmasindan yola c¢ikarak, L-NAME’nin maturasyonu
tetikledigini sOyleybiliriz. Bu da NO sentezinin maturasyonu engelledigi
hipotezimizi dogrulamaktadir. Bu engelelyici etkinin PDE3A iizerinden
gerceklestiginin kanit1 da, LN+HX grubunda, PDE3A iizerindeki NO kaynakli
baski ortadan kalksa bile bu sefer de hipoksantin tarafindan baskilanmaya devam
ettigi icin maturasyon gec baslamasidir.

Daha once verdigimiz bilgiler ve elde ettigimiz veriler 1s183inda konuyu
toparlamak gerekirse, olgunlasmamis oositlerde, NOS enziminin aktivitesiyle
gerceklesen NO iiretimi, guanilat siklazi uyararak cGMP sentezini arttirmakta;
cGMP de oositlerde bulunan hakim PDE formu PDE3’l baskilayarak oosit ici
cAMP seviyelerini yiiksek tutmaktadir. Yiiksek oranda cAMP de MPF’yi inaktif
halde tutarak maturasyonun baslamasim engeller. cGMP, oositteki PDE3A’y1
baskilarken, oositi ¢cevreleyen graniiloza hiicrelerindeki PDE formu, PDE4D ile
etkilesmemektedir. Bu durum hem oosit ile cevresindeki graniiloza hiicrelerinde
neden farkli inhibitorlerle etkilesen farkli PDE formlarinin bulundugunu hem de
maturasyon oncesinde cAMP oranminin neden oositte yiiksekken ona baglh
graniilozalarda diisiik oldugunu aciklamaktadir. Ayrica, maturasyon Oncesinde,
cAMP seviyelerinin, neden graniiloza hiicrelerinde diisiik oositte ise yiiksek

oldugunu da aciklayabilmektedir.
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| NOIcGMP, PDE4’e etki etmiyor | Nitrik Oksit Varliginda

PDE3 inaktif

Ortamda NO Bulundugu Siirece

Maturasyon Engelleniyor

inaktif

Germinal
Vezikil

Sekil 31: Deney sonunda elde ettigimiz verilere gore nitrik oksitin oosit maturasyonundaki rolii.

(Hakan DARICI)

Calismamizda elde ettigimiz bulgular, uzun yillardir netlesmeyen
maturasyon engelleyici mekanizmalarin aydinlatilmasina 1s1k tutacak niteliktedir.
Oosit maturasyonu ile ilgili mekanizmalarin ortaya cikarilmasi yalnizca esey
hiicrelerinin boliinmesi ile ilgili bilgilerin netlesmesini saglamayacak aym
zamanda infertil bireylere uygulanan yardimci iireme tekniklerinin ve kiiltiir
ortamlarinin da gelisimine katkida bulunacaktir (3,6,9). Var olan dogum kontrol
ilaglariin yan etkileri oldukca yiiksek oldugundan yalnizca oosit olgunlagmasina
etki eden ilaclar bunlara kars1 alternatif olarak gelistirilebilir (49). In vitro ve in
vivo olgunlastinlmis oositlerin gelisim kapasiteleri arasinda biiyiik farklar
bulunmaktadir (8). In vitro folikiil kiiltiir sistemlerini gelismesi, yalnizca ovaryum
fizyolojisi arastirmalarina biiyiilk bir katkida bulunmayacak, ayn zamanda da
klinik uygulamalarda da yarar saglayacaktir (29). Kiiltiir caligmalarinda meydana
gelecek gelismeler, kadinlarda, oositlerin dondurularak saklanip, menopoz

sonrasinda bile anne olabilmeleri ya da hi¢ sperm veya Onciil hiicresi olmayan
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erkeklerin cocuk sahibi olmasi gibi diinyada pek ¢ok ¢iftin arzuladig1 ancak heniiz
miimkiin olmayan durumlara olanak saglayabilir (1).

Bulgularimiz, oosit kiiltiiriinde NO sentezinin engellenmesinin ilk saatlerde
maturasyonu tetikledigini ancak ilerleyen saatlerde oositlerde artan dejenerasyon
nedeniyle maturasyonun engelledigini gostermistir. Ayrica NO’nun maturasyona
etkisinin, PDE3A iizerinden gerceklestigi de ortaya konmustur. Sonug olarak, NO
sentezinin, farelerdeki oosit maturasyonunda, cGMP sentezini arttirarak PDE3A
izerinden maturasyonu engelledigini soyleyebiliriz.

Calismamiz bu konuda yapilacak arastirmalarda, genel olarak izlenmesi
gereken yolu goOstermistir. Bundan sonraki calismalarda, NO/cGMP/cAMP
yolagindaki ara mekanizmalarin ve burada gorevli cesitli enzimler ile halkasal
niikleotidlerin  aktivitelerinin ayrintili  sekilde incelenmesi, maturasyonu

engelleyen sistemin tam olarak aydinlatilmasim saglayacaktir.
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OZET

Oosit Olgunlagsmasinda Nitrik Oksitin Rolii

Memeli oositlerinde, mayoz bolinme erken embriyonik donemde
baslamasina regmen, GV asamasi olarak da adlandirilan profaz I’den &teye
gidemez. Oosit maturasyonu, oositin, hipofiz bezinden gelen LH dalgasi ile
mayoza devam etmesi olarak adlandirilablir. Nitrik oksitin (NO), fare oosit
maturasyonunda nasil bir rol oynadigi halen tamamiyla aydinlatilmis degildir. Biz
de calismamizda NO’nun maturasyondaki roliiniin halkasal niikleotid
fosfodiesterazlarla (PDE) ilgisi olup olmadigini aragtirmayir amagladik. Bunun
icin, 21-28 giinliik farelerden topladigimiz oositleri, hiicre i¢ci PDE aktivitesini
dogrudan veya dolayl olarak etkileyen farkli ajanlar iceren medyumlarda, ayni
kiiltiir sartlarinda kiiltiire ettik. NO tireten NOS enzimini bloke etmek i¢cin 1 mM
L-NAME (LN) kullandik. Oositteki hakim PDE izoformu PDE3A’y1 baskilamak
icin 4 mM konsantrasyonda hipoksantin (HX) kullamld:. Ugiincii bir deney grubu
olarak HX ve LN iceren medyumlarin birebir orandaki karisimi kullanildi
(HX+LN). Kontrol grubuna ise hi¢bir kimyasal eklenmedi. COC’lar 2, 4, 6, 8, 10,
20 ve 24. saatlerde incelenerek maturasyon asamalar1 agisindan degerlendirildi.

Deneyler sonucunda kontrol grubu en yiiksek maturasyon oranini elde
ederken, hipoksantin eklenen gruptaki oositler 24 saatin sonunda bile c¢ok diisiik
oranda maturasyon gerceklestirerek GV asamasinda kalmistir. LN grubunda
maturasyon, 8. saate kadar, kontrol grubu ile benzer sekilde yiiksek oranlarda
gerceklesmis ancak oositlerde meydana gelen dejenerasyon nedeniyle 24 saatin
sonunda kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik oranda kalmistir. HX+LN
grubunda maturasyon ilk 6 saatte baslamazken deney sonunda LN grubunun
degerlerine ulasti. HX+LN grubunda, deneyin ilk alt1 saatinde HX grubundaki
gibi sifir olan maturasyon degerlerinin, deneyin ilerleyen saatlerinde L-NAME
etkisiyle yiikselmesi; fare oositlerinde, hiicre i¢inde sentezlenen NO’nun, cGMP
araciligiyla PDE3A tizerinden maturasyonu geciktirdigini ortaya koymustur.

Anahtar Kkelimeler: Oosit maturasyonu, Oosit kiiltiirii, Nitrik Oksit (NO),
Nitrik Oksit sentaz, (NOS), halkasal niikleotid fosfodiesteraz (PDE)
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SUMMARY

Role of Nitric Oxide on Oocyte Maturation

In mammalian oocytes, meiosis starts at the early embryonic period but
becomes arrested at the prophase I stage which is also termed the GV stage.
Oocyte maturation can be termed as the reinitiation of the meiosis fallowing LH
surge from the pituitary gland. The role of Nitric oxide (NO) on mouse oocyte
maturation is not clarified yet. We aimed to investigate the role of NO if it’s
related with the cyclic nucleotide phosphodiesterases (PDEs) or not. Oocytes
isolated from 21-28 days old mice and cultured in the same culture conditions
with different agents which manipulate activity of PDE directly or indirectly. L-
NAME (1 mM) was used to inhibit, NO producing enzyme, NOS. Hypoxanthine
(HX) (4 mM) is used to inhibit PDE3A, dominant PDE form of the oocyte. A
third group consisted of the 1:1 mixture of fist two medium (HX+LN). No
additives used in control group. Oocytes were examined at 2, 4, 6, 8, 10, 20 and
24™ hours for the maturation stage.

Oocytes in HX medium showed very low maturation rates and stayed at GV
stage at the end of the 24 hour while control oocytes reached maximum
maturation rates. LN group oocytes maturated like the control group until 8" hour
but total maturation rate remained significantly low at the end of the experiment
because of the high degeneration rates. Maturation didn’t start at the HX+LN
group for first six hour but reached the LN group at 24™ hour. The increase of
maturation rates at the HX+LN group with the effect of L-NAME after the sixth
hour of the experiment which is zero before, showed that; intracellulary
synthesized NO delays mouse oocyte maturation via inhibiting PDE3A with
cGMP.

Key words: Oocyte maturation, Oocyte culture, Nitric Oxide (NO), Nitric
Oxide Synthase (NOS), cyclic nucleotide phosphodiesterase (PDE).
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