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SEKIiLLER

Fare oositlerinde kutup hiicresi olugumu.

Fare embriyolarinda fertilizasyon sonrasi ilk {i¢ giin boyunca
gergeklesen morfolojik degisimler

Abl kinazlarin modiiler domainlerinin sematik gosterimi.
Fareden oviduktun disseke edilmesi.

Oviduktun yikanmasi ve yitkamada kullanilan malzemeler.

Fare oositlerinde aktivasyon Oncesi (0.saat) ve sonrasinda sonrast

(1.-2.-3.-6. saat) (c-19) ve B-tubulin lokalizasyonunu gosteren
konfokal mikroskop kesit goriintiileri.

Fare oositlerinde aktivasyon 6ncesi ve sonrasinda sonrasi (1.-2.-
3.-6. saat) (c-19) ve B-tubulin lokalizasyonunu gosteren konfokal
mikroskop kesit goriintiileri.
c-Abl (c-19) ve B-tubulin, Metafaz Il oositlerdeki (0. saat)
lokalizasyonu.
c-Abl (c-19) proteinin, Metafaz Il oositlerdeki (0. saat)
lokalizasyonunun grafiksel gosterimi.
c-Abl (c-19) ve B-tubulin, aktivasyon sonrasi (1.saat) oositlerdeki
lokalizasyonu.
c-Abl (c-19) proteinin, aktivasyon sonrasi (1.saat) oositlerdeki
lokalizasyonunun grafiksel gosterimi.
c-Abl (c-19) ve B-tubulin, aktivasyon sonrasi (2.saat) oositlerdeki
lokalizasyonu.
c-Abl (c-19) proteinin, aktivasyon sonrasi (2.saat) oositlerdeki
lokalizasyonunun grafiksel gosterimi.

c-Abl (c-19) ve B-tubulin, aktivasyon sonrasi (3.saat) oositlerdeki
lokalizasyonu.
c-Abl (c-19) proteinin, aktivasyon sonrasi (3.saat) oositlerdeki
lokalizasyonunun grafiksel gosterimi.
c-Abl (c-19) ve B-tubulin, aktivasyon sonrasi (6.saat) oositlerdeki

lokalizasyonu.
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c-Abl (c-19) proteinin, aktivasyon sonrasi (6.saat) oositlerdeki
lokalizasyonunun grafiksel gosterimi.

c-Abl (k-12) ve B-tubulin, Metafaz Il oositlerdeki (0. saat)
lokalizasyonu.

c-Abl (k-12) proteinin, Metafaz Il oositlerdeki (0. saat)
lokalizasyonunun grafiksel gosterimi.

c-Abl (k-12) ve B-tubulin, aktivasyon sonrasi (1.saat) oositlerdeki
lokalizasyonu.

c-Abl (k-12) proteinin, aktivasyon sonrasi (1.saat) oositlerdeki
lokalizasyonunun grafiksel gosterimi.

c-Abl (k-12) ve B-tubulin, aktivasyon sonrasi (2.saat) oositlerdeki
lokalizasyonu.

c-Abl (k-12) proteinin, aktivasyon sonrasi (2.saat) oositlerdeki
lokalizasyonunun grafiksel gosterimi.

c-Abl (k-12) ve B-tubulin, aktivasyon sonrasi (3.saat) oositlerdeki
lokalizasyonu.

c-Abl (k-12) proteinin, aktivasyon sonrasi (3.saat) oositlerdeki
lokalizasyonunun grafiksel gosterimi

c-Abl (k-12) ve B-tubulin, aktivasyon sonrasi (6.saat) oositlerdeki
lokalizasyonu

c-Abl (k-12) proteinin, aktivasyon sonrasi (6.saat) oositlerdeki
lokalizasyonunun grafiksel gosterimi.

Primer antikor, rabbit anti- c-Abl (c-19) varliginda (pozitif
kontrol) ve yoklugunda (negatif kontrol) immunfloresan olarak
boyanan oosit ve 8 hiicreli embriyolarin konfokal mikroskop
gorilintiileri.

Primer antikor, rabbit anti- c-Abl (k-12) varliginda (pozitif
kontrol) ve yoklugunda (negatif kontrol) immunfloresan olarak
boyanan oosit ve 8 hiicreli embriyolarin konfokal mikroskop
goriintiileri.

c-Abl (c-19) ve aktin proteinlerinin ve Metafaz Il oosit ve 2

hiicreli embriyoda lokalizasyonunun konfokal mikroskop kesit
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gortintiileri.

c-Abl (k-12) ve aktin proteinlerinin ve Metafaz 11 oosit ve 2
hiicreli embriyoda lokalizasyonunun konfokal mikroskop

kesit goriintiileri.

c-Abl (c-19) ve aktin proteinlerinin erken, orta, ge¢ 8 hiicreli
embriyoda lokalizasyonunun konfokal mikroskop kesit
goriintiileri.

c-Abl (k-12) ve aktin proteinlerinin erken, orta ve geg¢ 8 hiicreli
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c-Abl (c-19) proteini ve aktin mikrofilamenterinin, morula ve E
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gortintiileri.

Cdx-2, Oct-4, c-Abl (c-19) ile immunfloresan olarak boyanan
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blastosistlerdeki lokalizasyonunun konfokal mikroskop kesit
goriintiileri.

Cdx-2, Oct-4, c-Abl (k-12) proteinleri ile immunfloresan olarak
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SIMGELER VE KISALTMALAR

GnRH: Gonadotropin Salgilatict Hormon

FSH: Folikiil Uyarict Hormonu

LH: Luteinlestirici Hormon

LTH:: Luteotropik Hormonu

OMI: Oosit Maturasyon Inhibitorii

ZP Zona Pellusida

MII: Metafaz Il

MTOCs: Mikrotubiil Organize Eden Merkezler
MAP: Mikrotubiil iliskili protein

GV: Germinal Vezikiil

TE: Trofoektoderm

ICM: I¢ Hiicre Kitlesi

E 2.5: Iki bugukuncu Embriyonik Giin

E 3.5: Ug bugukuncu Embriyonik Giin

Em: Embriyonik

Ab: Abembriyonik

AJ: Adezyon baglanti kompleksleri

Z0: Zonula Okludens

ES: Embriyonik Kok Hiicre

Con A: Canavalin A

PKC: Protein Kinaz C

PARD3: Par-3 ailesi Hiicre Polarite Diizenleyicisi
MARK: Mikrotubul Afiniteli Diizenleyici Kinaz
Cdx-2: Caudal Type Homeobox 2 Geni

Oct-4: POU Domain Sinifi 5, Transkripsiyon Faktorii 1
(Pou5f1)

c-Abl: Abelson Tirozin Kinaz Proteini

Nanog: Nanog Homeobox

PMSG: Gebe Kisrak Serumu

hCG: Human Chorionic Gonadotropin
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OZET

Bu ¢alisma ile, non-reseptor protein tirozin kinaz ailesinin bir iiyesi olan
Abelson Tyrosine Kinase (c-Abl) proteinin farelerde yumurta ve preimplantasyon
embriyo gelisimindeki rollerinin anlasilmasi ve lokalizasyonun belirlenmesi
amaclandi. Bu amagla oositler parthenogenez ile aktive edildi. Aktivasyon 6ncesi (0.
saat) ve sonrasinda farkli saatlerde (1., 2., 3., ve 6. saatler) toplanan yumurtalar tespit
edildi, immunofloresan boyama uygulandi ve hem c-Abl lokalizasyonu hem de c-Abl
proteinleri ile mekik iplikleri arasindaki iliski arastirildi. Sonrasinda 2 hiicreli, 8
hiicreli, morula ve orta blastosist evresinde bulunan embriyolarda c-Abl
lokalizasyonu arastirildi. Ayrica orta blastosist evresinde bulunan blastosistlerden
immunocerrahi yontemi ile i¢ hiicre kitlesi (ICM) hiicreleri izole edilerek bu
hiicrelerdeki c-Abl lokalizasyonuna bakildi. Yapilan immunfloresan boyamalar
sonucu elde edilen floresan ve konfokal lazer tarama mikroskop goriintiileri
degerlendirildi. Metafaz Il oositlerde ve preimplantasyon donemi embriyolarinin
timiinde immunfloresan boyama ile tespit edilen c-Abl varligi bu proteinin
aktivasyon oncesinde oositlerde, sonrasinda ise embriyolarda bir takim roller
tistlendigini gosterdi. Bu caligma ile c-Abl proteinin yumurta korteksinde asimetrik
bir lokalizasyona sahip oldugu belirlenmistir ve bu bulgu c-Abl proteinin oositlerde
mekik ipligi, kutup hiicresi olusumunda ve mekik ipligi oryantasyonunda onemli
roller istlendigini gostermistir. Ayrica, implantasyondan ve plasentasyondan

sorumlu trofektoderm hiicrelerinin plazma membraninda c-Abl protein

Xi



lokalizasyonuna sahip oldugu ve bu veriye dayanarak c-Abl proteinin trofektoderm

olusumunda bir takim roller {istlendigi anlagilmstir.

Anahtar kelimeler: c-Abl, Fare gelisimi, Preimplantasyon.
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ABSTRACT

In this thesis, we aimed to understand the role and localization of c-Abl, the Abelson
family of non-recepor tyrosine kinases, in eggs and preimplantation of mouse
development. For this purpose, oocytes were artificially activated by parthenogenetic
activation. Samples collected before (0 h) and after (1h, 2h, 3h, 6h) the activation
procedure were fixed and immunofluorecently stained with c-Abl protein. And we
looked for the localization of c-Abl proteins and relationships between c-Abl and
spindle. After that we studied the localization of c-Abl proteins on 2 cell, 8 cell,
morula and mid blastosist stage embryos. In addition, inner cell mass (ICM) was
isolated by immunosurgery and c-Abl localization was demonstrated on ICMs. The
oocytes and embryos were imaged and assessed, using an fluorescence microscope
and confocal laser scanning microscope. The presence of cAbl protein was examined
in Metaphase Il oocytes and all embryos from preimplantation development shows
that c-Abl proteins have some roles on oocytes prior to activation and on embryos
after the activation. In this study, c-Abl protein was determined to have asymmetrical
localization in the egg cortex, suggesting possible roles in positioning of the
metaphase Il spindle and polar body formation and orientation. Besides that, cell
membrane enrichment for c-Abl in trophectoderm, the tissue responsible for

implantation and placentation, suggesting a possible role in trophectoderm formation.

Key words: c-Abl, Mouse development, Preimplantation.
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1. GIRIS

Abelson Tyrosine Kinase (c-Abl) geni, non-reseptor protein tirozin kinaz
ailesinin bir tiyesidir (84) ve Abelson Murine Leukemia Viriis proteinin hiicresel
homologu olarak tanimlanmistir (1). Non-reseptor tirozin kinaz, Abl ailesi c-Abl
(Abelson tyrosine kinaz; Abl-1) ve onun paralogu olan Arg (Abl-iliskili gen; ABL-2)
igerir (53). Abl-1 ilk kez bundan 30 yi1l 6nce Abelson Murine Leukaemia viriisiinde
(42) onkojen olarak ve sonrasinda insan lokemisinde onkojenle iligkili kromozom
translokasyonlarinda bildirilmistir (9). Abl-1 ve Abl-2 genlerini igeren Abl protein
kinaz ailesi, hiicre biiylimesi, hiicrenin hayatta kalmasi, invazyon, adezyon ve

migrasyon gibi hiicre i¢in dnemli olaylar1 kontrol eden sinyal yolaklarinda rol oynar

(12, 19, 46, 90, 122).

c-Abl proteini ¢ekirdek, sitoplazma, mitokondri, endoplazmik retikulum ve
hiicre korteksinde lokalize olmustur. Bu lokalizasyon sayesinde sinyalizasyon
adaptorleri, kinazlar, fosfatazlar, hiicre dongiisii diizenleyicileri, transkripsiyon
faktorleri ve hiicre iskeleti proteinleri gibi ¢esitli hiicresel proteinler ile etkilesime
gecerler. Dahasi c-Abl proteinleri hiicre biliylimesinin diizenlenmesi, oksidatif stres,
DNA hasarina verilen cevaplar ve aktin dinamikleri gibi ¢esitli hiicresel siireclerin

fonksiyonundan sorumludur (54).

C-Abl geni tibbi olarak da 6nemli bir gendir. Ciinkii 22. ve 9. kromozomlar
(Philadelphia kromozomu olarak bilinir) arasinda Abl-1’in ilk ekson dizisi ile BCR
genden gelen dizilerin yer degistirmesi ile olusan translokasyon, Ber-Abl flizyon
proteinin ekspresyonu ile sonuglanir. Hiicre tipine bagl olarak Ber-Abl
ekspresyonu, proliferasyonda artis, morfolojikal donlisim ve  biiylime
faktorii/adezyon bagimliliginin ortadan kalkmasi ile sonuglanir (22, 43, 167).
Insanlarda kronik myeloid 16kemi ve akut lenfositik 16kemi hastalarinin gogunlukla
rastlantisal olarak Ber-Abl ekspresyonu ile baglantili oldugu goriilmiistiir (179). Bu
nedenle Abl protein kinaz ailesi ile ilgili ¢galismalarin ¢cogu kanserle iligkilendirilen

ve tedavisinde kullanilan tirozin kinaz inhibitorleri ( 6rnegin, imatinib) ¢alismalaridir

(136).



Ozellikle tiimor (16semi) gelisiminde 6nemli olan bu genle ilgili birgok
calisma yapilmistir. Ancak c-Abl’in yumurtaya olan etkisi ve preimplantasyon
donemindeki gorevleri ya da lokalizasyonu iizerine ¢ok az caligma bulunmaktadir.
Yapilan caligmalar kapsamli ve fazla aydinlatici olmadigindan yaptigimiz ¢alisma bu

alanda ilk olma 6zelligi tagimaktadir.

Bu tez ¢alismasi ile c-Abl ailesinin preimplantasyon donemindeki roliiniin ve
molekiiler mekanizmalarinin agiklanmasinin yani sira, hem kanser tedavisi goren
kadinlarda iireme ve fertilite problemlerinin anlasilmasina hem de birgok Snemli
yolakta gorev alan bu genin mekanizmasmin anlasilmasina yardimci olunmasi

amagclanmaktadir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Ovaryum

Ovaryum, oositleri meydana getiren, salgiladigi hormonlarla disi genital
sistemin diger organlan iizerinde etkili olan ve genital siklusun diizenlenmesini
saglayan bir organdir. Ovaryumlar, hem endokrin (Ostrojen ve progesteron
hormonlar1 salgilar) hem ekzokrin (oosit 2' yi disar1 atar) fonksiyona sahiptirler.
Memelilerde genellikle oval sekillidir ve peritonun viseral yapragindan farklilagsan
bir ortli ile sarilidir. Bu Ortli germinal epitel olarak adlandirilir. Germinal epitel
gelismenin baslangicinda tek katli kiibiktir, ancak yasin ilerlemesi ile birlikte tek
katli yass1 epitele doniisiir. Epitel Ortiiniin altinda tunika albuginea olarak
isimlendirilen fibroz bir bag doku yer almaktadir. Ovaryum ¢ogu hayvanda dista
korteks i¢te medulla olmak iizere iki kistmdan olusur. Korteks, organin fonksiyon
goren boliimiidiir. Burada ¢ok sayida gelisme asamasinin ¢esitli evrelerinde bulunan
folikiiller, korpus luteum, intersitisyel hiicreler ve bag dokuya ait unsurlar bulunur.
Medulla da ise kollajen ve elastik iplikler, diiz kas telleri, kan ve lenf damarlari, sinir
telleri yer alir. Ovaryum arterleri, organa hilus bolgesinden girerek medullaya

dagilirlar ve korteksi besleyen pleksiisleri sekillendirirler (119).
2.1.1. Folikiiler Gelisme

Ovaryumun korteks bolgesinde, oosit iceren olgunlasma ve dejenerasyon
stirecinin farkli evrelerinde, farkli boyutlarda ovaryum folikiilleri bulunur. Dogumda,
tiim primer oositler birinci mayoz bdliinmenin profaz sathasindadir. Ancak boliinme
metafaz sathasiyla devam etmek yerine, ¢ekirdek kromatininin seyrek ve diizensiz
bir yapilasma gosterdigi birinci mayoz boéliinmenin profaz sathasmin diyakinez
donemi olarak adlandirilan istirahat doneminde puberteye kadar beklerler. Bu siire
boyunca oositin olgunlagsmasi folikiil hiicreleri tarafindan salgilanan ve oosit
olgunlagsmasini inhibe eden bir madde (OMI, Oosit Maturasyon Inhibitorii) ile
saglanir (133). Dogumla birlikte biitiin oogonyumlar, birinci mayoz boliinmenin

profazina kadar ilerlemis olan primer oositlere farklanirlar (3).

Primer oosit (Oosit I), cekirdek¢igi belirgin olarak ayirt edilebilen bir

cekirdege sahiptir. Primer oositi bir sira yassi epitel hiicrelerinden olusan folikiil



epitel hiicreleri ¢evreler. Ovaryum korteksinde, dinlenme siirecinde olan primordiyal
folikiiller, primer ve sekonder olarak adlandirilan olgunlagmakta olan folikiiller ve

olgun-Graaf folikiilleri gibi degisik evrelerde olan folikiiller bulunur (118).

Primordiyal folikiiller: Oosit I ve onu cevreleyen tek kathi yassi epitel
hiicrelerinin  olusturdugu, kortekste bulunan folikiillerdir. Puberte ile birlikte
hipofizden salgilanan Folikiil Uyarict Hormonu'nun (FSH) etkisiyle bu folikiiller
gelismeye baslar. Bunlardan genellikle bir tanesi baskin duruma geger ve primer

folikiil olmak {izere bir sonraki evreye gecer (119).

Primer Folikiiller: Puberteden itibaren FSH’in salinmasiyla gelismeye
baslayan primordiyal folikiiler hiicreler tek katli yassi epitelden tek katli kiibik

epitele doniisiir ve “tek tabakali primer folikiilleri” olustururlar (74).

Folikiiler hiicreler mitoz bdliinmeyle ¢ogalarak granuloza hiicresi adini alirlar.
Bu haliyle folikiile “cok tabakali primer folikiil” denir. Bu folikiilden itibaren
granuloza hiicreleri ile oosit tarafindan salgilanan ve ii¢ farkli glikoproteinden
olusan, oosit etrafinda parlak ve homojen bir membran olan zona pellusida meydana
gelir. Zona pellusida, oosit ile folikiiliin granuloza hiicreleri arasinda kalin bir
ekstraselliiler tabaka olusturur. Oosit ile granuloza hiicrelerinden ¢ikan ince

mikrovilluslar, zona pellusida igine uzanir (74).

Granuloza hiicreleri kendilerini ¢evrelerindeki, teka folikiilii olarak bilinen
stromal hiicrelerden ayiran bir bazal membran iizerine otururlar. Folikiil biiyiimeye
devam ederken teka follikiiliiniin hiicreleri, icte damardan zengin, salgi yapan
hiicrelerden olusan “teka interna” ve dista da fibroblastlar ve bag dokusu ipliklerinin

olusturdugu “teka eksterna” adi verilen iki belirgin tabakaya doniisiir (133).

Sekonder Folikiiller: Folikiil gelistikge granuloza hiicreleri 8-12 tabakaya
ulasir ve bu hiicrelerin arasinda kiiciik, diizensiz, hyaluronik asit ve proteoglikan
iceren Call Eksner adi verilen bosluklar meydana gelir. Bu siv1 igeren ufak bosluklar
birleserek antrum adi verilen daha biiyiik bir bosluk olustururlar. Bu folikiiller artik,
“sekonder folikiil” ya da antral folikiil olarak adlandirilirlar. Antrum icerisindeki

saydam viskdz sivi, granuloza hiicreleri tarafindan iiretilen steroid hormonlardan



(0strojen, progesteron ve androjen), proteolitik enzimlerden, inhibin, aktivitin (LH ve

FSH salinimini kontrol eder) ve hiyaluronik asitten zengindir (118).

Ovulasyon yaklastik¢a antral sivi miktari artar ve igerisinde prostoglandinler
(PGF2a ve PGE2) birikmeye baslar. Gelismekte olan ovaryum folikiilleri steroid
hormonlar 6stradiol, progesteron ve androjen salgilarlar. Biiyiik antral folikiillerde
follikiiler s1vi, folikiiler fazda yiiksek diizeyde ostradiol-17f igermekte, ovulasyona
yaklastik¢a progesteronda artis meydana gelmektedir. Folikiiliin steroid hormonlari
salgilamasi, FSH’in granuloza, Luteinlestirici Hormon’un (LH) teka hiicreleri
tizerinde olan etkisine baghdir. Teka hiicrelerinde FSH reseptorleri bulunmadigindan
FSH sadece granuloza hiicrelerine etki eder. LH ise hem granuloza hem teka
hiicreleri tizerine etkilidir. Teka hiicreleri LH’nin etkisi altinda androjenleri
(testosteron ve androsteneidone) iretirler ki, bunlar da bazal membran1 gegerek
granuloza igine yayilirlar ve &strojene (dstradiol-17B) gevrilirler. Ostrojenler
granuloza hiicreleri ilizerine uyarici etki yaparak mitotik boliinmenin devam etmesini
saglarlar. In vitro ¢aligmalar teka hiicrelerinin baslica testosteron salgiladigimni,

granuloza hiicrelerinin testosteronu dstradiole ¢evirdigini gostermistir (74, 118).

Teka interna hiicreleri vaskiilarize olur ve granuloza hiicreleri tarafindan
Ostrojenlerin  yapiminda kullanilmak {izere steroid yapidaki androstenedion
salgilamaya baslarlar. Teka internanin disinda bir tabaka seklinde farklilanan, teka
eksterna hiicreleri, stromadaki bag doku hiicreleri ile devam ederler. Teka interna ile
eksterna arasindaki siir belli degilken teka interna ve granuloza hiicreleri arasinda

bir bazal membran oldugundan sinir bellidir (118).

Tersiyer Folikiiller: Gelisimin son asamasinda olan folikiillerdir ve
icerisindeki oositin ¢apt maksimum hacime ulasir. Primer oosit granuloza hiicre
tabakasinin yaptig1 bir kalinlasma olan ve antruma dogru bir ¢ikint1 yapan “kumulus
ooforus” igine yerlesmis durumdadir. Oositi gevreleyen bir veya daha fazla tabakali
granuloza hiicreleri artik “korona radiyata” olarak adlandirilir ve ovulasyondan sonra
da oosite eslik eder. Folikiiliin en biiyiik kismini olusturan antrum, cok kath
granuloza hiicreleri ile sarilidir. Bunlarinda disinda teka eksterna ve teka interna
tabakalar1 yer almaktadir. Sonrasinda korona radiyata ile sarili olan oosit, folikiiler

duvardan ayrilir ve antrum igerisinde serbestce yiizer hale gelir (118).



Her ovarial siklusta bir grup folikiil gelismeye baslasa da bunlardan bir tanesi
tam anlamiyla olgunlagirken digerleri dejenere olarak atretik hale gelirler. Folikiil
olgunluga eristiginde, primer oosit .mayoz boliinmesini tamamlayarak, biiyiikliikleri
farkli ancak her biri haploid sayida cift kromatid igeren iki yavru hiicre olusturur.
Boliinme sonunda sitoplazmanin neredeyse tamamini olusturan haploid kromozomlu
sekonder oosit (oosit Il) ve pratik olarak hi¢ sitoplazma i¢ermeyen 1. polar cisim
meydana gelir. Polar cisim, oositin hiicre membraniyla zona pellusidasi arasinda yer
alan perivitellin aralikta yer alir (133). Birinci mayoz boliinme ve 1. polar cismin

atilmast memelilerin ¢ogunda ovulasyondan birkag saat dnce tamamlanur.

Birinci mayoz boliinmenin tamamlanmasindan sonra ve sekonder oositin
¢ekirdegi dinlenme donemine gegmeden Once, hiicre DNA replikasyonu yapmadan
ikinci olgunlagma boliinmesine (II. mayoz) girer (119). Sekonder oositte boliinme
mekigi olusup, kromozomlar metafaz plaginda dizildikleri sirada (metafaz II’de)
ovulasyon gerceklesir ve oosit disar1 atilir. Sekonder oosit, fertilizasyon
gerceklesinceye kadar ikinci mayoz boliinmenin metafaz evresinde bekler. Boylece
ikinci mayoz bdoliinme oositin bir spermiyum tarafindan ddllenmesinden sonra
tamamlanir. D6llenmeyen oosit 24 saat igerisinde dejenere olur. Birinci mayoz
boliinmede olusan polar cismin ikinci kez boliiniip boliinmedigi kesin degildir ancak

sonugta dollenmis oosite eslik eden 3 adet polar cisim bulunmaktadir (133).
2.1.2. Genital Siklus ve Ovulasyon

Memelilerde ovaryum’un siklik faaliyetleri tiirlere gore degismekle birlikte,
cinsel olgunluga erisince baslar ve degisik siirelerde diizene girer. Bu cinsel
olgunluga erismeye, ergenlik veya puberta ismi verilir. Memelilerde oogenezis
embriyonal hayatla baslar, hayvan puberteye ulasincaya kadar dinlenme donemine

girer ve I. mayoz’un profaz sathasinin diyakinez doneminde primer oosit olarak

bekler (3).

Puberteye ulasan bir diside, hipotalamus ve hipofiz bezinin kontrolii altinda
ovaryum ve uterusta bazi degisiklikler meydana gelir. Ovaryumda meydana gelen

degisiklikler oogenezis ve ovulasyon ile ilgili olup bunlara ovarial siklus, uterusta



meydana gelen degisikliklere ise uterinal siklus denir. Her ikisine birden genital

siklus ya da seksiiel siklus ad1 verilir (119).

Puberte ile baglayan seksiiel siklusun siirekliligi i¢in hipotalamustan uyarici
faktorler ya da inhibe edici faktorlerin salinnmina gereksinim vardir. Hayvan,
pubertaya ulastiktan sonra hipotalamustan salgilanan Gonadotropin Salgilatici
Hormon (GnRH) kana verilerek adenohipofize gider ve buradan FSH ve LH’mn
salgilanmasimni uyarir. FSH, ovaryumdaki sekonder ve tersiyer follikiillerin
gelismesine ve bunun sonucunda da Ostrojen salgisinin artmasina neden olur.
Ostrojen hormonu, folikiil epitel hiicrelerinden, folikiil disinda teka internadan ve
intersitisyel hiicrelerden salgilanir. Ostrojenler kana verildikten sonra hedef organlar
olan ovaryum, uterus ve vaginaya giderler. Ostrojenlerin etkisiyle uterus mukozasi
kalinlasir, vaskiilarizasyonu artar, bdylelikle ¢iftlesme ve dollenme i¢in uygun ortam
hazirlanmis olur (119). Ostrojen dolasimda belirli bir konsantrasyona ulastiktan
sonra hipofiz bezine ters etki yaparak FSH’in salgilanmasini durdurur ve LH’in
salgilanmasini uyarir. Hipofiz ayrica Luteotropik Hormonu (LTH) da salgilamaya
baslar. Kan yolu ile ovaryuma gelen LH’in etkisiyle Graaf folikiilii patlar ve

“ovulasyon” sekillenir (74, 158).

Ovulasyon, olgun folikiil duvarinin yirtilmasi ve oositin serbest kalmasidir.

Serbest kalan sekonder oosit oviduktun genislemis ucu tarafindan yakalanir (74).

Ovulasyon i¢in uyartyt olusturan, biliyliyen folikiil tarafindan {iretilen
dolasimdaki yliksek Ostrojen diizeylerine yanit olarak 6n hipofizden salgilanan LH
hormonundaki ani artistir. Kandaki LH seviyesindeki artistan birka¢ dakika sonra
kan akiminda bir artis meydana gelir ve plazma proteinleri kapiller ve post kapiller
veniillerden sizarak 6deme yol agarlar. Lokal olarak, prostoglandinler, histamin,
vazopressin ve kolajenaz saliverilir. Granuloza hiicreleri daha fazla miktarda
hyaluronik asit tretir. Hyaluronik asit korona radiatayr olusturan granuloza
hiicrelerinde bulunur ve kumulus ooforus hiicrelerinin birbirine yapismasini saglayan
makromolekiillerden biridir. Folikiil duvarinin kii¢iik bir kismi, tunika albugineadaki
kollagen yikimi, iskemi ve bazi hiicrelerin 6lmesi sebebiyle zayiflar. Folikiiler sivi
basincindaki artis ve biiyiik ihtimalle diiz kas hiicrelerinin kasilmasiyla birlikte bu

zayiflama, folikiil dis duvarmin yirtilmasina ve ovulasyona yol agar. Ovulasyonun



yaklastiginin bir belirtisi, folikiil yiizeyinde stigmanin goriilmesidir. Stigma kan
akimimin durmasi sonucu folikiil duvarinin renginde ve saydamliginda sekillenen

lokal degisikliktir (74).

Folikiil duvarinin yirtilmasiyla, sekonder oosit ve birinci kutup cismi, zona
pellusida, korona radiata ve bir miktar folikiil sivisiyla birlikte ovaryumu terk eder ve
tuba uterinanin ag¢ik ucundan igeri girer. Oosit burada dollenebilir, insanlarda eger ilk
24 saat igerisinde dollenmezse oosit bozulur ve ortadan kalkar (74). Tuba uterinanin
fimbrialar1 tarafindan oositlerin daha kolay toplanabilmesini saglayan korona radiata
hiicreleri sigir haricindeki biitiin tiirlerde spermatozoonla temas asamasina kadar

kalirken ineklerde ovulasyon aninda kaybolur (3).

Inekler hari¢ diger evcil hayvanlarda ovulasyon dstrus i¢inde veya hemen
bitiminde olurken sadece ineklerde Ostrus bittikten sonra metdstrus doneminde

gerceklesir (3).

Ovulasyon sonrasinda oOstrojen miktar1 azalir. Patlayan folikiiliin yerine
folikiiliin granuloza ve teka hiicreleri, lipid ve sar1 lipokrom pigmenti (lutein) iceren
ve korpus luteum olarak isimlendirilen gegici bir i¢ salgi bezi olusturmak iizere
yeniden diizenlenir. Folikill boslugunda bir miktar kanama olur ve olusan bu kan
burada pihtilasir ve sonrasinda yerini bag dokusu alir. Bu bag dokusu ile birlikte
zamanla ortadan kaldirilan kan pihtis1 artiklart korpus luteumun en i¢ kismim

olusturur (74).

Ovulasyon sonrasinda granuloza hiicreleri bdliinmezler ancak boyutlarinda
biiyiik bir artis gézlenir. Bu yapilar korpus luteum parankimasinin yaklasik %80’ini
olusturur ve granuloza lutein hiicreleri olarak adlandirilir. Bu hiicreler steroid

salgilayan hiicrelerin 6zelliklerine sahiptirler (74).

Teka internadaki hiicreler ise teka lutein hiicrelerini olustururlar ve korpus
luteum duvarmmin kivrimlarma yerlesirler. Bu hiicrelerin yapist granuloza lutein

hiicrelerine benzer ancak onlardan daha kiigiiktiirler ve daha koyu boyanirlar (74).

Ovulasyon 6ncesinde salgilanan LH uyarim1 sayesinde yumurtay1 atan folikiil

hiicreleri yeniden diizenlenir ve korpus luteum olusumu sekillenir. Yine LH



uyarimiyla korpus luteum hiicrelerinin enzimlerinde degisiklik olur ve korpus
luteum, progesteron ve dstrojen salgilar (74). Korpus luteum inekte 14-18 giin aktif
olarak progesteron salgilar. Progesteron hormonu olumsuz geri tepkiyle hipotalamus
ve hipofizi baski altinda tutarak GnRH, FSH ve LH’nin salgilanmasini engeller.
Ayrica uterus kontraksiyonlarmi engeller, endometriyum bezlerini uyararak onlarin
gelismesini, uterus siitli salgilamasini ve ruminantlarda servikal mukusu (gara)
koyulastirarak serviksin kapanmasini saglar. Boylece 0strojen ve progesteron birlikte

etki yaparak disiyi gebelige hazirlarlar (3, 56).

Korpus luteumun kaderi gebeligin sekillenip sekillenmemesine baglhidir.
Doéllenme gerceklesmez ise, korpus luteum periodikum (korpus luteum siklikum)
olarak adlandirilir ve yavas yavas dejenere olur. Korpus luteumun yikilmasindan
sonra yerinde bir nedbe dokusu sekillenir. Korpus luteumun yerinde olusan bu
beyazimst nedbe dokusuna korpus albikans denilir. Fertilizasyon gerceklesirse
korpus luteumu gelisir ve gebelik boyunca aktivitesine devam eder ve korpus luteum
graviditatis sekillenir (119).

Déllenmenin gerceklesmemesi durumunda ise hipofizden salgilanan oksitosin
ve ovaryumdan salgilanan Ostrojen, memelilerde siklusun 13-16. giiniinden itibaren
endometriumdan prostaglandin (PGF2a) salgisini uyarirlar (3). Kan yolu (genel
dolasima girerek ya da ovaryum arterleri aracilifi) ile ovaryumlara gelen
prostaglandin, korpus luteumu luteolizise ugratarak (gerileterek) kanda progesteron
ve Ostrojen diizeylerinin hizla diismesine sebep olur. Prostaglandin, uterus-ovaryum
damarlarmin daralmasina sebep olur ve luteal hiicreler beslenemez, boylece uterus
mukozas1 kabarik ve kanli durumunu kaybeder. insanda uterus mukozasmin
incelmesi yaninda bir de kanama goriliir; bu olaya menstruasyon denir.

Menstruasyonda uterus mukozasinin bir kismi dokiiliir (118).
2.1.3.Farelerde Oosit Maturasyonu ve Kutup Cisimcigi Olusumu

Memeli oositlerinde meydana gelen olgunlasma boliinmesi olarak
adlandirilan ve mayoz ile son bulan donem, fonksiyonel gametlerin meydana gelmesi
icin ¢ok Onemlidir. Bu donem sirasinda DNA replikasyonunun intermediate fazi

olmadan, oosit iki hiicresel boliinmeye girer. Bu boliinmeler, oositin hiicre iskeleti



tarafindan ve zaman ayarli olarak diizenlenen bir dizi hiicresel olay1 igerir.
Mikrotubuller mekik ipliklerini meydana getirirler ve birinci mayoz boliinme
sirasinda homolog kromozomlari, ikinci mayoz boéliinme sirasinda da kardes
kromatidleri ayirirlar. Buna ek olarak, mikrotubuller ve aktin mikrofilamentler bu
mayoz boliinmelerin asimetrisini kontrol ederler. Her iki boliinme sonucunda kutup
cisimcigi olarak adlandirilan kiiciik hiicreler ile boyutunu koruyan, oogenezis
boyunca tiim maternal yapilar1 i¢inde bulunduran biiylik bir hiicre olan oosit
meydana gelir (14). Mitoz sirasinda mekik demetleri sentrozomlar tarafindan
yonetilir (117). Mitozun baslangicinda tek sentrozom dublike olur ve iki sentrozom
ayrilarak c¢ekirdegin zit uglarma go¢ ederler. Sonu¢ olarak ¢ekirdek kilifinin
yikimlanmasi ile biiyliyen mikrotubuller her iki sentrozomdan disar1 ¢ikarlar ve
kromozomlarla etkilesime gecerek hizlica bipolar mekigi organize ederler.
Sentrozomlardan ve mikrotubiillerden yoksun olan oositler sitoplazmada mikrotubiil
organize eden merkezler (MTOCSs) adi verilen farkli alanlarda polimerize olurlar.
Sitoplazmada birgok MTOCs’in daginik olarak bulundugu fare oositlerinde,
kromozomlar mekik demeti olusumuna onciiliik eder. MI’in baglangicinda germinal
vesikiiliin yikimlanmasindan hemen sonra MTOC’lar tercihen kromozomlarin
civarinda aktive olurlar, kuvvetlenirler ve mikrotubuller tercihen bu alanda stabilize
olurlar. Basta rastgele oryante olan biiyliyen mikrotubuluslar asama kaydederek
kromozomlar etrafinda bipolar olarak organize olmaya baslarlar. Yapilan ¢aligmalar,
fare oositlerinde, mikrotubullerin kromozom yoklugunda, motor proteinlerin
hareketleri ve mikrotubiil iligkili proteinler (MAPs) sebebiyle bipolar yapilara,
polimerize ve organize olma potensiyeline sahip olduklarini ve bu 6zelligin mekik

ipligi olusumunda esansiyel bir rol oynadigini gostermistir (14).

Fare oositlerinde mekik ipliginin eksantrik pozisyonu oosit korteksinin
yeniden diizenlenmesi ile iligkilidir. Bu kortikal alan mekik ipligi migrasyonu
sirasinda ortaya ¢ikar ve MII boyunca mekik ipligi lizerinde devam eder. Bu yeniden
diizenlenme, mikrovilluslarin lokal kaybi (67), aktin mikrofilamentlerin plazma
membrani altinda toplanmasi (91, 97) ve kortikal graniillerin ¢ikarilmasi (25) gibi
olaylarla kendini belli eden bu siirecin goérevi bilinmemektedir. Kortikal alanin,
yeniden diizenlenmesi kromozomlarda bulunan aktin agma bagl iken, mikrotubul

tizerindeki aktin agina bagl degildir (98, 99, 164, 168). Buna ek olarak kromozomlar
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ile korteks arasinda fiziksel bir etkilesimin olmas1 gerekli degildir. Ciinki
kromozomlar bu yeniden diizenlemeyi kendileri “mesafe” etkisi ile

tetikleyebilmektedir (99).

Sonug¢ olarak, fare oositlerinde meydana gelen asimetrik bdoliinme,
kromozomlarin aktin ag1 diizenlenmesi iizerine olan roliine baghdir. Buna ek olarak
kromozomlar, “mesafe” etkisi ile kortikal aktin reorganizasyonuna aracilik eder.
Mikrotubuller diisiiniildiigiinde, kromatin ile iligkili motorlar, kromozomlar ve mekik
ipligi mikrotubulleri arasindaki fiziksel etkilesimlere aracilik ederler. Buna ek olarak
kromozomlar mekik demeti i¢in gerekli olan aktivasyon faktorlerini de kontrol
ederler (75, 76, 185). Bu benzerlikleri temel alarak Brunet ve ark. (14),
kromozomlarin sitoplazma iginde “bolge isaretleyici” olarak davranarak hem

mikrotubul hem de aktin mikrofilamentleri organize ettiklerini 6ngdrmiislerdir.

Birinci mayoz boliinme sirasinda asimetrik hiicre boliinmesi 6ncelikle oositin
merkezinde olusan ve oositin korteksine ulagsmis olan mekik ipliklerinde meydana
gelir. Mayoz 11, fertilizasyondan sonra kaldig1 yerden devam eder, ikinci asimetrik
boliinme ve kutup cisimciginin ¢ikmast ile son bulur. Mayoz bdliinme sirasinda
asimetrik hiicre boliinmesinin meydana gelebilmesi i¢in iki Onemli olaymn
gerceklesmesi gerekmektedir. Bunlardan ilki mayoz mekiginin hiicre korteksine
dogru goc etmesi, ikincisi kortikal bdlgenin mekik ipliginin lizerinde olusmus
olmasidir. Buna ek olarak ikinci mayoz boéliinmede yariklanmanin meydana gelmesi
ve ikinci kutup cisimciginin disar1 atilmasi i¢in mekik ipliginin rotasyon yapmasi
gerekmektedir. Mekik tamamen dondiigiinde, yariklanma meydana gelir ve ikinci

kutup cisimcigi disariya ¢ikar ve mayoz boliinme tamamlanir (99).
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Sekil 2.1. Fare oositlerinde kutup hiicresi olusumu. a) Ovaryum igerisinde, mayozun
profaz evresinde beklemekte olan ve germinal vezikiil (GV) olarak adlandirilan
biiyiik bir ¢ekirdege sahip olan oosit (GV; kirmizi); b,c) Mayoz I kaldig1 yerden
devam ettigi zaman, germinal vezikiilin bozulmasi meydana gelir ve merkezde
mekik ipligi meydana gelir (yesil); d,e) Mekik ipligi uzun ekseni boyunca kortekse
en yakin oldugu yere go¢ eder. Ayni anda mikrovilluslardan yoksun, aktin
filamentlerden zengin alan mekik ipliginin tizerinde olusur (mavi); f-h) Mekik ipligi
kortekse ulastiginda, metafaz-anafaz gegisi tetiklenir ve aktinden zengin kortikal
alanda birinci kutup cisimcigi meydana gelir; 1) Metafaz II’de bekleyen oositlerde,
mekik ipligi mikrofilamentlerden zengin ve mikrovilluslardan yoksun (mavi) olan
kortikal alanin altinda yiizeye paralel olarak yerlesir; j) Fertilizasyondan sonra, iKi
set anafaz kromozomu {istiinde bulunan kortikal alanda iki kortikal yumru meydana
gelir; k) Bu yumrulardan bir tanesi geriye g¢ekilirken digeri genisler ve bu siireg
mekik ipliginin rotasyonu ile sonuglanir; 1) Mekik ipligi tamamen dondiigiinde,
yariklanma meydana gelir ve ikinci kutup cisimcigi disar1 ¢ikar (99).

2.2. Dollenme (Fertilizasyon)

Zigot, olgun disi ve erkek cinsiyet hiicrelerinin birlesmesiyle meydana gelmis
hiicredir. Anne ve babadan gelen kromozomlari ve genleri icerdiginden bu

birlesenlerin tiim 6zelliklerini yansitacak sakli bir potansiyele sahiptir (24, 109).

Déllenme tuba uterinalarin en uzun ve en genis pargast olan ampullada, oosit
ve spermatozoonun birbirine degmesi ile baslayan, maternal ve paternal
kromozomlarin zigotun 1. mitoz boéliinmesinin metafaz evresinde birbirleriyle

karsilagmalari ile sona eren karmasik bir molekiiler olaylar zinciridir (109).

Memelilerde koitus (¢iftlesme) sonucunda bir¢cok spermatozoon disi genital

kanalinda biriktirilir. Bu alanlardan infindibulum, ampulla ve isthmus olarak {i¢
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boliimii olan uterus tiiplerine tasinir. Infindibulum, ovaryuma yakin olan huni sekilli
serbest ucunda da oositin tutulmasinda énemli bir role sahip olan fimbria adi verilen
uzantilardan olusur. infindubulum iki bolgeye ayrilan tubular kisimla devam eder.
Bunlardan birisi proksimal bolgede yer alan fertilizasyonun gergeklestigi ampulladir.

Bir digeri ise uterusa agilan isthmustur (101).

Memeli yumurtalart uterus tiipiliniin silyalar1 i{izerinde bulunan 6zel
reseptorlerle tanmarak, silyalar tarafindan toplanir. Infindubulumdan toplanma
sonrast, oviduktun ampulla bolgesine hareket ederler ve burada sperm tarafindan
dollenmeyi beklerler. Bu bolgede neden ve nasil bekledigi bilinmemektedir. Pasif bir
hareket dongiisii i¢inde kendisini tubal akintiya birakmis olan haploid kromozomlu
sekonder oosit, zona pellisuda ve onun disinda yer alan daha fazla tabakali granuloza
hiicrelerinin olusturdugu, korona radiata tarafindan kusatilmig sekilde bulunur. Zona
pellusida hiicrenin plazma membranini ¢evreler ve oosit ile korona radiatay1 birbirine
baglar. Proteoglikanlardan zengin olan bu yap1 hem oosit hem de granuloza hiicreleri
tarafindan sentezlenir. Bu hiicre tabakalariyla korunan oosit II’ye binlerce
spermatozoon aktif hareketlerle ulasir. Folikiile ait olan bu hiicreler birbirlerine
matriks agiyla kenetlenmislerdir. Bunlarin basinda da zona pellusida gelir. Kumulus
ooforus hiicreleri, sitoplazmik uzantilariyla zona pellusidaya gegerek oositin
plazmalemmasima ulasirlar ve gerekli maddeleri buradan saglarlar. Yumurta
fertilizasyon meydana gelinceye kadar kumulus kitlesi tarafindan kusatilmis sekilde
bekler. Fertilizasyon sonrasinda kumulus kitlesi kaybolur ve oviduktan,

implantasyonun ger¢eklesecegi alan olan uterusa dogru iner (115).

Spermatozoonun oviduktta bulunan yumurtay: délleyebilmesi i¢in disi tireme
kanalina tirmanmasi gereklidir. Spermatozoanin fertilizasyonun meydana gelecegi
bolgeye ulasmak icin kuyruklarini kullanarak ytizdiikleri tahmin edilmektedir. Ancak
kanal boyunca olan bu hareket daha g¢ok uterus kontraksiyonlara cevap olarak
gerceklesmektedir. Milyonlarca spermatozoon insanlarda bir, farelerde ise ortalama
on adet yumurtayr dollemek {izere yarigmaya baslarlar. Bu yarigsmanin kazanani,
yumurtaya ulasan ve ovumu doélleyen spermatozoondur. Uterus ve ovidukt birbirine
utero-tubal baglantiyla baglanmistir ve bu kanalin spermatozoanin buraya 6zgiirce

taginmasini engelleyecek sekilde dar bir yapiya sahiptir. Oviduktun dis kismu uterus
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icerisine asilir. Fare, domuz ve ineklerde bir tepecik meydana getirir. Bu alanda
spermatozoonun ovidukt icerisine rahatca taginmasini saglayacak genis-agik bir giris

yoktur (115).

Bunun aksine bazi tiirlerde Ornegin, domuzlarda bu kanal yumurtay1
dolleyecek olan spermatozoon i¢in mukusla dolu bir rezervuar seklindedir ve
spermatozoon sayisinin azaltilmasini saglar. Spermatozoonlarin disi iireme kanali
icinde kisa siirecek olan yasamlarini siirdiirebilmeleri i¢in kapasitasyon adi verilen
fizyolojik yilizey degisikligini gerceklestirmeleri gereklidir (115). Kapasitasyon
sayesinde spermatozoon serbest kalir, déllenmenin gerceklesmesi ve spermatozoon-
yumurta baglanma yerlerinin serbest kalmasini saglayacak olan akrozom reaksiyonu
gerceklesir  (63). Akrozom reaksiyonu, spermatozoonun zona pellusidaya
penetrasyonu i¢in gerekli olan enzimatik mekanizmalarin gergeklesmesini saglayan
ekzositotik bir siirectir (150). Bu reaksiyon spermatozoonun akrozomu i¢indeki litik
enzimlerin  (akrozin, proteazlar, hiyaluronidaz, glukoronidaz ve N-asetil

glukozaminidaz) salinmasini ve oositi saran Ortiileri gegmesini saglar (24, 119).

Akrozomal reaksiyonun ilk asamasi, akrozom dis membran1 ile
spermatozoonun dis membraninin kaynagmasidir. Daha sonra kaynasan bolgeler
yikimlanarak, acilan araliktan akrozomal enzimler bir sonraki araliga salinir ve bu

enzimler spermatozoon girisinin olacagi alandaki zona pellusidayi eritirler (111).

Spermatozoonun zona pellusidayr gegmesiyle zona pellusidanin fiziksel
ozellikleri degisir ve diger spermatozoonlara kars1 ge¢irgen olmasini engelleyen zona
reaksiyonu gergeklesir. Oosit ve spermatozoon plazma membranlarinin kaynagmasi
gerceklestigi alanda hiicre membranlar1 yikilir, spermatozoonun basi ve kuyrugu
oosit plazmasinin i¢ine girerken plazma membran1 disarida kalir. Sonrasinda oosit,
ikinci mayoz boliinmeyi tamamlayarak oosit ve ikinci kutup cisimcigini olustururken
olgun oositin ¢ekirdegi disi pronukleusu olusturur. Oosit sitoplazmasi i¢inde bulunan
spermatozoonun  c¢ekirdegi, genisleyerek  erkek  pronukleusu  olusturur,

spermatozoonun kuyrugu ise dejenere olur (109).

Bu sathadan sonra morfolojik olarak disi ve erkek pronukleus birbirinden

ayirt edilemez. Iki cinse ait cekirdekler mekik diizeni iizerinde, birinci ve ikinci
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olgunlagma bdliinmesi sirasinda oolemma ile zona pellusida arasina atilmis olan 1. ve
II. kutup hiicrelerinin arasindan gegen diizlem {izerinde birleserek kaynasir ve mitotik
aktivite i¢in seri degisimler ve farklilasmalara ugrarlar (24). Erkek ve disi
pronukleuslar biiyiimeleri sirasinda ikisi de haploidtir ve birbirlerine dogru hareket
ederken her ikisi de kendi DNA’larmmi replike ederek DNA replikasyonunu
gerceklestirirler. Bu sayede zigotun her hiicresi normal DNA miktarini igermis olur

sonrasinda ise ¢ekirdek zarin1 kaybederler (101).
2.3. Erken Embriyo Gelisimi (Preimplantasyon)

Preimplantasyon donemi, farelerde trofoektoderm (TE) ve i¢ hiicre kitlesi
(ICM)’nin olustugu embriyo gelisiminin ilk ii¢ gilinlinde meydana gelen temel
morfolojik olaylar1 kapsar (Sekil 2.2). Preimplantasyon dénemi, normalde annenin
oviduktunda gerceklesir, ancak kiiltiir ortamlarinda in vitro olarak embriyolarin

gelisim potensiyeline olumsuz bir etki yapmadan da gergeklestirilebilir (96, 149).

Doéllenmemis yumurta mayoz boliinmenin metafaz II evresinde bekler ve
yumurta ¢ekirdeginin oldugu kisim animal kutup olarak adlandirilir. Fertilizasyondan
sonra mayoz boliinmeye devam eder ve ikinci kutup cisimcigin salinimiyla mayoz
boliinmeyi tamamlar. Birgok vaka da ikinci kutup cisimcigi, hiicre i¢i koprii ile
yumurtaya bagh sekilde kalir, bu da sonraki gelisim dénemlerinde animal kutubu
isaret eden bir belirte¢ olarak kullanilir. ikinci kutup cisimciginin ne kadar siire

yumurtaya bagl olarak kalacagi embriyolar arasinda farklilik gosterir (41, 96).

Ik yariklanma fertilizasyondan 16-20 saat sonra, bundan sonraki
yariklanmalar ise ortalama 12 saatlik araliklarla gergeklesir. Hiicre siklusunun
uzunlugu yalmzca farkli embriyolar arasinda degil ayn1 embriyonun blastomerleri
arasinda da farklilik gosterebilir. Bu ylizden embriyonun toplam blastomer sayisi

verilen zaman i¢in 2" den (n: yariklanma sayis1) farklidir (96).

Ik ii¢ yariklanma sonucu morfolojik olarak birbirine benzer toplam sekiz
blastomer meydana gelir (Sekil 2.2). Dordiincii yariklanma oncesi, sekiz hiicreli
embriyo, smirlart belirli blastomer yapisindan, sinirlart tam olarak ayirt edilemeyen
top benzeri paketlenmis hiicrelerin meydana geldigi kompaksiyon olarak adlandirilan

bir hiicre kiiresi olusur. Kompaksiyonla birlikte tiim sekiz blastomerde apikal-bazal
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kutuplasma meydana gelir ve bu blastomerlerin gesitli membran ve sitoplazmik
elemanlart embriyonun apikal-ylizey ekseninden merkezi-bazal ekseni boyunca
kutuplagma gosterirler (36, 51, 68, 73, 96, 128, 129).

Blastosist kavitesi

\\\ >~

® 0 000

v

Embriyonik g(]n E0.5 E1.5 E25 E3.5 E4.5
Yariklanma 1. 2. 3. 4. 5. 8.1 s
Blastosist evresi .

Sekil 2.2 Fare embriyolarinda fertilizasyon sonrasi ilk ii¢ glin boyunca gerceklesen
morfolojik degisimler. Embriyonik giin genellikle makalelerde embriyonun gelisim
evrelerini tanimlamak i¢in kullanilir ve bu giinler ebeveynlerin ciftlesmesi sonrasina
karsilik gelmektedir. Gelisimsel siirecin zamanlamasi ile ilgili olan bu sema, in vitro
ortamda kiiltiire edilen embriyolar baz alinarak hazirlanmistir. 2.PC, ikinci polar
cisimcik; ZP, zona pellusida; TE, trofektoderm; ICM, i¢ hiicre Kkitlesi; Ab,
Abembriyonik kisim; Em, embriyonik kisim. Olgiim bar, 50pm (96).

Dordiincii yariklanmayla birlikte bir kismi1 embriyonun yiizeyinde diger kismi
tamamu ile etrafindaki komsu blastomerlerle ¢evrilmis sekilde yerlesim gdsteren 16
blastomerli yap1 meydana gelir. Onalti hiicreli evrede, eksternal ve internal blastosist
sayist embriyolar arasinda farklilik gosterir. Yapilan caligmalarda ortalama 6-7
internal, 9-10 eksternal blastomer oldugu goriilmiistiir. Eksternal blastomerler apikal-
bazal polariteyi siirdiiriirken, internal blastomerler polariteden yoksundur (37, 52, 69,
96, 151).

Besinci yariklanma ile daha fazla sayida internal ve eksternal blastomer
meydana gelir ve 32 hiicreli evrede embriyo ortalama 12-13 internal ve 19-20
eksternal blastomer igerir. Onalt1 ve otuziki hiicreli evrede eksternal ve internal hiicre
sayilar1 blastomer ayrismasindan sonra yiizey isaretlenmesi ile (37, 50, 52, 96, 151)

ya da ayrisan blastomerlerin sekil ve biiylikliigiine (6rnegin, polarize ve biiyiik
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olanlar ekternal; bakilarak belirlenebilir (69, 96). Onalti hiicreli evrede embriyonun
tespit edilerek yapilan floresan isaretleme yontemi ile hiicre korteksinde, ortalama 1-
2 internal blastomerin bulunmasi, beraberinde farkli tahminlerin ortaya ¢ikmasina
neden olmustur (26, 39). Bu tiir c¢eliskilerin neden meydana geldigi heniiz
bilinmemektedir. Ancak ylizey kisma maruz kalan alanin biiylikliigii bireysel
eksternal blastomerler arasinda da 6nemli farkliliklar gosterir. Bu da kullanilan bazi
yontemlerde, 6zellikle daha az yiizey alanina maruz kalan blastomerlerin, eksternal
blastomer olarak tanimlanmamasi ya da algilanmamasindan kaynakli olabilecegi

diistintilmiistiir (96).

Besinci yariklanma sonrasi, blastomerler arasinda bir ya da birden ¢ok kavite
olusmaya baslar. Bu baslangigtaki hiicreler arasi kaviteler, eksternal blastomerlerden
ekzositozis yoluyla salinan, hiicre i¢i vezikiillerden ya da vakuollerden meydana gelir
(5, 96). Kaviteler, tek ve biiyiik bir kavite olusturmak {izere siirekli olarak genisler ve
birbiri ile birlesir. Bu noktada embriyo 6zel bir isim alir ve blastosist olarak
adlandirilir. Blastosistte eksternal hiicreler (trofoektoderm-TE) tiim embriyoyu
sararak epidermal morfoloji gosterirken, internal hiicreler (i¢ hiicre kitlesi-ICM) tek
bir hiicre kiitlesi seklinde bir araya gelerek TE hiicrelerinin bazal yiizeyine tutunurlar
(Sekil 2.1). ICM’in ekzantrik lokalizasyonu nedeniyle blastosist farkli morfolojik
eksen gosterir; ICM’in konumlandigi yer embriyonik kutup (Em), kavitenin
bulundugu onun karsisindaki yer ise abembriyonik (Ab) kutup olarak adlandirilir
(Sekil 2.2). Bu kutuplasma TE ve ICM hiicrelerinin ileri gelisim donemlerinde
farklilasmalar1 acisindan onemlidir. Ornegin TE hiicrelerinin ICM hiicreleri ile
temasta oldugu kisimdaki hiicreler parakrin sinyallere (ICM tarafindan olusturulan
Fgfd) cevaben ekstraembriyonik ektodermi olustururlar (40, 112). Ayrica blastosist

kavitesine bakan ICM hiicreleri popiilasyonu ilkel endodermi meydana getirir (96).
2.3.1. Trofoektoderm Olusumu ve Epitelizasyon

TE, embriyo gelisiminde farklilasan ve epitel 6zelligine sahip olan ilk hiicre
tipidir. Epitel olusumuna embriyonun merkezinde biiyiik bir kavitenin olusumu eslik
eder. Blastosdl olarak tanimlanan bu kavite epitelde, iyon ve suyun polarize olmus

transportu ile gerceklesir (96).
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Fare embriyolarinda epitel olusumu, “gec 8 hiicreli evrede” ve sonraki 24 saat
icerisinde, ortalama 32 hiicreli evrede tamamlanir. Kompaksiyon sirasinda oncelikli
olarak Ca' baglantili adezyon molekiilii E-kaderin molekiilii ile hiicrelerarasi
adezyon belirgin bigimde artar (23, 72, 96, 141). Adezyon baglant1 kompleksleri (AJ)
icerisinde esas molekiill olan E-kaderin, bircok epitel dokuda hiicre-hiicre
baglantilarinda bulunan protein komplekslerinden biridir (113). Fare embriyolarinda
E-kaderin ekspresyonunun eksikligi AJ’de, sonra da diger bir epitel baglanti
kompleksi olan siki baglantilarda bozulmaya neden olur (86, 114).

Tipik epitel hiicrelerinde, hiicre membranlar1 yanindaki hiicrelere klaudin,
okludin ve zonula okludens (ZO) proteinleri gibi cesitli proteinlerin bir araya
gelmesiyle olusan ve sivi gecirgenligini engelleyen bir bariyer olusturan ZO aracilig1
ile baglanirlar (96, 162). Fare embriyolarinda, kompaksiyon sirasinda bazi ZO
komponentleri hiicre-hiicre sinirlarinin apikal kisimlarinin yaninda lokalize olmaya
baslarlar. Ayrica blastosist kavitesini kapatma yeteneginde olan olgun ZO yapilari,
32 hiicreli evrede tamamlanir (30, 73). Cesitli deneysel calismalarda ZO
bilesenlerinin blastosist kavitesinin olusumu ve siirdiiriilmesi i¢in kritik roller
oynadig1 gosterilmistir. ZO bilesenleri, ZO-1, ZO-2 ve klaudin’i 4/6 igerir ve
bunlarin bulunmamasi ya da inhibisyonlar1 sonucunda bozulmus ya da gecikmis
kavite olusumu meydana gelir (96, 110, 140, 171).

Blastosist kavitesinin olusmasi ve genislemesi icin, TE hiicreleri, hiicre
baglant1 kompleksleriyle sikica kapatilmis bir katman olusturmasinin yani sira siviy1
da kavitenin i¢ine pompalamalar1 gerekmektedir. TE’in apikal kismindan bazal
kismina su akisi i¢in gerekli olan ana ylriitiicii gii¢, epitelin bazal kisminda artan
sodyum iyon (Na") konsantrasyonu sonucu meydana gelen ozmotik basingtir.
Blastosist boslugunun sekillenmeye bagladigi bazal tarafa sodyum iyonlarinin
transportu, apikal membranda Na" ice akisi i¢in gerekli olan Na'/H" doniistiiriiciisii
ve bazal membranda Na* disa akis1 icin gerekli olan Na'/K'—-ATPaz gibi cesitli
tastyict hareketleri ile saglanir (6, 7, 77, 94, 96, 172, 175, 177).

Embriyonun epitel olusumuna ne zaman baglayacagi, nasil karar verdigi ve bu
mekanizmanin zamanlamasinin nasil diizenlendigi halen tam olarak anlasilamamustir.
Kompaksiyon tipik olarak 8 hiicreli evrede baglar. Ancak bu zamanlama hiicre

boliinme sayilart ile kontrol edilmez, ¢linkii sitokinezisin inhibisyonu ya da DNA
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replikasyonu kompaksiyonun baslamasi ile gecikmez (96, 143, 144). ilgin¢ bir
sekilde embriyolarin 1 hiicreli evredeki sitoplazmasinin bir kismi uzaklastirilip
yerine daha ileri evrelerdeki embriyonun sitoplazmasi ile degistirilmesi gibi
maniplasyonlar yapildiginda, kompaksiyon ve kavite olusumu hiz kazanir. Bu durum
icin olas1 agiklama 1 hiicreli embriyoda eksprese edilen bazi belirli baskilayici
faktorler kompaksiyonu engellemektedir ancak bu faktorler gelisim sirasinda
zamanla kaybolmaktadir. Boylece ge¢ 8 hiicreli evrede bu faktorler artik

baskilanmamaktadir (35, 87, 96).

2.3.2. Trofoektoderm Hiicrelerinin Gelisimi

Blastosistin dig epitel katmanmi olusturan TE, embriyo gelisiminde
belirlenmis ilk doku tipidir ve erken blastosist doneminde morfolojik olarak
pluripotent i¢ hiicre kitlesinden ayrilir. Trofoblastlarin progenitorii olan TE
hiicreleri, blastosistin uterus duvarina implante olmasina eslik eder ayni zamanda
plasenta olusumuna katkida bulunurken, ICM hiicreleri fetiisit meydana getirir (83).

Transkripsiyon faktorleri, hayvanlarin embriyonik gelisimi sirasinda hiicrenin
akibetinin belirlenmesini saglayan kritik diizenleyicilerdir. Fare blastosistinde, TE ve
ICM hiicrelerinin olusumunda esansiyel olarak tanimlanmig birkac transkripsiyon
faktorii vardir. Molekiiler olarak TE ve ICM’nin kokeni bu soy-spesifik
transkripsiyon faktorleri ile ayirt edilebilir (96, 116, 130, 135). Bunlar, blastosistin
TE hiicreleri tarafindan eksprese edilen Drosophilia Caudal ile iliskili olan Cdx-2 (8,
96, 148) ve iki ICM spesifik transkripsiyon proteinleri olan, POU domain protein
Oct-4 (Pou5fl) ve homeodomain protein olan Nanog’dur (17, 107, 120). Blastosist
olusumu sirasinda bu faktorler arasindaki iliskilerin TE ve ICM’in akibetini
gliclendirdigi diisiiniilmektedir. Cdx2, pluripotent 6zelligin anahtar diizenleyicisi olan
Oct4’un ekspresyonunu baskilar boylece ileride meydana gelecek olan TE soyunun
ICM’den ayrilmasini saglar (83). Cdx2, TE’nin varligini siirdiirebilmesi agisindan
esansiyel iken, ICM’nin olugumu ve varligini siirdiirebilmesi i¢in gerekli degildir.
Blastosist doneminde, Cdx2 yanlizca TE hiicrelerinden eksprese edilirken, Oct4
(Pou5fl) transkripsiyon faktorii giiglii sekilde ICM hiicrelerinde eksprese edilir. (96,
116, 130, 135). Homeodomain transkripsiyon faktoriinii kodlayan Nanog ise, ICM ve

embriyonik kok hiicrelerinde (ES) pluripotent durumun siirdiiriilmesi i¢in gereklidir
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ve Oct4’un aksine ES hiicrelerinden primitif endoderm soyunun meydana gelmesini

de engeller (17, 82, 107).

2.3.3. Embriyo Gelisiminde i¢-Dis Model

Fare embriyo gelisimiyle ilgili 6nerilen eski modeller, sitoplazmik kalitim
belirleyicilerinin hiicrenin kaderini belirledigi yoniindeydi (4, 182). Ancak bu
oneriler erken embriyo donemindeki hiicrelerin yeri degistirildiginde yani yeni bir
pozisyona getirildiginde kaderinin de degisecegi goriildiikten sonra reddedilmistir
(106, 182). Bu gozlemler diger arastirmacilarin erken soy belirlenmesi i¢in yeni bir
model gelistirmelerine sebep olmustur. Bu i¢-dis model ile (159, 182) sitoplazmik
belirleyicilerin  yerine, hiicrenin kaderinin icerideki ve disaridaki hiicre
poptilasyonlariin farkli oldugu, ge¢ morula evresindeki pozisyonuna gore kuruldugu
Onerilmistir. Pozisyonun hiicrenin kaderine olan etkisi farkli sekillerde anlatilabilir.
Ornegin hiicre-hiicre baglantisnin genisligi hiicrenin pozisyonu hakkinda bilgi
verebilir, bu da hiicrenin kaderini belirler. Icteki hiicreler simetrik olarak komsu
hiicrelerle baglantili iken, distaki hiicreler asimetrik olarak diger hiicrelerle

baglantilidir (182).

2.3.3.1. Hiicre Kutuplasmasi (Polarite) Modeli

Hiicre polarite modeline gore hiicrenin kaderi, ge¢ morula evresinden once
kurulur. Sonraki hiicre boliinmeleri, polarite bilgisine gore simetrik ya da asimetrik
olarak dagilim gosterir. Bu dagilim hiicre bdliinmesinin agisina gore diizenlenir.
Paralelden radial eksene dogru olan bdliinme, polaritenin dagilimi ile ilgili tiim
bilgiyi tasiyan, 6zdes polarize olmus hiicre meydana getirir. Bunun aksine i¢-dis
eksene dik olan boliinme sonucu iki farkli hiicre meydana gelir, bir tanesi tim
polarite bilgisine sahipken (Oyle kalitimlanmisken) digeri iceride konumlanmis
apolar hiicredir. Daha sonra polar ve apolar hiicreler gelisim potensiyeli olarak
farklihik gosterir ve bu da TE ve ICM soylarii olusturur. i¢c-dis model ve polarite
modelleri énemli bir noktada birbirinden farklilik gosterir. i¢-dis model hiicrenin
pozisyonunun, hiicrenin akibetini belirledigi yoniinde tahminde bulunurken, hiicre

polarite modeli hiicrenin akibetinin hiicrenin pozisyonunu belirledigi yoniindedir.
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Kapsamli yapilan aragtirmalarda hiicre polarite modelini desteklemektedir ve yapilan
gozlemlere rehberlik etmistir (182).

Hiicrede polarite ilk kez kompaksiyon sirasinda, ¢esitli ylizey mikrovilluslari,
hiicre iskeleti unsurlari, endozomlar ve mikrotubul organizasyon merkezler gibi
hiicre alt1 komponentlerin hiicrenin apikal kutbunda (disa bakan kisimlarda) polarite
olusturmasi ile gézlenmistir (70, 73).

Floresanla isaretlenen belirli proteoglikanlara baglanan bir lektin olan con-
canavalin A (Con A) da kompaksiyon sirasinda apikal mikrovillus kutbunda lokalize
olur (51, 68, 186). Ciinkii apikal ve bazal bolgelerin kalitiminin hiicrenin kaderinde
farkliliga yol actig1 ve bu domainlerin orada bulunmasinin hiicre polarite modeli i¢in
merkezi rol oynadigi belirlenmistir (69).

Hiicre-hiicre baglantilarinin hiicre polaritesindeki roliinii c¢alismak igin
bozulmamig tam embriyolarin yerine, bozulmus ya da toplanmis embriyolarin
kullanilmasi, bu tiir embriyolardan hiicrenin diger hiicreler arasindaki iliskiyi
bozmadan c¢ikarilmast kolay oldugu icin daha uygundur. Bu tam olmayan
embriyolarda kompaksiyonun programa uygun sekilde meydana geldigi goriilmiis,
bu da polarite gelisiminin hiicre-hiicre baglanti varlifinda daha etkili bir sekilde
basladig1 bildirilmistir. Ayrica polaritenin oryantasyonun hiicre-hiicre baglanti
alanlarindan etkileniyor olabilecegi de diisliniilmiistiir. 8 hiicreli embriyodan alinan
hiicre ikililerinde polarize olmus Con A boyamasimin, hiicre baglantistnin yeni
konulan hiicrelerin oldugu tarafin tersi olan bdlgede sekillendigi gozlenmistir. Bu da
hiicre-hiicre baglantilarinin hiicreye oryantasyon konusunda ip uglari verdigini
gostermistir. Boylece hiicre-hiicre baglantilarinin polaritenin agisin1 tanimlamada
gerekli oldugu ancak polaritenin stirdiiriilmesinde gerekli olmadigi goriisiine
vartlmistir (69, 182, 186).

Polarizasyon ve kompaksiyonun, protein sentezini bloklayan ilag
uygulamasindan (88, 182) ya da protein kinaz C (PKC) ile aktivasyondan sonra
devam ettigi ve oncesinde de olustugu gorilmiistir (178, 182). Bu bulgular a) bu
komponentlerin erken embriyo doneminde polarizasyon ve kompaksiyondan once
zaten bulundugu, b) erken embriyo doneminde yapilan proteinlerin erken gelismis

polarizasyon ve kompaksiyona neden oldugu, c) translasyon sonrasi mekanizmalar
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ozellikle fosforilasyonun polarizasyon ve kompaksiyonu denetlemesi gibi siiregle
ilgili 6nemli ip uglart vermistir (182).

Hiicre polarite modelinin diger onemli bir bileseni, hiicrenin kaderinin
yariklanma diizleminin oryantasyonu ile belirlenen polarite kalitimindan
etkilenmesidir. Hiicre boliinmesi sirasinda sekillenen i¢-dis ekseni boyunca meydana
gelen hiicre boliinmesi sonucunda iki polar hiicre meydana gelir, ikisi de dis alanda
bulunur ve TE hiicrelerini meydana getirir. Diger taraftan i¢-dis eksene dik
gergeklesen bollinme sonucu bir polar ve bir apolar hiicre meydana gelir ve bunlar
iceride ve disarida bulunur ve sirasiyla TE ve ICM hiicrelerini meydana getirirler.
Boylelikle her 8 hiicreli evredeki hiicre boliinme sirasinda en az bir TE hiicresi
meydana gelir (68, 182).

Hiicre polaritesi ve hiicre kaderi arasindaki baglanti, polarite meydana getiren
proteinlerin, TE’ nin farklilagsmasini yonetme olasilig1 oldugunu gostermistir. Olgun
TE hiicreleri, apikal mikrovilluslu, polarize olmus bir epitelin ayiric1 6zelliklerini ve
polarize olmus bir dagilim gosteren siki ve aderens baglantilar gibi 6zel protein
komplekslerinin isaretlerini tasir (182).

Bakilan zamana gore 8 hiicreli evrede kompaksiyon sirasinda apikal domain
kurulmasi ile aderens baglantilarin bulunmasi birbirleri ile uyumlu olarak goriiliir. Bu
sirada hiicre adezyon molekiilii olan E-kaderin ve aderens baglantilarin esas
komponentleri hiicre-hiicre baglant1 alanlarinda 6nemli dl¢iide bulunmaya baslar
(169). Bunlara ek olarak serine/threonine kinase EMK1 (Parl) bazo-lateral olarak
lokalize olur (170). Ayrica bu donemde bazi proteinler apikal hiicre korteksinde
kiiglik bir alanda lokalize olurlar. Bu proteinler, Par3, Par6 ve atipik PKCs (aPKCs)
(121, 126, 160, 170). Ge¢ morula doneminde tight junctionlar, adherens
junction’lara apikal olacak sekilde toplanmaya baglarlar (38, 139). Bu sirada bir¢ok
apikal protein tight junctionlar etrafinda lokalize olur (29, 170). Par3, Par6 ve aPKC
apikal protein komplekslerini olustururlar (33). Bu kompleksin olusumu mikrotubul
organizasyonunu kontrol eder ve Lethal giant larvae (Lgl) gibi bazo-lateral
proteinleri apikal membranin disinda tutarlar (124, 181).

Kompaksiyon sirasinda 8 hiicreli embriyoda apikal domainlerinde apikal

protein toplanmasi, bazo-lateral proteinlerin apikal membrandan diglanmasina sebep
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olur. Yapilan calismalar, fonksiyonel apikal domainin polarite, dis hiicrelerin
olusumu ve muhtemelen TE kaderi i¢in esas oldugu fikrini desteklemektedir (182).

Caenorhabditis elegans gibi bazi mikroorganizmalarda fertilizasyon,
embriyonik polarite i¢in Onemli olan molekiillerin asimetrik dagilimim
indiiklemektedir (170, 173). C.elegansta fertilizasyon PKC3 ile seyreden PAR3 ve
PAR6’nin anterior kortekste (32, 49, 62, 155, 170), PAR1’in ise posterior kortekste
polarize olmus lokalizasyonlarini indiikler (11, 49, 170). Sitoplazmik belirleyicilerde
ve mekik ipliklerinin yerlesiminin asimetrik dagiliminda yer alan bu proteinler,
asimetrik boliinmelerin meydana gelmesine ve germ hatlarinin ayrilmasina izin
verirler. Elde edilen bilgilere gore fare oositinde ya da embriyosunda fertilizasyona
cevap olarak meydana gelen asimetrik dagilimin bir belirleyicisi yoktur. Fare
embriyolarinda bdyle bir ayrilma 8 hiicreli evrede blastomerlerin polarize oldugu
kompaksiyon sirasinda baslar (73, 170).

PAR3 ve PAR6’nin homologlart PARD3 ve PARD6 olarak memelilerde de
tanimlanmustir. Farelerde PARD3’iin ti¢ ekli formu gozlenmistir (100kDa, 150kDa
ve 180kDa). Ayrica farelerde ii¢ farkli gen tarafindan kodlanmis iic PARD6 proteini
kodlanmigtir: PARD6a, PARD6b ve PARDG6g. Drosophila ve memeli epitel
hiicrelerinde tiglii PAR3/PAR6/aPKC kompleksi tight junctionlarda lokalize olurken
PARL1 bazo-lateral kortekste lokalize olur (64, 152). PARL, C. elegans zigotu (49) ve
Drosophilia oositinde polaritenin kurulmasi igin esas olan bir serin/threonine’dir
(142, 161). PARI’in memeli homologlart MARK (Microtubules Affinity Regulating
Kinases) ailesindendir. PAR1’in farelerdeki homologu EMK olarak adlandirilir. Bu
proteinlerin mikrotubullerle iligkili baz1 proteinleri fosforilize ettikleri gosterilmistir
(27). PARI’in, Drosophila oositlerinde ve folikiiler epitel hiicrelerinde mikrotubul
hiicre iskeletini diizenledigi gosterilmistir (21).

Kompaksiyon o©ncesinde hiicreler polarize olmamistir ve mikrovilluslar
hiicrenin tiim ylizeyine dagilmistir. Kompaksiyon sirasinda, blastomerler E-kaderin
aracilt hiicre baglantilarinin kurulmasi yoluyla birbiri {lizerine dogru diizlesirler ve
polarize olurlar. Mikrovilluslar ise hiicre baglanti alanlarindan kaybolur ve apikal
kutbun yiizeyinde kalici hale gelir. Bu durum ezrin’in dagilimi ve sitoplazmik
komponentlerin (6rnegin, klatrin vezikiilleri, endozomlar ve mikrofilamentler)

asimetrik olarak dagilmasi ile gosterilmistir (92, 93, 170). Asetillenmis mikrotubuller
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bazal kutupta yer alirken daha dinamik mikrotubuller daha ¢ok miktarda apikalde
bulunurlar (60, 170). Kompaksiyon, embriyoda aktif olarak gozlenen en az iki yolak
aracilign ile yonetilir, biri diizlesme gerektirir ve mikrotubuller olmadan da
sekillenebilir, digeri diizlesmeden bagimsizdir fakat cekirdekler ve hiicre yiizeyi
arasinda mikrotubul aracili etkilesim igerir (61, 170). Dérdiincii yariklanma sirasinda
mitotik ipliklerin oryantasyonu rast geledir. Ancak ipligin oryantasyonuna gore
apikal-bazal eksene de bakilarak asimetrik boliinmeler olusabilir (71, 73).
Mikrovilluslarin ucunun biiyiik bir kismmin kalitmimi saglayan non-adeziv alana
sahip olan kardes hiicreler, dis blastomerleri meydana getirirlerken,
mikrovilluslardan yoksun olan tiim yiizeyleri boyunca adeziv olan hiicreler de i¢
hiicreleri olustururlar. Boylece kaderleri farkli olan iki farkli hiicre tipi meydana
gelmis olur: Blastosistlerde i¢ hiicre kitlesini meydana getirecek olan internal
polarize olmamis hiicreler ve TE hiicrelerini meydana getirecek olan eksternal
polarize olmus hiicreler (37,69) bulunmaktadir. Bu iki farkli hiicre tipinin olusum
siireci fare embriyosunun gelisimi i¢in ¢ok onemlidir. ICM, embriyonun ve bazi
ekstra-embriyonik yapilarin olusumuna katkida bulunurken, TE ekstra-embriyonik
yapilara katilir (40, 170).

2.4. Abelson Tirozin Kinaz (c-Abl) Proteini

Abelson Tirozin Kinaz (c-Abl) geni non-reseptor protein tirozin kinaz
ailesinin bir {iyesidir ve Abelson Murine Leukemia Viriis proteinin hiicresel
homologu olarak tanimlanmistir (1, 47, 84). Non-reseptor protein tirozin kinaz’lar
normal hiicresel c-Abl (Abl) ve Arg ve onkojen formlar olan v-Abl, Becr-Abl, Tel-
Arg igerir. Abl-1 ilk kez bundan 30 yil 6nce Abelson Murine Leukaemia viriisiinde
(42, 47) onkojen olarak ve sonrasinda insan 16kemisinde onkojenle iliskili kromozom
translokasyonlarinda bildirilmistir. Abl-1’in insan otologu sonrasinda mutasyonal
olarak aktive edilmis fiizyon onkoproteini, BCR-AbI-1 olarak tanimlanmustir (9, 47)
Abl-2, (Abl-iligkili gen ya da Arg olarak bilinir), Abl-1’in paralogudur ve dizilim
benzerligi ile tanimlanmistir (80, 123).

Abl-1 ve AbI-2, %90’nin iizerinde benzerlik gosteren ve SRC homolog 3

domain (SH3 domain), SH2 domain, SH1(tirozin kinaz ) domainleri igeren, amino-
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terminal diizenleyici ve katalitik domainlere sahiptirler (Sekil 2.3) (31, 47). Abl ve
Arg, C terminal yarimlarinda hiicre iskeletine baglanan bolgeler igerirler. Bunlar, Abl
ve Arg de goriilen F aktin baglanma bolgesi (31, 103, 166, 174) ve Arg de goriilen
mikrotubul (MT) baglanma bolgesidir (31, 105). Bu bolgeler hiicre igerisinde Abl ve
Arg de lokalize olurlar ve bunlarin fiziksel olarak aktin ve mikrotubul yapilarinin

diizenlenmesini saglarlar (31).

ABL1 Baglayici
o cap Y245 Y412 PXXP  NLS NES
a - — r
P—H—SHB— sHz L2 inaz ® DNA BD —ED‘“’E"“' l F- aktin
1b = 1,142
Baglayici
A1BL2 cap Y272 Y439 PXXP
a
F—ﬂ-sm— sz [l Kinaz ® H I F-akin BD — MTBD
1b 1,182

Sekil 2.3 Abl kinazlarin modiiler domainlerinin sematik gosterimi. F-aktin BD:
filament6z aktin baglanma domaini, G-aktin BD: globular aktin baglanma domaini,
P: fosforilasyon, SH3: SRC homologu 3, SH2: SRC homologu 2, SH1: SRC
homologu (tirozin kinaz) domaini, NLS: niikleer lokalizasyon sinyali motifleri, NES:
niikleer eksport sinyali motifleri (47).

Her iki Abl kinazin karboksil uclart filamentoz (F)-aktin baglanma bolgesi
icerir (Sekil 2.3) (45, 47, 166). Abl-1, globular (G)—aktin baglanma bdolgesi igerir.
ADbl-2’nin /LWEQ motifi ile karakterize ikinci internal F-aktin baglanma bolgesi
bulunmaktadir. Bu domain, hiicrenin periferinde yer alan F-aktin zengin yapilarin
olusumunun desteklenmesi icin gereklidir. Her iki Abl kinaz da, SH3 igeren
proteinlerin baglanmasina aracilik eden PXXP motifleri igerirler. Sitoplazmik ve
niikleer lokalizasyon gdsteren Abl-1; ii¢ niikleer lokalizasyon sinyal (NLS) motifi ve
C ucunda yer alan bir niikleer eksport sinyali (NES) bulundurmaktadir. Bu bélgeler,
cekirdek ile sitoplazma arasinda mekik dokuyarak Abl’nin ¢esitli uyaranlara cevap
vermesini saglarlar (47, 174). Bu durumun tersine NLS motifinden yoksun olan Abl-

2, sitoplazmada lokalize olur ve Oncelikli olarak hiicrenin periferinde, fokal
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adezyonlar, aderens baglantilar, invadopodia ve fagositik kuplar gibi F-aktin zengin
alanlarda toplanir (46, 47, 105, 145, 184). Abl-1°de fizyolojik gorevi tam olarak

anlasilamamis olan DNA baglanma bolgesi de tanimlanmustir (104).

SH3 domain, SH2 ve kinaz domainleri baglayan polyproline-i¢ceren baglayici
dizilere baglanir ve SH2 domain, kinaz domain (SHI1)’in C terminal lobu ile
etkilesime girer. Sonugta, SH3-SH2-SH1 bulunduran birbirine kenetlenen bir yap1
olusur (54).

Abl kinazlarin enzimatik aktiviteleri, tirozin fosforilasyonu ile de diizenlenir.
Abl-1 iizerinde fosforile edilen tirozin kalintilart aktivasyon loop da Y412 (Abl-2 de
Y439’a karsilik gelmektedir), SH-2 kinaz domain baglayici da Y245 (Abl-2 de
Y272’ye karsilik gelmektedir)’dir. Bu tirozinlerin fosforilasyonu, Abl kinazlarin
aktif yapilarini stabilize eder ve Abl proteinleri arasindaki transfosforilasyon ile ya

da SRC kinaz ailesi araciligi ile meydana gelebilir (47, 156).

Abl kinaz aktivitesinin diizenlenmesinde intramolekiiler etkilesimlerin
roliinlin bilinmesi icin kapali ve agik Abl kinazlarin mekanizmasimin gosterilmesi
onemlidir. SH3 domain, SH2 ve kinaz domainlere baglanan, baglayici dizilere
baglanir. Sonrasinda SH2 domain, SH1 kinaz domainin C terminal lobu ile SH2-SH3
birbirine kenetlenen bir yap1 meydana getirecek sekilde etkilesime girer. 1b Abl
izoformunun N ucunda bulunan myristoylated kalintisi, kinaz domainin C lobu

icindeki hidrofobik cebe, kapali yapiyi stabilize ederek baglanir (47).
2.4.1. Abl Proteinin Fare Gelisimindeki Rolii

c-Abl, hiicrede cekirdek, sitoplazma ve hiicre zarin1 da iceren bir¢ok farkli
alanda lokalize olmustur (134, 154). c-Abl’lar ¢esitli hiicresel proteinlerle etkilesime
gecerek hiicre morfogenezisi, hareketi (59), biiyiime ve ¢ogalmasini (6zellikle G1/S
kontrol noktasinda), apoptozisin modiilasyonunu (59, 125) ve disi ve erkek farelerin
germ hiicrelerinin gelisimini (66) kontrol eden farkli sinyal yolaklarinda 6nemli rol
oynarlar. Memelilerde bulunan iki Abl kinaz olan Abl-1 ve Abl-2’nin farelerde bu
genlerin inaktivasyonlar1 ile ortaya cikarilan benzersiz ve birbirleriyle Ortlisen

fizyolojik birtakim rolleri vardir (47, 137, 163).
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Abl-1 -/- ( Abl-1 knockout) olan farelerin ortalama %50’sinin dogum sonrasi
6ldiigli hayatta kalan farelerde ise timik atrofi, lenfopeni, osteoblast proliferasyonuna
bagli osteoporozis, kalp anomalileri, hatali goz gelisimi ve erken yaslanmanin
meydana geldigi bildirilmisir (31, 55, 79, 81, 89, 127, 137, 163). Bunun tersine
Arg -/- (ADbl-2 knockout) farelerin canli oldugu ancak yasla iligkili dendirit
destabilizasyonu gibi néronal defektlerin oldugu bildirilmistir (45, 47, 79). Normal
gelisim sirasinda birbirlerini kompanse eden enzimlerin Abl ve Arg genlerinin her
ikisi de silindiginde erken gelisim doneminde (E 9-11) diizgiin bir embriyonik
gelisim i¢in gerekli olan her iki enzim i¢in yoksunlugun indiiklendigi ve norolojik

defektler sonucunda hayvanlarin 61diigi goriilmiistiir (79).
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3.GEREC VE YONTEM
3.1.Gerec¢

Mevcut calismada, Amerika Ulusal Kanser Enstitiisiinden temin edilen
B6D2F1 (C57BL/6 3 DBA/2) hibrid farelerinden (n=40) elde edilen oosit ve
embriyolar kullanildi. Calisma siirecinde Hawaii Universitesi Etik Kurul kararlarina
(protokol no: 05-029-8) uyulmustur. Tiim hayvanlar deneyler sonlanincaya kadar
Hawaii Universitesi Deney Hayvanlar1 Labartuvarlarinda 12 saat aydinlik, 12 saat
karanlik 20-22 °C oda sicakliginda barindirildi. Bu calismada kullanilan fareler

servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi.

3.2.Yontem
3.2.1 Embriyo Toplanmasi

B6D2F1 disi farelere, gebe kisrak gonadotropini (PMSG) enjeksiyonu
(5 1U) yapildiktan 48 saat sonra farelerin kendi fizyolojik LH pikleri olusmadan
intraperitoneal olarak insan koriyonik gonadotropin (hCG; EMD Milipore)
enjeksiyonu (5 1U) yapilarak superovule edildi. hCG enjeksiyonunu takiben
ciftlesmenin saglanmasi i¢in disi ve erkek B6D2F1 fareler aym kafese konuldu.
Ertesi sabah ¢iftlesmenin etkinligini gézlemlemek icin vaginal plak kontrolii yapildi.
hCG enjeksiyonundan 36 saat sonra, embriyolar iki hiicreli evreye ulastigi giin, disi
fareler servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi. Oviduktlar disseke edildikten sonra
stercomikroskop altinda ovidukt enjektor yardimi ile FHM HEPES- buffered
medium (MR-024-D;EMD Milipore) kullanilarak basingla yikandi ve iki hiicreli
embriyolar stereomikroskop altinda toplandi. Embriyolar istenilen evrede
kullanilmak {izere mineral yag ile kaplanmig KSOM-AA mediumu (MR-021-D;
EMD Milipore) iginde 37°C’de %5’lik CO; ile nemlendirilmis havali inkiibatore
yerlestirildi. iki hiicreli embriyolar inkiibatdre konulduktan yaklasik 24 saat sonra
sekiz hiicreli embriyo evresine, yaklagik 42-48 saat sonra morula evresine, yaklasik
54-60 saat sonra da orta blastosist evresine ulasan embriyolar ¢alismada kullanildi.

Iki hiicreli evrede bulunan embriyolar (n=47), morula evresindeki embriyolar
(n=45) ve E 3.5 donemindeki blastosistler (n=88) c-Abl protein lokalizasyonuna

bakilmak iizere tespit edildi.
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Arastirmada 8 hiicreli evredeki aymi kalitedeki embriyolar ise {ic gruba
boliinerek giin igerisinde, saat 9:00 (n=45), 12:30 (n=45) ve 16:00 (n=45) olmak
tizere farkli zaman araliklarinda toplandi ve bu gruplardaki embriyolar sirasi ile
erken, orta ve geg 8 hiicreli evredeki embriyolar olarak adlandirildi.

ICM hiicrelerinde c-Abl lokalizasyonunun degerlendirilmesi amaci ile orta
blastosist evresinde bulunan embriyolardan kavite ¢ap1 tim blastosistin %50’si kadar

ya da biiyiik olan embriyolar (n=38) ayrild1 ve tespit edildi.

Sekil 3.1. Fareden oviduktun disseke edilmesi, ok: ovidukt.
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Sekil 3.2. Oviduktun yikanmasi ve yikamada kullanilan malzemeler.

3.2.2. Oositlerin Toplanmasi

B6D2F1 disi farelere, gebe kisrak gonadotropini (PMSG) enjeksiyonu (5 1U)
yapildiktan 48 saat sonra farelerin kendi fizyolojik LH pikleri olugmadan
intraperitoneal olarak insan koriyonik gonadotropin (hCG; EMD Milipore)
enjeksiyonu (5 1U) yapilarak superovule edildi. hCG enjeksiyonundan 17 saat sonra,
disi fareler servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi. Oviduktlar disseke edildikten
sonra, kumulus-oosit kompleksi stereomikroskop altinda oviduktun ampulla bolgesi
yirtilarak elde edildi. Metafaz 11 evresindeki oositler (n=103) hyalurinidaz (SAGE,
In Vitro Fertilization Inc. Trumbull, CT, USA) ve cam pipet yardimiyla mekanik
ayirma ile kumulus hiicrelerinden temizlendi. Ciplak oositler, FHM HEPES-
buffered medium (MR-024-D;EMD Milipore) kullanilarak yikandi ve arastirmada
kullanilmak tizere mineral yag ile kaplanmis KSOM-AA mediumu (MR-021-
D;EMD Milipore) iginde 37 °C* de % 5 CO; ile nemlendirilmis havali inkiibatore
yerlestirildi.

c-Abl (c-19), c-Abl (k-12) ve B-aktin boyamasi yapilmasi igin 103 adet
embriyo toplanip tespit edilirken mekik iplikleri ile c-Abl iligskisinin incelendigi
deney igin toplam 140 oosit tespit edildi.

30



3.2.3. Parthenogenez ile Oosit Aktivasyonu

Partenogez ile aktivasyon teknolojisinin amaci sperm olmayan kosullar

altinda fertilizasyonun uyarilmasi ve oositlerin suni olarak aktive edilmesidir.

Partenogenezle aktivasyon igin Strontium Klorid (SrCly) (0.5M) ve
etilenglikol-bis (b-aminoethyl ether)-N,NO-tetraasetik acit (EGTA) (0.5M) KASOM-
AA mediumuna eklenerek soliisyon hazirlandi. Hazirlanan bu soliisyondan 20ul’lik
damlalar orta biiytlikliikteki kaplara konulduktan sonra mineral yag ile kaplandi ve
oositler bu damlalarin igine pipetle transfer edildi. Oositler hazirlanan bu soliisyon
icinde 37°C’de %5’lik CO; ile nemlendirilmis inkiibatore kaldirildi. Aktivasyon
islemi 6ncesi, 0. saat (n=32) olarak kabul edildi, sonrasinda aktivasyonun 1.saatinde
(n=30), 2. saatinde (n=32), 3. saatinde (n=23), 6. saatinde (n=23) oositler toplanarak
teshit edildi.

3.2.4. immunocerrahi Yéntemi ile ICM izolasyonu

Immunocerrahinin yapilacagi giin KSOM-AA iginde seyreltilmis rabbit anti-
mouse serumu (1:10 in KSOM-AA) ve KSOM-AA i¢inde seyreltilmis guinea pig
komplementi (1:10 in KSOM-AA) (Invitrogen) igeren soliisyonlar taze olarak
hazirlandi. Bu soliisyonlardan 20ul’lik damlalar, mineral yagin altinda kalacak
sekilde orta biiyiikliikteki kaplar (medium dish) icerisine konuldu ve kaplar 37 °C’ de
%5’lik CO; ile nemlendirilmis inkiibatore kaldirildi. Inkiibatorde bulunan
blastosistlerden kavite ¢api tiim blastosistin %50si kadar ya da biiylik olan orta
blastosist evresinde olan embriyolar (n=38) ayrildi. Bir kismi kontrol embriyolari
(n=12) olarak segildi. Kalan embriyolar (n=26) ise immunocerrahi yontemi ile ICM
hiicreleri izole edilmek tlizere ayrildi. TE hiicrelerinin lize edilebilmesi i¢in zona
pellusidali olan embriyolar, 6nce KSOM-AA iginde seyreltilmis rabbit anti-mouse
serumu sonrasinda KSOM-AA icinde seyreltilmis guinea pig bileseni icinde
bekletildi ve FHM HEPES-tamponlu medium ile yikandi. TE hiicreleri lize
edildikten sonra zona pellucidanin uzaklastirilmasi i¢in embriyolara FHM iginde %
0.5 Pronase (Roche) uygulandi. Izole edilen ICM’ler (n=26) mineral yag ile

kaplanarak hazirlanmis KSOM-AA mediumu igerisine konulup inkiibatére konuldu.
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3.2.5. Immunfloresan Boyama

Embriyolar istenilen gelisim evresine ulastigi zaman inkiibatdrden ¢ikarildi.
Embriyolardan zona pellucidanin uzaklastirilmasi amaciyla embriyolara FHM iginde
% 0.5 Pronase (Roche) uygulandi. Sonrasinda Fosfat Buffer Saline (PBS) i¢inde %4
paraformaldehit ile hazirlanan soliisyon icinde 30 dakika bekletildi ve membran
gecirgenligini saglamak i¢in %0.5 Tritron X-100 i¢eren PBS soliisyonunda 15 dakika
bekletildi. %5 bovine serum albiimin igeren %0.1 Tween-20’lik PBS ile hazirlanan
soliisyon icinde bloklandi. Embriyolar primer antikor i¢inde +4 ‘C de gece boyunca,
sekonder antikor da ise 25T de 2-3 saat boyunca inkiibe edildi.

Bu ¢alismada primer antikor olarak, poliklonal rabbit anti-c-Abl (k-12)
(1:400; Santa Cruz Biotechnology), poliklonal rabbit anti-c-Abl (c-19) (1:400; Santa
Cruz Biotechnology), poliklonal mouse anti-B-tubulin (1:4000), monoklonal mouse
anti-Cdx-2 (1:100; BioGenex) ve monoklonal mouse anti-Oct-4 (1:100; BioGenex)
kullanildi. Sekonder antikor olarak, Alexa Fluor 488 (Green) (1:1000; Life
Technologies) ile konjuge edilmis anti-rabbit ve anti-mouse, ayrica aktin
filamentlerinin gdsterilmesi i¢cin de Alexa 546 (Red) (1:200; Life Technologies) ile
konjuge edilmis phalloidin kullanildi. Boyanma sonrasi 00sit ve embriyolar, Poly-L-
lysinli lam iistiine 4°,6’-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Life Technologies) igeren
Prolong Gold reajan1 kullanilarak kapatildi ve mikroskop altinda incelendi.

Aktivasyon islemi 6ncesi MII’de bekleyen oositler (0.saatte) ve aktivasyon
sonrast (1.- 2. -3. -6.) saatlerde tespit edilen oositlerde c-Abl lokalizasyonunu
gostermek i¢in anti c-19, anti-k-12 antikorlari, mekik ipliklerini gostermek amaci ile
B -tubulin, kromozomlar1 gostermek amaci ile de DAPI kullanildi. Sifirinc1 saatte c-
Abl (c-19) ve B-tubulin (n=18), c-Abl (k-12) ve B-tubulin (n=14) ile immunfloresan
olarak boyandi. Sonrasinda aktivasyonun 1. saatinde c-Abl (c-19) ve B -tubulin
(n=17), c-Abl (k-12) ve B-tubulin (n=13), 2. saatinde c-Abl (c-19) ve p-aktin (n=17),
c-Abl (k-12) ve B-tubulin (n=15), 3. saatinde c-Abl (c-19) ve B -tubulin (n=16), c-Abl
(k-12) ve B-tubulin (n=7), 6. saatinde c-Abl (c-19) ve B -tubulin (n=17), c-Abl (k-12)

ve B-tubulin (n=6) bulunan oositlere immunfloresan boyama yapildi.

MII oositleri c-Abl ve B-aktin proteinleri (c-19 ve B-aktin; n=66, k-12 ve -

aktin; n=37) kullanilarak immunfloresan boyama yapildi. iki hiicreli embriyolar da
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c-Abl ve p-aktin proteinleri (c-19 ve B-aktin; n=27, k-12 ve p-aktin; n=20)
kullanilarak immunfloresan boyama yapildi.

Farkli zamanlarda inkiibatorden ¢ikarilip tespit edilen, 8 hiicreli embriyolara
da, anti-c-Abl (c-19) ve B-aktin antikorlar1 kullanilarak [erken (n=21), orta (n=21) ve
ge¢ (n=21) doénem embriyolar1] ve anti-c-Abl (k-19) ile pB-aktin antikorlari
kullanilarak [erken (n=24), orta (n=24) ve ge¢ (n=24) donem embriyolari]

immunfloresan boyama yapildi.

Morula evresinde bulunan embriyolar c-Abl ve -aktin proteinleri (c-19 ve -
aktin; n=27, k-12 ve B-aktin; n=18) kullanilarak immunfloresan boyama yapildi.
Orta blastosist evresinde bulunan embriyolara da c-Abl ve B-aktin proteinleri (c-19
ve B-aktin; n=32, k-12 ve B-aktin; n=27) kullanilarak immunfloresan boyama
yapildi. Ayrica TE hiicrelerini ICM hiicrelerinden rahatga ayirabilmek i¢in Cdx-2 ve
c-Abl proteinleri (c-19 ve Cdx-2; n= 10, k-12 ve Cdx-2; n=5) buna ek olarak da Oct-
4 ve c-Abl proteinleri (c-19 ve Oct4; n= 7, k-12 ve Oct-4; n=7) kullanilarak

immunfloresan boyama yapildi.

Ayrica kontrol grubu blastosistler ve izole edilmis ICM hiicreleri sirastyla, c-
Abl ve B-aktin (c-19 ve B-aktin; n= 6, k-12 ve B-aktin; n=6) (c-19 ve p-aktin; n= 12,

k-12 ve B-aktin; n=14) ile immunfloresan olarak boyandi.

MII evresindeki oositler ve 8 hiicreli evredeki embriyolarda spesifik
immunreaktivite olup olmadigina bakilmak amaci ile negatif ve pozitif kontrol
gruplart c-19 (MII oosit; n=8, 8 hiicreli evre; n=14) ve k-12 (MIl oosit; n=8, 8
hiicreli evre; n=12) proteinleri ile immunfloresan olarak boyandi. Negatif kontrol
gruplarina (MII oosit; n=8, 8 hiicreli evre; n=9) primer antikor (rabbit anti-c-Abl)

kullanim1 haricinde ayn1 boyama protokolii uygulandi.
3.2.6. Mikroskop ve Goriintii Analizleri

Ayn1 deney grubundan olan embriyo ve oositler Axiovert 200 floresan
mikroskop (Carl Zeiss) ve FV1000 Konfokal Lazer Tarama mikroskobu (Olympus)
kullanilarak ayni zamanlarda goriintiilendi ve fotograflandi. Konfokal mikroskopta

aliman optikal seri kesitler 2 pum araliklarla alinarak, 40x objektif kullanilarak
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goriintiiler elde edildi. Z-axis (projections) de alinan optikal seri kesitler, Fluoview

Viewer software (Olympus) programi yardimiyla incelendi.

Aktivasyon Oncesi ve sonrasi incelenen oositlerden 2 pm araliklarla alinan ve
fotograflanan konfokal optikal kesit goriintiilerine bakilarak her oositten rastgele 1
kesit goriintiisii secidi. Segilen her kesit gortintiintin, ilgili floresan intensitesi ImageJ
programi kullanilarak 6l¢iildii. Bu elde edilen degerler, piksel tabanli nicel verilerin
elde edilmesini sagladi. Elde edilen floresan intensite degerleri Microsoft EXCEL

programina aktarilarak ilgili grafikler olusturuldu.
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4. BULGULAR
4.1. c-Abl Proteinleri ile Mekik iplikleri Arasindaki Iliski

c-Abl proteinlerinin metafaz II (MII) oositlerinin aktivasyon Oncesi ve
sonrasinda nasil lokalize oldugu ve bu donemde c-Abl ve mekik iplikleri arasindaki
iligki arastirildi. Bu amagla oositlerde parthenogenetik aktivasyon saglayan strontium

klorid kullanilarak oositler yapay olarak aktive edildi.

Sifirinci saatte toplanan MII’ de bekleyen oositler (n= 17) anti-c-Abl (c-19)
ile immunfloresan olarak boyandi ve oositlerin optikal konfokal kesit goriintiileri
incelendi. Bu goriintiilere gore 0. saatte toplanan oositlerde c-Abl (c-19)’un mekik
ipliginin yer aldigi alanin istiindeki aktin filamentlerden zengin oldugu bilinen
korteks alaninda yer almazken, bu alanin devaminda korteksi saracak bigimde yarim
ay seklinde lokalize oldugu goriildii. (Sekil 4.1.A). Intensite degerleri &lgiilerek
olusturulan grafik ile de bu lokalizasyon gosterildi (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4). Bu da c-

Abl’1n polarize olmus bir dagilim gosterdigini ortaya koydu.

Aktivasyondan 1 saat sonra tespit edilen oositlerde (n=17) c-Abl (c-19)
proteinin dagiliminin, 0. saatte goriilen c-Abl lokalizasyonuna benzer oldugu goriildii
(Sekil 4.1.B, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6). Oositlerin Metafaz 1l evresinden anafaz Il
evresine gegtikleri goriildii (Sekil 4.1.B ve Sekil 4.5).

Aktivasyondan 2 saat sonra tespit edilen oositler (n=17) ile 3 saat sonra tespit
edilen oositlerde (n=17), c-Abl (c-19) proteinin lokalizasyonu 0.saatteki
lokalizasyonu ile karsilastirildiginda, 0. saatte c-Abl lokalizasyonunu goriilmedigi
alanlarda cAbl proteinlerinin korteks boyunca lokalize olmaya bagladig1 goriildi
(Sekil 4.1.C-D). Aktivasyon sonrasi 2. ve 3. saatlerde meydana gelen lokalizasyon
floresan intensite degerlerini gosteren grafiklerle de ifade edildi (Sekil 4.7, Sekil 4.8
ve Sekil 4.9 ve Sekil 4.10).

Aktivasyondan 6 saat sonra tespit edilip incelenen oositler de (n=17), c-Abl
(c-19) proteininin oositin tiim korteksi boyunca giiglii bir sekilde lokalize oldugu ve
ikinci kutup cisimciginin oositten atildigi gorildii (Sekil 4.1.B, Sekil 4.11 ve Sekil
4.12).
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MII’de bekleyen oositler (0. saat) (n=13) ile aktivasyon sonrasi 1. saat
(n=13), 2. saat (n=13), 3. saat (n=7) ve 6. saat (n=7) sonrasinda tespit edilen
oositlerde, c-Abl (k-12) lokalizasyonunun sitoplazma boyunca graniiler ve yamali
sekilde goriildiigii, ancak oositin merkezi ile korteks altinda kalan alandaki c-Abl (k-
12) lokalizasyonu karsilagtirildiginda oositin periferinde daha giiglii sekilde lokalize
oldugu goriildii (Sekil 4.2). Bu veriler her saat i¢in rastgele secilen oositlerden alinan
konfokal kesit goriintiilerinden program kullanilarak elde edilen floresan intensite
degerleri grafiklerle gosterilerek veriler onayland: (Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15,
Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.18 ve Sekil 19, Sekil 20).
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DAPI -tubulin c-Abl (¢-19) Birlesmis
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Sekil 4.1. Fare oositlerinde aktivasyon dncesi (0. saat) ve sonrasinda sonrasi (1.-2.-
3.-6. saat) (c-19) ve B-tubulin lokalizasyonunu gosteren konfokal mikroskop kesit
goriintiileri.

A) Aktivasyon dncesi toplanan oositler (0. saat) B) Aktivasyon sonrasi 1. saatte C) 2.
saatte D) 3. saatte E) 6. saatte tespit edilen oositler. ok: c-Abl’in asimetrik
lokalizasyonunu gdstermektedir. iImmunfloresan olarak, Niikleer boyama (DAPI)
(mavi), B-tubulin (mekik ipligi) (yesil) c-Abl (c-19) (kirmizi) boyama yapildiktan

sonra ii¢ boyamanin birlesimi (mavi, yesil, kirmizi).
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DAPI B-tubulin c-Abl (k Birlesmis
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Sekil 4.2. Fare oositlerinde aktivasyon Oncesi ve sonrasinda sonrasi (1.-2.-3.-6.
saat) (c-19) ve PB-tubulin lokalizasyonunu gosteren konfokal mikroskop kesit
goriintiileri.

(. saat

I.saat

2.saat

3.saat

6.saat

A) Aktivasyon Oncesi toplanan oositler (0. Saat) B) Aktivasyon sonrasi 1. saatte C)
2. saatte D) 3. saatte E) 6. saatte tespit edilen oositler. immunfloresan olarak,
Niikleer boyama (DAPI) (mavi), B-tubulin (mekik ipligi) (yesil) c-Abl (c-19)
(kirmiz1) boyama yapildiktan sonra ii¢ boyamanin birlesimi (mavi, yesil, kirmizi).
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Sekil 4.3. c-Abl (c-19) ve B-tubulin, Metafaz Il oositlerdeki (0. saat) lokalizasyonu
A: c-Abl (c-19)’nin lokalizasyonu (kirmizi1) , a-b: Intensite dl¢iimii yapilan mesafe

B: c-Abl (c-19) (kirmizi), Btubulin (yesil) ve DAPI (mavi) boyalarinin birlesmis hali.
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Sekil 4.4. c-Abl (c-19) proteinin, Metafaz 11 oositlerdeki (0. saat) lokalizasyonunun
grafiksel gosterimi.

X ekseni: Intensite degerleri. Y ekseni: intensite dl¢iimii yapilan mesafe.
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Sekil 4.5. c-Abl (c-19) ve B-tubulin, aktivasyon sonrasi (1. saat) oositlerdeki
lokalizasyonu.

A: c-Abl (c-19)’nin lokalizasyonu (kirmizi) , a-b: Intensite dl¢iimii yapilan mesafe.

B: c-Abl (c-19) (kirmizi), B-tubulin (yesil) ve DAPI (mavi) boyalarinin birlesmis
hali.
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Sekil 4.6. c-Abl (c-19) proteinin, aktivasyon sonrasi (1. saat) oositlerdeki
lokalizasyonunun grafiksel gosterimi.

X ekseni: Intensite degerleri. Y ekseni: Intensite 6l¢iimii yapilan mesafe.
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Sekil 4.7. c-Abl (c-19) ve B-tubulin, aktivasyon sonrasi (2.saat) oositlerdeki
lokalizasyonu.

A: c-Abl (c-19)’nin lokalizasyonu (kirmiz1), a-b: intensite 6l¢iimii yapilan mesafe.

B: c-Abl (c-19) (kirmizi), B-tubulin (yesil) ve DAPI (mavi) boyalariin birlesmis
hali.
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Sekil 4.8. c-Abl (c-19) proteinin, aktivasyon sonrasi (2.saat) oositlerdeki
lokalizasyonunun grafiksel gosterimi.

X ekseni: Intensite degerleri. Y ekseni: Intensite dl¢iimii yapilan mesafe.
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Sekil 4.9. c-Abl (c-19) ve B-tubulin, aktivasyon sonrasi (3. saat) oositlerdeki
lokalizasyonu.
A: c-Abl (c-19)’nin lokalizasyonu (kirmiz1), a-b: intensite 6l¢iimii yapilan mesafe.

B: c-Abl (c-19) (kirmizi), B-tubulin (yesil) ve DAPI (mavi) boyalarinin birlesmis
hali.
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Sekil 4.10. c-Abl (c-19) proteinin, aktivasyon sonrast (3. saat) oositlerdeki
lokalizasyonunun grafiksel gosterimi.

X ekseni: Intensite degerleri. Y ekseni: Intensite 6l¢iimii yapilan mesafe.
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Sekil 4.11. c-Abl (c-19) ve B-tubulin, aktivasyon sonrasi (6. Saat) oositlerdeki
lokalizasyonu.

A: c-Abl (c-19)’nin lokalizasyonu (kirmizi), a-b: piksel 6l¢iimii yapilan mesafe.

B: c-Abl (c-19) (kirmizi), B-tubulin (yesil) ve DAPI (mavi) boyalarinin birlesmis
hali.
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Sekil 4.12. c-Abl (c-19) proteinin, aktivasyon sonrast (6. saat) oositlerdeki
lokalizasyonunun grafiksel gosterimi.

X ekseni: Intensite degerleri. Y ekseni: Intensite dl¢iimii yapilan mesafe.
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Sekil 4.13. c-Abl (k-12) ve B-tubulin, Metafaz Il oositlerdeki (0. saat) lokalizasyonu.

A: c-Abl (k-12)nin lokalizasyonu (kirmiz1) , a-b: intensite 6l¢iimii yapilan mesafe.

B: c-Abl (k-12) (kirmiz1), Btubulin (yesil) ve DAPI (mavi) boyalarinin birlesmis hali.
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Sekil 4.14. c-Abl (k-12) proteinin, Metafaz 11 oositlerdeki (0. saat) lokalizasyonunun
grafiksel gosterimi.

X ekseni: Intensite degerleri. Y ekseni: Intensite 6l¢iimii yapilan mesafe.
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Sekil 4.15. c-Abl (k-12) ve B-tubulin, aktivasyon sonrasi (1. saat) oositlerdeki
lokalizasyonu.

A: c-Abl (k-12)’nin lokalizasyonu (kirmizi) , a-b: piksel 6l¢iimii yapilan mesafe.

B: c-Abl (k-12) (kirmiz1), B-tubulin (yesil) ve DAPI (mavi) boyalarinin birlesmis
hali.

80

70

60 -

40

e Seri 1
30 ——

20

10

O T T T 1
0 50 100 150 200

Sekil 4.16. c-Abl (k-12) proteinin, aktivasyon sonrasi (1. saat) oositlerdeki
lokalizasyonunun grafiksel gosterimi.

X ekseni: Intensite degerleri. Y ekseni: Intensite 6l¢iimii yapilan mesafe.

45



Sekil 4.17. c-Abl (k-12) ve PB-tubulin, aktivasyon sonrasi (2. saat) oositlerdeki
lokalizasyonu.
A: c-Abl (k-12)nin lokalizasyonu (kirmizi), a-b: Intensite dl¢iimii yapilan mesafe.

B: c-Abl (k-12) (kirmiz1), B-tubulin (yesil) ve DAPI (mavi) boyalarinin birlesmis
hali.
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Sekil 4.18. c-Abl (k-12) proteinin, aktivasyon sonrasi (2. saat) oositlerdeki
lokalizasyonunun grafiksel gosterimi.

X ekseni: Intensite degerleri. Y ekseni: Intensite dl¢iimii yapilan mesafe
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Sekil 4.19. c-Abl (k-12) ve B-tubulin, aktivasyon sonrasi (3. saat) oositlerdeki
lokalizasyonu.
A: c-Abl (k-12) nin lokalizasyonu (kirmizi), a-b: Intensite dl¢iimii yapilan mesafe.

B: c-Abl (k-12) (kirmiz1), B-tubulin (yesil) ve DAPI (mavi) boyalarinin birlesmis
hali.
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Sekil 4.20. c-Abl (k-12) proteinin, aktivasyon sonrasi (3. saat) oositlerdeki
lokalizasyonunun grafiksel gosterimi.

X ekseni: Intensite degerleri. Y ekseni: Intensite dl¢iimii yapilan mesafe.
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Sekil 4.21. c-Abl (k-12) ve PB-tubulin, aktivasyon sonrasi (6. saat) oositlerdeki
lokalizasyonu.
A: c-Abl (k-12) nin lokalizasyonu (kirmizi), a-b: Intensite dl¢iimii yapilan mesafe.

B: c-Abl (k-12) (kirmizi), B-tubulin (yesil) ve DAPI (mavi) boyalarinin birlesmis
hali.
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Sekil 4.22. c-Abl (k-12) proteinin, aktivasyon sonrasi (6. Saat) oositlerdeki
lokalizasyonunun grafiksel gosterimi.

X ekseni: Intensite degerleri. Y ekseni: Intensite dl¢iimii yapilan mesafe.
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4.2. c-Abl Proteinin  MIl  Oositlerde ve Preimplantasyon Doénemi

Embriyolarinda Lokalizasyonu

C-Abl’'nin preimplantasyon embriyo gelisiminde yer alip almadiginin
arastiritlmasi i¢in Oncelikle oosit ve embriyolar, c-Abl proteinlerinin dagilimin
gostermek i¢in, anti-C-Abl antikorlar1 (c-19 ve k-12), ¢ekirdegi gostermek igin DAPI,
aktin filamanlarin1 gostermek i¢in floresanla isaretli phalloidin kullanilarak boyandi.
Hem MII oositlerde hem de preimplantasyon donemi embriyolarinda c-Abl protein

varlig tespit edildi.

MII evresindeki oositler ve 8 hiicreli evredeki embriyolarda spesifik
immunreaktivite olup olmadigina bakilmak amaci ile negatif ve pozitif kontrol
gruplar1 c-Abl (c-19) ve c-Abl (k-12) proteinleri ile immunfloresan olarak boyandi
(Sekil 4.23.A ve 4.24.A). Negatif kontrol gruplarinda hem c-Abl (c-19) hem de c-Abl
(k-12)’nin hari¢ tutuldugu boyama sonucunda oosit ve 8 hiicreli embriyolarda higbir
c-Abl boyamasi gozlenmediginden, sekonder antikor baglanmasinin spesifikligi
onaylanmis oldu, yani primer antikor yoklugunda sekonder antikor ile inkiibe edilen
oosit ve embriyolarda spesifik immunoreaktivite gézlemlenmedi (Sekil 4.23.B ve
4.24.B).

4.2.1. c-Abl Proteinin MI1 Oositlerde Lokalizasyonu

MII oositlerinin c-Abl (c-19) (n=66) ve (k-12) (n=37) ile boyanmalari
sonucu, c-Abl proteinin varlig1 oositler de hem mekik ipliginde hem de sitoplazma da
tespit edildi (Sekil 4.25 ve Sekil 4.26).

c-Abl (c-19) proteinin lokalizasyonu yumurta korteksinde asimetrik olarak
gozlendi. c-Abl (c-19) boyamasi yarim ay seklinde oosit korteksinde gozlenirken,
mekik ipliginin yer aldigi alanin dstiinde bulunan korteks kisminda c-Abl
lokalizasyonu gozlenmedi (4.25Aa). c-Abl (c-19)’un MII’de bekleyen oositlerde
polarize olmus bir dagilim gosterdigi goriildii. c- Abl (c-19) lokalizasyonunun
olmadigi, aktin filamanlarindan zengin olan korteksin mekik ipligini orten alanda

baslik seklinde aktin lokalizasyonu gézlemlendi (Sekil 4.25Ab ve c).
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c-Abl (k-12) proteini ise oosit sitoplazmasinda graniiler ve yamali sekilde bir
lokalizasyon gosterirken, oositin perifer kisimlarinda c-Abl (k-12)’nin yogunlastig
gorildii. Buna ek olarak konfokal optikal kesitlerde sitoplazmada mayoz mekigi
oldugu alanlarda boyanmanin daha giiclii oldugu tespit edildi. Aktin boyamasi ise
yumurta korteksinde ve 6zellikle korteksin mekik ipligini orten kisminda daha giiglii
oldugu gozlemlendi (Sekil 4.26).
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DAPI ¢-Abl (¢-19) Phalloidin Birlesmis

MII Oosit

DAPI c-Abl (¢-19) (-)Kontrol | | Phalloidin Birlesmis

w 8 hiicreli

MII Qosit

8 hucreli

Sekil 4.23. Primer antikor, rabbit anti- c-Abl (c-19) varliginda (pozitif kontrol) (A)
ve yoklugunda (negatif kontrol) (B) immunfloresan olarak boyanan oosit ve 8 hiicreli
embriyolarin konfokal mikroskop goriintiileri.

Cekirdegi gosteren DAPI (mavi), c-Abl (c-19) (yesil), Aktin filamentleri gésteren
phalloidin (kirmiz1). Konfokal goriintiiler z-serisi tasarimi ile elde edilen
goriintiilerdir.
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DAPI c-Abl (k-12) Phalloidin Birlesmis

DAPI ¢-Abl (k-12) (-)Kontrol| | Phalloidin Birlesmis

Sekil 4.24. Primer antikor, rabbit anti- c-Abl (k-12) varliginda (pozitif kontrol) (A)ve
yoklugunda (negatif kontrol) (B) immunfloresan olarak boyanan oosit ve 8 hiicreli
embriyolarin konfokal mikroskop goriintiileri.

=

MII Oosit

w 8 hiicreli

MII Oosit

8 hucreli

Cekirdegi gosteren DAPI (mavi), c-Abl (c-19) (yesil), Aktin filamentleri gosteren
phalloidin (kirmizi1). Konfokal goriintiiler z-serisi tasarimi ile elde edilen

gorintiilerdir.
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4.2.2. c-Abl Proteinin iki Hiicreli Embriyolarda Lokalizasyonu

hCG enjeksiyonundan 46 saat sonra toplanan 2-hiicreli embriyolar, c-Abl (c-
19) ve c-Abl (k-12) proteinleri kullanilarak immunfloresan olarak boyandiginda, c-
Abl (c-19) ve (k-12) proteinlerinin, blastomerlerin ¢ekirdek ve sitoplazmasinda
graniiler sekilde dagilim gosterdigi gortildii. c-Abl (c-19) ve c-Abl (k-12) ile boyanan
blastomerlerin perifer kistmlarinin daha giiglii olarak boyandig1 goriildii (Sekil 4.25
ve Sekil 4.26). Bununla birlikte blastomer adezyonu, aktin filamentler, c-Abl (c-19)
ve c-Abl (k-12) boyamasi sonucu elde edilen kolokalizasyon boyamasi ile
gozlemlendi (Sekil 4.26.B). Ayrica 2. kutup hiicresinin de her iki c-Abl proteini ile
pozitif olarak boyandig1 gozlendi (Sekil 4.26.B).

4.2.3. c-Abl Proteinin Sekiz Hiicreli Embriyolarda Lokalizasyonu

Ik ii¢ yariklanma sonucunda morfolojik olarak birbirine benzeyen 8 hiicreli
embriyo meydana geldi. Preimplantasyonun ikinci giiniinde dordiincii yariklanma
oncesinde embriyolarin kompaksiyon diizeyine geldikleri gozlendi. Kompaksiyon,
apikal-bazal polaritenin meydana geldigi, hiicre korteksinde g¢esitli polarite
proteinlerinin lokalize oldugu ¢ok onemli bir donemdir. Sekiz hiicreli evredeki
embriyolarda kompaksiyon oncesi ve sonrasinda c-Abl proteinlerine bakilarak bu
donemde c-Abl proteinlerinin varligi, lokalizasyonu ve olast rolleri incelenmek i¢in
farkli zaman araliklarinda 8 hiicreli embriyolar, inkiibasyon sonrasi tespit edildi. c-
Abl lokalizasyonunu belirlemek iizere toplanan erken, orta ve ge¢ 8 hiicreli evrede

bulunan embriyolar da c-Abl’in dagilim varyasyonlari incelendi.

Farkli zamanlarda inkiibatorden ¢ikarilip tespit edilen ve c-Abl (c-19) proteini
ile boyanan erken, orta ve ge¢ donem 8 hiicreli embriyolarin arasinda c-Abl
lokalizasyonu olarak bir farklilik goriilmedi. Blastomerlerin hem cekirdegi hem de
sitoplazmas1 pozitif olarak boyandi. Ayrica ¢ekirdek ve sitoplazmanin graniiler

olarak boyandig: goriildii (Sekil 4.27).

Incelenen optikal konfokal kesitlerde c-Abl (k-12) proteinin 8 hiicreli evrede
blastomerlerin ¢ekirdek ve sitoplazmasinda pozitif olarak bulundugu ve cekirdegin
sitoplazmaya oranla daha giiglii, graniiler olarak boyandigi gézlendi. c-Abl (k-12) ile

immunfloresan olarak boyanan erken, orta ve ge¢ 8 hiicreli evrede bulunan
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embriyolar karsilagtirildiginda, c-Abl lokalizasyonunda bir farklilik olmadig: tespit
edildi (Sekil 4.28). Erken, orta ve ge¢ donem embriyolarin periferal blastomerlerinin

apikal membranlarinda, c-Abl (k-12) proteinin yogunlastig1 gozlendi (Sekil 4.28).

DAPI c-Abl (c-19) Phalloidin Birlesmis

. .
C

Sekil.4.25. c-Abl (c-19) ve aktin proteinlerinin ve Metafaz II Oosit ve 2 hiicreli
embriyoda lokalizasyonunun konfokal mikroskop kesit goriintiileri.

MII Oosit

2 hiicreli

A) Metafaz II’de bekleyen oositler, b) ok ucu: mekik ipliklerinde lokalize olmus c-
ADbI proteini ok: yarim ay sekinde c-Abl protein lokalizasyonu; ¢ ve d) ok: aktin
mikrofilamentlerinden zengin kortikal alan. B) 2 hiicreli evrede bulunan embriyo, ok:
blastomerlerin apikal kisimlarinda c-Abl lokalizasyonu.

Cekirdegi gosteren DAPI (mavi), c-Abl (c-19) (yesil), Aktin filamentleri gosteren
phalloidin (kirmizi).
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DAPI c-Abl (k-12) Phalloidin Birlesmis

MII Oosit

2 hiicreli

Sekil.4.26. c-Abl (k-12) ve aktin proteinlerinin ve Metafaz Il oosit ve 2 hiicreli
embriyoda lokalizasyonunun konfokal mikroskop kesit goriintiileri.

A) MII’de bekleyen oositler, ok: mekik ipliklerinde lokalize olmus c-Abl proteini ok
ucu: aktin mikrofilamentlerinden zengin kortikal alan. B) 2 hiicreli embryo, ok ucu:
I1. Kutup cisimcigi, ok: blastomer adezyonu. Cekirdegi gosteren DAPI (mavi), c-Abl
(k-12) (yesil), Aktin filamentleri gosteren phalloidin (kirmizz).
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DAPI c-Abl (c-19) Phalloidin Birlesmis

On
D
O ...

Sekil.4.27. c-Abl (c-19) ve aktin proteinlerinin erken, orta, ge¢ 8 hiicreli embriyoda

lokalizasyonunun konfokal mikroskop kesit gortintiileri.
Cekirdegi gosteren DAPI (mavi), c-Abl (k-12) (yesil), Aktin filamentleri gosteren

phalloidin (kirmizi).

Erken

Orta
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DAPI c-Abl (k-12) Phalloidin Birlesmis
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Sekil.4.28. c-Abl (k-12) ve aktin proteinlerinin erken, orta, ge¢ 8 hiicreli embriyoda
lokalizasyonunun, konfokal mikroskop kesit goriintiileri. Oklar: blastomerlerin apikal
kisimlarinda c-Abl lokalizasyonu.

Cekirdegi gosteren DAPI (mavi), c-Abl (k-12) (yesil), Aktin filamentleri gosteren
phalloidin (kirmiz1).

4.2.4. c-Abl Proteinin Morula Hiicrelerinde Lokalizasyonu

Preimplantasyonun ikinci gilinlinde (E 2.5), 16 hiicreli asamay1 takiben
morula evresine ulasan embriyolar inkiibatorden ¢ikarilip tespit edildikten sonra c-
Abl (c-19) ve c-Abl (k-12) ile immunfloresan olarak boyandi. I¢ ve dis
blastomerlerin ¢ekirdek ve sitoplazmalarinin c-Abl (c-19) ve c-Abl (k-12) ile pozitif
olarak boyandig1 gozlendi. Sitoplazma ve ¢ekirdekte c-Abl protein boyamasinin
graniiler oldugu ve nokta seklinde yogunlasan alanlarin yer aldig1 goriildi (Sekil

4.29A ve Sekil 4.31A).
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Morula evresinde eksternal ve internal hiicrelerdeki c-Abl (c-19) c-Abl (k-12)
proteinlerinin intensite oranlar1 karsilagtirildiginda, polarite 6zelligi olan eksternal
hiicrelerin ¢ekirdek ve sitoplazmasmmin daha gilicli boya aldigi, boyamanin
polariteden yoksun olan internal hiicrelerde ise daha zayif oldugu tespit edildi (Sekil
4.29A ve Sekil 4.31A). Ayrica c-Abl (k-12) proteini ile isaretlenen blastomerlere
bakildiginda, eksternal ve internal blastomerlerin ¢ekirdeginin sitoplazmadan daha

giiclii olarak boyandigi goriildii (Sekil 4.31A).

Konfokal optikal kesitler incelendiginde c-Abl (c-19) ile immunfloresan
olarak boyanan eksternal ve internal blastomerlerde proteinin plazma membranini1 da
boyadig1 gozlendi. Ayrica proteinin eksternal blastomer korteksinin apikal
kisimlarinda bazo-lateral alanlara oranla yogunlastigi, internal hiicrelerde ise c-Abl
(c-19)’n hiicre korteksi boyunca dagilim gosterdigi gozlendi (Sekil 4.29A). c-Abl
(k-12) proteinin ise membranlar1 boyamadigi, ancak eksternal hiicrelerin apikal
kisimlarinda boyamanin yogunlastigi bu alanlarda daha giiclii oldugu gézlendi (Sekil

4.31A).
4.2.5. c-Abl Proteinin Orta Blastosist Evresindeki Embriyolarda Lokalizasyonu

Preimplantasyonun tgilincii gliniinde orta blastosist evresinde (E 3.5) olan
embriyolar inkiibatorden ¢ikarildi ve kavitesi embriyonun toplam capinin %50’sine
esit ya da daha biiyiik olan embriyolar se¢ildi. Farelerde E 3.5 evresinde TE ve ICM
hiicreleri birbirinden morfolojik olarak da ayirt edilebilmektedir. Bunun i¢in
oncelikle c-Abl proteini ve hiicre-hiicre sinirlarini ayirt etmek icin aktin filamentleri
boyayan floresanla isaretli phalloidin kullanildi. Ayrica TE hiicrelerini ICM
hiicrelerinden rahatga ayirabilmek i¢in TE isaretleyicisi olan Cdx-2 (spesifik olarak
yalnizca TE hiicrelerini boyar) ve c-Abl proteinleri (Sekil 4.30A ve Sekil 4.32A)
buna ek olarak da TE hiicrelerinden ve daha giiclii sekilde de ICM hiicreleri
tarafindan eksprese edilen transkripsiyon faktorii olan Oct-4 ve c-Abl proteinleri

kullanilarak immunfloresan boyama yapildi (Sekil 4.30B ve Sekil 4.32B).

Konfokal optikal kesitlerde yapilan incelemeler sonucu, c-Abl (c-19) proteini
TE hiicrelerinin plazma membraninda gii¢lii bir boyanma gosteritken, TE

hiicrelerinin ¢ekirdek ve sitoplazmasini daha zayif sekilde boyadigr goriildii (Sekil
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4.29B ve Sekil 4.30). ICM hiicreleri incelendiginde ise TE hiicrelerindeki gibi giiclii
bir membran boyamasi gézlenmedi. ICM hiicrelerinin ¢ekirdek ve sitoplazmasinin da

TE hiicrelerine gore daha zayif boya aldigi tespit edildi (Sekil 4.29B ve Sekil 4.30).

Immunfloresan c-Abl (k-12) proteinin boyamasi sonras1 elde edilen konfokal
optikal kesit goriintiilerinde, TE hiicreleri, ICM hiicreleri ile karsilastirildiginda, c-
ADbl (k-12) proteinin TE hiicrelerinin ¢ekirdek ve sitoplazmasinda giiglii olarak
lokalize olurken ICM hiicrelerinin ¢ekirdek ve sitoplazmasinda zayif olarak lokalize

oldugu tespit edildi (Sekil 4.31B ve Sekil 4.32).

DAPI c-Abl (c-19) Phalloidin Birlesmis

A.

Morula

Blastosist

Sekil.4.29.c-Abl (c-19) proteini ve aktin mikrofilamenterinin, morula ve E 3.5
blastosistlerdeki lokalizasyonunun konfokal mikroskop kesit goriintiileri.

A) Morula evresinde embriyo, ok ucu: eksternal hiicrelerin apikal kisimlarinda c-Abl
protein yogunlugu, ince ok: internal hiicrelerin plazma membraninda c-Abl
lokalizasyonu. B) E 3.5 donemindeki blastosist, ok: TE hiicresinde c-Abl membran
lokalizasyonu. Cekirdegi gosteren DAPI (mavi), c-Abl (c-19) (yesil), Aktin
filamentleri gosteren Phalloidin (kirmiz1).
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A DAPI Cdx-2 c-Abl (c-19) Birlesmis
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DAPI Oct-4 c-Abl (¢c-19) Birlesmis

Blastosist

Sekil.4.30. Cdx-2, Oct-4, c-Abl (c-19) ile immunfloresan olarak boyanan E 3.5
blastosistin konfokal mikroskop kesit goriintiileri.

A) Orta blastosistin, 6zel olarak Trofektoderm (TE) hiicreleri tarafindan eksprese
edilen Cdx-2 ile c-Abl (c-19) ile immunfloresan olarak boyanmasi, ince oklar: c-Abl
‘in TE hiicrelerinde membran lokalizasyonu, kalin oklar: i¢ hiicre kitlesi (ICM)
hiicreleri. Cekirdegi gosteren DAPI (mavi), Cdx-2 (yesil), c-Abl (c-19) (kirmizi).
B) Orta blastosistin, gii¢lii olarak ICM hiicreleri tarafindan eksprese edilen Oct-4 ile
c-Abl (c-19)’un immunfloresan olarak boyanmasi, ince ok: c-Abl ‘in TE hiicrelerinde

membran lokalizasyonu. Cekirdegi gosteren DAPI (mavi), Oct-4 (yesil), c-Abl (c-19)
(kirmiza).

60



DAPI c-Abl (k-12) Phalloidin Birlesmis

Sekil.4.31. c-Abl (k-12) ve aktin mikrofilamentlerinin, Morula ve E3.5
blastosistlerdeki lokalizasyonunun konfokal mikroskop kesit goriintiileri.

Morula

Blastosist

A) Morula evresinde embriyo, kalin oklar: eksternal hiicrelerin apikal kisimlarinda
c-Abl protein yogunlugu, ince ok: internal hiicreler. B) E 3.5 dénemindeki blastosist,
ok: TE hiicresinde c-Abl (k-12) lokalizasyonu. Cekirdegi gosteren DAPI (mavi), c-
ADbl (k-12) (yesil), Aktin filamentleri gosteren Phalloidin (kirmiz1).

61



_\ DAPI Cdx-2 Abl (k-12) Birlesmis
B DAPI Oct-4 c-Abl (k-12) Birlesmis

Sekil.4.32. Cdx-2, Oct-4, c-Abl (k-12) proteinleri ile immunfloresan olarak boyanan
E 3.5 blastosistin konfokal mikroskop kesit goriintiileri.

Blastosist

A) Orta blastosistin, 6zel olarak Trofektoderm (TE) hiicreleri tarafindan eksprese
edilen Cdx-2 ve c-Abl (c-19) ile immunfloresan olarak boyanmasi, kalin oklar: TE
hiicrelerinde c-Abl (k-12) lokalizasyonu, ince oklar: c-Abl ‘mn ICM hiicrelerinde c-
ADbl (k-12) lokalizasyonu. Cekirdegi gosteren DAPI (mavi), Cdx-2 (yesil), c-Abl (k-
12) (kirmizi). B) Orta blastosistin, gii¢lii olarak ICM hiicreleri tarafindan eksprese
edilen Oct-4 ve c-Abl (k-12) proteinleri ile immunfloresan olarak boyanmasi.
Cekirdegi gosteren DAPI (mavi), Oct-4 (yesil), c-Abl (k-12) (kirmizi).
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4.3.immunocerrahi Yontemi ile izole Edilen ICM’lerde c¢-Abl Proteini

Lokalizasyonu

Preimplantasyonun ii¢lincii glininde E 3.5 evresine ulasmis olan
blastosistlerden kavite capi tiim blastosistin %50’si kadar ya da biiyiik olanlar
embriyolar ayrildi. Bir kismi kontrol embriyolar1 (n=12) olarak secildi. Kalan
embriyolardan ise immunocerrahi yontemi ile ICM hiicreleri izole edildi. Izolasyon
sonrast kontrol blastosistler ve ICM’ler c-Abl (c-19) (k-12) ve aktin ile
immunfloresan olarak boyandi (Sekil 4.33 ve Sekil 4.34).

Kontrol grubu c-Abl (c-19) ile boyanan E 3.5 blastosistlerin (n=6) TE
hiicrelerinde ICM hiicrelerine kiyasla cekirdek ve sitoplazmalarinin daha yogun
boyandig tespit edildi (Sekil 4.33Ave B). Izolasyon sonrasi tespit edilen, c-Abl (c-
19) ile boyanan ICM’lerde (n=14) kontrol grubundaki gibi c-Abl boyamasi goriild,
ancak izole edilmis ICM’lerin eksternal hiicrelerinin apikal korteksinde, bazal ve

lateral kortekse oranla daha giiclii bir boyama tespit edildi (Sekil 4.33C).

Kontrol grubu c-Abl (k-12) ile boyanan E 3.5 blastosistlerin (n=6) TE
hiicrelerinde ICM hiicrelerine kiyasla cekirdek ve sitoplazmalarinin daha yogun
boyandig: tespit edildi (Sekil 4.34A). immunocerrahi sonrasi izole edilen ve c-Abl
(k-12) proteini ile boyanan ICM hiicrelerinin (n=12) yiizeyinde bulunan eksternal
hiicrelerin apikal kisimlarinda c-Abl (k-12)’nin daha yogun boyandigi gozlendi
(Sekil 4.34A).
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DAPI c-Abl (¢c-19) Phalloidin Birlesmis

Kontrol (E3-5)

Kontrol (E3-5)

ICM

Sekil.4.33. Izole edilen ICM’lerde c-Abl (c-19) ve aktin filamentleri
lokalizasyonunun konfokal mikroskop kesit goriintiileri.

A ve B) Kontrol blastosist (E 3.5) C) Izole edilen ICM hiicreleri, oklar: ICM
hiicrelerinin, eksternal hiicrelerinin apikal kisimlarinda c-Abl (c-19) proteinin giiglii
boyandig1 alanlar. Cekirdegi gosteren DAPI (mavi), c-Abl (c-19) (yesil), Aktin
filamentleri gosteren Phalloidin (kirmizi).



DAPI c-Abl (k-12) Phalloidin Birlesmis

Sekil.4.34. Izole edilen ICM’lerde c-Abl (k-12) ve aktin filamentleri
lokalizasyonunun konfokal mikroskop kesit goriintiileri.

>

Kontrol (E3-

1CM

A) Kontrol blastosist (E 3.5) B) Izole edilen ICM hiicreleri, oklar: ICM hiicrelerinin,
eksternal hiicrelerinin apikal kisimlarinda c-Abl (k-12) proteinin gii¢lii boyandigi
alanlar. Cekirdegi gosteren DAPI (mavi), c-Abl (c-19) (yesil), Aktin filamentleri
gosteren Phalloidin (kirmizi).
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5. TARTISMA

Bu ¢alisma ile c-Abl protein tirozin kinaz’in fare oositlerde ve implantasyon
donemi embriyolardaki lokalizasyonu incelendi. Hem oositlerde hem de
preimplantasyon dénemi boyunca fare embriyolarinda her evrede c-Abl protein
lokalizasyonunu gérmemiz c-Abl proteinin bu donemde bir takim roller {istlendigini

gostermistir.

Ahmad ve ark. (2) yaptig1 ¢calismada somatik ve germ hiicre soylarinda c-Abl
ekspresyonunu belirlemisler ve farenin preimplantasyon doéneminde embriyonik
gelisiminde c-Abl ptoteinin yer aldigini1 ve gorevleri oldugunu gostermislerdir. Daha
once yapilan g¢alismalarda, c-Abl knockout farelerde, neonatal letalitenin oldugu,
fertilitenin diistiigii (89) ve bu farelerin hematopoietik ve embriyonal gelisiminde

cesitli bozukluklarin meydana geldigi gortilmiistiir (54, 59, 85, 163).

Yapilan calismalar ile c-Abl’lar cesitli hiicresel proteinlerle etkilesime
gecerek hiicre morfogenezisi, hareketi (59), biiyiime ve ¢cogalmasin (6zellikle G1/S)
kontrol noktasinda), apoptozisin modiilasyonunu (54, 125), disi ve erkek farelerin
germ hiicrelerinin gelisimini kontrol eden farkli sinyal yolaklarinda onemli rol

oynadig1 ortaya konulmustur (66).

Yaba ve ark. (180) yapmis olduklar1 ¢alismada ise, c-Abl tirozin kinazin fare
plasentasinin fotal kisminda lokalize oldugunu, maternal kisimda lokalize olmadigini
gozlemlemisler ve c-Abl’in uterus modellenmesi ve plasental gelisiminde yer
aldigin1 gostermislerdir. Daha Onceki arastirmalarda ise c-Abl ekspresyonunu
somatik ve germ hiicre soylarinda tanimlanmis, fare embriyonik gelisiminin
preimplantasyon siirecindeki rolleri gosterilmistir (2). Ayrica Iwaoki ve ark. (66)
ovaryumda yliksek orandaki c-Abl mRNA ekspresyonunun farkli boyutlardaki oosit
biiyiikliigii ile iliskili oldugunu gostermislerdir. Carson ve ark. (16) ise ozellikle
gebeligin 1. ve 2. giinlinden implantasyonun meydana geldigi 5. giine kadar c-Abl
immunoboyamanin asamali olarak arttigini tespit etmislerdir. Yaba ve ark. (180) da
immunohistokimyasal olarak farenin embriyonik gelisimi sirasinda giiclii miktarda
sitoplazmik ve membrandz boyamanin oldugunu ve gebeligin 1. glinlinden 5. giiniline

dogru wuterus lumen ve bez hiicrelerinde, c-Abl ekspresyonunun arttigini
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gostermislerdir. Bu artig, implantasyon ve desidualizasyon i¢in gerekli olan uterusun
yeniden diizenlenmesinde c-Abl’1n yerinin oldugunu gdstermistir.

Oosit ve preimplantasyon donemi embriyolar tizerinde yaptigimiz c-Abl ile
immunfloresan boyama sonucunda, c-Abl’in ¢ekirdek, sitoplazma ve hiicre
membraninda lokalize oldugu goriilmiistiir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda da c-
AbI'in ¢ekirdek, sitoplazma ve hiicre zarinda lokalize oldugu ve buralarda birtakim
roller iistlendigi bildirilmistir (134, 154). Calismamiz c-Abl lokalizasyonu agisindan
diger calismalarin sonuglari ile benzerlik géstermistir.

Proteinlerin hiicrede lokalize olduklar1 yerler, onlarin hiicredeki fonksiyonlari
hakkinda 6nemli ip uglart vermektedir. c-Abl’in hiicre-alt1 lokalizasyonu ilk defa
fibroblastlarda murine tip IV proteinin asir1 ekspresyonu ile tanimlanmis ve yiiksek
oranda niikleer lokalizasyon oldugu, ancak sitoplazmadaki 6nemli bir boliimiiniin
daha ¢ok filamentdz aktin (F-aktin) ve plazma membran ile iliskili oldugunu

bildirmislerdir (165, 167).

c-Abl’1in hiicrealt1 lokalizasyonunun, niikleer lokalizasyon sinyalleri (NLSs)
ve niikleer eksport sinyali (NES) ile kontrol edildigi bilinmektedir. Bu c-Abl’in
hiicresel dagilim modeli ve cesitli niikleer ve sitoplazmik fonksiyonlarinin olmasi, c-
Abl’in bir¢ok olas1 molekiiler yolaklarda yer aliyor oldugunu diisiindiirmiistiir (134,
167). Bu calismada c-Abl proteinin sitoplazmada graniiler ve yamal1 sekilde lokalize
olmast ya da dagilim gostermesi de c-Abl’in hiicre i¢i tasimada gorev aliyor

olabilecegini diisiindiirmektedir ve bu verileri desteklemektedir.

c-Abl’in ¢ekirdekte olan lokalizasyonu ise niikleer c-Abl’1n hiicre siklusunun
diizenlenmesinde  ozellikle GI1/S  kontrol noktasinda roller {istlendigini
gostermektedir (167, 173). Bunlara ek olarak Abl ‘in C terminal yariminda 3 HMG-
benzeri motif ile birlikte DNA baglayici alan (95, 104), 3 niikleer lokalizasyon dizisi
(95, 176) ve niikleer eksport dizisi bulunmaktadir (95, 154) ve bu 6zellikler Abl’in

hiicre ¢ekirdeginde gérev yapmasi agisindan énemlidir.

c-Abl’in sitoplazmik fonksiyonlar1 hakkinda c¢ok fazla bilgi yoktur ancak
sitoplazmik Abl’in biiyiik bir kisminin C-terminal aktin baglayici alan araciligiyla ile

gerceklesen F aktin, hiicre iskeleti ile iliskilidir. Bu domain her iki filament6z (F) ve
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monomerik (G) aktin i¢in farkli baglama aktivitelerine sahiptir ve bu iki domain

birlikte F aktin filamentleri paketlenmesine aracilik eder (166, 167).

Moore ve Kinsey (108) yaptiklar1 ¢alismada c-Abl protein tirozin kinazin
hiicre iskeleti unsurlar1 ile yakindan iliskili oldugunu ortaya koymuslardir. Yapilan
diger ¢alismalarda c-Abl’in amino terminal ucunda F ve G-aktin baglanma domainin
oldugunu ve noroepitelyal hiicrelerin apikalinde bulunan aktin filamentlerine
baglandig1 gosterilmistir (54, 59, 167). Elde edilen bu veriler c-Abl’1n, apikal hiicre
iskeletinin diizenlenmesi (179), hiicre adezyonu ve G-aktin polimerilizasyonunun
diizenlenmesinde rol oynadigini géstermistir (85). Bu bilgiler 1s1ginda, yaptigimiz
calismada elde ettigimiz verilere gore, oOzellikle morula evresinde eksternal
hiicrelerde ve TE hiicrelerinin apikal kisimlarinda c-Abl lokalizasyonunun
yogunlagmasi, c-Abl’in preimplantasyon donemi siiresince hiicre farklilasmasinda ve

hiicre soylarinin diizenlenmesinde gorev aldigini diistindiirmektedir.

Fare oositlerinde meydana gelen mayoz I ve mayoz II boliinmelerinin her
ikisi de asimetriktir. Bu asimetri mekik ipliginin oositin periferine konumlanmasi ile
gerceklesir (91, 99). Birinci kutup cisimcigi migrasyon ekseninde disart dogru ¢ikar.
Metafaz II mekik ipligi ise oositin periferinde meydana gelir ve metafaz beklemesi
sirasinda plazma membraninin altinda varligin1 devam ettirir. Fertilizasyon ya da
deneysel aktivasyon (parthenogenez gibi) mekik ipligi rotasyonunu ve ikinci kutup
cisimciginin digar1 ¢ikmasini tetikler (99). Asimetrik boliinmelerin mekanizmasi
hakkinda bilinenler, hiicre korteksi ile mekik ipligi uglarmi hiicre korteksine
baglayan astral mikrotubuluslar arasindaki etkilesime dayanan mitotik hiicreler
lizerine yapilan aragtirmalardan kaynaklanmaktadir (10, 20). Mekik ipliklerinin
migrasyonu ve rotasyonu genellikle hiicre korteksinde bulunan baglantilar ve mekik
asterlerindeki mikrotubuluslar arasindaki etkilesim ile ilgilidir (44, 48, 65). Ayrica
farelerdeki mekik iplikleri, fig1 seklindeki sentriollerden ve aster mikrotubullerinden
yoksundur (13, 153). Mikrotubul depolimerize eden ilaglarla oositler inkiibe
edildiginde mayoz mekik ipliklerinin olusmadigi, ancak kromozomlarin kortekse goc
ettigi goriilmiistir mekik iplikleri ile kortekse baglanan aster mikrotubuluslarin
yoklugu ile mikrotubuluslarin eksikliginde kromozomlarin kortekse hareket

edebilmeleri mekik ipligi migrasyonunda bagka mekanizmalarin da yer aldigim
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gostermistir (99). Fare oositlerinde bu siiregler mikrofilamentler ile kromozomlar
arasindaki etkilesimlerine dayanmaktadir, ancak molekiiler temeli bilinmemektedir.
Oncelikle aktin mikrofilamentlerin organizasyonunun oosit i¢indeki dinamiginin
karakterinin belirlenmesi gerekmektedir. Ancak bu siiregte kromozomlar ile aktin

agina baglanan komponentler bilinmemektedir.

Yapilan bu calismada c-Abl (c-19) proteinin MII’de bekleyen oositlerin
aktinden zengin alanlarda lokalize olmadigi, mekik kompleksinin yer aldigi alanin
karsi tarafinda yarim ay seklinde lokalize oldugu goriilmiistiir. Bu bizlere c-Abl
proteinin yumurtada asimetrik bir lokalizasyonu oldugunu ve c-Abl proteinin
metafaz Il de mekik ipligi ve kutup hiicresinin olusumunda bir takim roller
istlendigini gostermektedir. Partenogez ile aktive edilen oositlerde ise aktivasyon
sonrasinda (2., 3., 6.saat) oositin korteksi etrafinda devamli olarak seyreden c-Abl
protein yogunlasmasit ve lokalizasyonu bize c-Abl proteinin mayoz boéliinme
sirasinda metafaz II mekik ipligi ve kutup hiicresinin olusumunda, mekik ipligi
migrasyonunda ve oryantasyonunda bazi gorevler istleniyor olabilecegini
gostermistir. Kisaca bu veriler bize kutup hiicresi olusturmak ig¢in, yumurta da
meydana gelen asimetrik mayoz boéliinmede c-Abl proteini gorev aliyor olabilecegini
gostermistir. Ayrica c-Abl (k-12) proteini ile ayni sekilde tekrarlanan ¢alismada c-
ADl (k-12) proteinin MII evresinde ve aktivasyondan sonra mekik ipligi etrafinda
yogunlastig1 ve oositin periferinde konsantre oldugu gézlemlenmistir ki, bu da diger
verileri desteklemektedir. Matsumurai S ve ark. (100) yaptigi calisma ile hem
epitelyal hiicre kiiltiirinde hem de fare epidermisinde, Abl-1’in mekik

oryantasyonunu diizenledigini gostermislerdir.

Abl kinazlar tarafindan fosforilize edilen bir¢ok protein bulunmustur ve bu
Abl substratlar1 fonksiyonel olarak farklilik gdsterir, bunlarin i¢inde adaptorler, diger
kinazlar, hiicre iskeleti proteinleri, transkripsiyon faktorleri ve kromatin
diizenleyicileri sayilabilir (19, 172). iki hiicre i¢i kompartman arasinda tasimacilik
yapan Abl, niikleer ve sitoplazmik proteinleri fosforile eder. Sitoplazmik Abl’a kars1
niikleer Abl degerlendirildiginde, Abl substrati iki 6nemli kisma ayrilir ilki, aktin
polimerizasyonu ve aktin igceren biyolojik siireglerin diizenlenmesi, ikincisi ise

transkripsiyon ve kromatinin diizenlenmesidir (172). Aktin hiicre iskeleti birgok
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siiregte  kritik roller stlenir ve Abl tarafindan gerceklestirilen aktin
polimerilizasyonunun diizenlenmesinin bir¢ok siireci etkileme potansiyeli vardir.
Lamellipodia, filopodia gibi membran ¢ikintilar1 aktin polimerizasyonunu gerektirir
ve Abl’in hiicre adezyonu ve migrasyonunda temel olan bu siirecleri diizenledigi

bilinmektedir (172, 179).

Membranli organeller arasindaki hiicre i¢i tasimanin aktin hiicre iskeleti
tarafindan diizenlendigi bilinmektedir (132). Bu yiizden Abl kinazin, endositoz (157,
172) ve otofaji (57, 172, 183) lizerine olan rapor edilmis etkileri, 0 membransel
organellerin aktin ile olan Abl ile diizenlenmis etkilesimlerini igeriyor olabilir.
Dahas1 Abl’in epitelyal hiicre-hiicre adezyonlar1 ve migrasyon iizerine olan rolleri

onun aktin polimerizasyonunu diizenlemesi ile a¢iklanabilir (47, 172).

MII oositlerde yapilan c-Abl immunofloresan boyama sonucu, mayoz mekik
ipliginde c-Abl lokalizasyonu gozlemlenmistir. Bu veri, c-Abl’in mikrotubul hiicre
iskeletini diizenledigi ve bu siiregte birtakim roller iistlendigini diistindiirmiistiir.
Mayotik kromozomlarin pozisyonunun ve/veya mikrotubul hiicre iskeletinin

diizenlenmesinde bazi roller oynadigini diisiindiirmiistiir.

Bu c¢alismada elde edilen optikal konfokal kesitlerde hem MII’de bekleyen
oositlerde hem de ikinci kutup hiicresinde c-Abl’in ekspre edildigi, c-Abl
lokalizasyonu ile gosterilmistir. c-Abl proteinin bu hiicrelerdeki varligi, c-Abl’imn

maternal olarak da ekspre edildigini gostermistir.

Moore ve Kinsey (108) de deniz kestanesi yumurtasinin korteksinde Abl—
iligkili protein tirozin kinaz’in tanimlanmasi ve fertilizasyona olasi rollerinin
belirlenmesi lizerine yaptiklar1 caligmada, fertilizasyon sirasinda aktive olan
proteinlerden biri olan 220-kDa Abl iliskili kinazin yumurta aktivasyon siirecinde bir
rol oynayabilecegini gostermislerdir ve yaptiklar1 Western blot analiz sonuglari ile c-
Abl'in yumurta korteksinde yiiksek oranda yogunlastigini tespit etmislerdir. izole
ettikleri yumurta korteks kesimi birkag membran kompartmanlarini (plazma
membrani, kortikal salgi vezikiilleri ve graniilsiiz endoplazmik retikulumu igeren)
bununla beraber aktin filament aglarin1 icerdigini ve c-Abl iliskili kinazin hem

membran bagli hem de hiicre iskeleti iliskili olabilecegini ongdérmiislerdir. Bu
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calisma sonunda 220kDa proteinin direkt ya da indirekt olarak aktin filamentlere ya
da vitellin katmandaki dayanikli elementlere baglandigin1 gostermislerdir. Ayrica
220-kDa kinazin dollenmemis yumurtada varhi@inm1 ve yumurtanin aktivasyonu
sonrasi evrelerde ve yariklanmalar sirasinda bulunup bulunmadigini aragtirmiglardir.
Bunun sonucunda fertilizasyonun postinseminasyonun ilk birka¢ dakikasinda gecici
kinaz aktivasyonu ile sonuglandigi saptanmistir. Daha sonra fertilizasyondan once
gorlilen seviyenin altina diistiigli ve 2 hiicreli evre boyunca da artisin olmadigi

saptanmistir.

Iwaoki ve ark.’min (66) yaptigi calisma ile de farelerde dollenmemis
oositlerde c-Abl transkripsiyonunun oldugu gosterilmistir. Daha Once yapilan
calismalar da ise memelilerde c-Abl’mn, var oldugu sayilan aktin baglayici
fonksiyonu tizerine etkisi (102, 108) bununla birlikte diger SH3 iceren kinazlarin
hiicre iskeletine lokalizasyonu gibi bulgular, kinazin yumurta korteksinde bolca

bulunan filamentodz aktine baglandigini diisiindiirmektedir (15, 34, 58, 108).

Fertilizasyondan sonra ilk birka¢ dakikada yumurtada meydana gelen bircok
karakterize olaylar gerceklesir. Bunlar i¢inde intraseliiler serbest kalsiyumda artis,
sitoplazmik alkalinizasyon ve kortikal hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi
bulunmaktadir. Bu kisa siirede ¢ok sayida protein kinaz aktive olmaktadir ancak c-
Abl iligkili kinazlarin fertilizasyondan sonra kisa siire ile aktive oldugu gosterilmis

olan ilk tirozin kinazlar olduklar1 bildirilmistir (78, 108, 138).

Morula evresinde olan embriyolarda da c-Abl lokalizasyonunun arastirildigi
bu c¢alismada, internal hiicreler eksternal hiicreler ile karsilastirildiginda, eksternal
hiicrelerin gekirdek ve sitoplazmasinda c-Abl (c-19)’un daha yogun olarak boyandigi
ve proteinin eksternal hiicrelerin apikal kisimlarinda daha giiclii olarak lokalize
oldugu tespit edilmistir. E3.5 doneminde c-Abl (c-19) ile boyanan embriyolarda ise
c-Abl proteininin, ICM hiicreleri ile karsilastirildiginda TE hiicrelerinin ¢ekirdek ve
sitoplazmasinda boyanmanin daha giiclii oldugu tespit edilmistir. Bilindigi {izere,
polarite Ozelligine sahip olan eksternal hiicreler daha sonradan TE hiicrelerini
meydana getirmektedir. Birbirini destekleyen bulgularimiz bize, c-Abl proteinin TE

hiicrelerinin olusumunda birtakim roller iistlendigini géstermektedir.
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Ayrica c-Abl (c-19) ile yapilan immunfloresan boyama sonucu TE
hiicrelerinin  plazma membraninda c-Abl lokalizasyonu gozlenirken; ICM
hiicrelerinde gézlenmemistir. Bu durumdan hareketle c-Abl proteinin epitelyum
belirteci olup olmadigini tespit etmek iizere immunocerrahi yontemi ile izole edilen
ICM hiicrelerine immunfloresan boyama uygulanmistir. Bunun sonucunda izole
edilen ICM hiicrelerinin morula evresindeki hiicreler gibi davrandigini, hiicrelerde
membran boyamasi oldugunu ve c-Abl proteinin, morula evresindeki eksternal
hiicreler de oldugu gibi dis kisitmda bulunan (eksternal) hiicrelerin apikal

kisimlarinda yogunlastig1 gézlenmistir.

Onceki yillarda immunocerrahi kullanilarak yapilan ¢alismalarda izolasyon
sonrast ylizeyde bulunan esasinda non-polarize olan internal blastomerlerde
morfolojik degisikliklerin goriildiigli, epitelizasyon ve yeni blastosist kavitesinin
olusumunu izleyen farkli apikal-bazal polarite 6zelligi kazandigi bildirilmistir (18,
28, 51, 93, 96, 146). Ayrica izole edilen bu internal blastomerlerde (izole edilmis
ICM) TE hiicrelerinin fonksiyonel bir sekilde rejenere olarak tekrar sekillendigi ve
tastyict anneye transfer edildiginde uterusa implante oldugu bildirilmistir (96, 131).
Deneysel olarak manipiile edilen bu embriyolarda ilk olarak, apolar hiicrelerin
disarida lokalize olmaya zorlandigi, bunun sonucunda polarizasyona yol acildig1 ve
TE kaderini kabul ettigi bildirilmistir (182, 187, 188). ikinci olarak, izole edilmis
ICM’lerden TE rejenerasyonunu takiben polariteyle iliskili proteinlerin ICM’lerin dis

hiicrelerinin apikal membranlarina yeniden lokalize oldugu bildirilmistir (182).

Stephenson ve ark. (147), yaklasik 32 hiicreli evrede hiicre kavitesi daha
sekillenmemis ya da kavitesi toplam embriyo voliimiiniin yarisindan az olan
embriyolar1 (ge¢ morula dénemi ya da erken blastosist donemi) kullanarak
immunocerrahi yontemi ile ICM’leri izole etmislerdir. Izole edilen ICM’lerin
izolasyonu yaklasik 1 saat siirmiistiir. Sonrasinda bir kismi hemen (0. saat) tespit
edilirken bir kismi1 ise 6, 12 ya da 30 saatlik kiiltiir sonrasinda tespit edilmistir.
Sasirtic1 bir sekilde izolasyon sonrasi 0. saatte tespit edilen hiicrelerin %32’sinin
yeniden polarize oldugu ve bu hiicrelerin zamanla Cdx-2 ekspresyonunu arttirdiklari
bildirilmistir. Oysa normal TE gelisimi i¢in Cdx-2’nin gerekli oldugu ve 32 hiicreli

evre civarinda bu transkripsiyon faktoriiniin ekternal blastomerlerde islendigi
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bilinmektedir (96). Boylece Stephenson ve ark. (147) yaptig1 ¢alisma, izole edilmis
hiicrelerinde meydana gelen polarizasyonun Cdx-2 ekspresyonunu onceden tahmin
ettigi ve yeniden polarizasyon igin izole edilmis olan ICM hiicrelerinin Cdx-2

ekspresyonuna ihtiyaglari olmadigini gostermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma non-reseptor protein tirozin kinaz ailesinin bir {iyesi olan c-Abl
proteinin, fare oositlerinde ve preimplantasyon gelisimi siirecinde roliiniin
belirlenmesi iizerine yapilmistir. Bu amacla hem oositlerde hem de preimplantasyon
donemi embriyolarinda c-Abl protein lokalizasyonuna bakilmistir. Metafaz 11
oositlerde ve preimplantasyon donemi embriyolarinin tiimiinde immunofloresan
boyama ile tespit edilen c-Abl varlig1 bu proteinin fertilizasyon oncesinde oositlerde,
sonrasinda ise embriyolarda bir takim roller tistlendigini gostermistir. Elde ettigimiz
onemli sonuglardan bir tanesi de c-Abl proteinin yumurta korteksinde asimetrik bir
lokalizasyona sahip oldugunun belirlenmesidir ve bu durum c-Abl proteinin Metafaz
II’de bekleyen oositlerde mekik ipligi, kutup hiicresi olusumunda ve mekik ipligi
oryantasyonunda 6nemli roller stlendigini gostermektedir. Calismada elde edilen
diger bir O6nemli bulgu ise, implantasyondan ve plasentasyondan sorumlu
trofoektoderm hiicrelerinin  plazma membraninda c-Abl protein lokalizasyonudur.
Bu lokalizasyon c-Abl proteinin trofoektoderm olusumunda bir takim roller

tistlendigini gostermektedir.

Elde edilen sonucglarin daha anlamli hale gelebilmesi i¢in ileriki zamanlarda
bir takim c¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir. Bunlardan ilki c-Abl gen
ekspresyonunun knockdown edilmesi, farelerde preimplantasyon gelisimi sirasinda
embriyolarda ne gibi degisikliklerin meydana geldiginin goézlemlenmesini ve
dolayisiyla c-Abl geninin fonksiyonu hakkinda 6nemli veriler elde edilmesini
saglayacaktir. Calisma sonucunda yapilmasi: onerilen bir bagka calisma ise, 6zellikle
BCR-ABL1 pozitif 16semi hastalarinin tedavisinde kullanilan tirozin kinaz
inhibitorlerinden (imatinib, desatinib ve nilotinib) birinin kullanilarak c-Abl proteinin
inhibisyonunun saglanmasidir. Boylelikle hem oositlerde hem de preimplantasyon
donemi embriyolarina uygulanan bu inhibisyon sonrasinda oositlerde ve
embriyolarda c-Abl lokalizasyonuna bakilabilir ve olasi sonuglar tez ¢aligmasinda

elde edilen verilerle karsilastirilabilir.
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