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OZET

Embriyo fallop tiiplerinden uterusa dogru yol alirken implantasyona
hazirlanir ve endometriyuma implante olana kadar gecirdigi siire¢ preimplantasyon
donem embriyo gelisimi olarak tanimlanir. Preimplantif donemdeki embriyo,
yariklanma boliinmelerine basladiginda; fertilize oosit, 2 hiicreli, 4 hiicreli, 8 hiicreli,
morula ve blastosist agamasindaki embriyo olusur. Preimplantif embriyo gelisim
siireci, maternal ¢evrede bulunan biiyiime faktorleri tarafindan iiretilen sinyallere
bagl olarak pek ¢ok farkli hiicresel olay tarafindan etkilenmektedir. PI3K/Akt sinyal
yolagi, biiylimeyi ve gelismeyi destekleyen pek ¢ok sinyal yolagindan birisidir. FOXO
transkripsiyon faktorleri, niikleusta gorev yaparlar ve aktiviteleri PI3K/Akt sinyal
yolagi tarafindan diizenlenir. Memelilerde, FoxO1, FoxO3a, FoxO4 ve FoxO6 olmak
tizere dort adet FoxO ailesi tiyesi tanimlanmistir. FOXO’lar; glikoz metabolizmasi,
enerji homeostazi, hiicresel farklanma, oksidatif strese karsi dayaniklilik, hiicre
siklusunun duraklamasi, DNA tamiri ve apoptozun diizenlenmesi, gibi siire¢lerde
onemli roller oynarlar. Biiyliime faktorleri varliginda sitoplazmada lokalize olan
FoxQO’lar, oksidatif stres ya da genotoksik stres gibi kosullarda niikleusa go¢ ederler
ve hedef genlerin transkripsiyonunu saglarlar. FOXO molekiillerinin disi ve erkek
tireme sisteminde ve fertilitenin korunup devamliliginin saglanmasindaki 6nemli
rolleri ve FoxO transkripsiyon faktorlerini diizenleyen PI3K/Akt sinyal yolagimnin,
oosit matiirasyonunda ve preimplantif embriyo gelisim siirecinde varligi yapilan
calismalar ile gosterilmistir. Tiim bu bilgiler, bir yandan ¢ogalirken diger yandan
farklanan ve mikrogevresi silirekli degisirken ortama adapte olmaya ¢alisan
preimplantif gelisim siirecindeki embriyoda, FoxO transkripsiyon faktorlerinin de
ekspre olabilecegi sorusunu akla getirmektedir. Bu c¢alismanin amaci,
preimplantasyon embriyo gelisim siirecinde FoxO transkripsiyon faktorlerinin ekspre
olup olmadiginin, eger oluyor ise hiicredeki lokalizasyonlarinin belirlenmesidir.
Calismamizda 5-6 haftalik Balb/C 1rki disi fareler kullanilarak hormonal indiiksiyon
(PMSG ve hCQG) ile; profaz I, metafaz | ve metafaz Il evresindeki oositler ve eriskin
Balb/C k1 erkek fareler ile ¢iftlesme sonucunda elde edilen fertilize oosit, 2 hiicreli,
4 hiicreli, 8 hiicreli, morula ve blastosist asamasindaki embriyolar fallop tiipleri ve
uteruslarindan toplanmistir. Immiinfloresan yontemi kullanilarak; FoxO1, FoxO3 ve
FoxO4 proteinlerinin ekspresyonlart ve lokalizasyonlart ortaya konmustur.
Calismamuz; profaz |, metafaz | ve metafaz 11 oositlerinde ve fertilize oosit, 2 hiicreli,
4 hiicreli, 8 hiicreli, morula ve blastosist asamasindaki embriyolarda, FoxO1, FoxO3
ve FoxO4 proteinlerinin farkli diizeylerde ekspre edildigini gosteren literatiirdeki ilk
calismadir. Sonuglarimiz, in vivo embriyo gelisimi siirecinde sitoplazmada ekspre
oldugu belirlenen FoxO transkripsiyon faktorlerinin ozellikle in vitro embriyo
gelisimi sirasinda veya stres kosullarinda (pH, oksijen diizeyi, 1s1 degisimleri gibi)
ekspresyonlarinin ne sekilde olabilecegi ile ilgili yapilabilecek caligmalar igin temel
olusturmustur. Ozellikle yardimei iireme tekniklerinde embriyo gelisim siireclerinde
FoxO transkripsiyon faktorlerinin arastirllmast ile ilgili ileri c¢aligmalar
laboratuvarimizda devam etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Fare, Oosit, Preimplantif embriyo gelisimi, FoxO,

Immiinfloresan.



ABSTRACT

After fertilization, while passing through the fallopian tubes to enter the
uterus, embryo gets prepared for implantation. The period between fertilization and
implantation is defined as preimplantation embryo development. Fertilized oocyte
starts to cleave and develops into 2 cell, 4 cell, 8 cell embryo, morula, and blastocyst.
Preimplantation embryo developmental period is affected by various cellular events
that depend on signals generated by growth factors present in the maternal
environment. The PI3K/Akt pathway is one of these pathways that support growth
and development. FoxO transcription factors are members of a subgroup of
Forkhead family which are characterized by a conserved DNA-binding domain and
function in the nucleus. Their activities are regulated by PI3K/Akt signalling
pathway. In mammals, there are four FoxO genes, FoxOl, 3, 4, and 6. FoxO
transcription factors are at the interface of crucial cellular processes, orchestrating
programs of gene expression that regulate apoptosis, cell-cycle arrest, and oxidative
stress resistance, DNA repair, glucose metabolism, energy homeostasis and
differentiation. In the presence of growth factors, FoxO transcription factors are
localized in the cytoplasm. Under stress conditions such as oxidative stress and
genotoxic stress, FoxO transcription factors move to the nucleus and trigger
transcriptional activities of their target genes. Studies have shown that FoxO
molecules play important roles and protect fertility in male and female reproduction.
Additionally, it has been shown that the PI3K/Akt signaling pathway, the main
regulator of FoxOs’, is present both in the oocyte and in the preimplantation embryo.
Thus, the aim of the present study is to investigate whether FoxO transcription
factors are present during oocyte maturation and preimplantation embryo
development. Female Balb/C mice were superovulated with PMSG and hCG and
then prophase I, metaphase I, metaphase 11 oocytes, fertilized oocyte, 2 cell embryo,
4 cell embryo, 8 cell embryo, morula and blastocyst were collected from their
fallopian tubes and uterus. Presence and localizations of FoxO1, FoxO3 and FoxO4
proteins have been determined with immunofluorescence staining. Our results have
confirmed that FoxO1, FoxO3 and FoxO4 proteins are differentially expressed in
prophase |, metaphase |, metaphase 11 oocytes and in fertilized oocyte, 2 cell embryo,
4 cell embryo, 8 cell embryo, morula and blastocyst. Our findings are the first results
in the literature showing that FoxO transcription factors are present during both
oocyte and embryo in vivo maturation. These findings may provide basic information
for planning future studies which investigate whether these factors are affected or not
when the embryo faces stress conditions (such as pH, oxygen level or temperature
changes) during in vitro maturation, especially in the IVF laboratories. Based on the
findings of the present study, new studies are in progress in our laboratory.

Keywords:  Mouse, Oocyte, Preimplantation embryo development, FoxO,

Immunofluorescence.
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GIRIS

1.1.1. Hipotezin Temeli ve Amacg

Erkek tireme hiicresi sperm ve disi tireme hiicresi olan oosit, primordiyal
germ hiicrelerinden (PGH) koken alirlar. Primordiyal germ hiicreleri, vitelliis
kesesinden gelismekte olan gonadlara dogru go¢ ederler ve go¢ sirasinda baglayan
mitotik boliinmelerle sayilarini arttirirlar, gonada ulastiktan sonra da mitotik
boliinmelerle sayr artist devam eder. Genetik olarak disi olan gonada ulasan
primordiyal germ hiicreleri, oogonyumlara farklanirlar ve oogonyumlarin ¢ogu
mitoz bolinme ile boliinmelerini siirdiiriirken, bir kismi boliinmesini 1. mayoz
boliinmenin profaz asamasinda duraklatarak primer oositlere farklanirlar. Doguma
kadar hayatta kalan primer oositler ve etrafindaki tek katli yassi epitel hiicreleri
birlikte primordiyal folikiil adin1 alirlar. Primer oositler, puberteye kadar I. mayoz
boliinmenin profaz evresinde kalirlar. Bu siiregten sonra folikiiller, folikiilogenez
stirecine girerler ve yalnizca bir folikiil gelisimini tamamlar, diger folikiiller atrezi
denilen olay sonucunda dejenere olurlar. Folikiillogenez siirecinde olusan en biiyiik
ve olgun folikiil, Graaf ya da preovulatuvar olarak adlandirilan folikiildiir ve bu
folikiilde ovulasyondan hemen Once primer oosit eksentrik bir konum alir.
Ovulasyondan birkag saat Once I. mayoz boliinme tamamlanir ve sonucunda
sekonder oosit ve birinci kutup cismi olusur. Yani ovule olan oosit, II. mayoz
boliinmenin metafaz evresinde duraklamistir. Ovule olan oositin, fallop tiiplerinin
ampulla bolgesinde sperm ile birlesmesi olay1 fertilizasyon olarak adlandirilir ve bu
olay sonucunda fertilize oosit meydana gelir [1, 2].

Fertilizasyonun ardindan olusan embriyo, fallop tiiplerinden uterusa dogru
yol alirken bir yandan implantasyona hazirlanir ve endometriyuma implante olana
kadar gecirdigi siireg preimplantasyon gelisimi olarak tanimlanir  [3].
Preimplantasyon embriyo gelisim siireci, fertilize oositn yariklanma bdliinmelerine
baslamasi, embriyonik genom aktivasyonu, kompaksiyon, kavitasyon ve blastosist
olusumu ile karakterize olup tim memelilerde 6zdestir [4]. Preimplantif dénem
embriyolar, yariklanma boliinmelerine basladiklarinda sirasiyla; fertilize oosit, 2
hiicreli, 4 hiicreli, 8 hiicreli, morula ve blastosist asamasindaki embriyolar olusur.

Embriyo, preimplantif gelisim siirecinin baslangicinda maternal kaynaklari
kullanir ve kendisi transkripsiyonel olarak sessizdir ve oosit olgunlasip II. mayoz
boliinmenin metafaz asamasinda durakladiginda transkripsiyon durur ve mesajci
riboniikleik asit (mMRNA) translasyonu azalir. Farede embriyonik genom aktivasyonu
(EGA), 2 hiicreli embriyo asamasinda gerceklesir. Bu asamadan sonra embriyo,
proteinlerinin sentezi i¢in artik kendi mRNA’larin1 kullanacaktir [5-8]. Sekiz hiicre
asamasindaki embriyo blastomerleri, birbirleriyle daha siki temas kurarak birbirlerine
saglam baglarla tutunan kompakt bir hiicre topu haline gelirler ve bu olay
kompaksiyon olarak adlandirilir [1]. Kompaksiyonun ardindan trofektodermal



hiicreler, embriyo 32 hiicreli asamaya geldiginde hiicre ici ve hiicre dis1 alanlara sivi
pompalayarak blastosist kavitesini olusturmaya baslar ve bu olay da kavitasyon
olarak adlandirilir [9].

Preimplantif embriyo gelisim siireci, maternal g¢evrede bulunan biiyiime
faktorleri tarafindan iretilen sinyallere bagh olarak pek cok farkli hiicresel olay
tarafindan etkilenmektedir. PI3K/Akt sinyal yolagi, biliylimeyi ve gelismeyi
destekleyen pek ¢ok sinyal yolagindan birisidir [10]. PI3K/Akt sinyal yolaginin,
oosit matiirasyonunda ve preimplantif embriyo gelisim siirecinde varligi ve rolleri
yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir [11, 12].

“Forkhead” ailesinin {iiyelerinden olan FoxO transkripsiyon faktorleri,
korunmus DNA Dbaglanma bdlgeleri ile karakterize olup niiklusta gorev
yapmaktadirlar ve aktiviteleri PI3K/Akt sinyal yolagi tarafindan diizenlenmektedir.
Memelilerde, FoxO1 (FKHR), FoxO3a (FKHRL1), FoxO4 (AFX) ve FoxO6 olmak
tizere dort ¢esit FoxO ailesi tiyesi bulunmaktadir [13-15].

FoxO transkripsiyon faktorleri; apoptozun diizenlenmesi, hiicre siklusunun
duraklamasi, oksidatif strese karsi dayaniklilik, DNA tamiri, glikoz metabolizmasi,
enerji homeostazi ve hiicresel farklanma gibi pek ¢ok farkli siireglerde 6nemli roller
oynarlar [13, 16-19]. Biiyiime faktorleri varliginda sitoplazmada lokalize olan FoxO
transkripsiyon faktorleri, oksidatif stres ya da genotoksik stres gibi stres kosullari
altinda biiytime faktorlerinin varliginda dahi niikleusta kalirlar ve hedef genlerin
transkripsiyonel aktivitesine neden olurlar [20-22].

Calismanin Hipotezi: Ozellikle stres kosullar1 altinda pek ¢ok farkli yasamsal
olayda ve hiicrenin hayatta kalmasi ya da 6lmesi gibi 6nemli bir kararda rol oynayan
FoxO transkripsiyon faktorlerinin hiicresel siirecteki gorevleri ve dnemi yapilan pek
cok farkli galismalarla gosterilmistir [13, 16-19, 21, 22]. Ayrica FoxO molekiillerinin
disi ve erkek iireme sisteminde ve fertilitenin korunup devamliliginin
saglanmasindaki onemli rolleri ve PI3K/Akt sinyal yolaginin, oosit matiirasyonunda
ve preimplantif embriyo gelisim siirecinde varligi ve rolleri yapilan g¢alismalar ile
gosterilmistir [11, 12, 23-27]. Tiim bu bilgiler, bir yandan ¢ogalirken diger yandan
farklanan ve mikrogevresi siirekli degisirken ortama adapte olmaya c¢alisan
preimplantif gelisim silirecindeki embriyoda, FoxO transkripsiyon faktorlerinin
onemli rollerinin olabilecegi sorusunu akla gelmektedir. Literatiirde FoxO
transkripsiyon faktorlerinin preimplantif embriyo gelisim siirecindeki ekspresyonlari
bilinmemektedir. Tiim bu literatiir bilgisi 1s18inda, FOXO transkripsiyon faktorlerinin
profaz I, metafaz | ve metafaz Il evresindeki oositlerden baslayarak preimplantif
donem embriyo gelisiminde ekspre oluyor olabilir.

Calismada hormonel indiiksiyon ile 5-6 haftalik Balb/C irki disi fareler
kullanilarak profaz I, metafaz | ve metafaz 11 evresindeki oositler ve erigkin Balb/C
k1 erkek fareler ile giftlesme sonucunda fertilize oosit, 2 hiicreli, 4 hiicreli, 8
hiicreli, morula ve blastosist asamasindaki preimplantif dénem embriyolar
toplanmistir. Immiinfloresan yontemi kullamlarak; FoxO1, FoxO3 ve FoxO4
proteinlerinin ekspresyonlarinin varlig1 ve lokalizasyonlar1 ortaya konmustur.



GENEL BILGILER

2.1.  Primordiyal Germ Hiicrelerinin Gocii ve Oogonyumlara Farklanmasi

Gametler, epiblast hiicre tabakasindan farklanan ve daha sonra vitelliis
kesesine go¢ eden primordiyal germ hiicrelerinden (PGH) koéken alir. Primordiyal
germ hiicreleri, vitelliis kesesinden gelismekte olan gonadlara dogru gog¢ ederler
(Sekil 2.1). Gog sirasinda baglayan mitotik boliinmelerle sayilarini oldukga arttiran
germ hiicreleri, bu durumu gonada ulastiktan sonra da devam ettirirler.

On bagirsak Arka bagirsak

Allantoyis Genital kabarti

— Primordiyal

germ hicreleri
Genital
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Kloak Mezonefroz

Vitellus kesesi B
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Sekil 2.1. Primordiyal germ hiicrelerinin genital kabartiya gogii [1].

Primordiyal germ hiicreleri, genetik olarak disi olan gonada ulasir ulagsmaz
oogonyumlara farklanirlar. Gegirdikleri mitotik boliinmelerle ¢ogalan oogonyumlar,
yasst epitel hiicreleri ile g¢evrelenirler. Oogonyumlarin ¢ogu mitoz bolinme ile
boliinmelerini siirdiiriirken, bir kismi1 boliinmesini I. mayoz bdliinmenin profaz
asamasinda duraklatarak primer oositlere farklanirlar [1]. Doguma kadar hayatta
kalan primer oositler ve etrafindaki tek katl yass1 epitel hiicreleri birlikte primordiyal
folikiil adim1 alirlar. Primer oositler, puberteye kadar I. mayoz bdliinmenin profaz
evresinde kalirlar. Bu siirede oositlerin olgunlagsmasi, folikiil hiicreleri tarafindan
salgilanan oosit olgunlagmasini inhibe eden bir madde (OMI, oocyte maturation
inhibitor) tarafindan baskilanir.

2.2. Folikiilogenez

Puberteye gelindiginde, disi gonad belirli bir primordiyal folikiil havuzuna
sahiptir ve her ovaryal siklusta segilen 5 ile 15 arasinda degisen sayidaki primordiyal
folikiiller olgunlasarak folikiilogenez adi verilen bir siirece girerler. Bekleme



evresinden ¢ikan primordiyal folikiiller, primer folikiil adin1 alirlar ve kiibik folikiil
hiicreleriyle gevrilidirler. Bu evredeki primer oosit etrafinda, zona pellusida (ZP)
denilen bir glikoprotein kilif sentezlenmeye baslanir. Daha sonraki evrede olusan
folikiil, sekonder folikuldir. Sekonder folikil, suirekli bolunen folikil hiicreleri ve
kalinlasan zona pellusida ile karakterizedir. Sekonder folikiilde, folikiil hiicreleri
arasinda folikiiler sivi igeren antral bosluklar olugsmaya baglar. Foliikiillogenez
asamasinin en biiyiilk ve olgun folikiilii, Graaf ya da preovulatuvar olarak
adlandirilan folikiildiir. Antral bosluklarin birleserek olusturdugu tek bir antrum ile
karakterize olan bu folikiilde, ovulasyondan hemen 6nce primer oosit eksentrik bir
konum alir. Ovulasyondan birkag saat once I. mayoz bolinme tamamlanir ve
sonucunda sekonder oosit ve birinci kutup cismi olusur. Yani ovule olan oosit, II.
mayoz boliinmenin metafaz evresinde duraklamistir.

Folikiilogenez siirecinde ¢ok sayida primer folikiil olgunlasma evresine girer.
Ancak, yalnizca bir folikiil gelisimini tamamlar, diger folikiiller atrezi denilen bir
olay sonucunda dejenere olurlar [2].

2.3. Fare Preimplantasyon Embriyo Gelisim Siireci

2.3.1. Fertilizasyon

Ovulasyondan hemen once, fallop tiipleri ritmik sekilde kasilmaya ve
uclarindaki fimbrialar da overin ylizeyini siliplirmeye baglarlar. Fallop tiipleri
igerisine ulagan oosit, kas kontraksiyonlar1 ve epitel hiicrelerinin silyalarin itmesi
ile birlikte uterusa dogru ilerler. Disi gamet oositin ve erkek gamet spermin birbiriyle
birlesip kaynasmasina fertilizasyon (dollenme) adi verilir. Fertilizasyon, fallop
tiiplerinin ampulla bolgesinde gergeklesir. Dllenme sonucunda olusan yeni canlinin
taslagini olusturan hiicre ‘“fertilize oosit’’ olarak adlandirilir.

Fertilizasyonun 3 evresi vardir. Bunlardan ilki korona radiatanin delinip
gecilmesi, ikincisi zona pellusidanin delinip ge¢ilmesi ve {iglinciisii 00sit ve sperm
hiicre zarlarmin fiizyonudur.

Oosit, spermin sitoplazmasina girmesinin hemen ardindan II. mayoz
boliinmesini tamamlar. Boliinme sonucunda ikinci polar cisim atilir. Bu hiicrenin
kromozomlar1 disi proniikleus adi verilen vezikiiler bir ¢ekirdek i¢inde yeniden
diizenlenirler. Bu olaylar gerceklesirken, sperm proniikleusu da disi proniikleusunun
yakinina gelene kadar ilerlemesini siirdiiriir. Her ikiside haploid sayida kromozom
iceren erkek ve disi proniikleuslari, biiyiimeleri sirasinda kendi deoksiriboniikleik
asit (DNA) “lerini replike ederler (Sekil 2.2).

Dollenmenin temel sonuglar1 su sekildedir: yarisi anneden yarisi babadan
gelen kromozomlarin diploid sayisinin yeniden kurulmasi, yeni bireyin kromozomal
cinsiyetinin belirlenmesi ve hiicre yariklanmalarinin (klevaj) baslatilmasi [1].
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Sekil 2.2. Fertilizasyonu gdsteren sekil. Burada olaylar spermin sekonder oositin plazma membranina
temasi ile baslar, anne- babadan gelen kromozomlarin fertilize oositin birinci mayoz
boliinmesinin metafazinda biraraya gelmesi ile son bulur. A: Sekonder oosit birkag sperm
ile ¢evrelenmis. B: Korona radiata kaybolmus, bir sperm oosite girmis ve olgun oositi
olusturmak igin ikinci mayoz boliinme olmustur. Ovumdaki niikleus, disi proniikleustur.

C: Spermin bas1 erkek proniikleusunu olusturmak i¢in genigler. D: Proniikleuslar birlesir.
E: Diploid sayida fertilize oosit olusur [28].



2.3.2. Preimplantif Embriyo Gelisim Siireci

Fertilizasyonun ardindan olusan embriyo, fallop tiiplerinden uterusa dogru
yol alir ve bu siiregte implantasyona hazirlanir. Fertilizasyonun gerc¢eklesmesinden
sonra olusan fertilize oositin endometriyuma implante olana kadar gegirdigi siireg
preimplantasyon gelisimi olarak tanimlanir (Sekil 2.3) [3].

Preimplantasyon embriyo gelisim siireci, fertilize oositin yariklanma
boliinmelerine baglamasi, embriyonik genom aktivasyonu, kompaksiyon, kavitasyon
ve blastosist olusumu ile karakterize olup tiim memelilerde dzdestir [4].
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Sekil 2.3. Fare preimplantif embriyo gelisim siireci [4].

2.3.3. Yariklanma Evreleri

Yariklanma; fertilize oositin tekrarlayan mitoz boliinmeler gegirmesi
sonucunda hiicre sayisinda hizli bir artis olmasidir ve fallop tiiplerinden uterusa
dogru ilerlerken gergeklesir [28]. Farede birinci yariklanma, fertilizasyondan 1 giin
sonra gergeklesir. Ik yariklanma sonucunda fertilize oosit, iki hiicreli evreye ulasir
ve pespese bir seri mitotik boliinmeler gegirerek hiicre sayisini arttirir. ilk boliinme
ve onu takip eden boliinmeler sonucu olusan yeni hiicrelerin her biri blastomer olarak
adlandirilir. Her yariklanma boéliinmesi sonucunda, blastomer hacmi kiigiiliir ve
embriyo sekiz hiicre evresine kadar gevsek bir hiicre kiimesi halindedir (Sekil 2.4)

[1].
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Sekil 2.4. Fertilize oositin yariklanmasini ve blastosist olusumunu gésteren ¢izim [28].

Fare embriyolarinin fertilize oosit evresinden, 32 veya daha fazla hiicre iceren
blastosist evresine gelisimi yaklasik 3,5. giinde tamamlanir. Fare embriyolarinin
birinci yariklanmast (2 hiicreli asamaya gegis) yaklasik 16-20 saatte, ikinci
yariklanmasi (4 hiicreli asamaya gegis) yaklasik 18-22 saatte gergeklesir [29-31].



Yariklanma siirelerinin genetik faktorlerle iliskili oldugu yapilan c¢alismalarda
gosterilmistir [32].

Birinci yariklanma ekseninin pozisyonu hakkinda 6ne siiriilmiis birka¢ model
ve farkli fikirler bulunsa da [33-35], kabul edilen tanimlama, ilk yariklanma
ekseninin kutup cisimlerinin pozisyonu ile iligkili oldugudur. Plazma membrani ile
zona pellusida arasinda yer alan birinci ve ikinci kutup cisimlerinin bulundugu
noktada plazma membrani1 hafifge ¢oker ve ilk boliinme buradan baslayarak karsi
tarafa kadar devam eder [3, 4].

2.3.4. Embriyonik Genom Aktivasyonu (EGA)

Fertilizasyondan sonra olusan embriyo, baslangigta maternal kaynaklari
kullanir ve Kkendisi transkripsiyonel olarak sessizdir. Oosit biiyiirken, kendi
genlerinin pek ¢ogunun transkripsiyonunu ve translasyonunu yapmaktadir. Oositte
onceden tiretilen bu protein deposu, embriyonik gelisimi 8 hiicreli asamaya kadar
desteklemek igin yeterlidir [5]. Oosit olgunlasip II. mayoz boliinmenin metafaz
asamasinda durakladiginda transkripsiyon durur ve mesajci riboniikleik asit (MRNA)
translasyonu azalir [6]. Maternal mRNA degradasyonu, mayotik matiirasyon
tarafindan tetiklenir ve 8 hiicreli asamaya kadar maternal mRNA translasyonu devam
eder, ancak 2 hiicreli asamada biiyiik Ol¢iide tamamlanir. Farede EGA, 2 hiicreli
embriyo asamasinda gergeklesir [7]. Bu asamadan sonra embriyo, proteinlerinin
sentezi i¢in artik kendi mRNA’larimi kullanacaktir. Embriyonik genom aktivasyonu,

yeni proteinlerin sentezi ve gergeklesecek olan ileri yariklanma evreleri igin
gereklidir [5] (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Fare preimplantasyon gelisiminde embriyonik genom aktivasyonunu gosteren ¢izim.
(Minor ve major ZGA (zigotik gen aktivasyonu), MGA (mid-preimplantasyon gen
aktivasyonu) [8].



2.3.5. Kompaksiyon

Uciincii  yariklanma boliinmesinden sonra olusan 8 hiicreli embriyo
blastomerleri, birbirleriyle daha siki temas kurarak birbirlerine saglam baglarla
tutunan kompakt bir hiicre topu haline gelirler (Sekil 2.6) [1].

Sekil 2.6. Kompaksiyon SEM (Taramali Elektron Mikroskop) goriintiileri. A) Kompaktlagsmamis 8
hiicreli embriyo, B) Kompakt morula [1].

Kompaksiyon olarak bilinen bu siirecle, i¢ hiicreler dis hiicrelerden ayrilirlar.
Fertilizasyondan yaklasik 3 giin sonra, kompakt haldeki embriyo yeniden boliinerek
16 hiicreli (morula) haline doniisiir. Blastosist asamasina gelen embriyoda, morula
asamasinda olusan i¢ hiicreler i¢ hiicre kitlesini, dis hiicreler de dis hiicre kitlesini
olustururlar (Sekil 2.7). I¢ hiicre kitlesinden embriyonik tabakalar, dis hiicre
kitlesinden de daha sonra plasentay1 olusturacak ve ekstraembriyonik membranlarin
olusumuna katilacak olan trofoblast gelisir [1].

8 hiicre 16 hiicre 32 hiicre Erken
kompaktlagmig morula morula blastosist blastosist

Sekil 2.7. Kompaksiyon ve farklanma siirecini gosteren ¢izim. Trofektoderm hiicreleri bej rengi, i¢
hiicre kitlesi hiicreleri mavi ile gosterilmistir [36].

Kompaktlasma siireci basta Epitelyal kaderin (E-kaderin) molekiiliiniin
fosforile olmast olmak iizere, hiicre yilizeyi adezyon glikoproteinlerince
gerceklestirilir. Ayrica Zonula Okludens-1 (ZO-1), laminin, cingulin gibi hiicre
baglanti molekiillerinin de miktarinda artts meydana gelerek hiicreler arasi
etkilesimin arttirilmasi saglanir [37-40].



2.3.6. Kavitasyon

Kompaksiyonun ardindan siki baglanti komplekslerini bir araya getiren ve
yassilagsmus epitelyal hiicre karakteri kazanan trofektodermal hiicreler, embriyo 32
hiicreli asamaya geldiginde hiicre i¢i ve hiicre dis1 alanlara sivi pompalayarak
blastosist kavitesini olusturmaya baslar [9].

Trofektoderm iyon transport sistemi, epitelyum boyunca iyon konsantrasyon
gradientinin olusturulmasinda ve bdylece suyun blastosdl sivisina akisinin
saglanmasinda nemli rol oynar. Elektron-prob mikro analizleri Na*, CI', K*, Ca** ve
Mg®" iyonlarmin blastosl sivisi igerisinde yogunlastigim gdstermistir [41]. Bu
iyonlarin konsantrasyon gradiyentlerine gore tasinmasi, aktif bir transport
mekanizmasina sahip olmay1 gerektirir. Bu siireg trofektodermin bazolatreal
kisminda yerlesik bulunan sodyum-potasyum ATPaz (Na, K-ATPaz) sistemi ile
basarilir. Ayrica, siki baglanti komplekslerinin varligi da bu siiregte 6nemlidir. Bu
kompleksler, hiicreler arasinda gecirgen olmayan bir yap1 saglayarak sivi
toplanmasina ve paraseliiler transportun diizenlenmesine izin verirken, Na, K-ATPaz
dagiliminin polarizasyonuna katkida bulunur (Sekil 2.8) [42, 43].
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Sekil 2.8. Trofektoderm hiicrelerindeki su ve iyon transportu. Trofektoderm hiicreleri blastosist
olusumunu kontrol eden s1vi dinamigini kontrol eder. Trofektoderm hiicreleri arasindaki
stk baglantilar embriyo disina sivi kaybint onler [42].

2.3.7. Blastosist Olusumu

Morula asamasindaki embriyo uterusa ulastiginda, uterus boslugunundaki sivi
zona pellusidayr gecip i¢ hiicre Kkitlesinin hiicrelerarasi bosluguna sizarak orada
toplanmaya baslar. Giderek genisleyen bu bosluklar birleserek blastosol denilen tek
bir bosluk olusturur. Bu déonemdeki embriyo, blastosist adin1 alir. Bu asamadan sonra
blastosistin i¢ hiicre kitlesi embriyoblast, dis hiicre kitlesi de trofoblast olarak
adlandirilir (Sekil 2.9). Trofoblastlar yassilagsarak blastosistin epitelyal duvarim
meydana getirirler [1]. Olusan blastosistin uterus duvarina implantasyonu igin zona
pellusidasindan kurtulmasi gerekir ve bu olaya zona hatching adi verilir. Bu asamada
zona pellusidasindan ayrilmig blastosist, uterus endometriyumuna implante olmak
i¢in hazirdir.
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Sekil 2.9. Blastosist asamasindaki embriyo. A) Faz kontrast goriintii. B) Blastosist yapisi ve
elemanlarini gosteren sematik resim [44].

2.4.  Preimplantif Embriyo Gelisim Siirecinde Biiyiime Faktorlerinin Etkisi

Implantasyondan 6nce embriyo gelismesi, maternal ¢cevrede bulunan biiyiime
faktorleri tarafindan fretilen sinyallere baglidir [12]. Bu biiylime faktorleri
preimplantasyon gelisim siirecinde, hiicre proliferasyonu ve farklanmasini kontrol
ederler [45, 46]. Embriyolar bu biiyiime faktorlerine, maternal bolgede bulunan
ligandlara karsilik olarak ftirettigi reseptorleri sayesinde cevap verebilmektedirler
[47].

2.4.1 Fosfatidilinositol 3-kinaz (P13K)/ Protein Kinaz B (PKB/ Akt) Yolag
Biiylimeyi ve gelismeyi destekleyen pek c¢ok sinyal yolagindan birisi PI3K/
Akt sinyal yolagidir [10].

Son yillarda yapilan caligmalar PI3K/Akt yolaginin; hiicresel go¢, mitoz
boliinmeler, farklanma ve hiicrelerin hayatta kalma siireglerini i¢eren hiicresel
fonksiyonlarda anahtar diizenleyici oldugunu gdstermistir [48]. Ayrica, PI3K/Akt
yolaginin fare oosit matiirasyonunda da 6nemli rolii oldugu gosterilmistir [11].

Embriyonun, preimplantasyon gelisim siirecinde PI3K/Akt yolagini aktive
eden ¢ok sayida reseptor ekspre ettigi bilinmektedir. Ozellikle insiilin benzeri
biiyiime faktorii-1 (IGF-1) ve insiilin reseptorlerinin fertilize oosit asamasindan
itibaren ekspre edildigi yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir [49, 50].
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PI3K/Akt yolagi, biiyiime faktorleri tarafindan aktive edilir. Biiyiime
faktorlerinin uyarimi ile aktive olan reseptorler, diizenleyici alt iinitelerine ya da
adaptor molekiillerine (insiilin reseptdr substrat proteini gibi (IRS)) baglanarak
PI3K’1 aktive ederler. PI3K’m aktivasyonuyla birlikte, fosfatidilinositol (3,4)-
bisfosfat (PIP2) fosfatidilinositol (3,4,5)-trisfosfata (PIP3) doniisiir. Sonucunda 3-
fosfoinositide bagimli protein kinaz 1 (PDK1) aktive olur. PDK1, PIP3 ve Akt’nin
plazma membraninda baglanmasini ve sonucunda Akt aktivasyon ilmegindeki T308
fosforilasyonu ile Akt’nin aktivasyonunu saglar (Sekil 2.10) [51, 52].
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Sekil 2.10. PI3K tarafindan reseptor tirozin kinazlar (RTK) aracili Akt aktivasyonu [51].

2.5.  FoxO Transkripsiyon Faktorleri

FoxO transkripsiyon faktorleri, biiylik bir protein ailesi olan “Forkhead”
ailesinin tliyelerindendir. Aile bu ismi, Drosofila’daki bu genin mutasyonu sonucunda
olusan catal benzeri ektopik bas yapisi olusumundan dolayr almistir [13]. FoxO
proteinleri niikleusta gorev yapan transkripsiyon faktorleridir ve monomer olarak
ayni tiirdeki hedef DNA sekanslarina baglanirlar [14].

Transkripsiyonel diizenleyiciler olan bu aile “fork head box (FOX)” olarak
isimlendirilirler ve korunmus DNA baglanma bolgeleri ile karakterizedirler [15]. Bu
aile proteinlerinin korunmus DNA baglanma boélgeleri, forkhead (FKH/ FH)
domeyni olarak adlandirilir. FoxO ailesi diger iiyelere gore, DNA baglanma
bolgesinde bazi farkliliklar gosterdigi igin ingilizce’de “digeri, dteki” anlamina gelen
“other” kelimesinin ilk harfi kullanilarak adlandirilmistir. FoxO proteinlerinin bir
diger ayirt edici ozelligi ise, olduk¢a korunmus Akt fosforilasyon bolgelerinin
bulunmasidir [14].
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2.5.1. FoxO Ailesi Uyeleri

Forkhead ailesi, tiim okaryotlarda bulunmaktadir. Insanda, Forkhead
ailesinin 39 {iiyesi vardir ve 19 alt gruba ayrilir. Bu alt gruplarin FoxA’ dan S’ye
kadar farkli tipleri mevcuttur [53].

FoxO ailesinin memelilerde dort adet tiyesi bulunur: FoxO1 (FKHR), FoxO3a
(FKHRL1), FoxO4 (AFX) ve FoxO6 [54]. Ancak son yillarda yapilan ¢alismalar,
ailenin bulunan en son iiyesi olan FoxO6’da diger grup iiyelerinde ortak bir sekilde
bulunan C terminalindeki Akt fosforillenme bdlgesinin olmadigini gostermektedir ve
bu nedenle FoxO6 hiicrede esasen niikleusta lokalize olur [55]. FoxO6 hakkindaki
bilgiler literatiirde heniiz 1yi tanimlanabilmis degildir.

2.5.2. FoxO Transkripsiyon Faktorleri ve PI3K/Akt Sinyal Yolag Iliskisi

FoxO ailesini FOX ailesinden ayirt eden 6nemli bir diger 6zelligi, insiilin-
PI3K/Akt sinyal yolagi tarafindan diizenlenmeleridir [56]. FoxO proteinleri,
instilin/biiytime faktorleri stimiilasyonu ile Akt tarafindan dogrudan fosforillenirler
ve sonucunda inhibe edilirler [13].

FoxO proteinleri, transkripsiyonel gen aktivasyonu gorevlerini niikleusta
gerceklestirebilen molekiillerdir. Onemli olarak Akt, FoxO proteinlerine 14-3-3
saperon proteinlerini baglayarak fosforile eder ve FoxO proteinlerinin niikleustan
sitoplazmaya taginmasina ve inaktivasyonuna neden olur. Bunun sonucunda FoxO
hedefindeki ve kontroliindeki gen ekspresyonlari ger¢eklesmez [14]. PI3K/Akt
yolagi calismadiginda ise, FOxO proteinleri niikleusta lokalize olurlar ve
transkripsiyonel aktivasyonlarini gergeklestirebilirler (Sekil 2.11.) [13].

insﬁlin% Faktérleri insiilin/Biiyiime Faktérleri

LTI T T T T T

Hiicre siklusu duraklamasi - Stres dayaniklilig Hiicre proliferasyonu, Stres duyarlihgi
Apoptoz Hiicre sag kalimi

Sekil 2.11. Insiilin/ Biiyiime Faktorleri tarafindan FoxO transkripsiyon faktorlerinin diizenlenmesini
gosteren ¢izim [53].
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2.5.3. FoxO Molekiillerini Kontrol Eden Mekanizmalar

FoxO’larin aktivitesi; fosforilasyon, asetilasyon ve {ibikiitilasyon iceren
posttranslasyonel modifikasyon mekanizmalar1 tarafindan siki bir sekilde kontrol
edilir [56].

2.5.3.1. Fosforilasyon mekanizmasi

FoxO transkripsiyon faktorleri, pek cok farkli molekiil ile farkli bolgelerinden
fosforile olabilmektedirler (Sekil 2.12).

T24 5256 5319

FOXO1 Nt N -Ct B55as

—

T32 5253 5315 5644

T28 5193 5258

I | N | |

Foxos Nt_::am_ 1501 22

Sekil 2.12. FoxO ailesi iiyelerinin asetilasyon ve fosforilasyon alanlarinin gosterildigi ¢izim [53]. Akt
alanlar1 (siyah); serum ve glukokortikoid indiiklenebilir kinaz (SGK, (siyah)); IkB kinaz
(IKKDb, (turuncu)); Jun N-terminal kinaz (JNK, (yesil)); ¢ift 6zgiin tirozin fosforillenmis ve
Diizenlenmis kinaz (DYRK, (kirmuz1)); kazein kinaz 1 (CK1, (mor)); asetilasyon alanlar
(mavi); FH, Forkhead domain; NLS, niiklear lokalizasyon sinyalleri; NES, niiklear export
sekansi.

FoxO1, treonin (Thr) 24, serin (Ser) 256 ve Ser319; Fox03, Thr32, Ser253 ve
Ser315; Fox0O4, Thr28, Ser193 ve Ser258 olmak iizere Akt tarafindan ii¢ bolgeden
fosforillenirler [53]. Fosforile olan FoxO proteinleri, 14-3-3 saperon proteinlerine
baglanarak sitoplazmada tutulurlar ve transkripsiyonel olarak inaktif halde kalirlar.
FoxO proteinlerinin sitoplazmada kalmasi, kismen 14-3-3 saperon proteinlerinin
niiklear lokalizasyon sinyallerini (NLS) maskelemesi sayesinde olur [57, 58].

FoxO proteinleri, serum ve glukokortikoid indiiklenebilir kinazlar (SGK)
tarafindan da fosforile edilirler [59]. SGK’lar, serin/treonin kinazlardirlar ve Akt ile
iligkilidirler. Bu proteinler Akt ile ortak olarak, hayatta kalma faktorlerinin
stimiilasyonlar1 sonucunda PI3K yolagi tarafindan aktive edilirler ve hiicrelerde
niikleusa gog¢ ederler. SGK, FoxO proteinlerini Akt‘nin fosforilasyon bolgeleri ile
benzer bolgelerden fosforile eder ve inaktivasyonlarina neden olur [14]. Ancak Akt,
FoxO3’ii tercihen serin 253 bolgesinden; SGK1, serin 315 bolgesinden fosforile eder
[53].
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Cift 6zgiin tirozin fosforillenmis ve diizenlenmis kinaz (DYRK), MAP kinaz
ailesi iiyesidir ve Foxol’i Ser329; Foxo3’li Ser325 ve FoxO4’ii Ser268 bolgelerinden
foforile ederek niikleustan sitoplazmaya tasinmalarina ve inaktivasyonlarina neden
olur [14].

Kazein kinaz 1 (CK1); FoxO1’i, Ser322 ve Ser325 bolgelerinden; FoxO3’i
Ser318 ve Ser321 bolgelerinden ve FoxO4’ii, Ser261 ve Ser264 bdlgelerinden
fosforile edebilir [60].

I kappa B kinaz B (IKK), FoxO3’ii Ser644 bolgesinden Akt bagimsiz bir
sekilde fosforile ederek sitoplazmaya tasinmasina ve inhibe olmasina neden olur
[61]. Bu mekanizma, insan ve faredeki FoxO3a’ya spesifiktir, ¢lnki bu
fosforillenme alan1 FoxO ailesinin diger tiyelerinde korunmamaktadir [14].

FoxO proteinlerinin Akt tarafindan fosforile edilmesi, bu transkripsiyon
faktorlerinin sadece sitoplazmada kalmasina neden olmaz. Ayrica, 26S proteazom
araciligi ile tibikiitinasyonuna ve degradasyonuna da yol agar [62].

2.5.3.2. Asetilasyon mekanizmasi

FoxO transkripsiyon faktorlerinin bir diger regiilasyon mekanizmasi olan
asetilasyon, FoxO molekiillerinin niikleusta iken koaktivator ya da korepresor
komplekslerine baglanmasiyla ger¢eklesir [53]. FoxO molekiilleri, transkripsiyonel
koaktivator CBP (CREB- baglayici protein)’e ya da p300°e baglanir ve bdylece bu
transkripsiyonel diizenleyiciler ve temel transkripsiyonel Sistem arasindaki iliski
saglanir [63-65].

Niiklear proteinler olan CBP ve p300 ile p300 ve CBP iliskili faktér (PCAF)
gibi iliskili olduklar1 proteinler, intrinsik histon asetil transferaz (HAT) aktivitesine
sahiptirler. Bu proteinler histonlar1 asetile ederek ve sinyalleri fazlalagtiran ve
ilerleten bolgelerinden entegre ederek, transkripsiyonu ilerletmede 6nemli rol oynar
[14]. Ayrica, transkripsiyon faktorlerini dogrudan transkripsiyon faktor asetil
transferaz (FAT) aktivitesi aracilig1 ile asetile ederler [66].

Farelerde yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalar sonucunda, CBP ve FoxO1’in
fiziksel olarak etkilesim halinde oldugu ve CBP’nin FoxO1’in asetilasyonunu
gerceklestirdigi  bilinmektedir. CBP  ekspresyonu, FoxOZ1’in transkripsiyonel
aktivitesini artirir [67]. Yani esasen CBP, FoxO aracili gen transkripsiyonuna iki
sekilde etki eder. Bunlardan birincisi, kromozomal histonlar: asetile etmesi; ikincisi
ise FoxO proteinlerinin kendilerini asetile etmesi ve diizenlemesidir [14]. Ayrica
FoxO1, niiklear reseptorleri diizenleyen transkripsiyonel koaktivatdr olan
peroksizom proliferatif aktive edilmis reseptor-y koaktivator 1 (PGC-1)’e baglanir ve
sonucunda FoxO bagimli transkripsiyonda artis olur [68]. CBP, p300 ve PCAF,
FoxO transkripsiyon faktdrlerini pek ¢cok korunmus lizin rezidiilerinden de dogrudan
asetile eder [64, 65, 69, 70]. Ornegin; CBP, farelerde FoxO4’iin asetilasyonunu
K186, K189 ve K408 bolgelerinden gergeklestirir [64].
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FoxO molekiillerinin koaktivatorlere baglanmasi ve bu aktivatorler tarafindan
FoxO molekiillerinin asetilasyonu, FoxO fonksiyonu iizerinde zit etki
gosterebilmektedir. FoxO molekiillerinin koaktivatdrlere baglanmasi, FoxO bagimli
transkripsiyonu arttirirken, CBP tarafindan FoxOl ve FoxO4’iin asetilasyonu
CBP’nin kromatin iizerindeki etkisinden bagimsiz bir sekilde transkripsiyon faktor
aktivitesini baskilamaktadir [64, 67]. FoxO asetilasyon alanlarinin pek ¢ogu,
molekiilin DNA baglanma domeyninde bulundugu igin, FoxO asetilasyonu
sonucunda FoxO’nun DNA’ya baglanmasi ve bu nedenle de FoxO bagimh
transkripsiyon engellenebilmektedir. Yani asetilasyon, FoxO proteinlerinin
fonksiyonlarimi farkl sekillerde etkileyebilmektedir [53].

2.5.3.3. Ubikiitilasyon mekanizmasi

FoxO proteinlerinin  diizenlenmeleri geri doniisimlii  sekilde kontrol
edilmesine ragmen, yikimlari geri donilisiimsiiz bir sekilde gergeklesir. FoxO

proteinlerinin yikimi, {ibikiitin- proteazom sistemleri tarafindan gergeklestirilir [71-
74].

Akt aktivitesi, FoxO1 ve FoxO3 proteinlerinin tbikitin aracili degradasyonu
icin gereklidir [72, 73]. Ug¢ adet Akt fosforilasyon alanlarinin arasinda Ser256
fosforilasyonu, FoxO1 iibikiitinasyonunu tetikleyen temel olayidir [73].

FoxO proteinlerinin  degradasyonu sadece Akt tarafindan fosforile
edilmelerine degil, dogru yerde lokalize olmalarina da baghdir. Yapilan ¢alismalar,
FoxO1’in E3 ibikiitin ligaz tarafindan basarili tibikiitinasyonu ve bunun sonucunda
da degradasyonu i¢in sitoplazmada bulunmasi gerektigini gostermistir [73]. E3
ibikiitin ligaz kompleksi, FoxO1 {ibikiitinasyonunu Katalizler. FoxO1, Skp1/Cull/F-
box (SCF) E3 iibikiitin ligaz protein kompleksinin alt {initesi olan F- box protein
Skp2’ye baglanir ve bu etkilesim FoxO1 degradasyonuna neden olur. Ilging olarak,
Skp2 FoxOl1 ile etkilesimde bulunurken, FoxO3 ve FoxO4 ile etkilesimde
bulunmamaktadir. Skp2 bagimli FoxO1 poliiibikiitilasyonu i¢in, Akt tarafindan
Ser256 bolgesinden fosforile edilmesi gerekir [73].

IKKB, FoxO3’ii Ser644 bolgesinden fosforile ederek iibikiitinasyonuna ve
sonucunda degradasyonuna neden olur [61]. Ancak, E3 ligazin bu olaydan sorumlu
olup olmadigi bilinmemektedir [14].

FoxO1 ve FoxO3 molekiillerinin politibikiitilasyonlari, degradasyonlar1 ile
sonuglanirken, FoxO4 monoiibikiitile olmaktadir. Oksidatif strese yanit olarak
FoxO4 monoiibikiitilasyonu arttirilir ve bu olay FoxO4’ilin niiklear lokalizasyonuna
ve transkripsiyonel aktivitesinin artmasina neden olur [75]. FoxO4’in FKH
domainin C-terminalindeki NLS’de bulunan iki adet korunmus lizin rezidiileri olan
K199 ve K211, monoiibikiitilasyonunun hedef bolgeleridir [14]. E3 ligazin bu
siirecte rol oynayip oynamadigi bilinmemesine ragmen, FoxO4 detibikiitilasyonunun
herpes viris iliskili tibikiitin spesifik proteaz deiibikiitilasyon enzimi (HAUSP/USP7)
tarafindan katalizlendigi bilinmektedir [75]. USP7 aracili FoxO4 deiibikiitilasyonu,
FoxO4’iin niikleustan sitoplazmaya tekrar lokalizasyonu ile sonuglanir [14].
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2.5.4. FoxO Molekiillerinin Hiicresel Siireclerdeki Rolleri

FoxO transkripsiyon faktorleri; apoptozun diizenlenmesi, hiicre siklusunun
duraklamasi, oksidatif strese karsi dayaniklilik, DNA tamiri, glikoz metabolizmasi,
enerji homeostazi ve hiicresel farklanma gibi pek ¢ok farkli siiregclerde 6nemli roller
oynarlar (Sekil 2.13) [13, 16-19].

FoxO, FasL ve TRAIL gibi 6liim sitokinlerinin transkripsiyonunu ve pro-
apoptotik Bcl-2 ailesi iiyesi olan Bim molekiiliinii aktive ederek apoptozu baslatabilir
[76-78]. Hiicre siklus inhibitorii olan p27kipl molekiiliiniin uyarilmasini saglayarak,
hiicre siklusunun durmasina neden olabilir. Ayrica, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
detoksifikasyonunu saglayan iki enzim olan katalaz ve manganez siliperoksit
dismutaz (MnSOD) aktivasyonu ile de strese dayaniklilikta; biiyiime durdurucu ve
DNA hasart ile indiiklenebilen protein 45 (GADDA45) ve hasar spesifik DNA
baglayict protein 1 (DDB1) genlerinin upregiilasyonu ile de DNA hasarmin
tamirinde rol alir [13].

Hiicresel farklanma siirecinde FoxO ailesinin izoformlarina ve hiicre tipine
bagh olarak, farklanmay1 inhibe edici ve destekleyici fonksiyonlari bulunmaktadir
[53]. Ornegin adiposit ve miyoblastlarda aktif olan FoxOl farklanmay1 inhibe
ederken [79, 80] ; FoxO3 eritrositlerde B hiicresi translokasyon gen 1 (BTG1)’i
indiikleyerek farklanmay1 destekleyici sekilde ¢aligmaktadir [81].

FoxO molekiillerinin glikoz metabolizmasi tizerinde de onemli etkileri
bulunmaktadir. Bu etkisini, glikoz 6 fosfati glikoza doniistiiren glikoz 6 fosfataz
(G6Paz) enzim aktivitesini arttirarak glukoneogenezi gergeklestirerek yapar. Ayrica
glukoneogenezi, oksaloasetati fosfofenolpiirivata doniistiiren fosfofenolpiirivat
karboksikinaz (PEPCK) enzimi upregiilasyonu ile de destekler [82-84].
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Sekil 2.13. insiilin/biiyiime faktdrleri olmadiginda niikleusta bulunan FoxO ve diizenledigi hiicresel
olaylar1 gosteren ¢izim [13].

2.5.5. FoxO Trankripsiyon Faktorleri ve Stres Arasindaki Tliski

FoxO proteinleri biiyiime faktorleri varliginda sitoplazmada lokalize olurken,
oksidatif stres ya da genotoksik stres gibi stres kosullar1 altinda biiyiime faktorlerinin
varliginda dahi niikleusta kalirlar [20-22]. Oksidatif stres, FoxO proteinlerinin Jun N
terminal kinaz (JNK) yolagi araciligi ile niiklear lokalizasyonuna neden olur [56].
JNK’nin, FoxO4’ii treonin447 ve treonin451 bolgelerinden fosforilleyerek niikleusta
kalmasin1 sagladigi bilinmektedir [21]. Ayrica JNK aktivasyonu, 14-3-3 proteinin
Ser184 Dbolgesinden fosforilasyonuna ve sonucunda sitoplazmada FoxO
proteinlerinin 14-3-3 proteininden ayrilmasina ve serbest kalmasina neden olur. Bu
olay, FoxO proteinlerinin niiklear lokalizasyonu ve hedef genlerin transkripsiyonu ile
sonuglanir (Sekil 2.14.) [85].
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Sekil 2.14. Biiytime faktorleri ve stres uyarimi tarafindan FoxO diizenlenmesi [53].

FoxO proteinlerinin CBP ve p300 gibi asetilazlar tarafindan asetilasyonu,
oksidatif strese yanit olarak artmaktadir [69, 86, 87]. Asetillenmis FoxO proteinleri
niikleusta birikir ve aktivitelerini engelleyen promiyelositik 16semi protein (Pml)
cisimleri ile iliskide bulunur [87]. Niikleusta artan FoxO asetilasyonunun seviyesi,
nikotinamid adenin diniikleotit (NAD) bagimli histon deasetilaz olan Sirtuinl
(SIRT1 (silent mating type information regulation 2 homolog)’in katildig1 ek bir
diger yolak tarafindan diizenlemeyi gerektirir. SIRT1, hiicrelerde biiyiime
faktorlerinin stimiilasyonu ile niikleusta lokalize olur [88, 89]. Stres uyarimu ile,
SIRT1 niikleusta, FoxO proteinleri ile kompleks olusturur ve FoxO proteinlerini
deasetile eder [14, 69, 87] (Sekil 2.15). SIRTI tarafindan deasetile olan FoxO
proteinleri, stres dayaniklilik genlerinin de dahil oldugu hedef genlerini aktive
edebilecek duruma gelirler [65, 69].
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Sekil 2.15. SIRT1 (Sirtuin 1) molekiiliiniin FoxO transkripsiyon faktérlerini deasetile ederek FoxO
transkripsiyonunu aktive ettigini gosteren ¢izim [14].

Sirtuinler FoxO bagimli cevaplari; apoptozdan, hiicre siklusu duraklamasi ve
stres dayanikliligi yoniinde degistirirler [90, 91] (Sekil 2.16). Stres dayanikliligi
organizmal yasam uzunlugu ile ilgili oldugundan [92], Sirtuinlerin FoxO faktorlerini
etkileyerek ve stres dayanikliligini saglayarak yasam siliresini uzatabilecegi
diistiniilmektedir [53].
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Sekil 2.16. Sirtuinl’in FOXO transkripsiyon faktorlerini deasetile ederek, hiicre yamitini apoptozdan,
stres dayaniklilig1 yoniinde degistirdigini ve yasam siiresinin uzamasina neden oldugunu
gosteren ¢izim [53].

2.5.6. FoxO Transkripsiyon Faktérlerinin Ureme Sistemindeki Rolleri

Son yillarda yapilan c¢alismalar, FoxO transkripsiyon faktdrlerinin
spermatogenez ve oogenez siireclerinde ve fertilitenin korunmasinda Onemli
rollerinin oldugunu géstermistir [23, 24].

Spermatogenez siirecinin baslamasi ve spermatogonyal kok hiicre homeostazi
icin FoxO proteinlerinin gerekli oldugu, FoxO1l, FoxO3 ve FoxO4 eksikliginde
spermatogonyal kok hiicrelerin  kendini yenileme 6&zelliklerinin bozuldugu ve
farklanmalarinin da bloke oldugu, bunun sonucunda da spermatogenez siirecinde
bozukluklar oldugu gosterilmistir [23].

Yapilan diger calismalar sonucunda, 6zellikle FoxO3a’nin oogenez siirecinde
folikiiler aktivasyonun baskilanmasi i¢in gerekli oldugu bildirilmistir. Eksikligi
sonucunda; oosit biiylimesi ve folikiiler gelisme bozukluklari, fonksiyonel ovaryan
folikiillerinin kaybi ve anovulasyon ile karakterize sekonder infertilitenin ortaya
ciktig1 gosterilmistir [24-27].

FoxO transkripsiyon faktorlerinin 6nemli bir diizenleyicisi olan PI3K/Akt
sinyal yolaginin preimplantif fare embriyo gelisim siirecindeki varligi ve embriyo
gelisiminde 6nemli rolleri oldugu da yapilan bir calisma sonucunda bildirilmistir
[12].

PI3K/Akt sinyal yolaginin preimplantif embriyo gelisim siirecindeki varlig
ve Onemi, kendisinin alt basamaginda olan ve dogrudan diizenleyerek fonksiyonunu
kontrol ettigi FoxO transkripsiyon faktorlerinin de embriyo gelisiminin farklh
asamalarinda olabilecegini akla getirmektedir. Tiim bu sonuglar, preimplantif gelisim
stirecindeki embriyo gibi bir yandan hiicre sayisini arttirip hizla farklanirken diger
yandan hayatta kalmak icin hiicresel mekanizmalarini ¢alistiran, pek ¢ok farkl
kosullar altinda canliligmmi siirdiirmeye ve kosullara adapte olmaya c¢alisan
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embriyoda, boylesine 6nemli transkripsiyon faktorlerinin de bu siire¢te onemli rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

2.6. Cahsmanin Hipotezi

Pek ¢ok farkli yasamsal olayda ve ozellikle stres kosullar1 altinda hiicrenin
hayatta kalmasi ya da Olmesi gibi O6nemli bir kararda rol oynayan FoxO
transkripsiyon faktorlerinin hiicresel siiregteki gérevleri ve 6nemi yapilan pek ¢ok
farkli ¢alismalarla gosterilmistir [13, 16-19, 21, 22]. Ayrica FoxO molekiillerinin disi
ve erkek iireme sisteminde ve fertilitenin korunup devamliliginin saglanmasindaki
onemli rolleri de ¢aligmalar tarafindan ortaya konmustur [23-27]. Yapilan bir
calismada FoxO transkripsiyon faktorlerinin 6nemli bir diizenleyicisi olan PI3K/Akt
sinyal yolaginin preimplantif fare embriyo gelisim siirecindeki varligi ve embriyo
gelisiminde Onemli rollerinin varligi belirlenmistir [12]. Preimplantif gelisim
stirecindeki bir yandan cogalirken diger yandan farklanan embriyonun, hayatta
kalmaya ve siirekli degisen ¢evre kosullarina adapte olmaya ¢alisan bir hiicre
toplulugu oldugu diisiiniildiigiinde, FoxO transkripsiyon faktorlerinin bu siirecte de
onemli rolleri olabilir. Literatiirde FoxO transkripsiyon faktorlerinin preimplantif
embriyo gelisim siirecindeki ekspresyonlar1 bilinmemektedir. Tiim bu literatiir bilgisi
1s18inda, FoxO transkripsiyon faktorlerinin profaz I, metafaz | ve metafaz 1l
evresindeki oositlerden baslayarak preimplantif donem embriyo gelisiminde ekspre
oluyor olabilir.
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GEREC VE YONTEM

3.1.  Siiperovulasyon Protokolii

Stiperovulasyon, disaridan hormon uygulamasi ile genital dongiiyli kontrol
altina alarak, normal fizyolojik kosullarda elde edilebilen kaliteye en yakin, ancak
¢ok daha fazla sayida ve es zamanli olarak oosit ve embriyo elde etmek amaciyla
kullanilan bir yontemdir [93, 94]. Bu ¢alismada disi farelerde folikiilogenezi stimiile
etmek i¢in bir Folikiil uyarici hormon (FSH) analogu olan Pregnant Mare’s Serum
Gonadotropin  (PMSG, Sigma G-4877); ve ovulasyonu indiiklemek i¢in bir
Luteinizan Hormon (LH) analogu olan Human Chorionic Gonadotropin (hCG,
Sigma CG-10) kullanildi.

3.1.1. Gonadotropinlerin Hazirlanisi

Farelerde uygulanan siiperovulasyon protokollerinde PMSG ve hCG’nin
Onerilen ¢o6zeltisinde dozu, intraperitoneal 5 International Unit (1.U.)’ dir. Bu
calismada, uygulamadan 6nce PMSG ve hCG steril enjeksiyonluk su igerisinde 50
[.U./ml olacak sekilde sulandirildi. Stok soliisyonlar aliquatlar seklinde ayrilarak -
80°C’de kullanima kadar muhafaza edildi. Enjeksiyonun yapilacagi giin, hazirlanan
bu aliquatlardan her hayvana 0,1 ml intraperitoneal yolla enjekte edildi.

3.1.2. Gonadotropinlerin Uygulanmasi

Calismamizda Akdeniz Universitesi, Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Bakim
ve Uretim Unitesi’nden elde edilen 5-6 haftalik BALB/C 1rk1 disi ve ciftlestirme i¢in
12-18 haftalik BALB/C 1rki erkek fareler kullanildi. Balb/C irki disi ve erkek fareler
su ve besin kisitlamasi olmaksizin, 12’ser saatlik aydinlik/karanlik dongiisiinde
tutuldular. Folikiilogenezi stimiile etmek i¢in her bir disi fareye intraperitoneal yolla
0,1 ml’sinde 5 I.U. doz olacak sekilde PMSG enjeksiyonu yapildi. Toplanacak
embriyolar i¢in, PMSG enjeksiyonundan 48 saat sonra ovulasyonu indiiklemek
amaciyla intraperitoneal yolla 0,1 ml’sinde 5 L.U. doz olacak sekilde hCG
enjeksiyonu yapildi. hCG enjeksiyonunun yapildigi giiniin aksaminda disi fareler,
erkek fareler ile ¢iftlestirme kafesi i¢inde 2 disi 1 erkek olacak sekilde gece boyunca
ciftlesmeye birakildi. Ertesi sabah vajinal plak kontrolii yapildi ve vajinal plak varlig
belirlenen disi fareler fertilizasyonun 0,5. giiniinde kabul edildi.

3.2.  Qeositlerin Toplanmasi

Disi fareler PMSG enjeksiyonu yapildiktan 20 saat sonra profaz |, hCG
enjeksiyonu yapildiktan 8 saat sonra metafaz | (MI) ve 14 saat sonra metafaz 11 (MlII)
asamasindaki oositlerin toplanabilmesi igin servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi.
Profaz I asamasindaki oositleri toplamak i¢in sakrifiye edilen farelerin ovaryumlari,
MI ve MII asamasindaki oositleri toplamak icin sakrifiye edilen farelerin fallop
tipleri alinarak G-MOPS (Vitrolife, 10129 ) medyumunun igerisine konuldu. Stereo
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mikroskop (Zeiss Stemi SV 11) altinda ovaryumlarin parg¢alanmasi ile profaz |
asamasindaki oositler, fallop tiiplerinin par¢alanmasi ile de MI ve MII asamasindaki
oositler toplanildi. Ovaryum ve fallop tiiplerinin penset ile bir tarafindan sabitlenmesi
saglanarak diger kisimlarmin enjektor ignesi ile pargalanmasi gerceklestirildi ve
oositlerin medyum igerisine ¢ikmasi saglandi. Daha sonra medyum igerisindeki
oositler sterco mikroskop altinda toplandi ve 3 kez G-MOPS medyumundan
gegirilerek yikandiktan sonra, hyaliironidaz soliisyonu (Sigma H-4272) igerisine
alindi ve bdylece oositlerin etrafindaki kumulus hiicreleri uzaklastirildi. Bu
basamagin ardindan elde edilen oositler fosfat tamponlu tuz (PBS) soliisyonu
icerisine alindi. Oositlerin manipiilasyonlar1 00sit soyma pipeti kullanilarak
gergeklestirildi.

3.3. Embriyolarin Toplanmasi

Vajinal plak kontrolii yapilarak gebeligin pozitif oldugu kabul edilen disi
fareler hCG enjeksiyonundan 20, 42, 60, 68, 72 ve 96 saat sonra servikal dislokasyon
ile sakrifiye edildi. 20. saatte farelerin fallop tiipleri ¢ikartilarak G-MOPS medyumu
igerisine alind1 ve stereo mikroskop altinda fallop tiipliniin ampulla bolgesi bir
tarafindan sabitlenerek diger kisimlar1 enjektor ignesi ile patlatildi ve fertilize
oositlerin medyum igerisine ¢ikmasi saglandi. Medyum igerisindeki embriyolar
soyma pipeti ile toplandi. 42. saatte 2 hiicreli, 60. saatte 4 hiicreli, 68. saatte 8
hiicreli, 72. saatte morula asamasindaki embriyolar yine fallop tiliplerinin mikroskop
altinda patlatilmas: ile elde edildi. Doksan altinci saatte farelerin uteruslarinin
yikanmasi sonucunda blastosist asamadaki embriyolar benzer sekilde elde edildi.
Elde edilen tiim embriyolar PBS soliisyonu igerisine alindi. Yapilan islemler Tablo
3.1°de Ozetlenmistir.
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Tablo 3.1. Fare oositlerinin ve embriyolarinin elde edilmesini dzetleyen sema.

Disi fareler

PMSG enjeksiyonu PMSG enjeksiyonundan

I 20 saat sonra Profaz | Ovaryumdan

v

oositlerin toplanmasi

48 Saat Sonra

hCG enjeksiyonu

v v
hCG Eriskin erkek fareler ile ¢iftlestirme
enjeksiyonun
dan 8 saat lL
sonra Ml . .
vositlerin hCG enjeksiyonundan 20 saat sonra Fallop tiiplerinin
tonlanmas: fertilize oosit toplanmasi ampulla bdlgesinden
v hCG enjeksiyonundan 42 saat sonra
hCG 2 hiicreli embriyo toplanmasi
enjeksiyonun l
dan 14 saat
sonra Ml hCG enjeksiyonundan 60 saat sonra
oositlerin 4 hiicreli embriyo toplanmast
tonlanmasi Fallop tiiplerinden

hCG enjeksiyonundan 68 saat sonra
8 hiicreli embriyo toplanmast

hCG enjeksiyonundan 72 saat sonra
morula toplanmasi

hCG enjeksiyonundan 96 saat sonra
blastosistlerin toplanmasi

Uterustan
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3.4. Immiinfloresan Boyama

Calismada toplanan profaz I, metafaz | ve metafaz Il asamasindaki oositlerde
ve preimplantif donem embriyolarinda (fertilize oosit, 2 hiicreli, 4 hiicreli, 8 hiicreli,
morula ve blastosist) arastirllan FoxOl, FoxO3 ve Foxo4 proteinlerinin
lokalizasyonlarinin ve ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi amaciyla immiinfloresan
yontemi kullanilmistr.

3.4.1. Kullamlan Soliisyonlar
e %3 Paraformaldehit (PFA) Soliisyonu

6 gr paraformaldehit 200 ml bidistile suya konuldu ve igerisine NaOH eklenip
manyetik karistiricida (Velp Scientifica F20520162) tamamen ¢oziinene kadar
kanistirildi. Berrak ¢6zelti olusmasinin ardindan 1 tablet PBS karisima eklendi (1X
PBS, Sigma P4417). Soliisyonun pH’1 6.4 olacak sekilde pH metre ile Olgiilerek
ayarlandi ve daha sonra soliisyon esit hacimlere boliinerek -20°C’ de kullanima kadar
saklandi.

e PBS (Phosphate Buffered Saline-Fosfat Tamponlu Tuz) Soliisyonu

Bir tablet PBS 200 ml bisdistile su igerisinde ¢oziilerek kullanilacak olan 1X
PBS soliisyonu hazirlandi.

e Permeabilizasyon Soliisyonu

Iki buguk pl Triton X 100 (Sigma T8787) 1 ml PBS icerisinde % 0,25
oraninda olacak sekilde ¢oziildii.

e Antikor Diliient Soliisyonu

%0,1> lik Tween-20 iceren PBS soliisyonu, antikor diliie edici soliisyonu
olarak kullanildi.

e DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole Dihydrochloride)

Niiklear boyanma i¢in DAPI (Sigma D8417) 1:500 konsantrasyonunda 1X
PBS icerisinde hazirlandi.

e Kapatma Soliisyonu

Iml gliserole (Sigma G5516) 1ml PBS eklenmesiyle olusan soliisyon
kapatma islemi i¢in kullanilmistir.
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Gozlem:

Tiim immiinfloresan boyanma basamaklar1 Zeiss Stemi SV11 marka stereo
mikroskop altinda yapildi. Immiin boyama sonrasinda floresan isaretli proteinlerin
gozlemi ve degerlendirilmesi ise, Olympus BX61 marka motorize floresan
mikroskop ve uygun filtreler kullanilarak yapildi ve fotograflandi.

3.4.2. Oositlerde ve Preimplantif Donem Embriyolarda FoxO Proteinlerinin

Gosterilmesi

Calismada FoxO protein ailesinden FoxO1 (Cell Signalling 2880S), FoxO3
(Cell Signalling 2497S) ve FoxO4 (Santa Cruz SC-25359) ‘iin profaz |, metafaz I,
metafaz Il oositlerdeki ve fertilize oosit, 2 hiicreli, 4 hiicreli, 8 hiicreli, morula ve
blastosist asamalarindaki preimplantif donem embriyolarindaki ekspresyonu
immiinfloresan boyama yontemi ile belirlendi.

3.4.3. immiinfloresan Boyama Yéntem Basamaklari
Calismada uygulanan immiinfloresan yontemi asagidaki basamaklardan
olustu:

1. Oositler ve embriyolar, %3 PFA ile 20 dk oda 1sisinda tespit edildi.

2. Tespit isleminin ardindan oositler ve embriyolar, 3 kez 10’ ar dakika
PBS’ den gegirilerek yikama yapildi.

3. Yikamanin ardindan oositler ve embriyolar, % 0,25’lik Triton X 100
soliisyonunun igerisinde 15 dk boyunca oda isisinda bekletilerek
permeabilize edildi.

4. Permeabilizasyon isleminin ardindan oositler ve embriyolar, 3 kez
10’ar dakika PBS’ den gegirilerek yikama yapildi.

5. Yikama igleminin ardindan oositler ve embriyolar, antikor diliie edici
solisyon igerisinde hazirlanmis olan primer antikorlarin igerisine
aktarildilar ve gece boyu +4°C’ de inkiibe edildiler.

6. Primer antikor ile inkiibe edilme isleminin ardindan oositler ve
embriyolar, 3 kez 10’ ar dakika PBS’ den gecirilerek yikama yapildi.

7. Yikama igleminin ardindan oositler ve embriyolar, antikor diliie edici
sollisyon igerisinde hazirlanmis olan floresan isaretli sekonder antikor
igerisine aktarildilar ve 60 dk oda 1sisinda ve karanlik ortamda inkiibe
edildi.

8. Seckonder antikor ile inkiibe edilme isleminin ardindan oositler ve
embriyolar, 3 kez 10’ar dakika PBS’den gecirilerek yikama yapildu.
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9. Oositler ve embriyolar, niiklear DNA boyanmasi i¢in DAPI
soliisyonunun i¢ine alinarak 1 dk boyunca inkiibe edildi.

10. DAPI soliisyonu ile inkiibe edilme isleminin ardindan oositler ve
embriyolar, 1 kez PBS’den gecirilerek yikama yapildu.

11. Son olarak oositler ve embriyolar, floresan 1simanin solmasini
engelleyen 5 ul’lik kapatma soliisyonun bulundugu lam tizerine alind1
ve lamel ile hava boslugu kalmayacak sekilde kapatma islemi yapildi.

Kullanilan primer ve sekonder antikorlar ve bunlara ait diliisyon oranlar
Tablo 3.2’ de verilmistir.

Tablo 3.2 Immiinfloresan boyama ydnteminde kullanilan primer antikor, sekonder antikor ve diliisyon

oranlari.
PRIMER KATALOG | DILUSYON | SEKONDER | KATALOG DILUSYON
ANTIKOR | NUMARASI ANTIKOR NUMARASI
FoxO1 CELL 1/50 Alexa Fluor INVITROGEN 1/300
SIGNALLING 488 goat A11008
2880S anti—rabbit
19G
FoxO3 CELL 1/50 Alexa Fluor INVITROGEN | 1/300
SIGNALLING 488 goat A11008
24978 anti—rabbit
19G
FoxO4 SANTA 1/50 Alexa Fluor INVITROGEN | 1/300
CRUZ sC- 488 goat A11008
25359 anti—rabbit
1gG
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BULGULAR

4.1. Immiinfloresan Bulgular

Yapilan bu galismada oosit ve preimplantif donem embriyolardaki FoxOl,
FoxO3, FoxO4 proteinlerinin ekspresyonlart ve yerlesim yerleri immiinfloresan
yontemi kullanilarak belirlendi.

4.1.1. Oositlerde FoxO1, FoxO3, FoxO4 Proteinlerinin Ekspresyonlar:

Calismada profaz I, metafaz | ve metafaz Il asamalarindaki oositlerde FoxO1,
Fox03, FoxO4 proteinlerinin varligi ve lokalizasyonlar1 belirlendi. FoxO1, FoxO3
ve FoxO4 proteinlerinin ekspresyon diizeyleri, oosit gruplar1 ve proteinler diizeyinde
karsilastirildi.

Immiinfloresan sonuglarma gére; profaz |, metafaz | ve metafaz Il
asamalarindaki oositlerde her ii¢ proteinin de genel olarak sitoplazmada ekspre
edildigi gozlendi.

Profaz | asamasindaki oositlerde; FOXO1 proteinin ekspresyonunun zayif
siddette oldugu, FoxO3 ve FoxO4 proteinlerinin ekspresyonlarinin ise benzer sekilde
ve ekspresyon siddetlerinin oldukga fazla ve yogun oldugu belirlendi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Profaz I asamasindaki oositlerde FoxO1, FoxO3 ve FoxO4 proteinlerinin ekpresyonlari.
Orjinal bilyiitme 400X’dir.
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Metafaz | asamasindaki oositlerde; FoxOl ve FoxO4 proteinlerinin
ekspresyonlarinin zayif siddette oldugu, FoxO3 proteininin ekspresyonunun ise daha
yogun oldugu goriildii. Ayrica FoxOl sonucunun gosterildigi panelde, 0o0sitin
yaninda bulunan granuloza hiicresindeki siddetli sitoplazmik FoxO1 ekspresyonu da
gorilmektedir. (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Metafaz I asamasindaki oositlerde FoxO1, FoxO3 ve FoxO4 proteinlerinin ekpresyonlari.
Orjinal bilyiitme 400X’dir.
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Metafaz II asamasindaki oositlerde; FoxOl ve FoxO3 proteinlerinin
ekspresyonlarinin benzer ve yogun siddette oldugu, FoxO4 proteinin ekspresyonunun
ise sitoplazmik olarak oldukea siddetli sekilde ekspre edildigi gozlendi. Ayrica her
ti¢ proteinin de polar cisim sitoplazmasindaki zayif ekspresyonu dikkat ¢ekti (Sekil
4.3).
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Sekil 4.3. Metafaz Il asamasindaki oositlerde FoxO1, FoxO3 ve FoxO4 proteinlerinin ekpresyonlari.
Orjinal bilyiitme 400X’dir.
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4.1.2. Preimplantif Donem Embriyolarda FoxO1, FoxO3, FoxO4 Proteinlerinin
Ekspresyonlari

Calismada preimplantif déonem embriyolari; fertilize oosit, 2 hiicreli, 4
hiicreli, 8 hiicreli, morula ve blastosist evreleri olmak iizere 6 grup olarak ele alindu.
Tim gruplarin her birinde FoxO1, FoxO3 ve FoxO4 proteinlerinin varligmin ve
lokalizasyonlarinin belirlenmesi amaciyla immiinfloresan yontemi kullanild: ve elde
edilen sonuglara gore gruplar arasinda ve proteinler diizeyinde karsilastirmalar
yapild.

Fertilize oositlerde; FoxO1l proteininin ekspresyon siddetlerinin zayif ve
sitoplazmik oldugu, FoxO3 proteininin FoxOl1’e gore biraz daha ekspresyon
siddetinin fazla oldugu gozlendi. FoxO4 proteinin ekspresyon siddetinin FoxO1 ve
FoxO3 proteinlerine gore oldukga fazla siddette ve yogun olarak sitoplazmik oldugu
belirlendi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Fertilize oositlerde FoxO1, FoxO3 ve FoxO4 proteinlerinin ekpresyonlari. Orjinal biiylitme
400Xdir.
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Iki hiicreli embriyolarda; FoxO1, FoxO3 ve FoxO4 proteinlerinin birbirlerine
benzer sekilde yogun siddette ve sitoplazmik olarak ekspre edildigi belirlendi. Ancak
2 hiicreli embriyolardaki her {li¢ proteinin farkli siddetlerde de olsa periniiklear
ekpresyonu dikkat ¢ekiciydi. (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. iki hiicreli embriyolarda FoxO1, FoxO3 ve FoxO4 proteinlerinin ekpresyonlar1. Orjinal
biiyiitme 400X dir.
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Dort hiicreli embriyolarda; FoxO1 proteininin ekspresyonunun zayif ve
sitoplazmik oldugu, FoxO3 proteininin ekSpresyonunun FoxO1’e gore daha yogun
sekilde sitoplazmik oldugu ve FoxO4 proteininin ise, FoxO1 ve FoxO3 proteinlerine
gore oldukga siddetli ve yogun sekilde sitoplazmik olarak ekspre edildigi gozlendi.
Ozetle, 4 hiicreli embriyolarda; FoxO1, FoxO3 ve FoxO4 proteinlerinin
ekspresyonunun sirasiyla artan sekilde ekspresyon paterni gosterdigi belirlendi.
Ayrica 2 hiicreli embriyo asamasinda goriillen FoxO proteinlerinin periniiklear
ekspresyonunun, 4 hiicreli embriyo asamasinda sadece FoxO4 proteininde devam
ettigi belirlendi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Dort hiicreli embriyolarda FoxO1, FoxO3 ve FoxO4 proteinlerinin ekpresyonlari. Orjinal
biiyiitme 400X dir.
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Sekiz hiicreli embriyolarda; FoxO1l ve FoxO3 proteinlerinin ekspresyon
siddetlerinin benzer sekilde orta siddette ve sitoplazmik oldugu, FoxO4 proteininin
ise, FoxO1 ve FoxO3 proteinlerine kiyasla ekspresyon siddetinin daha fazla oldugu
belirlendi. Ayrica FoxO4 proteinin, 8 hiicreli embriyoda blastomerlerin birbirlerine
temas etigi bolgelerde olduk¢a yogun sekilde lokalize olmasi ve buradaki siddetli
ekspresyonu ise dikkat ¢ekiciydi (Sekil 4.7).

DAPI BIRLESTIRILMIS

-
o
X
(<}
e
™
o
X
(<}
e
<
o
>
o
'
o
S
it
c
o
x
=
it
©
o
o
4

Sekil 4.7. Sekiz hiicreli embriyolarda FoxO1, FoxO3 ve FoxO4 proteinlerinin ekpresyonlari. Orjinal
biiyiitme 400X dir.
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Morula asamasindaki embriyolarda; FoxO1l ve FoxO3 proteinlerinin
ekspresyonlarinin orta siddette ve sitoplazmik oldugu gozlenirken, FoxO4 proteinin
blastomerlerin temas ettigi bolgelerdeki yogun ekspresyonunun devam ediyor olmasi
ise goze carpan noktalardandi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Morula asamasindaki embriyolarda FoxO1, FoxO3 ve FoxO4 proteinlerinin ekpresyonlart.
Orjinal bilyiitme 400X dir.
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Blastosist agsamasindaki embriyolarda; FoxO1l, FoxO3 ve FoxO4
proteinlerinin ekspresyonlarinin yogun olarak esasen i¢ hiicre kitlesinde sitoplazmik
ve bazi hiicrelerde ise niiklear olarak ekspre edildigi belirlendi. Her ii¢ proteinin
trofoblastlarda zayif da olsa sitoplazmik ekspre olduklar1 gozlendi. Ayrica FoxO4
proteininin, hiicre membranlarinda olduk¢a yogun bir sekilde ekspre olmaya devam
ediyor oldugu gorildi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Blastosist asamasindaki embriyolarda FoxO1, FoxO3 ve FoxO4 proteinlerinin
ekpresyonlari. Orjinal bilylitme 400X dir.

40



Yapilan immiinfloresan sonuglarina gore, oosit ve preimplantif donem
embriyolardaki FoxO1, FoxO3 ve FoxO4 proteinlerinin yogunluklari semikantitatif
olarak degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucu Tablo 4.1° de verilmistir.

Tablo 4.1 Immiinfloresan sonuglarina gére oosit ve preimplantif dénem embriyolarda yapilan
semikantitatif degerlendirme sonuglart (+ : zayif pozitif, ++ : pozitif, +++ : kuvvetli

pozitif).
FoxO1 FoxO3 FoxO4

Profaz I oosit ++ +++ +++

Metafaz | oosit + ++ +
Metafaz Il oosit +++ +++ 4+
Fertilize oosit + + 4+

2 hiicreli embriyo ++ ++ ++
4 hiicreli embriyo + ++ 4
8 hiicreli embriyo ++ ++ F++
Morula ++ ++ 4+
Blastosist ++ ++ 4+
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TARTISMA

Preimplantif embriyo gelisim siireci, basarili bir implantasyonun olabilmesi
ve olusan gebeligin siirdiiriilebilmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Bu donemdeki
embriyo fallop tiiplerinden uterusa dogru implante olabilmek i¢in ilerlemektedir ve
bu siirecte bir yandan ¢ogalirken diger yandan farklanan embriyo, hayatta kalmaya
ve siirekli degisen ¢evre kosullarina adapte olmaya ¢alisan bir hiicre toplulugudur.
FoxO transkripsiyon faktorlerinin pek ¢ok farkli yasamsal olayda ve 6zellikle stres
kosullar1 altinda hiicrenin hayatta kalmasi1 ya da 6lmesi gibi 6nemli kararlarda rol
oynadig1 bilinmektedir ve hiicresel siiregteki gorevleri ve onemi yapilan pek ¢ok
farkli caligmalarla gosterilmistir [13, 16-19, 21, 22]. Ayrica FoxO molekiillerinin disi
ve erkek iireme sisteminde ve fertilitenin korunup devamliliginin saglanmasindaki
onemli rolleri de galigmalar tarafindan ortaya konmustur [23-27].

FoxO transkripsiyon faktorlerinin 6nemli bir diizenleyicisi olan PI3K/Akt
sinyal yolagmin preimplantif donem fare embriyolarinda varligi ve embriyo
gelisiminde 6nemli rolleri oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir [12]. PI3K/Akt
sinyal yolaginin preimplantif embriyo gelisim siirecindeki varhi§i ve Onemi,
kendisinin alt basamaginda dogrudan diizenleyerek fonksiyonunu kontrol ettigi FoxO
transkripsiyon faktorlerinin de embriyo gelisiminin farkli asamalarinda olabilecegini
akla getirmektedir ve literatirde FoxO transkripsiyon faktorlerinin preimplantif
embriyo gelisim siirecindeki ekspresyonlar:t  bilinmemektedir. Bu  bilgiler
dogrultusunda; FoxO transkripsiyon faktorlerinin profaz I, metafaz | ve metafaz 1l
evresindeki oositlerden baslayarak preimplantif donem embriyo gelisim siirecinde
varolabilecegini ve bazi kosullarda niikleusta aktive olabilecegini diisiindiik ve bu
amacla calismamizi1 planladik. Calismamizda, hiicresel siiregte pek ¢ok farkli ve
hayati derecede onemli rolleri bulunan ve iireme sistemi iizerindeki etkileri ortaya
konmus olan FOXO transkripsiyon faktorlerinin, oositlerde ve preimplantif embriyo
gelisim siirecindeki ekspresyonlarinin var olup olmadigini, varsa lokalizasyonlarinin
nasil oldugunu in vivo olarak arastirdik. Calismamiz literatiirde FoxO transkripsiyon
faktorlerinin in vivo olarak profaz |, metafaz | ve metafaz 1l evresindeki fare
oositlerinde ve fare preimplantif embriyo gelisim siirecinde ekspresyonlarini
gosteren ilk caligmadir.

Calismamizda kullanilan immiinfloresan yontemi sonuglarina gore, profaz I,
metafaz | ve metafaz Il evresindeki fare oositlerinde ve fare preimplantif donem
embriyolarinda (fertilize oosit, 2 hiicreli, 4 hiicreli, 8 hiicreli, morula) FoxOl,
FoxO3 ve FoxO4 proteinlerinin ekspresyonlar1 genel olarak sitoplazmik olarak
izlenmistir. Bu sonug; profaz I, metafaz | ve metafaz 11 evresindeki fare oositlerinde
ve fare preimplantif donem embriyolarinda FoxO1, FoxO3 ve FoxO4 proteinlerinin
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ekspresyonlarin sitoplazmik olarak ekspre edildigini ve var olduklarini ancak
niikleusta olmadiklarindan dolay1 niikleusta gosterdikleri rollerini yerine getirmek
tizere aktif olmadiklarini gostermektedir. Blastosist i¢ hiicre kitlesinde, FoxO1 ve
FoxO3’iin niiklear lokalizasyonu ise bu durumdan farkli gériinmektedir. Buna ek
olarak, preimplantif embriyo gelisim siiresince 6zellikle 8 hiicre asamasinda FoxO4
proteininin ekpresyonunun blastomerlerin temas bolgelerinde yogun olarak
gozlenmesi ve blastomerlerin temas etmedigi bolgelerde daha zayif ekspresyonu, 8
hiicreli embriyo asamasinda gergeklesen kompaksiyon siirecinde FoxO4 proteinin rol
oynuyor olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu bilgilerin daha detayli olarak
incelenmesi i¢in ileri ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir. Ayrica, her ii¢ proteinin
de blastosist asamasinda yogun olarak i¢ hiicre kitlesinde ekspre edilmesi, i¢ hiicre
kitlesi ve trofoblast farklanma asamasindan itibaren, bu hiicrelerde farkli rolleri
olabilecegini diisiindiirmektedir. Deneyler sirasinda bazi blastosistlerde i¢ hiicre
kitlesinde niiklear ekspresyon da izlenmistir. Ancak, i¢ hiicre kitlesindeki niiklear
olarak disiiniilen bu ekspresyonun, daha detayli bir sekilde ti¢ boyutlu olarak
incelenmesi ve netlestirilmesi i¢in konfokal mikroskobu ¢aligmasi gerekmektedir.
Diger yandan tam farklanma asamasindaki bu ekspresyonu, hiicre farklanmasi
agisindan énemli olabilir.

Riley ve arkadaslar1 tarafindan 2005 yilinda yapilan ¢alisma [12],
immiinfloresan ve western blot yontemleri kullanilarak preimplantif donem fare
embriyolarindaki PI3K/Akt sinyal yolaginin varligini ve fonksiyonelligini gosteren
ilk c¢aligmadir. Calismada, bu proteinlerin ekspresyonlariin fertilize oosit
asamasindan morula asamasina kadar olan embriyolarda hiicre yiizeyinde lokalize
oldugu, blastosist asamasindaki embriyoda her iki proteinin de trofektoderm
hiicrelerinde apikal boyanma paterni gosterdigi belirlenmistir. Calismamiz
sonuclarina gore de, blastosist asamasindaki embriyoda FoxOl1, FoxO3 ve FoxO4
proteinlerinin ekspresyonlar1 6zellikle i¢ hiicre kitlesinde yogun olarak izlenirken,
trofoblastlardaki  ekspresyonlar1 zayif olarak izlenmistir. Yapilan c¢alisma
sonuglarinda trofektoderm hiicrelerinde PI3K/Akt sinyal yolaginin aktif olmasi, bu
durumda FoxO proteinlerinin trofektoderm hiicrelerinde zayif ve sitoplazmik olarak
beklenen ekspresyonu ile bizim sonug¢larimiz ile uyumlu goériilmektedir. Ayni sekilde
blastosist i¢ hiicre kitlesinde, PI3K/Akt sinyal yolaginin bulunmamasi nedeni ile
sonuglarimizda i¢ hiicre kitlesinde FoxO proteinlerinin yogun ve bazen niiklear
olarak go6zlenen ekspresyonlari, yapilan c¢alisma sonuclar1 ile paralellik
gostermektedir. Ayrica caligmada, Akt aktivasyonunun baskilanmasinin blastosistin
normal fizyolojisine 6nemli derecede etkileri oldugu goriilmiistiir. Ozellikle insiilin
ile stimiile olan glikoz alimindaki azalma ve gelisimsel siirecte implantasyonu
etkileyen blastosist hatching olayindaki Onemli derecedeki gecikme, Akt
aktivasyonun baskilanmasinin 6nemli sonuglar1 olarak ortaya konmustur. FoxO
transkripsiyon faktorlerinin, PI3K/Akt sinyal yolag: tarafindan diizenlendigi ve bu
yolagin ¢alismasi ile FOXO proteinlerinin fosforillenmesi ile niikleustan sitoplazmaya
tasindig1 ve bu olay sonucunda FoxO transkripsiyon faktorlerinin inaktivasyonuna
neden oldugu bilinmektedir. Tiim bu bilgiler dogrultusunda, fizyolojik kosullar
altinda PI3K/Akt sinyal yolaginin profaz I, metafaz | ve metafaz Il evresindeki
oositlerde ve preimplantif donem embriyolarda ekspre edilmesi ve FoxO
proteinlerinin inaktif halde kalarak sitoplazmada ekspresyon gostermesi beklenen bir
sonugtur ve calismamizin sonuglari da bu bilgilerle paralellik gostermektedir.
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Bulgularimizda yer verilmemis olmakla birlikte, deneyler sirasinda blastosist
asamasinda olmas1 beklenen ancak 4-8 hiicreli gibi agsamalarda duraklamis olan bazi
embriyolarda, FoxO proteinlerinin niiklear olarak ekspre edildigi gézlenmistir. Bu
sonug¢ dogrultusunda, FoxO proteinlerinin intrensek (hiicre i¢i) faktorler nedeniyle
olusan stres kosullar1 altinda gerekli mekanizmalarin transkripsiyonunu saglamak ve
hiicre i¢in gerekli mekanizmalar ¢calistirmak amaciyla niikleusa tasiniyor olabilecegi
fikri desteklenmektedir. Niikleusta olan FoxO transkripsiyon faktorleri, apoptozun
diizenlenmesi, hiicre siklusunun duraklamasi, reaktif oksijen tiirlerinin
detoksifikasyonu, DNA tamiri, glikoz metabolizmasi, enerji homeostazi ve hiicresel
farklanma gibi pek ¢ok farkli siireclerde rol oynayan hedef genlerin
transkripsiyonunu saglayarak hayati rol oynamaktadir [13, 16-19].

Ayrica, oositin ve embriyonunun intrensek faktorler tarafindan olumsuz
yonde etkilenmesi ve stres kosullar1 altina girmesinin yani sira, 0osit ve embriyonun
iginde bulundugu mikrogevresinden kaynaklanan ekstrensek (hiicre disi) faktorlerin
de hiicreler i¢in olumsuz kosullar yaratip strese neden olabilecegi diistiniilmektedir.
Oosit ve embriyo gibi tiim hiicreler, boyle durumlar karsisinda 6zellikle stresle basa
cikabilmesi icin gerekli olan ve hiicrenin Oliimii ya da hayatta kalip saglikli bir
sekilde gelisimine devam edebilmesi gibi 6nemli kararlar1 veren FoxO transkripsiyon
faktorleri gibi molekiillere ve yolaklara ihtiyag duymaktadir. FOXO transkripsiyon
faktorlerinin hiicresel siirecteki rolleri goz Onilinde tutuldugunda, stres kosullari
altinda FoxO transkripsiyon faktorlerinin niikleusa giderek aktive olmasi ve oosit ya
da embriyoyu duraklatip tamir mekanizmalari ile hiicreyi kurtarmaya caligmasi ve
yeterli cevap alinamadigi takdirde de apoptozla ilgili genleri caligtirarak hiicre
Olumiinii saglamasi gibi olasi fonksiyonlarinin arastirilmasi gerekmektedir. Bu
sonuclar dogrultusunda elde edilen bilgiler, FoxO transkripsiyon faktorlerinin tireme
sistemi ve fertilite agisindan 6nemli olabilecegi ihtimaline cevap verebilecektir.

Ozellikle giiniimiizde yardimci iireme teknikleri ile gebelik elde edilmesi
amaglanan kliniklerde, oosit ve preimplantif embriyo gelisimde bazi sorunlar
yasanmakta ve kaliteli embriyo ve/veya basarili gebelik elde edilememektedir. Bu
uygulamalarda kullanilan in vitro ¢alisma kosullariin oositi, embriyoyu ve FoxO
transkripsiyon faktdrlerini nasil etkiledigi bilinmemektedir. Ozellikle in vitro calisma
kosullarinda; oksidatif stresin, medyumlarin inkiibasyon siirelerinin ya da
igeriklerinin, oksijen konsantrasyonlarinin, embriyo dondurma ve ¢é6zme islemlerinin
oosit ya da embriyolarda strese neden olup olmadigi ve bu kosullar altinda FoxO
transkripsiyon faktorlerinin aktive olup olmayacagr bilinmemektedir. Bizim
¢alismamizin sonuglar ile literatiirde ilk kez profaz I, metafaz | ve metafaz 1l
evresindeki oositlerde ve preimplantif donem embriyolarda FoxO1, FoxO3 ve
FoxO4 eckspresyonlar1 gosterilmistir ve bu bilgiler iizerine konuyla ilgili ileri
calismalarin yapilmas1 gerekmektedir. Bu ¢alismalardan elde edilecek olan
sonuglarin klinige yansitilmasinin ise olduk¢a 6nemli oldugunu diisiinmekteyiz. Bu
sorulara cevaben ilgili aragtirmalar1 planlayarak, FoxO transkripsiyon faktorlerinin
preimplantif embriyo gelisim siirecindeki rollerini arastirmaya devam etmekteyiz.
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SONUCLAR

Yapilan bu ¢alismada; fare profaz I, metafaz | ve metafaz Il oostilerinde ve
preimplantif dénem embriyolarinda, FoxO1l, FoxO3 ve FoxO4 transkripsiyon
faktorlerinin var olup olmadigi ve varsa lokalizasyonlarinin nerede oldugu
immiinfloresan yontemi ile arastirilmigs ve elde edilen sonuclar maddeler halinde
Ozetlenmistir:

1. Fare profaz I, metafaz | ve metafaz Il oostilerinde ve preimplantif donem
embriyolarinda, FoxO1, FoxO3 ve FoxO4 transkripsiyon faktorlerinin
ekspre edildigini ve lokalizasyon alanlarini in vivo olarak gosteren
literatiirdeki ilk ¢alismadir.

2. FoxOl, FoxO3 ve FoxO4 proteinlerinin genel olarak tiim oosit ve
embriyo gruplarinda, farkli ekspresyon siddetlerinde, sitoplazmik olarak
ekspre edildigi ve buna bagli olarak da in vivo sartlarda sitoplazmada
inaktif halde tutuldugu ortaya konmustur.

3. Bulgularimiz, PI3K/Akt sinyal yolaginin preimplantif embriyo gelisim
siirecindeki varligin1 ve fonksiyonlarini ortaya koyan galisma sonuglari
[12] ile paralellik gostermektedir. PI3K/Akt sinyal yolagi varliginda
negatif regiile olan ve sitoplazmada tutulmasi ile inaktif halde kalan FoxO
transkripsiyon faktorlerinin, ¢alismamiz sonuglarinda da sitoplazmada
gozlenen ekspresyonu, calismamizi ve hipotezimi dogrulamaktadir.

4. Calismamiz bulgularinda yer verilmemekle birlikte, deneyler sirasinda
blastosist asamasinda olmasi beklenirken 4-8 hiicreli gibi asamalarda
duraklamis olan bazi embriyolarda, FoxO proteinlerinin niiklear olarak
ekspre edildigi gozlenmistir. Bu sonug, intrensek ortamda stres
kosullarinda FoxO transkripsiyon faktorlerinin niiklusta kalarak hiicre i¢in
gerekli olan hedef gen transkripsiyonlarini saglayabilecegini gdsteren bir
bulgudur. Ancak bu verilerin dogrulanmasi i¢in ileri ¢aligmalarin
planlanarak yapilmasi gerekmektedir ve intrensek faktorlerin yani sira
ekstrensek faktorlerin de oosit ve embriyo tizerindeki etkileri sonucunda
FoxO transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonlarinin nasil degistigi
arastirilmalidir.

5. Calismamiz sonuglari, FoxO trankripsiyon faktorlerinin
lokalizasyonlariin intrensek ve ekstrensek kosullara bagli degisimlerinin
esas alindigi ¢alismalarin sonuglar ile birlikte 6zellikle yardimci lireme
tekniklerine 151k tutacak olan bir c¢alismadir ve ileride yapilacak olan
caligmalar i¢in temel olusturmustur.

45



10.

11.

12.

KAYNAKLAR

Sadler, T.W., Medikal Embriyoloji, 2005, Palme Yayincilik.

Kierszenbaum, A.L., Histoloji ve Hiicre Biyolojisi, Patolojiye Girig, 2006,
Palme Yayincilik

Demir, R., Insanin gelisimi ve implantasyon biyolojisi, 1995, Palme
Yayincilik

http://stemcells.nih.gov/info/scireport/pages/appendixa.aspx.
http://www.fastbleep.com/biology-notes/32/159/865.
http://depamphilislab.nichd.nih.gov/current_research_gene.html.

Schultz, R.M., Regulation of zygotic gene activation in the mouse. Bioessays,
1993. 15(8): p. 531-8.

Wang, H. and S.K. Dey, Roadmap to embryo implantation: clues from mouse
models. Nat Rev Genet, 2006. 7(3): p. 185-99.

Ducibella, T. and E. Anderson, Cell shape and membrane changes in the
eight-cell mouse embryo: prerequisites for morphogenesis of the blastocyst.
Dev Biol, 1975. 47(1): p. 45-58.

Manning, B.D. and L.C. Cantley, AKT/PKB signaling: navigating
downstream. Cell, 2007. 129(7): p. 1261-74.

Hoshino, Y., et al., Phosphatidylinositol 3-kinase and Akt participate in the
FSH-induced meiotic maturation of mouse oocytes. Mol Reprod Dev, 2004.
69(1): p. 77-86.

Riley, J.K,, et al.,, The PI3K/Akt pathway is present and functional in the
preimplantation mouse embryo. Dev Biol, 2005. 284(2): p. 377-386.

46


http://stemcells.nih.gov/info/scireport/pages/appendixa.aspx
http://www.fastbleep.com/biology-notes/32/159/865
http://depamphilislab.nichd.nih.gov/current_research_gene.html

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

Carter, M.E. and A. Brunet, FOXO transcription factors. Curr Biol, 2007.
17(4): p. R113-4.

Huang, H. and D.J. Tindall, Dynamic FoxO transcription factors. J Cell Sci,
2007. 120(Pt 15): p. 2479-87.

Kaestner, K.H., W. Knochel, and D.E. Martinez, Unified nomenclature for
the winged helix/forkhead transcription factors. Genes Dev, 2000. 14(2): p.
142-6.

Medema, R.H. and M. Jaattela, Cytosolic FoxO1: alive and killing. Nat Cell
Biol, 2010. 12(7): p. 642-643.

Lam, E.W.F., R.E. Francis, and M. Petkovic, FOXO transcription factors: key
regulators of cell fate. Biochem Soc Trans, 2006. 34: p. 722-726.

Miyamoto, K., et al.,, Foxo3a is essential for maintenance of the
hematopoietic stem cell pool. Cell Stem Cell, 2007. 1(1): p. 101-112.

Neufeld, T.P., Shrinkage control: regulation of insulin-mediated growth by
FOXO transcription factors. J Biol, 2003. 2(3): p. 18.

Brunet, A., et al., Stress-dependent regulation of FOXO transcription factors
by the SIRT1 deacetylase. Science, 2004. 303(5666): p. 2011-5.

Essers, M.A., et al., FOXO transcription factor activation by oxidative stress
mediated by the small GTPase Ral and INK. EMBO J, 2004. 23(24): p. 4802-
12.

Huang, H., et al., CDK2-dependent phosphorylation of FOXO1 as an
apoptotic response to DNA damage. Science, 2006. 314(5797): p. 294-7.

Goertz, M.J., et al., Foxol is required in mouse spermatogonial stem cells for
their maintenance and the initiation of spermatogenesis. Journal of Clinical
Investigation, 2011. 121(9): p. 3456-3466.

Liu, L., et al., Infertility caused by retardation of follicular development in
mice with oocyte-specific expression of Foxo3a. Development, 2007. 134(1):
p. 199-209.

Castrillon, D.H., et al., Suppression of ovarian follicle activation in mice by
the transcription factor Foxo3a. Science, 2003. 301(5630): p. 215-8.

47



26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

John, G.B., et al., Specificity of the requirement for Foxo3 in primordial
follicle activation. Reproduction, 2007. 133(5): p. 855-63.

John, G.B., et al., Foxo3 is a PI3K-dependent molecular switch controlling
the initiation of oocyte growth. Dev Biol, 2008. 321(1): p. 197-204.

PERSAUD, K.L.M.v.T.V.N., Klinik Yénleri Ile insan Embriyolojisi, 2009,
Nobel Tip Kitapevleri.

Bowman, P. and A. McLaren, Cleavage rate of mouse embryos in vivo and in
vitro. J Embryol Exp Morphol, 1970. 24(1): p. 203-7.

Harlow, G.M. and P. Quinn, Development of preimplantation mouse embryos
in vivo and in vitro. Aust J Biol Sci, 1982. 35(2): p. 187-93.

Streffer, C., et al., Kinetics of cell proliferation in the pre-implanted mouse
embryo in vivo and in vitro. Cell Tissue Kinet, 1980. 13(2): p. 135-43.

Brownell, M.S. and C.M. Warner, Ped gene expression by embryos cultured
in vitro. Biol Reprod, 1988. 39(4): p. 806-11.

Piotrowska, K. and M. Zernicka-Goetz, Role for sperm in spatial patterning
of the early mouse embryo. Nature, 2001. 409(6819): p. 517-21.

Davies, T.J. and R.L. Gardner, The plane of first cleavage is not related to the
distribution of sperm components in the mouse. Hum Reprod, 2002. 17(9): p.
2368-79.

Plusa, B., K. Piotrowska, and M. Zernicka-Goetz, Sperm entry position
provides a surface marker for the first cleavage plane of the mouse zygote.
Genesis, 2002. 32(3): p. 193-8.

Oron, E. and N. Ivanova, Cell fate regulation in early mammalian
development. Physical Biology, 2012. 9(4).

Gilbert, SF., Developmental Biology, 2013, Sinauer Associates, Inc.

Larue, L., et al., E-cadherin null mutant embryos fail to form a trophectoderm
epithelium. Proc Natl Acad Sci U S A, 1994. 91(17): p. 8263-7.

Leivo, 1., et al., Appearance and distribution of collagens and laminin in the
early mouse embryo. Dev Biol, 1980. 76(1): p. 100-14.

48



40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Wang, H., et al., Zonula occludens-1 (ZO-1) is involved in morula to
blastocyst transformation in the mouse. Dev Biol, 2008. 318(1): p. 112-25.

Borland, R.M., J.D. Biggers, and C.P. Lechene, Studies on the composition
and formation of mouse blastocoele fluid using electron probe microanalysis.
Dev Biol, 1977. 55(1): p. 1-8.

Watson, AJ., C.H. Damsky, and G.M. Kidder, Differentiation of an
epithelium: factors affecting the polarized distribution of Na+,K(+)-ATPase
in mouse trophectoderm. Dev Biol, 1990. 141(1): p. 104-14.

Wiley, L.M., Cavitation in the mouse preimplantation embryo: Na/K-ATPase
and the origin of nascent blastocoele fluid. Dev Biol, 1984. 105(2): p. 330-42.

http://kinderwunsch.aim-hamburg.de/hizmetlerimiz/para-casais/ozel-
hizmetler/blastosist-transferi/?lang=tr.

Raff, M.C., Social controls on cell survival and cell death. Nature, 1992.
356(6368): p. 397-400.

Weil, M., et al., Constitutive expression of the machinery for programmed
cell death. Journal of Cell Biology, 1996. 133(5): p. 1053-1059.

Dardik, A., R.M. Smith, and R.M. Schultz, Colocalization of transforming
growth factor-alpha and a functional epidermal growth factor receptor
(EGFR) to the inner cell mass and preferential localization of the EGFR on
the basolateral surface of the trophectoderm in the mouse blastocyst. Dev
Biol, 1992. 154(2): p. 396-4009.

Franke, T.F., D.R. Kaplan, and L.C. Cantley, PI3K: downstream AKTion
blocks apoptosis. Cell, 1997. 88(4): p. 435-7.

Lighten, A.D., et al., Expression of mRNA for the insulin-like growth factors
and their receptors in human preimplantation embryos. Mol Reprod Dev,
1997. 47(2): p. 134-9.

Smotrich, D.B., et al., Immunocytochemical localization of growth factors
and their receptors in human pre-embryos and Fallopian tubes. Hum Reprod,
1996. 11(1): p. 184-90.

Hemmings, B.A. and D.F. Restuccia, PI3K-PKB/Akt pathway. Cold Spring
Harb Perspect Biol, 2012. 4(9): p. a011189.

49


http://kinderwunsch.aim-hamburg.de/hizmetlerimiz/para-casais/ozel-hizmetler/blastosist-transferi/?lang=tr
http://kinderwunsch.aim-hamburg.de/hizmetlerimiz/para-casais/ozel-hizmetler/blastosist-transferi/?lang=tr

52.

53.

54.

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

Alessi, D.R., et al.,, Characterization of a 3-phosphoinositide-dependent
protein kinase which phosphorylates and activates protein kinase Balpha.
Curr Biol, 1997. 7(4): p. 261-9.

Greer, E.L. and A. Brunet, FOXO transcription factors at the interface
between longevity and tumor suppression. Oncogene, 2005. 24(50): p. 7410-
25.

Biggs, W.H., 3rd, W.K. Cavenee, and K.C. Arden, Identification and
characterization of members of the FKHR (FOX O) subclass of winged-helix
transcription factors in the mouse. Mamm Genome, 2001. 12(6): p. 416-25.

Van Der Heide, L.P., M.F. Hoekman, and M.P. Smidt, The ins and outs of
FoxO shuttling: mechanisms of FoxO translocation and transcriptional
regulation. Biochem J, 2004. 380(Pt 2): p. 297-3009.

Sedding, D.G., FoxO transcription factors in oxidative stress response and
ageing--a new fork on the way to longevity? Biol Chem, 2008. 389(3): p.
279-83.

Brunet, A., et al., 14-3-3 transits to the nucleus and participates in dynamic
nucleocytoplasmic transport. Journal of Cell Biology, 2002. 156(5): p. 817-
28.

Zhao, X., et al., Multiple elements regulate nuclear/cytoplasmic shuttling of
FOXO1: characterization of phosphorylation- and 14-3-3-dependent and -
independent mechanisms. Biochem J, 2004. 378(Pt 3): p. 839-49.

Brunet, A., et al.,, Protein kinase SGK mediates survival signals by
phosphorylating the forkhead transcription factor FKHRL1 (FOXO3a). Mol
Cell Biol, 2001. 21(3): p. 952-65.

Rena, G., et al.,, Roles of the forkhead in rhabdomyosarcoma (FKHR)
phosphorylation sites in regulating 14-3-3 binding, transactivation and
nuclear targetting. Biochem J, 2001. 354(Pt 3): p. 605-12.

Hu, M.C., et al., IkappaB kinase promotes tumorigenesis through inhibition
of forkhead FOXO3a. Cell, 2004. 117(2): p. 225-37.

Maiese, K., et al., The "O" Class: Crafting Clinical Care with FoxO
Transcription Factors. Forkhead Transcription Factors: Vital Elements in
Biology and Medicine, 2009. 665: p. 242-260.

50



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

Nasrin, N., et al., DAF-16 recruits the CREB-binding protein coactivator
complex to the insulin-like growth factor binding protein 1 promoter in
HepG2 cells. Proc Natl Acad Sci U S A, 2000. 97(19): p. 10412-7.

Fukuoka, M., et al., Negative regulation of forkhead transcription factor AFX
(Foxo4) by CBP-induced acetylation. Int J Mol Med, 2003. 12(4): p. 503-8.

van der Horst, A., et al., FOXO4 is acetylated upon peroxide stress and
deacetylated by the longevity protein hSir2(SIRT1). Journal of Biological
Chemistry, 2004. 279(28): p. 28873-28879.

Li, M.Y., et al., Acetylation of p53 inhibits its ubiquitination by Mdm2.
Journal of Biological Chemistry, 2002. 277(52): p. 50607-50611.

Daitoku, H., et al., Silent information regulator 2 potentiates Foxol-mediated
transcription through its deacetylase activity. Proc Natl Acad Sci U S A,
2004. 101(27): p. 10042-10047.

Puigserver, P., et al., Insulin-regulated hepatic gluconeogenesis through
FOXO1-PGC-1 alpha interaction. Nature, 2003. 423(6939): p. 550-555.

Brunet, A., et al., Stress-dependent regulation of FOXO transcription factors
by the SIRT1 deacetylase. Science, 2004. 303(5666): p. 2011-2015.

Motta, M.C., et al., Mammalian SIRT1 represses forkhead transcription
factors. Cell, 2004. 116(4): p. 551-563.

Matsuzaki, H., et al., Insulin-induced phosphorylation of FKHR (Foxol)
targets to proteasomal degradation. Proc Natl Acad Sci U S A, 2003. 100(20):
p. 11285-90.

Plas, D.R. and C.B. Thompson, Akt activation promotes degradation of
tuberin and FOXO3a via the proteasome. J Biol Chem, 2003. 278(14): p.
12361-6.

Huang, H., et al.,, Skp2 inhibits FOXO1 in tumor suppression through
ubiquitin-mediated degradation. Proc Natl Acad Sci U S A, 2005. 102(5): p.
1649-54.

Aoki, M., H. Jiang, and P.K. Vogt, Proteasomal degradation of the FoxO1
transcriptional regulator in cells transformed by the P3k and Akt
oncoproteins. Proc Natl Acad Sci U S A, 2004. 101(37): p. 13613-7.

51



75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

van der Horst, A., et al., FOXO4 transcriptional activity is regulated by
monoubiquitination and USP7/HAUSP. Nat Cell Biol, 2006. 8(10): p. 1064-
U40.

Brunet, A., et al., Akt promotes cell survival by phosphorylating and
inhibiting a Forkhead transcription factor. Cell, 1999. 96(6): p. 857-68.

Dijkers, P.F., et al., FKHR-L1 can act as a critical effector of cell death
induced by cytokine withdrawal: protein kinase B-enhanced cell survival
through maintenance of mitochondrial integrity. Journal of Cell Biology,
2002. 156(3): p. 531-542.

Gilley, J., P.J. Coffer, and J. Ham, FOXO transcription factors directly
activate bim gene expression and promote apoptosis in sympathetic neurons.
Journal of Cell Biology, 2003. 162(4): p. 613-22.

Hribal, M.L., et al., Regulation of insulin-like growth factor-dependent
myoblast differentiation by Foxo forkhead transcription factors. Journal of
Cell Biology, 2003. 162(4): p. 535-41.

Nakae, J., et al., The forkhead transcription factor Foxol regulates adipocyte
differentiation. Dev Cell, 2003. 4(1): p. 119-29.

Bakker, W.J., et al., FoxO3a regulates erythroid differentiation and induces
BTG1, an activator of protein arginine methyl transferase 1. Journal of Cell
Biology, 2004. 164(2): p. 175-84.

Schmoll, D., et al., Regulation of glucose-6-phosphatase gene expression by
protein kinase Balpha and the forkhead transcription factor FKHR. Evidence
for insulin response unit-dependent and -independent effects of insulin on
promoter activity. J Biol Chem, 2000. 275(46): p. 36324-33.

Nakae, J., et al., The forkhead transcription factor Foxol (Fkhr) confers
insulin sensitivity onto glucose-6-phosphatase expression. J Clin Invest,
2001. 108(9): p. 1359-67.

Yeagley, D., et al., Gene- and activation-specific mechanisms for insulin
inhibition of basal and glucocorticoid-induced insulin-like growth factor
binding protein-1 and phosphoenolpyruvate carboxykinase transcription.
Roles of forkhead and insulin response sequences. J Biol Chem, 2001.
276(36): p. 33705-10.

Sunayama, J., et al., JNK antagonizes Akt-mediated survival signals by
phosphorylating 14-3-3. Journal of Cell Biology, 2005. 170(2): p. 295-304.

52



86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

Frescas, D., L. Valenti, and D. Accili, Nuclear trapping of the forkhead
transcription factor FoxOl via Sirt-dependent deacetylation promotes
expression of glucogenetic genes. Journal of Biological Chemistry, 2005.
280(21): p. 20589-20595.

Kitamura, Y.l., et al., FoxO1 protects against pancreatic beta cell failure
through NeuroD and MafA induction. Cell Metabolism, 2005. 2(3): p. 153-
163.

Langley, E., et al., Human SIR2 deacetylates p53 and antagonizes PML/p53-
induced cellular senescence. Embo Journal, 2002. 21(10): p. 2383-2396.

Vaziri, H., et al., hSIR2(SIRT1) functions as an NAD-dependent p53
deacetylase. Cell, 2001. 107(2): p. 149-159.

Furukawa-Hibi, Y., et al., FOXO forkhead transcription factors induce G(2)-
M checkpoint in response to oxidative stress. Journal of Biological
Chemistry, 2002. 277(30): p. 26729-26732.

Tran, H., et al., DNA repair pathway stimulated by the forkhead transcription
factor FOXO3a through the Gadd45 protein. Science, 2002. 296(5567): p.
530-534.

Kirkwood, T.B. and S.N. Austad, Why do we age? Nature, 2000. 408(6809):
p. 233-8.

Gates, A.H., Viability and developmental capacity of eggs from immature
mice treated with gonadotrophins. Nature, 1956. 177(4512): p. 754-5.

GATES, A.H., Maximizing yield and developmental uniformity of eggs., in
Methods in mammalian embryology 1971, San Francisco: W. H. Freeman &
Co. p. 64-75.

53



OZGECMIS

Nilay KUSCU 1988 yilinda Ankara’da dogdu. Ilk ve ortadgrenimini 2002
yilinda Kurtulus ilkégretim Okulu’nda, lise &grenimini 2005 yilinda Kurtulus
Lisesi'nde tamamladi. Akdeniz Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimiinden 2010 yilinda 2.’lik ve onur derecesi ile mezun oldu. 2011 yilinda
Akdeniz Universitesi Saghik Bilimleri Enstitiisii Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali’nda “Ureme Biyoloji” programinda yiiksek lisansa basladi. Halen Akdeniz
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda
Aragtirma Gorevlisi olarak ¢alismaktadir.

54



	1KAPAK
	2nilay tez abstract final ciler edited (1)
	3teşekkür 
	4İÇİNDEKİLER DİZİNİ
	5Simgeler ve Kısaltmalar Dizini
	6ŞEKİLLER DİZİNİ
	7TABLOLAR DİZİNİ 
	8 tez  
	9 kaynaklar ve özgeçmiş 

