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OZET

Amac: Telomerler, dkaryotik kromozomlarin ug¢ kisimlarinda bulunan tekrarli DNA
dizileridir. Biyolojik yaslanmaya bagli olarak memeli ovaryumlarinda yaslanmakta ve
bu siirecte telomerlerin kisaldigi bilinmektedir. Telomerlerdeki bu kisalmanin molekiiler
alt yapisi tam olarak bilinmemektedir. Bu ¢alismanin amaci telomerlerin uzatilmasinda
ve telomerlerin biitiinliigliniin korunmasinda goérevli genlerin postnatal hayatin farkli
yaslarindaki fare ovaryumlarinda belirlenmesidir.

Yontem: Farelerde normal ovaryal gelisimin erken (1. ve 2. hafta), geng (3. ve 4. hafta),
ergin (5. ve 6. hafta), gec ergin (16. ve 18. hafta) ve yash (52., 60. ve 72. hafta) donem
olmak tizere 5 grup (n=3) olusturuldu. Fare ovaryumlarinda Tert, Terc, Trfl, Trf2 ve
Potla genlerinin  mRNA ekspresyonu gRT-PCR ile, protein ekspresyonu ise
immiinohistokimya ile belirlenmistir. Elde edilen veriler, one way ANOVA testi ile
istatistiksel acidan degerlendirildi.

Bulgular: Analizler sonucunda erken donem ovaryum dokularindaki Tert mRNA
ekspresyonu geng, ergin, gec¢ ergin ve yasl donemlere gore daha yiiksek bulunmustur.
Terc mRNA ekspresyon ise erken donemden yagh doneme dogru azaldig tespit edildi.
Trfl ekspresyonu gruplar arasinda farklilik gostermezken; Trf2 ekspresyonu geng ve
ergin donemlerden farkli olarak ge¢ ergin donemde en diisiik diizeyde bulundu. Yash
donemdeki Potla ekspresyonu, ge¢ ergin doneme gore daha yiiksek bulunmustur.
Gruplar arasinda goreli TERT ekspresyonu, erken donemden yasli doneme dogru
azalmig, fakat bu azalma anlamli olarak bulunmamistir. TRF1 ekspresyonunda
istatistiksel olarak bir fark belirlenmemistir. TRF2 ekspresyonu, erken donemde yaslh
doneme gore daha diisiik bulunmustur. Erken donemden ge¢ ergin doneme dogru benzer
diizeylerde seyreden POTI1 ekspresyonu, ge¢ ergin donemde azalmakta ve yash
donemde ise ylikselmektedir.

Sonug¢: Ovaryal yaslanmaya bagli olarak telomerde gozlenen kisalmada, Tert, Terc, Trf2
ve Potla genlerindeki ekspresyonel degisimlerin etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
genlerdeki degisimin, telomer uzunlugu iizerindeki etkisini belirlemeye yonelik, daha
detayli molekiiler biyolojik ¢aligmalarin gerekli oldugu kanisindayiz.

Anahtar Kelimeler: telomer, telomeraz, ovaryum, yaslanma.



ABSTRACT

Objective: Telomeres are repetitive DNA sequences found at the ends of eukaryotic
chromosomes. Due to biological aging mammalian ovaries are getting aged and
telomeres shorten during this process. The molecular background of telomeres
shortening is not fully understood. The aim of this study was to determine the genes
involved in elongating telomeres and maintaining the integrity of telomeres in the mouse
ovaries at different ages of postnatal life.

Method: Five groups were formed based on the ovarian development terms in mice as
follows: early (1- and 2-week old), young (3- and 4-week old), adult (5- and 6-week
old), late adult (16- and 18-week old) and aged (52-, 60- and 72-week old). Tert, Terc,
Trfl, Trf2 and Potla mRNA expression has been determined by gRT-PCR and their
protein expression was characterized by using immunohistochemistry in the mouse
ovaries. The statistical significance was evaluated with one way ANOVA test.

Results: Tert expression in early group was found to be significantly higher than that of
young, adult, late adult and aged groups. The Terc expression decreased from early to
aged groups. Although Trfl expression did not differ among groups, Trf2 expression
was at the lowest levels in the late adult groups when compared to young and adult
groups. Potla expression in the aged group was significantly higher than that of in the
late adult groups. The relative TERT expression among the groups decreased from early
to aged groups, but this change was not found significant. No statistically significant
difference was found in TRF1 expression among groups. TRF2 expression was
significantly lower in the early group in comparision to the aged group. The POT1
expression decreased in the late adult groups and increased in the aged group.
Conclusion: The expressional changes in Tert, Terc, Trf2 and Potla genes are thought
to have an effect on telomere shortening during ovarian aging. We believe that more
detailed molecular biological studies are needed to determine the effect of these genes
on telomere length.

Keywords: telomere, telomerase, ovary, aging.
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1.GIRIS

1.1. Hipotezin Temeli ve Amag

Vitellus kesesi endoderm hiicrelerinden kdken alan primordial germ hiicreleri, gonadal
kabartilara ulastiklarinda oogonyumlara farklilanirlar. Cok sayida mitotik bdoliinme
geciren oogonyumlar mayotik boliinmeye girmesi ile birlikte oosit olarak
tanimlanmaktadir. Bu oositlerin etrafi stromal hiicrelerden koken alan pre-granuloza
hiicreleri ile ¢evrelenmektedir. Bu sekilde birinci mayoz bdliinmenin profaz asamasinda
bekleyen oositi ¢evreleyen yassi pre-granuloza hiicrelerinden olusan yapiya primordial
folikiil denir. Primordial folikiil etrafindaki granuloza hiicreleri oosit gelisimine devam
ederken kiibiklesir ve ¢ogalmaya baslar. Bu asamada folikiil primer folikiil olarak
adlandirilir. Daha sonra olusan folikiil sekonder folikiildiir ve granuloza hiicreleri
arasinda antrum olusumu gozlenir. Antrumlar bu siiregte birlesir ve Graaf folikiiliinii
olusturur. Dogumla birlikte kadinlarda belirli sayida primordial folikiill havuzu

mevcuttur ve yaslandikca primordial folikiil sayis1 azalir.

Telomerler, okaryotik hiicre kromozomlarinin uglarinda yer alan, protein kodlamayan
tekrarli DNA dizileridir (Moyzis ve ark., 1988). Telomer yapisinda, telomerik tekrar
baglanma faktér 1 (TRF1), telomerik tekrar baglanma faktor 2 (TRF2), TRF1 etkilesimli
niiklear protein 2 (TIN2), telomerleri koruma proteini 1 (POT1), represor aktivator
protein 1 (RAP1) ve POT1 baglanma partneri 1 (TPP1) ve TRF-iligkili proteinler yer
almaktadir. TRF1, TRF2, POTI, TIN2, RAP1 ve TPPI proteinlerinin olusturdugu 6zel
komplekse “selterin” veya “telozom” adi1 verilmektedir. Selterin kompleksi, telomerlerin
uzunluk ve kararlilik durumlarinin kontrollerinde gorev almaktadir (De Boeck, Forsyth,
Praet, & Hogendoorn, 2009; de Lange, 2005; O'Sullivan & Karlseder, 2010).
Telomerlerin temel gorevleri arasinda kromozomlarin g¢ekirdek membranina veya
cekirdek matriksine tutunmasi, kromozomal flizyonun ve uygunsuz DNA
rekombinasyonun engellenmesi yer almaktadir. Ayrica, bu 6zel yapilar mitoz ve mayoz
boliinme siirecinde kromozomlarin c¢iftlesmesinde, kiazma ile sinaps olusumu ve
kromozom veya kromatidlerin dogru dagiliminda etkin bir rol oynamaktadir (Bekaert,
Derradji, & Baatout, 2004; O'Sullivan & Karlseder, 2010; Ozturk, Sozen, & Demir,
2013).



Ardisik DNA replikasyonu, oksidatif stres, genotoksik ajanlar ve cesitli hastaliklara
bagli olarak kisalan telomerler, hiicre tipine bagli olarak telomeraz enzimi veya alternatif
telomer uzama (ALT) mekanizmalar1 ile uzatilabilmektedir. Telomeraz enzimi disi ve
erkek germ hiicreleri, erken donem embriyolar, kok hiicreler ve kanser hiicreleri gibi
sadece belirli hiicre g¢esitleri tarafindan eksprese edilebilmektedir (Kim ve ark., 1994,
Wright, Piatyszek, Rainey, Byrd, & Shay, 1996). Bu enzim, telomeraz geri transkriptaz
(TERT) ve telomeraz RNA bileseni (TERC) olarak bilinen iki alt tiniteden olusmaktadir.

Telomerler, mitotik hiicrelerde yaslanmaya sebep olur ve mayoz sirasinda da
yaglanmaya sebep olabilir (Keefe & Liu, 2009). Ayrica oksidatif stres, bir DNA hasar
cevabr veya anormal telomer rekombinasyonundan kaynaklanan telomer fonksiyon
kaybi, tireme ile iliskili mayoz kusurlarina, diisiik ve infertiliteye sebep olur (Keefe &
Liu, 2009). Ciinkii telomerler zengin guanin igeriginden dolayr oksidasyona karsi
hassastir. Bu nedenle oksidatif stresle indiiklenen ve bununla birlikte zengin primidin
iceriginden dolay1r UV radyasyona bagli DNA hasarina karst da oldukca hassastir. Yasla
birlikte oksidatif stresin artisi telomer uzunlugunu etkilemektedir. Kisa telomerler
primordial germ hiicrelerinin mitotik boliinme kapasitesini sinirlandirabilir ve bu
nedenle folikiil havuzunun biyiikliigini etkileyebilir (Keefe, Marquard, & Liu, 2006).
Telomerler oosit yagslanmasinda da merkezi bir rol oynarlar (Keefe ve ark., 2006). Yasla
birlikte oosit kalitesini diisiiren en 6nemli faktorler, mayoz sirasinda andploidi ve yanlis
kromozom ayrimidir (Webster & Schuh, 2017). Telomerazin eksik oldugu farelerde
telomerler kisaldik¢a anormal ig olusumu, parcalanmis embriyolar, infertilite, azalmis
sinaps ve kiazma goriiliir. Fakat ovaryal yaslanma ile telomer kisalmasi ve bunun alt
yapis1 bilinmemektedir. Postnatal hayatin farkl yaslarindaki 1, 2, 3, 4, 5, 6, 16, 18, 52,
60 ve 72 haftalik fare ovaryum dokularinda Tert, Terc, Trfl, Trf2 ve Potl gen
ekspresyonlar1 degisim gosterir. Bu hipotezden yola ¢ikarak, postnatal hayatin farklh
yaglarindaki fare ovaryum dokularinda telomeraz enziminin katalitik aktivitesinden
sorumlu olan Tert ile Terc, Trfl, Trf2 ve Potl genlerinin mRNA ve protein diizeyindeki
ekspresyonunun belirlenmesi amaglanmistir. BOylece, ovaryal yaslanma siirecinde
telomer kisalmasinin altinda yatan molekiiler degisimlerin belirlenmesine ydnelik

onemli bir adim atilmasi1 planlanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Ovaryumun Histolojik Yapisi ve Gorevleri

Disi lireme sistemi internal yerlesimli bir ¢ift ovaryuma sahiptir. Her bir ovaryum, pelvis
boslugunun derinlerine yerlesmis, yassi, ovalimsi bir yapidir. Ovaryumun bir kismi
mezovaryum adi verilen periton katlantis1 araciligryla genis baga (broad ligament) diger
kism1 da suspensor ligament araciligiyla uterus duvarma tutunmustur. Ovaryum ylizeyi
germinal epitel ad1 verilen, tek katli yassi veya algak kiibik hiicre tabakasiyla doselidir.
Bu tabaka visseral peritonun mezoteli ile devam eder. Germinal epitelin altinda tunika
albuginea denilen siki bag dokusu vardir. Ovaryumun korteksi tunika albugineanin altina
yerlesmistir. Kortekste kollajen, retiikiiler lif ve ig bi¢cimli hiicreleri igeren korteks
stromast, farkli gelisim asamasindaki folikiiller bulunur. Korteksin derininde ovaryumun
bol damar iceren bag dokusunca zengin medullast vardir. Medulla ise gevsek bag
dokusu yapisindadir. Kan damarlarinca zengindir. Lenf damarlar1 ve sinirler bulunur.
Medullada ayrica embriyonik atiklar (mezonefroz kalintilar1) da goriilebilir (Moore,

Persaud, & Torchia, 2011).

Ovaryum farkl gelisim asamalarindaki folikiilleri ve korpus luteumu igeren endokrin bir
organdir (McGee & Hsueh, 2000). Ovaryum; fertilizasyon igin oositin gelisimi,
olgunlagmasi ve bunun sonucu olarak olgun oositin atilmasindan, ayrica folikiiler
gelisim icin gerekli olan hormonlarin sentezlenmesi ve salgilanmasi, dstrus siklusunun
diizenlenmesi, tireme sisteminin gelisimi, disi seks karakterlerinin olugmasi ve metabolik
fonksiyonlardan sorumludur. Ovaryum fonksiyonlart siirekli tekrarlayan folikiil gelisimi,
ovulasyon, korpus luteum olusumu ve gerilemesi siiregleriyle iligkilidir (Massin ve ark.,

2004; McGee & Hsueh, 2000; Vanderhyden, 2002).
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Sekil 2.1. Ovaryumun histolojik yapist (Ross & Pawlina, 2006). Ovaryum en distan bir germinal epitel ile
cevrilidir. Germinal epitelin altinda tunika albuginea denilen siki bag dokusu bulunur.
Ovaryumun yapisi dista korteks ve igte medulladan olusur.

2.2. Memelilerde Oogenez

Gonadlar, karin arka duvarinda, retroperitoneal bolgede, mezonefrozun kenarindaki
solomik epitelin kalinlagsmasi ve altindaki mezensim hiicreleri ile buraya go¢ eden
primordial germ hiicrelerinden olusur (Sekil 2.2). Boylece mezonefrozun dorsali ve
mezenter arasindaki orta hattin her iki yaninda genital ya da gonadal kabarti olarak
ortaya ¢ikar. Insan embriyo gelisiminin 7. haftasina kadar disi ve erkek gonadlar aynidir
ve bu donem farklilanmamis gonad olarak bilinir. Erkek fenotipin gelisimi i¢in bir Y
kromozomu gereklidir fakat bu kromozomun yalnizca kisa kolu seks tayini i¢in kritiktir.
Testis belirleyici faktor (TDF) i¢in gerekli olan SRY geninin, Y kromozomunun cinsiyet
belirleyici bolgesinde saptanir. Disi fenotipin gelisimi igin ise iki X kromozomuna gerek
vardir. X kromozomunda yer alan bir seri gen bulunmaktadir. Y kromozomu
farklanmamis gonadin medullasi {izerinde testis belirleyici faktér (TDF) testikiiler
farklilasmay1 saglamaktadir. Bu faktoriin etkisi altinda primer seks kordonlar1 seminifer

tiibiillere farklasirlar. Y kromozomunun yoklugunda ise ovaryum gelisir. Mevcut
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gonadin tipi, daha sonra dis genitallerde ve genital duktuslarda olusan seksiiel
farklilagsmay1 belirlemektedir. X kromozomu ovaryum gelisimi i¢in genler tasir. 10.
haftaya kadar ovaryumlar ayirt edilemezler. Primer seks kordonlar1 belirgin degildir,
medulla icerisine sokulur ve rudimenter bir yapi olan rete ovaryumu olustururlar. Bu
olusan yap1 ve primer seks kordonlar1 (kortikal kordonlar), erken fotal peryotta
ovaryumun yiizey epitelinden koken alarak altta bulunan mezensim igerisine dogru
girerler. Bu epitelyum mezotelden gelismektedir. Kortikal kordonlarin boyutlar
arttiginda, primordial germ hiicreleri onlarin iclerine girerler. Disi ve erkek embriyolarin
her ikisi de iki ¢ift genital duktusa sahiptir. Mezonefrik duktus (Wolffian duktusu) erkek
tireme sisteminin gelisiminde onemli yer tutarken, paramezonefrik duktus (miillerian

duktus) disi tireme sistemi gelisiminde rol oynamaktadir (Moore ve ark., 2011).

Primordial germ hiicreleri (PGH) insanda ilk olarak gebeligin 3-4. haftasinda allantois
yakinlarinda vitellus kesesinin dorsal duvarmin endoderminde yiiz kadar hiicre olarak
ortaya cikarlar (Sekil 2.2A). Embriyonun katlanmasi sirasinda vitellus kesesinin dorsal
kism1 embriyo i¢ine dogru kivrilir ve bu sirada PGH’ler, ameboid hareketlerle arka
bagirsagin dorsal mezenteri boyunca yol alarak genital kabartiya goc¢ ederler (Sekil
2.2B) (Oktem & Oktay, 2008). Embriyonik gelisimin 5-6. haftasinda PGH’lerinin
mezensim i¢ine girmesi ve ilkel seks kordonlariyla birlesmesi gerceklesir (Sekil 2.2D).
Gebeligin 12. haftasina gelindiginde ilkel seks kordonlart kaybolur. Gonadal
farklanmayla birlikte kortikal kord gelisir ve primordial germ hiicreleri bu kordlar
(granuloza hiicreleri) tarafindan sarilir. Genital kabartinin gelisimiyle olusan gonadlarda
embriyonik gelisimin 7. haftasina kadar PGH’lerin kolonizasyonu tamamlanir. PGH’ler

gelismekte olan gonadlara yerlestiginde oogonyumlara farklanirlar.
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Sekil 2.2. Primordial germ hiicrelerinin genital kabartiya go¢ii (Johnson, 2018). Primordial germ hiicreleri
gebeligin ilk haftasinda vitellus kesesinin endoderminde ortaya g¢ikarak genital kabartiya gog
ederler ve gonad yolundan gegerek genital kabartiya ulasirlar.

Fetal donemde oogonyumlarin gelisimiyle birlikte oogenez siireci baslamaktadir (Sekil
2.3). Oogonyumlar 5. ayin sonunda, ardisik mitotik boliinmeler gecirerek sayilarii 7
milyona ulastirirlar ve daha sonra biiyiik bir boliimii apoptoz ile ortadan kaldirilmaya
baslarlar. Oogonyumlar olgun oositleri olusturmak iizere mayoz dncesi DNA sentezine
baglarlar ve mayoza giren oogonyumlar artik primer oosit olarak tanimlanirlar (Sekil
2.3). Primer oositler, birinci mayozun profaz I’in diploten asamasinda puberteye kadar
durmaktadir. Primer oositin bu asamada cekirdegine germinal vezikiil (GV) denir (Sekil
2.3) ve oositin etrafi tek katli yass1 folikiiler hiicreleri (pre-granuloza) ile ¢evrelenmistir.
Fetal donemin sonuna gelindiginde, tim primer oositler olugsmustur. Puberteyle birlikte

her menstrual siklus doneminde 15-20 primordial folikiil gelismeye bagslar fakat
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dominant folikiil secimine bagli olarak insanda sadece bir oosit olgunlasir. Hipofizden
salgilanan liiteinize edici hormonun (LH) uyarimi ile birinci mayoz tamamlanir ve ilk
polar cisim atilir (Sekil 2.3). Artik sekonder oosit olarak tanimlanan oosit Mayoz II
evresinin metafaz Il asamasinda oosit bekler ve ikinci polar cisim fertilizasyon
(dollenme) olursa atilmaktadir (Sekil 2.3). Oositin mayotik boliinmesini dogru zaman ve
sekilde tamamlayabilmesi icin belirli faktorlere ihtiya¢ duymaktadir: olgunlagmay1
saglayan faktor (MPF),bir protoonkogen Serin/treonin-Protein Kinaz (MOS) ve mitojen
ile aktive edilmis kinaz (MAPK). Farelerde MPF aktivitesi, germinal vezikiil yikimini
(GVBD) tetikler. Ayrica nitrik oksit sentaz (NOS/MAPK) yolagi Metafaz I ve Metafaz
IT evresinde ig olusumunda, DNA replikasyonun baskilanmasinda ve MII evresindeki
duraklamadan sorumludur (Durlinger ve ark., 1999; McGee & Hsueh, 2000). MOS’ta

metafaz Il evresinde duraklamadan sorumludur.
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Sekil 2.3.  Memelilerde oogenez siireci. Bu sekil, (Yesilaltay ve ark., 2014) nolu kaynaktan degistirilerek
almmigtir. Primer oosit dogumdan oOnce basladigi mayoz béliinmede, puberteye kadar
germinal vezikiil (GV) evresinde beklemektedir (ilk duraklama). Puberteyle birlikte
liteinlestirici hormon (LH) salinir ve germinal vezikiil yikim1 (GVBD) gerceklesir. Mayoz I
evresinin sonunda birinci polar cisim atilir. Mayoz II evresinde metafaz II ‘ye gelindiginde
oosit ikinci mayotik duraklamayi yapar. Eger spermle dollenme gergeklesirse ovulasyon
tamamlanir ve ikinci polar cisim atilir.

2.3. Memelilerde Folikiilogenez

Primer oosit gelisirken etrafi ovaryuma ait stromal hiicreler ile sarilir. Yass1 epitel
hiicreleri olarakta bilinen pre-granuloza hiicreleri, oositin etrafin1 sararak primordial
folikiilleri olusturur (Sekil 2.4). Pubertede ovaryum, sadece primordial folikiillerden

olusan bir folikiil havuzuna sahiptir. Olgun oositler liretmek i¢in, folikiiler uykuda



bulunan primordial folikiillerin bir kism1 aktive edilir ve primer, sekonder, preantral ve
antral folikiil asamalar1 boyunca gelisir (Sekil 2.4). Primordial folikiil agamasindan,
antral folikiil olusumuna kadarki siire¢ folikiilogenez olarak bilinmektedir (Sekil 2.4).
Insan ovaryumu dogumdan &nce belirli sayida primer oosit havuzuna sahiptir. Altinct
haftada germ hiicre sayis1 10 bin iken, 8. haftada 600 bine ve 20. haftada 6 milyona
ulagmaktadir (Oktem & Urman, 2010). Erken gelisimin 20. haftasindan sonra germ
hiicreleri atreziye ugramaktadir ve dogumda 1 milyon, pubertede ise 300-400 bin kadar
primer oosit kalmaktadir (Oktem & Urman, 2010). Bunlarin ise sadece % 1’i ovule olur
ve ¢ogu atreziye ugramakta ve yaslanma siirecinde tiikkenmektedir (Oktem & Urman,

2010).

Folikiilogenez belirli aktivator ve inhibitor faktorlerin dengesindeki degisime bagl
olarak baslatilmaktadir (Oktem & Urman, 2010). Profaz I asamasinda olan primer oositi
iceren primordial folikiiller, biiylimeye baslamasiyla etrafindaki yassi pre-granuloza
hiicreleri mitozla ¢ogalir ve kiibiklesir. Bu asamadaki tek katli kiibik granuloza hiicreleri
ile ¢gevrelenen primer oositi igeren folikiiller primer folikiil olarak isimlendirilir. Primer
folikiildeki oosit, glikoproteinlerden zengin zona pellusida (ZP) adi verilen bir kilif ile
sartlmaya baslanmaktadir. ZP, primer oosit ve etrafindaki granuloza hiicreleri tarafindan
sentezlenmektedir. Ayrica, bu donemde granuloza hiicrelerinin altinda bazal membran
olusmaktadir. Daha sonra ZP kalinlagsmasi ve granuloza hiicrelerinin ¢ogalmasiyla iki ve
daha fazla granuloza hiicre takasi olugsmaktadir. Granuloza hiicreleri arasinda herhangi
bir bosluk icermeyen bu folikiil asamasina sekonder folikiil ad1 verilir. Bu donemde,
bazal membranin dig kisminda, stromal hiicrelerin diizenlenimi ile teka tabakasi
meydana gelmektedir (Fair, 2003; Motta, Nottola, & Makabe, 1997). Teka tabakasi bag
dokusu hiicreleri kilifin1 olustururlar. Teka folikiilii iki tabakaya farklilasir: Teka interna
ve teka eksterna. Teka interna damarca zengindir, granuloza hiicreleri ve primer oositin
beslenmesi bu damarlardan difiizyonla gerceklesmektedir. Teka eksterna ise dig bag
dokusu hiicreleridir ve diiz kas hiicreleri, kollajen fiber demetlerini icerir. Granuloza
hiicreleri arasinda kiiclik bosluklarin olustugu ve granuloza hiicrelerinin mitotik
aktivitelerine devam ettigi bu folikiillere preantral folikiil adi1 verilmektedir (Sekil 2.4).
Granuloza hiicreleri arasindaki bu bosluklarda hiyaluronat, steroidler, biiyiime faktorleri

ve gonadotropinlerden zengin bir sivi bulunmaktadir. Folikiiler gelisimin ilerleyen

8



donemlerinde bu bosluklar birleserek, tek biiylik bir bosluk olan antrumu olusturur.
Folikiil i¢inde eksentrik durus gosteren oosit ve ZP’ya sikica yapisir ve korona radiata
denilen tek sirali granuloza hiicreleri ile ¢evrelenir. Korona radiata disinda, primer oositi
cevreleyen diger granuloza hiicrelerine ise kumulus hiicreleri denir. Kumulus hiicreleri
ile oositten olugsan bu yapinin tamamina kumulus oosit kompleksi (KOK) denmektedir.
Biiyiik bir antrum ve eksentrik olarak yerlesmis KOK iceren folikiillere antral ya da
Graaf folikiili adi verilir (Sekil 2.4). Antral folikiil i¢indeki antrumu ¢evreleyen

granuloza hiicrelerine membrana granuloza tabakasi olarak tanimlanmaktadir.

Folikiilogenez siireci gonadotropin bagimli ve bagimsiz olmak {iizere iki evreye ayrilir.
Bilindigi gibi, FSH ve LH hormonlar1 hipofiz organinin anterior lobundan gonadotrop
denilen hiicrelerden sentezlenip, salinmaktadir. FSH ve LH glikoprotein yapil
hormonlardir. Folikiil gelisimi baslangicta gonadotropinlerden bagimsiz olarak meydana
gelmektedir. Primordial folikiillerin gelisimi veya dinlenme evresinden ¢ikmasi igin
cesitli bliylime faktorlerin ve sinyal mekanizmalarinin etkili oldugu bilinmektedir.
Yapilan ¢aligmalara gére, BMP-4 (Kemik Morfogenetik Protein-4) ve BMP-7 (Kemik
Morfogenetik Protein-7) ve GDF 9 (Biiyiime Farklandirict Faktor 9) gibi bazi TGFp
(Dontistiiriicti Biiyiime Faktorii Beta) siiper ailesinin {iyeleri bu siiregte kritik rol
oynamaktadir. Bununla birlikte kit-ligand ve 16semi inhibe edici faktor (LIF) gibi primer
folikiillerin olusumuna etki eden baska biiyiime faktorleri ve sitokinler de vardir.
Granuloza hiicre ylizeyinde, folikiil biiylidikce FSH reseptorleri sekonder folikiil
asamasinda ve LH reseptorleri ise preantral folikiil agsamasinda ortaya c¢ikmaktadir.
Boylece, folikiiler gelisim gonadotropinlere bagimli hale gelir. FSH reseptorii sadece
granuloza hiicrelerinde bulunurken; LH reseptorii ise granuloza, teka tabakasindaki

hiicreler ile stromal alandaki hiicrelerde bulunmaktadir.

Folikiiler gelisimin kontroliinii gerceklestiren FSH ve LH hormonlarinin salinimi, ¢esitli
faktorler tarafindan hipotalamus-hipofiz-ovaryum ekseninde kontrol edilir. Inhibin A ve
B izoformlari, gonadotroplarin FSH salinimini inhibe ederken; aktivin ise FSH geninin
transkripsiyonunu diizenleyerek bu hormonun salinimini kontrol etmektedir. Ayrica,
kandaki Ostrojen seviyesinin azalmasit FSH ve LH hormonlarinin salinimin arttirir.

Boylece, ostrojen FSH ve LH’1n salgilaniminin kontroliinde gorev almaktadir. Normal



olarak oOstrojen, gonadotropin sentezi lizerine negatif geri bildirimle FSH ve LH
salimimin azaltirken, ovulasyondan hemen once pozitif geri bildirim yaparak ani bir LH
artisina neden olmaktadir. LH’nin artisiyla birlikte Graaf folikiilinden KOK, uterus
tiiplerine (ovidukt) atilir. Ovulasyondan sonra geride kalan granuloza hiicreleri ve teka
interna tabakasi hiicreleri korpus luteum yapisin1 olusturmaktadir. Korpus luteum,
Ostrojen ve progesteron liretir. Eger fertilizasyon gerceklesirse, korpus luteum biiyiiyerek
hormon salinmasina devam eder. Fertilizasyon olmaz ise korpus luteum geriler ve
korpus albikans yapisi olusur. Korpus albikans ovaryum korteksinin derinlerine dogru

gomiiliir ve birkag ay i¢inde kaybolur.
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Sekil 2.4.  Folikiilogenez siireci. Bu sekil (Richards & Pangas, 2010) nolu kaynaktan degistirilerek
alinmigtir. Primordial germ hiicreleri prenatal donemde ovaryuma yerlesir ve burada germ
hiicre kiimesini olugtururlar. Puberte doneminde ise belli sayida primordial folikiil geliserek,
sirastyla sekonder, preantral ve antral folikiilleri olusturmaktadir. Her bir folikiil, granuloza
hiicrelerinin sekli, tabaka sayma ve granuloza hiicreleri arasindaki bosluk durumlarina gére
smiflandirilmaktadir.

2.4. Telomerlerin Yapisi

Ik kez 1930’lu yillarda Muller ve Mc Clintock tarafindan Drosophila’da yapilan
calismada, mutajenik X-ray 1sinlarina karst kromozomun u¢ kisimlarmin dayanikli
oldugu bulunmustur (McClintock & Hill, 1931). Tetrahymena (Silliat) ve mayada
yapilan daha sonraki ¢alismalarda kromozom uglarinin tandem tekrarlar1 olusturarak,
evrimsel ve fonksiyonel olarak korunmayi 6n plana ¢ikardigi gosterilmistir (Yao,
Blackburn, & Gall, 1979). Telomer kelimesi, Yunanca kdkenli olup; 'telos' yani 'son' ve
'meros' yani 'kisim' sozciiklerinden meydana gelmektedir. Telomerler, okaryotik
hiicrelerin kromozomlarinin u¢ kisimlarinda yer alan heterokromatin yapidaki DNA
dizileridir (Sekil 2.5).Telomerler, subtelomerik bolge ve esas telomer DNA’sindan
olugsmaktadir. Esas telomerik bolge, insanda 10-15 kb uzunlugunda olup (de Lange ve
ark., 1990), subtelomerin devamindaki kismidir. Esas telomer bolgesi, tekrarli dizlerden

olusan telomer DNA’s1 ve telomere bagli yapisal proteinlerden olusur. Telomer DNA’s1,
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memeli hiicrelerinde TTAGGG tekrarli ¢ift zincirden ve 3’guanince (G) zengin 50-350
niikleotidlik tek zincirden olusur. Bu yap1, G-kuyruk veya G-gikinti olarak bilinmektedir
(Moyzis ve ark., 1988; Wellinger & Sen, 1997). G-kuyrugu, telomer DNA’sin1 kendi
tizerine katlayarak T-ilmek yapisini olustururken; ¢ift zincirli DNA’ya girerek D-ilmek
yapisini olusturur (Griffith ve ark., 1999). Olusan bu ilmek yapilari, telomerlerin DNA
kirig olarak algilanmamasini saglar. Boylece, genom biitliinliiglinlin korunmasi,
rekombinasyonun baskilanmasi ve telomeraz bagimli telomer uzamasinin inhibisyonu
gergeklestirilir. Telomerlerin  fonksiyon kayb1 yaslanma, apoptoz ve genomik

kararsizliga sebep olmaktadir (Oeseburg, de Boer, van Gilst, & van der Harst, 2010).

Sekil 2.5. Metafaz kromozomlarinda telomer bolgeleri (Kalmbach ve ark., 2013). Metafaz
kromozomlarinda telomer bolgeleri floresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemi kullanilarak
gosterilmistir. Sekildeki mavi renk kromozomlari, bir tanesinin kirmizi ok ile isaretlendigi
yesil renk ise telomerleri gostermektedir.

2.4.1. Telomere Bagh Proteinler

Telomerler telomerik DNA ve telomere bagli proteinlerden olugmaktadir. Telomerik
tekrar baglanma faktér 1 (TRF1), telomerik tekrar baglanma faktér 2 (TRF2), TRF1
etkilesimli niiklear protein 2 (TINZ2), telomerleri koruma proteini 1 (POT1), represor
aktivator protein 1 (RAP1) ve POTI baglanma partneri 1 (TPP1) proteinlerinin
olusturdugu telomere baglh proteinler, telozom ya da selterin kompleksi olarak bilinir
(Sekil 2.6) (de Lange, 2005; Kosebent, Uysal, & Ozturk, 2018). Selterin kompleksi
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telomerlerin uzunlugunun korunmasinda, kararliliginda, kromozomlarin ¢ekirdek
membranina veya ¢ekirdek matriksine tutunmasinda, kromozomal fiizyonun ve
uygunsuz DNA rekombinasyonun engellenmesinde rol alirlar (de Lange, 2005;
O'Sullivan & Karlseder, 2010). Ayrica, bu 6zel yapilar mitoz ve mayoz bdliinme
stirecinde kromozomlarin ¢iftlesmesinde, kiazma ile sinaps olusumu ve kromozom veya
kromatidlerin dogru dagiliminda gorev almaktadir (Bekaert ve ark., 2004; O'Sullivan &
Karlseder, 2010).

!
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Sekil 2.6. Telomerlerin yapis1 (Kosebent ve ark., 2018). Telomerler telomerik DNA ve telomere bagl
proteinlerden (TRF1, TRF2, POT1, TPP1, TIN2 ve RAP1) meydana gelir. Telomerler
telomeraz enzimi ile uzatilir. TRF1: Telomerik Tekrar Baglanma Faktorii 1, TRF2: Telomerik
Tekrar Baglanma Faktorii 2, POT1: Telomerleri Koruma Proteini 1, TPP1: POT1 Baglanma
Partneri 1, TIN2: TRF1 Etkilesimli Niiklear Protein 2, RAP1: Represor Aktivator Protein.

TRF1 (Telomerik Tekrar Baglanma Faktor 1)

TRF1 cift iplik¢ige baglanan, 439 aminoasit rezidiisiinden olusan, telomere baglanan ilk
protein olarak bilinir. TRF1, ¢ift zincire baglanmadan 6nce TRF1-TRF1 homodimerini
olusturmaktadir (Meng, Hsu, Zhu, Lin, & Tsai, 2011). Ayn1 zamanda telomere bagl bir
diger protein olan TIN2 ile etkilesime girerek telozom kompleks olusumuna katilir.

TRF1 yapisindaki herhangi bir bozulma telozom kompleksi proteinlerini dogrudan
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etkiler ve telomerik tekrarlar korunamaz. TRF1, telomeraz aktivitesini baskilayarak
telomer uzunlugunun negatif diizenleyicisi olarak gorev yapar (van Steensel & de
Lange, 1997). TRF1’in, telomerlerle interfaz ve mitoz hiicre dongii asamalarinda
etkilestigi ortaya konulmustur (M. Nakamura, Zhou, Kishi, & Lu, 2002) ve ayni
zamanda Bloom sendromu (BLM) ve telomer uzunlugu diizenleyici (RTEL) gibi
helikazlar1 aktive ederek DNA replikasyonunu destekler (Martinez ve ark., 2009; Sfeir
ve ark.,, 2009). Bununla birlikte telomerlerin mayoz sirasinda ¢ekirdek =zarina
tutunmasinda ve telomerlerin fiizyondan korunmasinda etkin rol oynar (L. Wang ve ark.,
2018). TRF1’in yoklugunda replikasyon catalina bagli kusurlar ortaya g¢ikar, bu da
kontrolsiiz hiicre dongiisiine, mutasyonlara ve genomik kararsizliga sebep olabilmektedir
(Cheng & Chen, 2010; Stewart, Chaiken, Wang, & Price, 2012). Bununla birlikte
farelerde yapilan calismada TRF1’in delesyonu, blastosist safthasinda letaliteye yol actigi
gosterilmistir (Karlseder ve ark., 2003). Ayrica, TRF1’in asir1 ekspresyonu, telomerlerin

kisalmasina neden olmaktadir (Krutilina ve ark., 2001).

Sigirda GV ve MII oositten, erken donem embriyolara kadar (zigot, 2, 4, 8 hiicreli
embriyo, morula ve blastosist evreleri) goreli Trfl ekspresyonu analiz edilmis ve
istatistiksel olarak fark bulunmamustir (Gilchrist, Kurjanowicz, Mereilles, King, &
LaMarre, 2015).

TRF2 (Telomerik Tekrar Baglanma Faktor 2)

TRF2, TRF1 gibi telomerik tekrarlarin ¢ift zincirine baglanir ve telomer uzunlugunu
negatif diizenleyicisi olarak gorev alir. TRF2, TRF1 ile yapisal olarak da benzerdir fakat
daha fazla bazik aminoasit dizisi igerdiginden daha iyi korunmustur ve 542 aminoasit
rezidiisiine sahiptir. Hem homodimer (TRF2-TRF2) yapisin1 hem de RAP1 ile TRF2-
RAP1 heterodimer yapisim1 olusturabilmektedir. T-ilmek yapisi kromozomlarin 3’
ucunun hasarlt DNA olarak algilanmasini engelleyerek telomerleri korumaya katkida
bulunmaktadir. Bununla birlikte TRF2, DNA hasar sinyallerinin iletilmesinde etkili olan
onemli bir algilayict olan ATM ile etkilesir. Bu etkilesim telomerlerde DNA hasar
cevabinin aktivasyonunu engelleyerek, gereksiz onarim siirecinin baslamasini engeller
(Amiard ve ark., 2007; Griffith ve ark., 1999). TRF2 ayrica telomerle iligkili DNA

onariminda rol oynayan diger faktorlerle de etkilesime girer. Bu faktorlerden birgogunda
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meydana gelen herhangi bir mutasyon erken yaslanma ve kisa telomerlerle
iliskilendirilir (Kong ve ark., 2018; Si ve ark., 2018). TRF2 kaybi durumunda: DNA
uclar hasarli olacagindan, fiizyonlar, kisalan telomerler ve hiicre 6liimii goriilebilir (van
Steensel, Smogorzewska, & de Lange, 1998). Telomerazin varligina ragmen TRF2’nin
asir1 ifade edilmesi telomerlerin kisalmasina sebep olur ve ATM’ye bagli DNA hasarina
cevap verilemeyecegi i¢in kromozom anomalilerine sebep olabilmektedir (van Steensel

ve ark., 1998).

TRF2 fare spermatogenik hiicrelerinde ve spermatozoonda akrozom membraninda
¢ekirdekte lokalizasyonu goriilmiistiir (Dolnik, Kuznetsova, Voronin, & Podgornaya,
2003). Sigirda GV ve MII oositten, erken donem embriyolara kadar (1-, 2-, 4-, 8-hiicreli
embriyo, morula ve blastosist evreleri) goreli Trf2 mRNA ekspresyonu analiz edilmis
(Gilchrist ve ark., 2015). Trf2 ekspresyonu, GV’den 4-hiicreli embriyoya kadar kademeli
bir sekilde artmis; 4-hiicreli embriyodan sonra blastosist asamasina kadar kademeli bir

sekilde azaldig1 goriilmiistiir (Gilchrist ve ark., 2015).

TIN2 (TRF1 Etkilesimli Niiklear Protein 2)

TIN2 proteini, 451 aminoasit rezidiistinden olusmaktadir. TIN2, sadece TPP1/POT1’1
diger telozom kompleks bilesenlerine baglamakla kalmaz; ayni zamanda TRF1 ve
TRF2’nin kararliliginda rol oynayan baglayici (adaptdr) bir protein olarak gorev yapar
(Lei, Podell, & Cech, 2004; Ye ve ark., 2004). TIN2, hem mitokondride hem de
cekirdekte konumlanmistir. Mitokondrideki TIN2, ATP iiretimini arttirmaktan, reaktif
oksijen tiirlerini (ROS) azaltmaktan sorumludur (L. Y. Chen ve ark., 2012). TIN2’nin
yoklugunda, ATP iiretimi azalir ve ROS miktar1 artmaktadir (L. Y. Chen ve ark., 2012).
Boyle bir durumda genomik kararsizlik olugabilir, telomer bolgesinde TIN2 diizeyi de
azalabilmektedir. Son olarak, TIN2’nin kayb1 embriyonik letaliteye yol agmis (Chiang,
Kim, Tessarollo, Campisi, & Hodes, 2004), TIN2 mutasyonu ise diskeratoz konjenita

hastalarinda tanimlanmistir (Frescas & de Lange, 2014).

Daha oOnce yapilan c¢alismalarda TIN2’nin pakiten fazdaki fare oositlerde c¢ekirdek
yerlesimli oldugu gosterilmistir (Roig ve ark., 2004).
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POTL1 (Telomerleri Koruma Proteini 1)

POT1 634 aminoasit rezidiisiine sahip, telomerin tek zincirine bagli telozom kompleks
proteinidir. POT1, DNA hasar sinyallerine karsi telomerleri korumada etkin rol aldig
bilinmektedir (Denchi & de Lange, 2007). 3’ ucunda D-ilmek yapisini olusturarak DNA
kirig1 olarak algilanmamasint ve DNA hasar sinyallerinin aktivasyonunu engeller
(Denchi & de Lange, 2007). Bununla birlikte, POT1 telomeraz bagimli telomer
uzunlugunun bir diizenleyicisi olarak gorev almaktadir (Hockemeyer, Daniels, Takai, &
de Lange, 2006). POT1’in yoklugu ise kromozomlarin yanlis ayrismasina, flizyonuna ve
genomik kararsizliga sebep oldugu ortaya konulmustur (Baumann & Cech, 2001).

Fare POT1 geni, POTla ve POTI1b olmak iizere 2 izoform eksprese etmektedir
(Hockemeyer ve ark., 2006). POT1a, DNA hasar onariminin ATR (Ataksi Telenjiektazi
ve RAD3 ile iliskili) kinazin inhibe edilmesini saglar (Hockemeyer ve ark., 2006).
POT1a’nin silinmesi, DNA hasar cevabini arttirdig1 belirlenmistir (Hockemeyer ve ark.,
2006) ve erken embriyonik dénemde letaliteye sebep olur (He ve ark., 2009). POT1b ise
telomerazdan bagimsiz bir sekilde telomer uzunlugunu diizenleme yetenegine sahiptir.
POT1b’nin silinmesi durumunda telomer tekrarlarinin 2-4 kat artisi meydana

gelmektedir (Hockemeyer ve ark., 2006).

TPP1 (POT1 Baglanma Partneri 1)

TPP1, 544 aminoasit rezidiisiinden olusur. TIN2, TPP1 ve POT]1 ile etkilesip telozom
yapisinin olugsmasinda baglayict bir rol alir. Ayn1 zamanda POT1’in telomere baglanma
afinitesini arttirmaktadir (Xin ve ark., 2007). TPP1 telomerlerde hem DNA hasar
cevabinin olugsmasini hem de telomeraz aktivitesini sinirlandirabilmektedir (F. Wang ve
ark., 2007). POT1’in yetersiz oldugu durumda ise telomerazin TPP1 yoluyla telomere
baglanmasi saglanmaktadir (F. Wang ve ark., 2007). TPP1 yapisinda meydana gelen
yapisal bir degisim telozom yapisini bozmaktadir. Bu durum ATM ile etkilesen TPP1
DNA hasar cevabinin olusmasini saglar. Sonucta kromozom kararsizligina, kansere yol
acan mutasyonlarin birikmesine ve hiicresel yasliliga sebep olabilmektedir (Tejera ve
ark., 2010). TPP1, POT!’in baglanma afinitesini birka¢ kat arttirdigindan dolay1
TPP1’in silinmesi baglanmay1 azaltir ve selterin kompleksinde islev kaybina sebep olur

(F. Wang ve ark., 2007).
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RAPL1 (Represor Aktivator Protein 1)

RAPI1, 399 aminoasit rezidiisiinden olusur ve telomere baglanabilmesi i¢cin TRF2 ile
kompleks olusturur. RAPI1, telomer rekombinasyonunu ve yapisal bozulmasini
onleyebilmektedir (Martinez ve ark., 2010). RAP1 eksikligi farenin hayatta kalimini
etkilemezken, yetiskinlerde deri hiper pigmentasyonuna ve daha kisa telomerler
olusumuna yol agmaktadir (Martinez ve ark., 2010). Ayrica RAP1 bazi sirtuin genleriyle
etkilesime girer. RAPI’in sirtuin genleriyle yaptigt bu etkilesim RAP1’in
transkripsiyonel susturulmada rol alabilecegini de gostermektedir (Moretti, Freeman,
Coodly, & Shore, 1994).

RAP1’in insan primordial folikiillerin oositinde ¢ekirdek yerlesimli oldugu gosterilmistir

(Arraztoa ve ark., 2005).

CST Kompleksi (CTC1, STN1, TEN1)

Kromozomlarin u¢ kisimlarinin korunmasi genom biitiinliiglinliin korunmasi agisindan
onemlidir. Telomerler selterin kompleksi proteinlerine ek olarak CST komleksi olarak
adlandirilan CTC1 (Korunmus Telomer Bileseni), STN1 ve TENI1’den olusan
proteinlerle de etkilesir (Sekil 2.7) (Surovtseva ve ark., 2009). CST kompleksinin basta
mayalar olmak tlizere memelilerde de varli§i kanmitlanmistir. CST’nin hem telomer
uzunlugunun korunmasi i¢in, hem de DNA replikasyonu i¢in gerekli oldugu
gosterilmistir (Price ve ark., 2010). Bununla birlikte hiicre dongiisiinii G,-M evresinde
ve telomerlerin DNA hasar cevabi ile hiicrenin degredasyonundan korunmasinda
etkilidir (Grandin, Damon, & Charbonneau, 2001; Grandin, Reed, & Charbonneau,
1997). Ayrica, memeli CST kompleksinin sadece telomer bolgelerine 6zgii olmadigi ve
dolayisiyla telomerik olmayan DNA’da fonksiyonu olabilecegi diisiiniilmektedir
(Miyake ve ark., 2009; Price ve ark., 2010). Fare embriyonik fibroblastlarinda CTC1 ya
da STN1 delesyonu, telomer kaybma yol agmis ve daha sonra hiicresel yaslanmaya

neden oldugu belirlenmistir (Gu ve ark., 2012).

Sonug olarak CST kompleksinin foksiyonu ve diizenlenmesi mekanizmasi tam olarak
tanimlanamamistir.  Selterin  kompleksi basta olmak {izere CST kompleksi de

telomerlerin yap1 ve biitiinliiglinii anlamak adina énemlidir.
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Sekil 2.7. Telomere bagli selterin ve CST kompleksi proteinleri (Rice & Skordalakes, 2016). Telomerler
selterin kompleksi disinda bir de CST komplesiyle etkilesir. CST komplesi CTC1, STN1 ve
TENI1 proteinlerinden olugmaktadir. TRF1: Telomerik Tekrar Baglanma Faktor 1, TRF2:
Telomerik Tekrar Baglanma Faktor 2, TIN2: TRF1 Etkilesimli Niiklear Protein 2, POT1:
Telomerleri Koruma Proteini 1, TPP1:POT1 Baglanma Partneri 1, RAP1: Represor Aktivator
Protein 1, Ctcl: Korunmus Telomer Bileseni, Stnl: CDC Baskilayicisi Homolog 13, Tenl:
STNI 1liskili Telomerik Yolaklar 1.

2.5. Telomeraz Enziminin Yapisal Ozellikleri

1980'lerin ortasinda, Blackburn ve Greider’in Tetrahymena’da yaptigi c¢alismada,
tandem hekzantikleotidleri kromozom uglarina ekleyen enzimatik bir aktivitenin varligi
tanimlanmis ve bu aktiviteden sorumlu enzim ise “telomeraz” olarak isimlendirilmistir
(Carol W Greider & Blackburn, 1985). Telomeraz, hekzamerik tekrarlar1 uzatmak igin
kendi kalip RNA’sin1 kullanan telomeraz RNA bileseni (TERC) ve telomeraz geri
transkriptazdan (TERT) olusan riboniikleoprotein yapida bir DNA polimerazdir (Sekil
2.8). Ayrica, telomeraz in vivo olarak telomerazin iglevini saglayan bir dizi yardimci
bilesen [Ornegin; telomeraz iliskili protein 1 (TEP1), hetorejen niiklear
riiboniiklearprotein (hnRNPs), Estlp, Est3p (Griffith ve ark., 1999)] igermektedir. Bu
bilesenlerden bazilar1 (Estlp) hiicre dongiisiinde telomerlere, telomerazin baglanmasi
icin gerekliyken (Osterhage, Talley, & Friedman, 2006); bazilar1 (Estlp ve Est3p) ise
telomeraz aktivitesinin diizenlenmesi igin gereklidir (Hsu, Yu, Singh, & Lue, 2007).
TERC ifadesi bir¢ok Okaryotik hiicrede bulunurken; TERT ekspresyonu ve telomeraz
aktivitesi farkli sekilde diizenlenmesi nedeniyle somatik hiicrelerde bulunmadigi
gozlenmistir. Bu durum, telomerlerin kritik uzunlugun altinda kisalmasina baglh olarak
telomer flizyonuna ve hiicre canlilik kaybina yol acabilmektedir. Bununla birlikte,

telomeraz aktivitesi disi ve erkek germ hiicreleri, erken donem embriyolar, granuloza
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hiicreleri, kok hiicreler ve cogu kanser hiicresi gibi sadece belirli hiicrelerde

belirlenmistir (Wright ve ark., 1996).

T erc DKC1

AAUCCC

AATCCC
TTAGGGTTAGGGTTAGGG

TERT

Sekil 2.8. Telomeraz enziminin genel yapisi (Blasco, 2007b). Telomeraz, telomeraz geri transkriptaz
birimi (TERT), telomeraz RNA komponenti (TERC) ve yardimci bilesenlerden olusan
riboniikleoprotein yapida bir DNA polimerazdir. Telomeraz, telomerik tekrarlarin
uzatilmasini saglamaktadir.

2.5.1. TERC (Telomeraz RNA Alt Birimi)

TERC alt birimi, DNA sentezi i¢in sablon olarak kullanilir ve telomerazin ayrilmaz
bilesenidir. Canli tiirlerinde farkli uzunluktadir. Ornegin Tetrahymenathermophila’da
159 (C. W. Greider & Blackburn, 1989), insanda 451 (R. T. Calado & N. S. Young,
2008), farede 397 (Blasco, Funk, Villeponteau, & Greider, 1995), S. cerevisiae’de 1157
(Singer & Gottschling, 1994) ve S. pombe’de 1213 (Webb & Zakian, 2008) niikleotid
uzunlugundadir. TERC yedi korunmus bolge icerir ama bunlar arasinda ¢ekirdek bolge,
CR4/CRS5 bolgesi ve H/ACA kutu bdlgesi bu RNA’nin kararlilig: i¢in gereklidir (Sekil
2.9) (Rodrigo T Calado & Neal S Young, 2008; J. L. Chen, Blasco, & Greider, 2000).
Cekirdek bolgesi, telomeraz aktivitesi icin gereklidir ve varsayilan TERT baglanma
bolgesini igermektedir (J. L. Chen ve ark., 2000; Theimer & Feigon, 2006). H/ACA kutu
bolgesi ise TERC RNA’smin kararliliginda, proteinlerin baglanmasinda ve telomeraz
aktivitesinde gérev yapmaktadir (Theimer & Feigon, 2006). TERC bolgeleri, TERC-
TERT etkilesimi ve niikleotid eklenmesi siireglerinde etkin bir rol oynamaktadir (Lai,

Miller, & Collins, 2003).
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TERC mutasyonunun telomerlerin kararliligimi bozarak, erken yaslanma ve hiicre
yaslanmasina sebep oldugu gosterilmistir (Jose ve ark., 2018; Schildhorn ve ark., 2015).
Ayrica TERC ekspresyonunun azalmasiyla hematopoetik kok hiicre farklilasmasinin
bozuldugu, hiicre yaslanma markirlarinin ve ROS’un arttigi belirtilmektedir (Jose ve
ark., 2018). Son olarak sigirda GV ve MII oositten, erken donem embriyolara kadar (1,
2, 4, 8 hiicreli embriyo, morula ve blastosist evreleri) goreli TERC ekspresyonu analiz

edilmis ve fark bulunmamustir (Gilchrist ve ark., 2015).

2.5.2. TERT (Telomeraz Geri Transkriptaz)

Telomerazin geri transkriptaz alt birimi, {i¢ ana yapisal elemandan olusur: DNA ve
RNA’nin baglayici alanlarini igeren uzun N-terminal bolgesi, katalitik RT alan1 ve kisa
C-terminal alani olmak tizere (Sekil 2.9). N terminal bolgesi, telomeraza 6zel N-terminal
domaini (TEN) ve telomeraz baglanma domainleri (TRBD) olarak adlandirilan iki
korunmus boélgeden olusur (Autexier & Lue, 2006). Bu iki domain niikleik asit
dizilerinin baglanmasiyla iligkili protein katlanmalarini temsil eder (Jacobs, Podell, &
Cech, 2006). Ayrica, tek zincirli telomer DNA’sin1 tanima ve uzamasi i¢in baglanma
afinitesi gosterirler (Jacobs ve ark., 2006). TERT, telomeraz aktivitesi i¢in gereklidirler
(Wyatt, Tsang, Lobb, & Beattie, 2009). TERT’in katalitik bolgesi olan RT alan1 ise
enzimatik aktivite i¢cin gerekli olup proteinin en onemli bdlgesidir (Lingner ve ark.,
1997). RT alani, parmak ve avug igine benzetilen iki domaine ayrilir (Lingner ve ark.,
1997; T. M. Nakamura ve ark., 1997). RT alaninin dogrudan DNA-RNA hibritiyle ve
tek zincirli DNA’nin 3’ ucuyla temas kurdugu diisiiniilmektedir (Gillis, Schuller, &
Skordalakes, 2008). Bu temasin, primerin kavrama bdolgesinin konumlanmasinda rol
alabilecegini gostermektedir (Wyatt, Lobb, & Beattie, 2007). Enzimin katalitik bolgesi
ise DNA-RNA hibrit olusumuna ve kararliligina katki saglar (Mitchell, Gillis, Futahashi,
Fujiwara, & Skordalakes, 2010). TERT’in C-terminal alani elin bagparmagina benzetilir
(Gillis ve ark., 2008). Evrimsel olarak zayif korunma gosterdiginden tiirlere 6zgii farkli

fonksiyonlara sahip olabilecegi diisliniilmektedir.
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Sekil 2.9. Telomerazin alt birimi olan TERT ve TERC yapis1 (Rodrigo T Calado & Neal S Young,
2008).TERT alt birimi N-terminal, geri transkriptaz ve C-terminal bolgeden olusurken; TERC
alt birimi ise ¢ekirdek bolge, CR4/CRS5 bolgesi ve H/ACA kutu bolgesinden olusur. TEN:
Telomeraza Ozel N-Terminal domain. CR: Korunmus Bolge

2.5.3. Telomerazin Uzatma Mekanizmasi

Telomeraz enziminin verimliligi, telomerlerin uglarindaki telomer tekrarlarinin sayisiyla
iligkilidir. Telomer kisalmasi, telomerazin fonksiyon bozuklugu ya da telomerazin
olmamasi sonucunda olusmaktadir. Ayrica, bir¢ok hastaligin (Diskeratozis konjenita,
immiin sistem hastaliklari, diyabet ve kanser gibi) ve yaslanmanin da telomerlerin

kisalmasi nedeni ile oldugu bilinmektedir.

Telomerazin en 6nemli 6zelligi, aynt DNA primerine ylizlerce niikleotid ekleme ve
reaksiyonu katalizleme yetenegine sahip olmasidir. Telomeraz reaksiyon dongiisii, ii¢
temel agsamaya ayrilabilir: i. primerleri tanima ve baglama, ii. birinci telomer tekrarinin
sentezi ve iii. bir sonraki telomer dizi sentezini baslatmak i¢in yeni DNA’da 3’ ucunun
yer degistirilmesi ve yeniden hizalanmasi asamalarini igermektedir. Telomer uzamasi
asamasinda RNA sablonu baz eslesmesi olmasi i¢in geri yonde kopyalanir. Telomer
sentezi, deoksiriboniikleotid trifosfatlarin (ANTP'ler) telomer tek zincir DNA primerinin

3’ucuna ardisik olarak eklenmesiyle devam eder. Telomerin tek zincir DNA’sinin
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uzatma islemi icin dogal primer oldugu diisiiniilmektedir. {1k zincirde telomer sentezi
gergeklestikten sonra, yinelenen telomer sentezi i¢in 3’ ucu yeniden konumlandirilir

(Wyatt, West, & Beattie, 2010).

Bu telomer uzama dongiislinii harekete geciren mekanizmalar tam olarak anlasilmamis
olsa da bu siiregte telomerazin yapisinda meydana gelen biyokimyasal degisikliklerin

etken olabilecegi diisiiniilmektedir.

2.5.4. Telomeraz Aktivitesinin/Ekspresyonun Diizenlenmesi

Telomeraz daha 6nce de belirtildigi gibi tiim hiicrelerde bulunmamaktadir. Buna karsilik
embriyonik kok hiicrelerde, disi ve erkek iireme hiicrelerinde ve c¢ogu kanser
hiicrelerinde [mesane karsinomasi (Rachakonda ve ark., 2013), renal pelvik karsinom
(K. Wang ve ark., 2014), melanoma (Horn ve ark., 2013), ovaryum kanseri (Huang ve
ark., 2015) gibi] eksprese edilmektedir. Telomeraz aktivitesi, TERT ekspresyonel varligi
ve yokluguna bagimlidir ¢linkii TERC, tiim somatik hiicrelerde transkribe edilmektedir.
Farelerde TERC veya TERT’in kayb1 telomer kisalmasi, genomik kararsizlik, telomer
fiizyonu ve yaslanmayla iliskili ¢esitli fenotiplerin orta ¢ikmasina neden olur (Lee ve
ark., 2001). Bunun aksine TERT’in asir1 ekspresyonu ise p53, pl6 ve p19 gibi timor
baskilayict genlerin ekspresyonunu etkileyerek yasam siliresinin uzatilmasina neden
olmaktadir (Tomas-Loba ve ark., 2008). Telomeraz ekspresyonu, bir¢ok faktor
tarafindan diizenlenebilmektedir: p53’iin insan telomeraz iliskili protein 1 (hTEP1) ile
etkilesip, telomeraz aktivitesini inhibe ettigi goriilmistiir (Li, Cao, Berndt, Funder, &
Liu, 1999; Xu ve ark., 2000). Bununla birlikte hTERT’in promotor bdlgesi insan
somatik hiicrelerinde inaktif, 6liimsiiz hiicrelerde ise aktif oldugu ortaya konulmustur
(Son, Murray, Yanovski, Hodes, & Weng, 2000). Bu baglamda TERT’in farkli
transkripsiyon faktdrleriyle diizenlendigi gosterilmistir. Ornegin TERT’in promotor
bolgesi, bir MYC onkoprotein baglanma bolgesi icerir ve bu onkoprotein telomeraz
aktivitesini arttirici bir sekilde diizenler (K.-J. Wu ve ark., 1999). Benzer sekilde SV40
(Maymun Virisii) (Foddis ve ark., 2002), protein kinaz C (Li, Zhao, Yang, Funder, &
Liu, 1998), Bcl-2 (Mandal & Kumar, 1997), c-Abl (Kharbanda ve ark., 2000) ve Akt
(Kang, Kwon, & Do, 1999) gibi onkogenlerin telomeraz aktivitesini arttirdiklari ortaya

konulmustur. Ayrica, TERT’in promotor bolgesi dstrojen reseptdr baglanma bolgesi de

21



icerir. Bu nedenle, Ostrojen ve androjenler iireme hiicrelerindeki telomeraz aktivitesini
diizenlemede rol alir (Bayne & Liu, 2005). Telomerazin her iki alt birimi de (TERT ve
TERC) ekspresyonel diizeyi, esas olarak ozgiinliik protein 1 (SP1) tarafindan kontrol
edilir (L. Liu ve ark.,, 2009). p53, SP1 ile etkilestiginde, SP1 proteini hTERT
promotoriine baglanamaz ve transkripsiyonu inhibe edilir (Xu ve ark., 2000). Diger
taraftan, insan CD4 hiicrelerinde hTERT’in sitoplazmadan cekirdege gecebilmesi igin
fosforile olmasi, dolayisiyla telomerazin aktivasyonu i¢in gereklidir (K. Liu, Hodes, &
Weng, 2001). ROS mitokondriyal fonksiyon kaybina bagl olarak yaslanma ile iliskilidir
(Haendeler ve ark., 2004). In vitro ortamda, ROS endotelyal hiicrelerde hTERT ve

telomeraz aktivitesini azaltir (Haendeler ve ark., 2004).

Sonu¢ olarak tiim bu bilgiler géz Oniinde bulunduruldugunda telomeraz; biiyiime
hormonlari, dstrojen ve androjen reseptorleri de dahil olmak iizere cesitli uyaranlara ve

hiicre tiplerine gore farkli sekilde cevap verip diizenlendigi goriilmektedir.

2.6. Telomerlerin Uzatilma Mekanizmasi

Bugiine kadar telomerin uzatilmasini saglayan iki mekanizma tanimlanmistir. Bunlardan
birincisi telomeraz enzimi, digeri ise alternatif telomer uzatilmasidir (ALT). Telomeraz
aktivitesinin olmadigr durumlarda telomerler kisalma egilimine girerler. Telomer
uzunlugunun kritik bir seviyenin altina diismesi, islevsiz telomerlerin olusumuna yol
acar. Bu durum, G;-S dongiisii gegis kontroliinii aktive eder ve sonugta apoptoz veya
replikatif yaslanma siireci baglatilmaktadir. Telomerlerin uzatilmasim1 saglayan ALT
mekanizmas1 bazi kanser hiicrelerinde goriilmektedir (Bryan, Englezou, Gupta,
Bacchetti, & Reddel, 1995; Henson & Reddel, 2010). iki telomer uzatma mekanizmasi
kiyaslanacak olursa: insan telomerazi kanser hiicrelerini <10 kb’ye kadar
uzatilabilmekteyken; ALT nin bulundugu kanser hiicrelerinde ise telomer uzunlugu ~20
kb oldugu gorilmistiir (Bryan ve ark., 1995). ALT nin molekiiler mekanizmas1 detayl
bir sekilde bilinmemekle birlikte; kromozomal ve kromozomlar arasi telomerik
DNA’nin homolog rekombinasyonuna dayanarak telomer tekrarlarinin uzatilmasi
saglanmaktadir (Sekil 2.10) (Dunham, Neumann, Fasching, & Reddel, 2000; Murnane,
Sabatier, Marder, & Morgan, 1994). ALT, telomer DNA’s1, telomere bagli proteinler ve

DNA rekombinasyonunda rol oynayan proteinlerle iliski i¢cindedir. Bunun yanisira
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kardes kromatin degisimi (T-SCE) (Londono-Vallejo, Der-Sarkissian, Cazes, Bacchetti,
& Reddel, 2004), heterojen telomer boyutu (Bryan ve ark., 1995; Londono-Vallejo ve
ark., 2004), ekstra kromozomal ve dogrusal telomer sayis1 (Henson ve ark., 2009) ve
APB’lerin  [spesifik ALT iliskili PML (promyelositik 16semi)] (W. Jiang, Zhong,
Henson, & Reddel, 2007) ALT ile iliskili oldugu ortaya konulmustur. Aslinda telomer
DNA rekombinasyonu, esas olarak APB’lerde gergeklesir (Draskovic ve ark., 2009).
APB’ler sadece ALT’lerde bulunan, oliimlii hiicrelerde ve telomerazin aktif oldugu
hiicrelerde bulunmayan PML cisimcigidir (Yeager ve ark., 1999). PML, DNA
rekombinasyon proteinleri, DNA replikasyon proteinleri ve DNA onarim proteinlerini

igerir: BLM, WRN, RAP1 ve BRCA1 gibi (G. Wu, Jiang, Lee, & Chen, 2003).

Sonug olarak telomeraz igcermeyen kanser hiicreleri telomerleri rekombinasyon aracili
bir alternatif uzatma ile koruyabilirler ve ALT aracili telomer bakimi APB’lerin
olusumuyla yakindan iligkilidir. Bu nedenle, PML proteinleri bu mekanizmanin

olusumunda etkili oldugu diistiniilmektedir.

a. Telomerler aras1
c. Kromozom arasi (halka)

IF

b. Telomer i¢i ( )
( d. Kromozom aras1 (dogrusal)

f—

IF

Sekil 2.10. Homolog rekombinasyonla telomerlerin uzatilmas: (Neumann & Reddel, 2002). Homolog
rekombinasyonla telomerlerin uzatilmasi islemi telomerler arasinda, telomerin iginde, halka
ve dogrusal kromozomlar arasi olabilir.

2.7. Memeli Ovaryum Hiicrelerinde Telomer Uzunlugu

Granuloza hiicreleri, folikiiler gelisimle paralel olarak bircok mitotik bolinme
gecirmektedir. Mitoz Oncesinde, hiicrelerin DNA replikasyon siirecine girmesinden
dolay1 her bdliinmede kisalma olmaktadir. Ayrica, granuloza hiicreleri folikiil sivisi

icinde biriken hormonlar gibi bir¢ok faktdre maruz kalir ve bu mikrogevrenin granuloza
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hiicrelerindeki telomer uzunlugunu etkiledigi diistiniilmektedir. Bugiline kadar
memelilerde ovaryum hiicrelerinde telomer uzunluguyla ilgili sinirli sayida calisma

yapilmustir.

Domuz granuloza hiicrelerinde floresan in situ hibridizasyon (FISH) teknigi kullanilarak
telomer uzunlugu incelendiginde preantral ve antral folikiillerde telomerlerin erken
folikiiler asamadaki folikiillerden daha uzun oldugu goriilmiistiir (Russo ve ark., 2006).
Bununla birlikte, preantral folikiildeki oositler kiigiik, orta ve biiyiik folikiildeki oositlere

gore daha kisa telomerlere sahip oldugu da belirlenmistir (Russo ve ark., 2006).

Sigirlarda olgunlasmamis ve olgun oositlerde kantitatif gergek zamanli PCR (Qrt-PCR)
teknigi kullanilarak yapilan telomer uzunluk o&lgiimiinde, MII oositlerin, immatiir
oositlere gore daha uzun telomerlere sahip oldugu goriilmiistiir (Gilchrist ve ark., 2015).
Bu ¢alismanin aksine, Meerdo ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada ise Q-FISH
yontemi kullanilarak olgiilen matiir ve immatiir oositlerin telomer uzunluklar1 arasinda
farklilik goriilmemistir (Meerdo, Reed, & White, 2005). Bu iki caligmalardan elde
sonuglarin telomer uzunluklarin analiz edilmesinde kullanilan yontemlerin farkli

olmasindan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Insanda telomer uzunluguyla ilgili calismalar genelde yardime: iireme teknikleri (YUT)
tedavisi goren ¢iftlerden bagislanan fazla oositlerle yapilabilmektedir. Q-FISH yontemi
kullanilarak hastalardan elde edilen GV oositlerde, telomer uzunlugu 11.12 kb olarak
Ol¢lilmiistiir (Turner, Wong, Rai, & Hartshorne, 2010). Aynm1 grup tarafindan yapilan
baska bir ¢alismada olgun insan oositlerinde (MII oositler) ortalama telomer uzunlugu
8.79 £ 0.86 kb olarak bulunmustur (Turner & Hartshorne, 2013). Ayrica, ART tedavisi
goren gebe kalmayi basaran kadinlarda Q-FISH yontemiyle dlgiilen oositlerin telomer
uzunluklari, gebe kalmay1 basaramayan kadinlara gore daha uzun bulunmustur (Keefe,
2007). Benzer sekilde, IVF hastalarinda polar cisim telomerlerinin (7.5 = 1.17 kb), IVF
hastalarinda gebe kalamayan hastalara gore (6.2 = 1.69 kb) daha uzun oldugu
goriilmiistiir (Keefe, 2007). Daha 6nemlisi, 6.32 kb’den daha kisa telomer uzunluguna
sahip hastalarin gebe kalamadiklar belirlenmistir (Keefe, 2007).
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2.8. Memeli Oosit ve Erken Donem Embriyolarda Telomeraz Aktivitesi

Telomerik tekrar cogaltma protokolii (TRAP) ile fare oositi ve erken donem
embriyolardaki telomeraz aktivitesi oOl¢iildiigiinde MII oosit asamasindan morula
asamasina kadar telomeraz aktivitesinin olduk¢a diistigti gortlmustir (L. Liu ve ark.,
2007). Fakat telomeraz aktivitesi blastosist asamasinda ise belirgin bir diizeyde
artmaktadir (L. Liu ve ark., 2007). Benzer olarak, insan olgun oosit ve erken dénem
embriyolardaki telomeraz aktivitesi diisiik diizeyde bulunurken; bu aktivitenin blastosist

asamasinda oldukga yiikseldigi gozlenmistir (Wright ve ark., 1996).

Farkli gelisim asamalarindaki fare ovaryumlarinda telomeraz aktivitesi detayli olarak
analiz edilmemis olmasina ragmen, domuz, sigir ve insanda bazi aragtirmalar
gerceklestirilmistir. Telomeraz aktivitesi, domuz ovaryumlarindaki analizi Russo ve
arkadaslar1 tarafindan 2006 yilinda gergeklestirilmistir (Russo ve ark., 2006). Bu ¢alisma
kapsaminda granuloza hiicreleri ve oositler degerlendirilmistir. TERT proteini igin
uygulanan immiinohistokimya ile TERT’in primer ve preantral folikiillerin granuloza
hiicreleri ve oositlerinin niikleuslarinda yerlesik oldugu gdzlenmistir. Orta/biiylik
folikiillerde (4-5 mm c¢apinda) ise TERT protein yerlesiminde mural granuloza hiicre
tabakalar1 (antral ve bazal tabaka) ve kumulus hiicrelerinde farkliliklar goriilmiistiir
(Russo ve ark., 2006). TERT immiinpozitifligi, antral tabakanin mural granuloza
hiicrelerinde ve kumulus hiicrelerinde gozlenmistir. Folikiiliin bazal membrana yakin
yerlesik olan granuloza hiicrelerinde ise TERT ekspresyonu belirlenmemistir. Antral
folikiil oositlerinde, TERT erken donem folikiillerden farkl: olarak sitoplazmik yerlesim
gostermektedir (Russo ve ark., 2006). Elde edilen MII oositlerde TERT’in yogun olarak
subkortikal bolgede bulundugu ve polar cisimcigin TERT eksprese etmedigi
goriilmiistiir. Preantral ve antral folikiillerin erken donem folikiillere gore daha uzun
telomere sahip oldugu da rapor edilmistir (Russo ve ark., 2006). Benzer bir ¢alismada
Tomanek ve arkadaslar tarafindan gerceklestirilmistir (Tomanek, Chronowska, Kott, &
Czernekova, 2008). Bu ¢alismada, kiiciikk antral (1-2 mm) ve biiyiik antral (5-7 mm)
domuz folikiillerinden taze elde edilmis ve in vitro kiiltire edilmis granuloza

hiicrelerinde telomeraz aktivitesi oldugu gosterilmistir (Tomanek ve ark., 2008).
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Sigir ovaryum folikiillerinde telomeraz aktivitesi ile ilgili de arastirmalar yapilmistir. Bu
caligmalarin ilkinde preantral folikiil (60-100 um), kiicliik antral folikiil (1 mm) ve
granuloza hiicrelerinin elde edildigi orta ¢apli (3 mm) ile biiyikk capli (6-8 mm)
folikiillerde telomeraz aktivitesi degerlendirilmistir. Telomeraz aktivitesinin preantral
asamadan, biiyiik antral folikiil asamasina gelisimde yavas yavas azaldigi goriilmiistiir
(Lavranos ve ark., 1999). Ayrica, bu arastirmada in situ hibridizasyon uygulamasi ile
telomeraz RNA’sinin (TERC alt iinitesi) gelisim asamasindaki folikiillerin granuloza
hiicrelerinde yerlestigi belirlenmistir. Ilging olarak, primordial folikiillerde TERC alt
tinitesi belirlenmemistir. Sigir antral folikiillerinde, TERC’in membrana granuloza
tabakasinin orta ve antral tabakalarinda bazal tabakaya gore daha yliksek diizeyde
eksprese oldugu izlenmistir (Lavranos ve ark., 1999). Bu calismanin en ilgi ¢ekici
sonucu ise sigir ovaryum folikiillerinin oositlerinde TERC boyanmasinin
goriilmemesidir (Lavranos ve ark., 1999). Goto ve arkadaglar ise orta gapli folikiillerin
granuloza hiicrelerindeki telomeraz aktivitesinin yaslanmaya bagl olarak etkisini
degerlendirmislerdir (Goto ve ark., 2011). Yaslanma ile ovaryum hiicreleri reaktif
oksijen tiirlerine uzun siire maruz kalmaktadir. Bu durum, hiicresel fizyolojiyi bozmakta
ve ovaryum folikiil sayisinda kademeli olarak azalmaya neden olabilmektedir (Goto ve
ark., 2011; Kinugawa, Murakami, Okamura, & Yajima, 2000). Bu ¢alismada geng (28.1
ay) ve yash (151.3 ay) sigir ovaryumlarin orta ¢aph folikiillerin granuloza hiicreleri
kullanilmistir. Geng sigirlardan elde edilen granuloza hiicreleri, yash sigir granuloza
hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen daha yiiksek telomeraz
aktivitesi oldugu gozlenmistir. Bu durum, telomeraz aktivitesinin yasla birlikte

azaldigin1 géstermektedir (Goto ve ark., 2011).

2.9. Telomer ve Yaslanma

DNA’nin  yari-korunumlu  (semi-konservatif) replikasyonu nedeniyle telomerler
kisalmaktadir. Yani kesikli zincir sentezinden sonra primerin uzaklastirilmasiyla birlikte
bosluk olusur ve telomerler her DNA replikasyonunda 50-200 bg¢ kadar kisalir. Standart
DNA polimerazlar, ortaya ¢ikan bu boslugu dolduramazlar. Somatik hiicrelerde bu
kisalma her mitotik bolinme icin 50-100 bg¢’dir. Telomer uzunlugu Hayflick limiti
olarak adlandirilan kritik bir uzunlugun altina diistiigiinde apoptoz mekanizmasi devreye

girer ve yaglanma siireci baglar. Yaslanma, M1 ve M2 olmak iizere iki evrede gerceklesir
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(Yamada & Kawauchi, 2013). M1 evresinde telomerin tek zincirinde meydana gelen
belirgin kisalma nedeniyle hiicre boliinmesi durur ve hiicresel yaslanma siireci
baslamaktadir. Bazi hiicreler M1 evresini asabilir. M1 evresini asip M2 evresine
gecebilmesi icin M1 evresinde bekleyen p53 gibi bazi proteinlerin fonksiyonel kaybi
gerceklesir. BOylece proteinler G1 evresinde gorev yapamaz ve G2 evresinden S
evresine gegilip, boliinmesine devam eder. Bu evre M2 evresi olarak tanimlanir. Fakat
bu durumda somatik hiicrelerde telomer boyu olduk¢a kisalir ve bir¢ok hiicrenin 6liimii
gergeklesir. Eger telomer uzunlugu, M2 evresinde sabit kalirsa hiicre M2 evresini geger

ve oliimsiizliik kazanir (Sekil 2.11).

————— Germ hatti

(Aktif telomeraz)

Somatik hiicre
(Inaktiftelomeraz)

T1 [ s p53 fonksiyon kayb
Oliimsiiz hiicreler

To / (Aktif telomeraz)

Ortalama telomer uzunlugu

Zaman

M1 M2
(Hayflick limit)
Telomer iligkili baslayan yaslilik

Sekil 2.11.  Ortalama telomer uzunlugunun zamana bagimh degisimi ve Hayflick limiti (Yamada &
Kawauchi, 2013). Ureme hiicrelerinde telomeraz aktiftir, somatik hiicrelerde ise aktivitesi
tamamen bastirilir. Telomerler hiicre boliinmesine bir durma sinyali veren bir uzunluga
ulagincaya kadar kisalir (M1 evresi). Mutasyona ugramis bazi hiicreler, M2 evresinde
telomer uzunluklarini sabit tutan aktif telomeraza sahiptir.

2.10. Ovaryal Yaslanma ve Telomer Biyolojisi

Ovaryal yaslanma primordial folikiil havuzunun ve oosit kalitesinin kademeli bir
bicimde azalmasi olarak bilinmektedir. Folikiil sayisinin azalmasiyla, adet diizensizligi
baslar ve menapozla sonlanir. Sonugta disi lireme fonksiyonlarinda belirgin azalma
gorilmektedir. Yaslanmaya bagl olarak primordial folikiillerin azalmasi, FSH’a duyarl

antral folikiil azalmasina paralellik géstermektedir. Inhibin B ve AMH’1n kaynagi olan
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preantral ve antral folikiil sayminin diismesiyle birlikte bu hormonlarin saliniminda
azalma gorilirken, FSH iretiminde artis gozlenir (Broekmans, Soules, & Fauser,
2009). Yaslanmanin molekiiler mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis olsa da
genomik kararsizlik, epigenetik faktorler, protein homeostazi, besin yetersizligi,
mitokondri fonksiyon bozuklugu, kok hiicre tiikenmesi ve telomerlerin asimnmasinin
yaglanmaya sebep olan faktorler olarak tanimlanir (Lopez-Otin, Blasco, Partridge,
Serrano, & Kroemer, 2013).

Telomerler ¢esitli faktorlerden dolayr zaman iginde kisalir. Telomerlerin kisalmasi,
farkl hiicre tiplerinde hiicresel yaslanmaya sebep olmaktadir (Forsyth, Wright, & Shay,
2002). Ayrica oksidatif stres, DNA hasar cevabi veya anormal telomer
rekombinasyonundan kaynaklanan telomer fonksiyon kaybi iireme ile iliskili mayoz
kusurlarina, disiiklere ve infertiliteye sebep olabilmektedir (Keefe & Liu, 2009).
Telomer uzunlugu bireyler arasinda gesitlilik gdsterir ve ovaryal yaslanmada gozlenen
degisimlerle iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Kisa telomerler fetal gelisim sirasinda
primordial germ hiicrelerinin mitotik boliinme kapasitesini sinirlandirabilir ve bu
nedenle folikiil havuzunun biyikliiginii etkileyebilir (Keefe ve ark., 2006). Telomerler
oosit yaslanmasinda da merkezi bir rol oynarlar (Keefe ve ark., 2006). Telomerazin
eksik oldugu farelerde telomerler kisaldik¢a anormal 1§ olusumu, pargalanmis
embriyolar, infertilite, azalmis sinaps ve kiazma goriiliir. Yasla birlikte oosit kalitesini
diistiren en 6nemli faktorler, mayoz sirasinda andploidi ve yanlis kromozom ayrimidir
(Webster & Schuh, 2017). Bununla birlikte, oogenez hem insanda hem de farede haftalar
hatta aylarca siiren bir siirectir. Bu siire zarfinda oositte ve oositin gelistigi mikrogevrede
birgok degisim meydana gelir ve gamet kalitesini etkileyebilmektedir (Dorland, van
Kooij, & te Velde, 1998).

Bu ¢alismamizda, postnatal gelisimin farkli yaslarindaki farelerden (1., 2., 3., 4., 5., 6.,
16., 18., 52., 60. ve 72. haftalar) alinacak ovaryumlarin kullanimi planlanmaktadir.
Bilindigi gibi, fare ovaryumunda, yenidogandan yaslanma donemine kadar o0o0sit
biiyiimesi, folikiil gelisimi, stromal alanin sekillenmesi gibi 6nemli fizyolojik degisimler
meydana gelmektedir. Yenidogan bir fare ovaryumu, tamamen germ hiicreleri ve

stromadan olusan yogun bir organdir.
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Postnatal ovaryal gelisimin ilk haftasindaki fare ovaryumunda ©6nemli morfolojik
degisimler goze ¢carpmaktadir. Ovaryumun korteks bolgesindeki oositlerin hiicre sinirlari
belirgin bir hale gelmekte ve birbirlerinden etraflarinda bulunan folikiil hiicreleri ile
ayrilmaya baglamaktadir. Bu donemde biitiin oositlerin niikleuslari, mayotik profazin
diploten asamasina ulagmislardir. Ayrica, birinci haftanin sonunda oositlerin biiytimesi,
folikiiler gelisim, bazal membran olusumu ve teka tabakasinin gelisimi gibi fizyolojik
sirecler baglamaktadir. Bu dénemde toplam oositlerin yaklasik %5°1 germline kistlerin
parcalanmasi sonucunda bir ya da iki sira folikiil hiicre tabakasi ile ¢evrelenmis geng
folikiiller olusmaktadir (Ben-Or, 1963; Peters, 1969). Ikinci haftada, ovaryumda folikiil
gelisimi devam etmektedir. Ovaryumdaki c¢ogu folikiil, 2-3 folikiil hiicre siras1
icermektedir. Bu donemde birinci haftada baslayan folikiil etrafinda bazal membran
olusumu tamamlanmaktadir. Ayrica, folikiilleri ¢evreleyen birka¢ teka hiicre sirasi da

goriilmektedir (Ben-Or, 1963; Peters, 1969).

Uciincii ve dordiincii hafta [juvenil (geng) donem] ovaryum korteks bolgesinde gelisen
farkli boyutlarda, fazla sayida folikiil bulunmaktadir. Folikiil gelisimi destekleyen
hormonlarin  folikiiller i¢in yetersiz kalmasi nedeniyle bazi folikiiller atreziye
ugramaktadir. Bu donemde, ovaryumun medulla bdlgesi, ¢ok sayida kan ve lenf
damarlari ile sinirleri igeren gevsek bir hale doniismektedir (Ben-Or, 1963; Peters,
1969). Eseysel olgunluga erismis olan bes ve alti haftalik fare ovaryumlarinda,
hipofizden salgilanan FSH ve LH hormonlarinin etkinliginde ¢ok sayida folikiil
gelismektedir. Folikiillerin i¢inde bulunan profaz 1 asamasinda bekleyen oositler de
sitoplazmik olarak biiyimekte ve gerekli olan maternal mRNA’lar1 sentezlemektedir.
Gelisen folikiillerin bazilar1 bu dénemde de hormonal yetersizlik nedeniyle atreziye
ugramaktadir. Kalan folikiiller ise folikiiler gelisimlerine devam ederek, olgun metafaz
II asamasindaki oositlerin iiretimini gerceklestirirler. Eseysel olgunlugun devam ettigi
16. ve 18. haftalarda da folikiiler gelisim devam ederek, sitoplazmik ve niiklear olarak

olgun oositler tiretilmektedir (Peters, 1969).

Yasl fare ovaryumunda da (52., 60., ve 72. haftalik) fizyolojik ve morfolojik 6nemli
baz1 degisimler olmaktadir. Ovaryumdaki folikiil sayis1 azalmakta ve atreziye ugrayan

folikiil sayis1 ise artmaktadir. Bu nedenle, yash farelerden elde edilen kaliteli oosit sayisi
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azalmaktadir. Atreziye ugrayan folikiil sayisindaki artisin en 6nemli nedenlerinden birisi
ise oosit niikleusunda sayisal ve/veya yapisal kromozomal bozukluklarin artmasidir.
Ayrica, yasl fare ovaryumunda reaktif oksijen tiirlerinin artisina baglh olarak oksidatif
hasar artmaktadir. Yaslanma doneminde ovaryumda gozlenen bu tip abnormaliteler
infertiliteye neden olabilmektedir (Danilovich & Ram Sairam, 2006; Lim & Luderer,
2011).

Bu bilgiler 1s181inda calisma kapsaminda postnatal fare ovaryumlarinda yaslanmayla
birlikte telomeraz (Tert, Terc) ve telomere baglh selterin kompleksi proteinlerinin (Trfl,
Trf2 ve Potl) genlerinin ekspresyonal degisimlerini inceledik. Postnatal fare
ovaryumlarinda folikiil ve oosit gelisimi ile stromal alandaki degisimler gibi 6nemli
fizyolojik ve morfolojik islemlerin erken dénem (1. ve 2. hafta), gen¢ donem (4. ve 5.
hafta), ergin donem (5. ve 6. hafta), gec ergin donem (16. ve 18. hafta) ve yashh donem
(52., 60., ve 72. hafta) olmasi nedeniyle, ¢alismada bu yaslardaki farelerin kullanilmasi
planlandi. Oncelikle olusturulan gruplardan alman ovaryumlarm histolojik yapisinin
incelenmesi i¢in hematoksileneozin boyama yapildi. Daha sonra Tert, Terc, Trfl, Trf2 ve
Potl genlerinin mRNA ekspresyonun belirlenmesi i¢in qRT-PCR, protein ekspresyon
seviyesinin belirlenmesi i¢in ise immiinohistokimya yontemi kullanildi. Elde edilen

sonuglar, oneway ANOVA parametrik testi ile degerlendirildi.

Calismanin Hipotezi

Mevcut literatiir bilgileri 1518inda bu calismanin hipotezi: Postnatal hayatin farkl
yaslarindaki fare ovaryum dokularinda Tert, Terc, Trfl, Trf2 ve Potlgen ekspresyonu
farklilik gosterir. Bu hipotezden yola ¢ikarak, postnatal hayatin farkli yaslarindaki fare
ovaryum dokularinda telomeraz enziminin katalitik aktivitesinden sorumlu olan Tert,
Terc, Trfl, Trf2 ve Potla genlerinin mRNA ve protein diizeyindeki ekspresyonunun
belirlenmesi amaclanmistir. Bu ¢alismadan elde edilecek sonuglar IVF uygulamalarinda
ileri yasla birlikte gozlenen fertilite kaybi {izerinde telomeraz ekspresyonu ve telomer
iligkili genlerin ekspresyonel degisimlerinin bir etkisi olup olmadigi konusunda bilgi

verici olabilecegi diisiincesindeyiz.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Gruplarinin Olusturulmasi
Calismamizda, Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama
Merkezi tarafindan saglanan ve standart laboratuvar kosullarinda beslenen 39 adet

Balb/C 1rki disi fare kullanildi. Deney gruplar su sekilde olusturulmustur:

1. Erken donem (1. ve 2. Haftalar; n=6)
2. Geng donem (3. ve 4. Haftalar; n=6)
3. Ergin donem (5. ve 6. Haftalar; n=6)
4. Geg ergin donem (16. ve 18. Haftalar; n=6)
5. Yasli donem (52., 60. ve 72. Haftalar; n=9)

Bu proje ¢alismasi kapsaminda;

Postnatal fare ovaryumlarinda Tert, Terc, Trfl, Trf2 ve PotlamRNA’larin ekspresyonu
Qrt-PCR ile; TERT, TRFI, TRF2 ve POT1 proteinlerin ekspresyonlar ise

immiinohistokimya yontemi ile belirlenmistir.

3.2. Postnatal Fare Ovaryumlarinda Tert, Terc, Trfl, Trf2 ve Potla mRNA’larin
Ekspresyonunun qRT-PCR ile Belirlenmesi

Postnatal fare ovaryumlarinda, telomeraz alt {initeleri olan Tert ve Terc’in, ayn1 zamanda
telozom kompleks protein genlerinden Trfl, Trf2 ve Pot/a nin mRNA ekspresyonu
sirastyla total RNA izolasyonu, DNaz uygulamasi ve cDNA eldesini takiben qRT-PCR

ile belirlendi.

3.2.1. Postnatal Ovaryumlardan Trizol Yontemi ile Total RNA izolasyonu

1. Postnatal ovaryumlar, steril 1.5 ml’lik tiiplere alindi ve iizerlerine birer ml Trizol
reaktifi konuldu. Daha sonra tiiplere seramik boncuklar eklenip, MagNA layzir
cthazinda 6500 rpm’de 45 saniye ¢evrildi. Boylece, dokularin iyice pargalanmasi

saglandi.
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2. Tipler, oda 1s1sinda bes dakika inkiibe edildikten sonra, tizerlerine 200 ul kloroform

eklendi; iyice karistirildiktan sonra 3 dakika oda 1sisinda bekletildi.
3. Siire sonunda tiipler, 15 dakika, +4 °C’de, 13200 rpm’de santrifiij edildi.

4, Santrifiij isleminden sonra tiiplin iistiinde RNA’nin bulundugu seffaf kisim,

mikropipetle ile steril 1.5 ml’lik yeni tiiplere alindu.

5. Tiiplere 500 ul izopropanol eklenip, yavasca calkalandi ve oda 1sisinda 10 dakika
inkiibe edildi.

6. Siire sonunda, tiipler 10 dakika, +4 °C’de, 13200 rpm’de santrifiij edildi.

7. Santrifiij sonrast tiiplerin silipernatantlar1 atilip, geriye kalan pelet {izerine %70’lik

etanolden 1 ml konuldu.

8. Tiipler 10 dakika, +4 °C’de, 13200 rpm’de santrifiij edildi ve siipernantlari
mikropipet yardimiyla atildu.

9. Oda 1s1sinda yaklasik 20 dakika bekletilen tiiplere, 25 pl steril distile su eklenerek

RNA’larn ¢ozlilmesi saglandi.
10. Coziilen RNA’lar1 igeren tiipler, -80°C’de saklandi.

Izole edilen RNA’lar, nanodrop (Epoch) ile lgiilerek RNA miktarlar1 ve saflik oranlar:
belirlendi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Postnatal fare ovaryum dokularindan elde edilen RNA’larin konsantrasyon ve saflik degerleri

Postnatal yas Konsantrasyon (ug/pl) | Safhk (OD260/0D280)
1. hafta 0.114 1.887
2. hafta 0.279 1.921
3. hafta 0.530 1.922
4. hafta 0.350 1.907
5. hafta 0.803 1.960
6. hafta 0.327 1.759
16. hafta 2.474 1.885
18. hafta 2.072 1.939
52. hafta 1.119 1.815
60. hafta 0.398 1.892
72. hafta 0.535 1.889
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3.2.2. izole Edilen RNA’lara DNaz Uygulamasi

1. Genomik DNA’nin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in DNaz uygulamasi gerceklestirildi.

Elde edilen RNA

DNaz | enzimi

10X DNaz I tamponu

Distile su

10 pg miktardaki hacimde

1ul

1.1l

12 pl’ye tamamland1

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

2. Siire sonunda tiiplere 1.2 pul DNaz I inaktivasyon soliisyonundan konulup; tiipler iyice

karistirild1 ve oda 1s1sinda 2 dakika inkiibe edildi.

3. Tiipler, 13200 rpm’de, +4 °C’de, 3 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 RNA’y1

iceren slipernatantlar yeni steril tiiplere alindi. RNA 6l¢iimleri yapildi ve saflik degerleri

belirlendi (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Postnatal fare ovaryum dokularindan DNaz uygulanarak elde edilen RNA’larin konsantrasyon

ve saflik degerleri

Postnatal yas Konsantrasyon (ug/pl) Saflik (OD260/0D280)
1. hafta 0.027 1.779
2. hafta 0.069 1.895
3. hafta 0.126 1.933
4. hafta 0.084 1.910
5. hafta 0.138 1.958
6. hafta 0.076 1.782
16. hafta 0.186 1.995
18. hafta 0.151 1.972
52. hafta 0.147 1.896
60. hafta 0.139 1.927
72. hafta 0.197 1.945
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3.2.3. cDNA (Komplementer DNA) Eldesi
DNaz uygulamasi yapilmis olan postnatal fare ovaryumlardan izole edilen total

RNA’lar, cDNA’ya gevrildi.

1. Her bir tiipe homojen ve esit miktarda reaksiyon karisimi ekleyebilmek amaciyla bir

ana karisim hazirlandi. Ana karisimdan her bir tiipe 8 ul konuldu.

icerik Hacim (ul) Son konsantrasyon (20 pl’de)
10X tampon RT 2 1x

dNTP (2.5 mM) 4 0.5mM

RNaz inhibit6r (10 unit/pl) 1 10 tinite
MMLV-geri transkriptaz 1 100 {inite

Toplam 8

2. 0.2 pl’lik reaksiyon tiiplerine izole edilmis olan RNA’lardan 2 pg’lik hacimde
konularak tizerlerine, ikiser ul randomdekamer (son konsantrasyon 5 uM olacak sekilde)
eklendi. RNA ve randomdekamer karisimi 85 °C’de 3 dakika inkiibe edilerek, sekonder

RNA kivrimlarinin agilmasi saglanda.

3. Daha sonra, her bir tiipe 8 ul ana karisimdan eklendi ve 44 °C’de, 60 dakika inkiibe
edildi.

4. Son olarak tiiplerin, 92 °C’de 10 dakika inkiibasyonu sonucunda elde edilen
c¢DNA’lar, -20 °C’de saklandh.

3.2.4. gqRT-PCR Uygulama Basamaklar:

Goreli ve kesin mRNA miktarini belirlemek i¢in siklikla tercih edilen bir yontem olan
gRT-PCR, gen ekspresyonu caligmalarinda yogun olarak kullanilan giivenilir bir
tekniktir. Calismada, her hiicrede esit miktarda eksprese oldugu kabul edilen beta aktin
gen ekspresyonu temel alinarak postnatal ovaryumlarda Tert, Terc,Trfl, Trf2 ve Potla
mRNA ekspresyonlar: kantitatif diizeyde belirlendi. Postnatal ovaryumlardan elde edilen
cDNA’lar bu asamada kullanildi.
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1. Asagidaki belirtilen icerikler konularak reaksiyon karigimi olusturuldu.

Icerik Miktar (pl)
2X Sybr Green siiper karigim 12.5
Primeri (10 pM) 0.5
PrimerG (10 uM) 0.5
Niikleaz igermeyen su 10.5
cDNA 1

Tablo 3.3. gRT-PCR asamasinda kullanilan primerler

PCR

Gen Marka flerive GeriPrimer Dizileri (5°—3°) Uriin

Adi Boyutu

(be)

P TGCGTGACATCAAAGAGAAG

Beta Invitrogen 244

Aktin Po: CGGATGTCAACGTCACACTT
Pi: CTCTCTGCTGCGCAGCCGATAC

ThermoFisher 287

Tert | ~ustompPrimer | Po: CCTCGTTAAGCAGCTCAAAG
P CATTAGCTGTGGGTTCTGGTCT

Terc Sentegen [ p.: TCCTGCGCTGACGTTTGTTT 134
P TCTAAGGATAGGCCAGATGCCA

Trfl Sentegen [ p.. CTGAAATCTGATGGAGCACGTC 185
Pi: TCAGCTGCTTCAAGTACAATGAG

Trf2 Sentegen Pe: GGTTCTGAGGCTGTCTGCTT 91
P TCTTCGGTTGTGGAAAGCCT

Potla Sentegen  [p.: TGTTTGATGAAAAATCCTCTCACAG 170

Tert, Terc, Trfl, Trf2, Potla ve Beta Aktin i¢in qRT-PCR uygulamasi ii¢ kuyucuklu
(triplicate) olarak gergeklestirildi. Amplifikasyon, 40 dongiide gerceklestirildi. Ayrica,
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meltingcurve analizi ile lirlinlerin beklenen ve gozlenen Tm degerleri karsilastirilip, PCR

tirtinlerinin 6zgilligi degerlendirildi.

gRT-PCR programi

Baslangic denatiirasyonu (1x): 95 °C’de 3 dakika

10 dongii (touch-down uygulandr) (-1 °C/déngii): 92 °C— 20 saniye; 65 °C— 20

saniye; 72°C— 30 saniye
30 déngii: 92 °C— 20 saniye; 55 °C— 20 saniye; 72°C— 30 saniye

Meltingcurve

1 dongii: 95 °C— 1 dakika; 55 °C— 1 dakika

80 déngii (her déngiide 0.5 °C artmakta): 55 °C— 10 saniye

gRT-PCR cihazinin vermis oldugu Ct (esik dongii degeri) degerlerine gore Tert,
Terc, Trfl, Trf2 ve Potlgen ekpresyonunun goreli degisimi, 2" formiilii ile

hesaplandi.

ACt=Tert geni Ct degeri- Beta Aktin Ct degeri formiili ile normalize degerler bulundu.
Diger hedef genler i¢inde ayr1 ayr1 bu formiil kullanildi. AACt=ACt (farkli bir postnatal
giin)-ACt en biiyiik deger. Bu yolla hesaplanan AACt degeri, 2724C! formiiliinde yerine
konularak; goreli Tert, Terc, Trfl, Trf2 ve Potla mRNA ekspresyonlar1 belirlendi.
Boylece, her bir postnatal ovaryum giiniinde bu genlerin goreli ekspresyonlar1 ortaya
konuldu. Elde edilen bu goreli degerler igin istatistiksel analizler uygulanarak, postnatal
ovaryal gelisim farkli donemindeki Tert, Terc, Trfl, Trf2 ve Potla mRNA’larinin goreli
kantitatif degisimleri belirlendi.

3.3. Postnatal Ovaryumlarda TERT, TRF1, TRF2, POT1 Protein Ekspresyonunun
Immiinohistokimya ile Belirlenmesi
Postnatal ovaryumlarda TERT, TRF1, TRF2 ve POT1 proteinlerinin goreli ekspresyon

diizeyi ve hiicresel yerlesimleri immiinohistokimya yontemi ile belirlendi.
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3.3.1. Postnatal Fare Ovaryumlarinin Rutin Parafin Takibi
Postnatal farelerden alinan ovaryumlarin rutin parafin takipleri gerceklestirildi. Bu
parafin bloklarindan alinan kesitler, hematoksilen-eozin boyama ve immiinohistokimya

uygulamalarinda kullanildi.

Postnatal fare ovaryum dokularinin rutin parafin takibi asagida anlatildigi sekilde

yapildi.

1. Postnatal farelerden alinan ovaryumlar, %4’liikk paraformaldehit i¢cinde gece boyu

(yaklagik 12 saat) +4 °C’de fikse edildi.

2. Dokular, dehidratasyon igin artan etanol serilerinden (%70, %80, %90 ve %100’lik)
gecirildi. %70, %80 ve %90’lik etanolde birer giin bekletilen ovaryum dokulari,
%100’liik etanolde ise 3 saat tutuldu.

3. Dehidratasyon isleminden sonra, ksilol uygulamasi ile dokularin seffaflastirilmasi
gerceklestirildi. Seffaflastirma, ksilol I’de 3 dakika, ksilol II’de 3 dakika ve ksilol
IIT°de ise 3 dakika siirelerde gergeklestirildi.

4. Seffaflagtirmadan sonra parafinizasyon islemi yapildi. Parafin I, parafin II ve parafin
III asamalarinda, birer saat 60°C’lik etiivde tutulan ovaryum dokular1 temiz parafin

icinde uygun oryantasyonda gomiildii.
5. Ovaryum orneklerinden, rotari mikrotom yardimiyla 5 um kalinliginda alinan kesitler

pozitif yiiklii adeziv lamlara alindi.

3.3.2. Postnatal Fare Ovaryum Kesitlerine Hematoksilen-Eozin (HE) Boyama
Postnatal ovaryum Orneklerine HE boyamasi1 asagida belirtilen basamaklarda

gerceklestirildi.

1. Postnatal ovaryumlardan alinan kesitleri igeren preparatlar, 60 °C’lik etiivde 1 saat
bekletilerek dokularin lam yilizeyine 1yi bir sekilde yapismasi saglandi.

2. Daha sonra, preparatlar ksilol I ve ksilolII’de 10’ar dakika bekletildi.

3. Preparatlarin, rehidratasyonu azalan etanol serilerinde (%100, %90, %80 ve %70’lik

etanol) beser dakika tutulmasi ile gergeklestirildi.
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4. Siire sonunda preparatlar, gesme suyunda 2x10 dakika yikandi.

5. Siiziilmiis hematoksilen boyasinda 2 dakika bekletilen preparatlar, cesme suyunda
yikand1. Siire sonunda eozin boyasinda 15 saniye tutulan preparatlar, gesme suyunda

yikanda.

6. Preparatlar %70, %80, %90 ve %100’lik etanol serilerinde birer dakika tutularak
dehidratasyonlart yapildi.

7. Ksilol T ve II’de 10’ar dakika tutulan preparatlar, entellan ile lamel kullanilarak

kapatildi.
8. HE boyanmig postnatal ovaryum preparatlari, 151tk mikroskobunda (Zeiss) analiz

edilerek; histolojik yapilar1 degerlendirildi.

3.3.3. Postnatal Fare Ovaryumlarina immiinohistokimya Uygulamasi

Postnatal ovaryumlardan alinan parafin kesitlere, TERT, TRF1, TRF2 ve POTI1
proteinleri i¢in immiinohistokimyasal boyama gerceklestirildi. Boylece, postnatal
ovaryumlarda TERT proteininin hiicresel yerlesimi ve kalitatif ekspresyonlari
degerlendirildi.

Immiinohistokimya uygulamasi, asagida belirtilen basamaklarda gerceklestirildi.

1. Preparatlar, 60 °C’lik etiivde 1 saat bekletilerek kesitteki dokularin lam yiizeyine iyi
bir sekilde yapigsmasi saglandi.

2. Daha sonra, preparatlar 10’ar dakika ksilol I ve ksilol II agamalarindan gegirildi.

3. Preparatlar, azalan alkol serilerinde (%100, %90, %80, %70 etanolde) 1x5 dakika
bekletildi. Son olarak preparatlar, 5 dakika distile suda tutuldu.

4. Antijenik bolgelerin acilmasi i¢in, preparatlar 0.01 M sitrik asit icinde 665 watt’a
ayarli mikro dalgada 2x5 dakika kaynatildu.

5. Preparatlar, sogumasi i¢in sitrik asit i¢inde 25 dakika oda 1s1sinda bekletildi.

6. Siire sonunda, preparattaki kesitlerin etrafi hidrofobik kalemle cizilip, distile suya
alind1 ve 2x10 dakika bekletildi.

7. Daha sonra preparatlar, metanol i¢inde hazirlanan %3’liik H,0, i¢inde 25 dakika oda
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1is1sinda bekletilerek, endojen peroksidaz aktivitesi bloklandi.
8. Bloklama sonrasinda preparatlar, I XPBS i¢inde 2x5 dakika yikandi.

9. Yikama sonrasi, preparatlar sekonder antikorun 0zgiil olmayan baglanmalarini

onlemek icin UV bloklama soliisyonunda, 5 dakika inkiibe edildi.

10. Bloklama sonrasinda preparatlar, yikama yapilmadan {izerlerindeki UV bloklama
soliisyonu dokiiliip, TERT, TRF1, TRF2 ve POT1 primer antikorlar1 mikropipetle
kesitlerin tizerine damlatildi. Primer antikorlar, Tablo 3.4.’de sunulan seyreltme
oranlarinda antikor diluent soliisyonu i¢inde hazirlandi. Kullanilan primer antikorlar,
tavsandan iiretilmistir. Primer antikor damlatilan preparatlar, geceboyu +4 °C inkiibe
edildi. Her immiinohistokimya boyamasinda kesitlerden birisi negatif kontrol igin
kullanildi. Bu nedenle, primer antikor yerine izotip immiinoglobulin G antikor (Cell

Signaling, katalog no: 3900S) damlatildi.

11. Siire sonunda, preparatlarin iizerindeki primer antikor damlalar1 dokiiliip, 1XPBS’de

2x10 dakika yikandi.

12.Daha sonra kesitlerin iizerine sekonder antikordan, iiretici firmanin 6nerdigi 1:500
seyreltme oraninda 1XPBS’te hazirlanip damlatildi ve preparatlar oda 1sisinda 30
dakika inkiibe edildi. Kegide iiretilmis, tavsana kars1 ve biotin ile isaretli bir sekonder

antikor kullanilmistir.
13. Preparatlar, sekonder antikor asamasindan sonra 1XPBS i¢inde 2x15 dakika yikandi.

14. Yikama sonrasinda preperatlar peroksidaz enzimi ile isaretli streptavidinde 30 dk
inkiibe edildi ve sonrasinda 1 XPBS icinde 3x5 dakika yikandi.

15. Yikama sonrasinda kesitlerin lizerine DAB damlatilip ve reaksiyon gelisimi 151k
mikroskobunda kontrol edildi. Reaksiyon gelisimi yeterli diizeye ulastiginda,

preparatlar 1XPBS igine alinarak reaksiyon durduruldu.
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Tablo 3.4. immunohistokimya boyama ydnteminde kullanilan primer antikor, sekonder antikor ve
seyreltme oranlari

Primer | Marka/Katalog | Seyreltme | Sekonder | Marka/Katalog | Seyreltme
Antikor Numarasi Oranlan Antikor Numarasi Oranlar
Biotinli v
Bioss keci anti- ector
TERT 1:125 )
bs-0233R tavsan IgG BA-100 1:500
antikoru
Biotinli v
Bioss keci anti- ector
TRF1 1:300 }
bs-1151R tavsan IgG BA-100 1:500
antikoru
Biotinli
TRE2 NovusBio 1200 keci anti- Vector 500
NB110-57130 ' tavsan IgG BA-100 :
antikoru
Biotinli
POT1 Proteintech 1:100 keci anti- Vector _
10581-1-AP ' tavsan IgG BA-100 1:500
antikoru

Son olarak preparatlar, artan alkol serilerinde dehidrate edildi ve ksilolden gegirildikten

sonra Entellanla lamel kullanilarak kapatildi. Kapatilan preparatlar 151k mikroskobunda

analiz edilerek TERT, TRF1, TRF2 ve POT1 proteinlerinin postnatal ovaryum

dokularindaki

ve farkli folikiillerdeki hiicresel yerlesimleri ve ekspresyon diizeyleri

belirlendi. Goreli ekspresyon durumlari, ImageJ programi kullanilarak analiz edildi.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada postnatal hayatin farkli yaglarindaki fare ovaryum dokularinin 6ncelikle
histolojik yapilar1 hematoksilen-eozin boyama ile degerlendirildi. Daha sonra Tert, Terc,
Trfl, Trf2 ve Potl genlerinin mRNA ekpsresyonlari qRT-PCR ile protein ekspresyon

seviyesi ise immiinohistokimya ile analiz edildi.

4.1. Postnatal Ovaryumlarin Hematoksilen-Eozin Boyama Sonuclar:

Bu calismada gelisimin farkli dénemlerindeki 1, 2, 3, 4, 5, 6, 16, 18, 52, 60 ve 72
haftalik postnatal fare ovaryum dokular1 hematoksilen-eozin yontemiyle boyandi.
Ovaryumlarin histolojik yapis1 ve morfojileri degerlendirildi. Boylece, yasa bagh

degisimler gozlendi.
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- 6. Hafta =

60. Hafta = 72. Hafta =

Sekil 4.1. Postnatal hayatin farkli yaslarindaki fare ovaryum dokularinin HE boyama sonuglari.
Geligim erken déneminden yasli doneme dogru ovaryumlarin histolojik yapilarinda 6zellikle
folikiil say1 ve tipleri ile stromal alanlarda histolojik degisimler oldugu gozlenmistir. Birinci
hafta ovaryum mikrografi 200X; 2., 3. ve 4. hafta ovaryum mikrograflar1 100X; geriye
kalanlar ise 40X orjinal biiyiitmede ¢ekilmistir. Olgiim cubugu = 50pum

Postnatal fare ovaryum dokularina uygulanan HE boyamasi sonucunda, erken dénemler
olan 1., 2., 3. ve 4. hafta ovaryumlarda ¢ok sayida farkli gelisim asamasinda folikiiller

goriilmustir (Sekil 4.1). Primordiyal ve primer folikiillerin bu dénemlerde ¢ok sayida
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olmasi dikkati ¢cekmektedir. Ayrica, stromal alanda hiicresel ve ekstraseliiler matriks
yeniden modellenmeleri de bu donemlerde gergeklesmistir (Sekil 4.1). Postnatal hayatin
5., 6., 16. ve 18. haftalarinda ise primer ve sekonder folikiillere ek olarak antral
folikiiller de izlenmistir (Sekil 4.1). Ayrica, erken donemlerden farkli olarak, bu
donemlerde korpus luteum yapilari da goze c¢arpmaktadir. Postnatal hayatin son
donemlerindeki ovaryumlarda ise (52., 60. ve 72. haftalarda) folikiil ve korpus luteum
sayilar1 erken donemlere gore oldukga azalmis olup; stromal alanlarin da genis yer
kapladig1 goriilmektedir. Bu donemdeki folikiil ¢esitliligine bakildiginda az sayida antral
folikiil oldugu belirlenmistir (Sekil 4.1). Sonug olarak, postnatal ovaryumlarin genel
histolojik yapilar1 géz 6niinde bulunduruldugunda, farkli gelisim donemlerinde stromal

icerik ile folikiil say1 ve ¢esitliliginde farkliliklar oldugu belirlenmistir.

Postnatal ovaryum dokular1 yaslar1 ve histolojik yapisal 6zellikleri temel alinarak bes alt
gruba ayrilmistir. Boylece, elde edilen sonuclar bu alt gruplara bagh olarak

degerlendirilmistir.

Erken donem (ED; 1. ve 2. haftalar; n=6)

Geng donem (GD; 3. ve 4. haftalar; n=6)

Ergin donem (ErD; 5. ve 6. haftalar; n=6)

Geg ergin donem (GED; 16. ve 18. haftalar; n=6)

Yasli donem (YD; 52., 60. ve 72. haftalar; n=9)
4.2. Postnatal Ovaryum Dokularinda qRT-PCR Sonuclar:
Postnatal gelisimin 1, 2, 3, 4, 5, 6, 16, 18, 52, 60 ve 72 haftalik donemindeki fare
ovaryumlarinda Tert, Terc, Trfl, Trf2 ve Potl genlerinin kantitatif gercek zamanli PCR
analizleri yapilarak goreli ekspresyon seviyeleri belirlendi. Elde edilen veriler one way
ANOVA testi ve Dunn’s post hoc testi ile istatistiksel agidan degerlendirildi. Ayrica,
ovaryal gelisimin 1. ve 2. haftasi erken donem, 3. ve 4. haftas1 gen¢ donem, 5. ve 6.

haftas1 ergin donem, 16. ve 18. haftas1 ge¢ ergin donem, 52., 60. ve 72. haftasi yash

donem olmak iizere gruplara ayrildi. Olusturulan gruplar arasinda, belirtilen genlerin
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goreli mRNA ekspresyon seviyeleri one way ANOVA testi ve Dunn’s post hoc testi ile

istatistiksel a¢idan analiz edildi.

4.2.1. Postnatal Ovaryumlarda Goreli Tert mMRNA Ekspresyonu

gRT-PCR analiz sonucuna gore, tiim haftalarda Tert mRNA ekspresyonun oldugu
belirlendi (Sekil 4.2). Tert mRNA ekspresyonu, 2 haftalik fare ovaryumunda en yiiksek
seviyedeyken; en diisiik ise 16 haftalik fare ovaryumunda goriildii (Sekil 4.2). Birinci
haftadan 2. haftaya dogru Tert mRNA ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde artmustir (Sekil 4.2, P <0.05). Tert mRNA ekspresyonunda 2. haftadan 18.
haftaya dogru kademeli olarak bir azalma goriilmistiir (Sekil 4.2, P <0.05). On sekizinci
haftadan itibaren 52., 60. ve 72 haftalik ovaryumlarda Tert ekspresyonunun anlamli bir
sekilde arttig1 tespit edildi (Sekil 4.2, P <0.05).

(2]
Q.

Goreli Tert mRNA ekspresyonu
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Haftalar

Sekil 4.2.  Postnatal fare ovaryum dokularinda Tert mRNA ekspresyonu. Elde edilen veriler, one way
ANOVA testi ve Tukey’s post hoc testi ile istatistiksel agidan degerlendirilmistir. Farkh
harfler istatistiksel olarak anlamliligi gostermektedir. P<0.05 anlamli olarak kabul
edilmistir. Postnatal hayatin farkli gelisim yaslarindaki (1-72. haftalar) fare ovaryumlarinda,

Tert mMRNA’simin goreli ekspresyonu dalgalanmalar gostermektedir.

gRT-PCR analiz sonucuna gore goreli Tert mRNA ekspresyonu, olusturulan gruplar

arasinda da degerlendirildi. Elde edilen istatistik sonuglarina gore Tert ekspresyon
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seviyesi en yiiksek erken donemde, en diisiik ge¢ ergin donemde gorilmiistiir (Sekil
4.3). Erken dénemden ge¢ ergin doneme dogru kademeli ve istatistiksel olarak anlamli
bir Tert ekspresyon azalis1 goriildii (Sekil 4.3, P<0.05). Yasli donemde, ge¢ ergin déonem
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis belirlenmistir (Sekil 4.3, P
<0.05).

gs-% b b
1D
80% é % GED Yo

Gruplar

Sekil 4.3.  Postnatal ovaryum gruplarinda goreli Tert mRNA ekspresyonu. Elde edilen veriler, one way
ANOVA testi ve Student-Newman—Keuls post hoc testi ile istatistiksel agidan
degerlendirilmigstir. P<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir. Erken dénemden ge¢ ergin
doneme dogru kademeli ve istatistiksel olarak anlamli bir Tert ekspresyon azalma, yash
donemde ise artig goriildii. Farkli harfler, istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir. ED, erken
donem; GD, geng dénem; ErD, ergin donem; GED, ge¢ ergin donem; YD, yasli donem.

4.2.2. Postnatal Ovaryumlarda Goreli Terc mRNA Ekspresyonu

gRT-PCR analiz sonucuna gore tiim haftalarda Terc mRNA ekspresyonu oldugu
belirlendi (Sekil 4.4). Elde edilen istatistiksel analiz sonuglarina gore, Terc ekspresyon
seviyesi en yiiksek 1. haftada, en diisiik ise 52. haftada bulundu (Sekil 4.4, P <0.05).
Terc ekspresyonu, 1. haftadan, 5. haftaya dogru goreceli olarak azalmistir (Sekil 4.4).
Altinc1 hafta belirgin bir sekilde artan Terc ekspresyonu, 16. haftadan 72. haftaya kadar
diisiik diizeylerde seyretmistir (Sekil 4.4). Yaptigimiz istatistiksel analizler sonucunda, 1
haftalik fare ovaryumu diger haftalardan anlamli diizeyde daha yiiksek Terc mRNA
diizeyine sahiptir (Sekil 4.4, P <0.05). Iki, 3 ve 6 haftalik ovaryumlar da 4, 5, 16, 18, 52,
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60 ve 72 haftalik ovaryumlardan anlamli diizeyde daha yiiksek Terc ekspresyon
diizeyine sahip oldugunu gozlemledik (Sekil 4.4, P <0.05).
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Sekil 4.4. Postnatal ovaryumlarda goreli Terc mRNA ekspresyonu. Elde edilen veriler, one way
ANOVA testi ve Dunn’s post hoc testi ile istatistiksel agidan degerlendirilmistir. Farkli
harfler, istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir. P<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir. Terc
ekspresyonun dalgalanma gosterse de, yaglanmayla birlikte azalmaktadir.

gRT-PCR analiz sonucuna gore goreli Terc mRNA ekspresyonu olusturulan gruplar
arasinda da degerlendirildi. Elde edilen istatistik sonuglarina gore ekspresyon seviyesi en
yiksek erken donemde, en diisiik ise yasli donemde bulunmustur (Sekil 4.5 P<0.05).
Erken donemde yash déneme dogru gelindiginde kademeli olarak Terc ekspresyonunun
distiigii gozlenmektedir (Sekil 4.5). Erken, geng ve ergin donem gruplarinin, geg¢ ergin
ve yashi donemlere gore anlamli diizeyde daha yiiksek Terc mRNA diizeyine sahip
olduklarini tespit ettik (Sekil 4.5 P<0.05).
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Sekil 4.5.  Postnatal ovaryum gruplarinda goreli Terc mRNA ekspresyonu. Elde edilen veriler, one
way ANOVA testi ve Dunn’s post hoc testi ile istatistiksel agidan degerlendirilmistir. Farkli
harfler, istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir. P<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir. Terc
ekspresyonu erken donemden yasl doneme dogru kademeli olarak azalmaktadir. ED, erken
donem; GD, geng dénem; ErD, ergin dénem; GED, ge¢ ergin donem; YD, yasli donem.

4.2.3. Postnatal Ovaryumlarda Goreli Trfl mRNA Ekspresyonu

Yaptigimiz qRT-PCR uygulamasinin sonuglarini analiz ettigimize tiim haftalarda Trfl
mRNA ekspresyonun oldugu belirlendi (Sekil 4.6). Trfl ekspresyonu, birinci haftadan
72. haftaya dogru dalgalanmalar gdostermistir (Sekil 4.6). Elde edilen istatistik
sonuglarina gore, Trfl ekspresyon seviyesi en yiiksek 2 haftalik, en diisiik ise 1 haftalik
fare ovaryumunda goriildii (Sekil 4.6). Birinci haftadaki diisiik ekspresyon ikinci haftada
yiikselmis olup, 5. haftaya dogru ekspresyon seviyesinde azalma ve daha sonra 6.
haftada anlamli bir artis meydana gelmistir (Sekil 4.6, P<0.05). 16., 18., ve 52.
haftalarda diisiik diizeylerde seyreden Trfl ekspresyon seviyesi 60. haftaya gelindiginde
tekrar artig gostermis ve 72. haftada anlamli diizeyde diismektedir (Sekil 4.6, P<0.05).
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Sekil 4.6. Postnatal ovaryumlarda goreli Trfl mRNA ekspresyonu. Elde edilen veriler, one way
ANOVA testi ve Dunn’s post hoc testi ile istatistiksel agidan degerlendirilmistir. Farkli
harfler, istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir. P<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir. Trfl
ekspresyonu dalgalanmalar gostermektedir.

gRT-PCR analiz sonucuna gore goreli Trfl mRNA ekspresyonu olusturulan gruplar
arasinda da degerlendirildi. En yiiksek ekspresyon seviyesi gen¢ donemde, en diisiik ise
ge¢ ergin donemdedir. Gruplar arasinda dalgalanmalar gosteren Trfl ekspresyon

seviyesi, gruplar arasinda anlamli bir fark géstermemistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7.  Postnatal ovaryum gruplarinda goéreli Trfl mRNA ekspresyonu. Elde edilen veriler, one way
ANOVA testi ve Dunn’s post hoc testi ile istatistiksel agidan degerlendirilmistir. Farkli
harfler, istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir. P<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir. Trfl
ekspresyonu gruplar arasinda farklilik gostermemektedir. ED, erken doénem; GD, geng
donem; ErD, ergin donem; GED, ge¢ ergin dénem; YD, yasli donem.

4.2.4. Postnatal Ovaryumlarda Goreli Trf2 mRNA Ekspresyonu

Tiim haftalarda Trf2 mRNA ekspresyonu oldugu qRT-PCR uygulamasi ile ortaya
konulmustur (Sekil 4.8). En yiiksek Trf2 ekspresyon seviyesi 6 haftalik fare
ovaryumunda, en diisiik ekspresyon ise 16. haftada goriildi (Sekil 4.8). 2., 6., ve 60.
haftalarda 6nceki haftalara gére anlamli bir artis bulundu (Sekil 4.8 P<0,05). Bir haftalik
ovaryumda diisiik diizeyde olan Trf2 ekspresyonu 2 haftalik ovaryumda belirgin
diizeyde yiikselmistir (Sekil 4.8, P <0.05). Uciincii ve 4. haftalarda anlamli sekilde
azalan Trf2 mRNA diizeyi, 5. haftada daha da azalmistir (Sekil 4.8, P <0.05). Altinci
haftada goze carpan sekilde yiikselen Trf2 ekspresyonu, 16 ve 52. haftalarda belirgin
azalmistir (Sekil 4.8, P <0.05). Atmisinci haftada anlamli olarak yiikselen Trf2 transkript
diizeyi, 72. haftada ise belirgin diizeyde azalmistir (Sekil 4.8, P <0.05).
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Sekil 4.8. Postnatal ovaryumlarda goreli Trf2 mRNA ekspresyonu. Elde edilen veriler, one way

ANOVA testi ve Student-Newman-Keuls post hoc testi ile istatistiksel agidan
degerlendirilmistir. Farkli harfler, istatistiksel anlamlilig1 gdstermektedir. P<0.05 anlamli
olarak kabul edilmistir. Trf2 ekspresyonu haftalar arasinda degisim gostermektedir.

gRT-PCR analiz sonucuna gore goreli Trf2 mRNA ekspresyonu olusturulan gruplar
arasinda da degerlendirildi. Elde edilen istatistik sonuglarina gore ekspresyon seviyeleri

en yiiksek ergin déonemde ve en diisiik ge¢ ergin donemde oldugu goriildii (P<0,05).
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Sekil 4.9. Postnatal ovaryum gruplarinda géreli Trf2 mRNA ekspresyonu. Elde edilen veriler, one way
ANOVA testi ve Dunn’s post hoc testi ile istatistiksel agidan degerlendirilmistir. Farkli
harfler, istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir. P<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir. Trf2
ekspresyonu gen¢ donemden, gec ergin doneme dogru azalmaktayken, yaslt donemde artis
gostermistir. ED, erken donem; GD, gen¢ donem; ErD, ergin donem; GED, ge¢ ergin
donem; YD, yasli donem.

4.2.5. Postnatal Ovaryumlarda Goreli Potla mRNA Ekspresyonu

gRT-PCR analiz sonuglarimiza gore tiim haftalar, Potla mRNA’simi eksprese
etmektedir (Sekil 4.10). Potla ekspresyonu 6 haftalik fare ovaryumunda en yiiksek
seviyede; en diistik ise 1 haftalik ovaryumda goriildii (Sekil 4.10). Potla ekspresyonu, 1.
haftadan 3. haftaya dogru kademeli olarak yiikselmistir (Sekil 4.10). Ugiincii haftadan 5.
haftaya dogru ise Potla transkript diizeyi kademeli olarak azalmistir (Sekil 4.10). Altinci
haftada belirgin diizeye yiikselen Potla, 16. haftada olduk¢a diigmiistii ve 52. haftaya
dogru ise kademeli bir sekilde yiikselmistir (Sekil 4.10). Altmis ve 72. haftalardaki
Potla ekspresyonu, yiiksek diizeyde seyretmistir (Sekil 4.10). Yaptigimiz istatistiksel
degerlendirmelere gore: bir, 5 ve 16 haftalik ovaryumlar, kalan haftalara gére anlamh
diizeyde daha diisiik Potla mRNA diizeyine sahiptir (Sekil 4.10, P <0.05). ki, 4 ve 18
haftalik ovaryumlarin Potla transkript diizeyi 1, 5 ve 16 haftalik ovaryumlarla
karsilastirildiginda belirgin olarak daha yiiksek Potla seviyene sahip oldugu tespit edildi
(Sekil 4.10, P <0.05). Ug, 6, 52, 60, 72 haftalik ovaryumlarin ise kalan haftaliklarin
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tamamindan belirgin olarak daha yiikksek Potla mRNA diizeyine sahip oldugunu
gozlemledik (Sekil 4.10, P <0.05).
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Sekil 4.10.  Postnatal ovaryum gruplarinda géreli Potla mRNA ekspresyonu. Elde edilen veriler, one
way ANOVA testi ve Student-Newman-Keuls post hoc testi ile istatistiksel agidan
degerlendirilmistir. Farkli harfler, istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir. P<0.05 anlamli
olarak kabul edilmistir. Potla ekspresyonu haftalar arasinda artip azalmaktadir.

En disiik Potla ekspresyon seviyesi ge¢ ergin donemde goriiliirken, en yliksek
ekspresyon ise yasli donemde bulunmustur (Sekil 4.11). Erken dénemde diisiik diizeyde
olan Potla mRNA diizeyi, gen¢ donemde biraz yiikselmis ve ge¢ ergin déoneme dogru
ise kademeli olarak azalmistir (Sekil 4.11). Ge¢ ergin donemde azalmis olan Potla
diizeyli yasli donemde yiikselmistir (Sekil 4.11). Yaptigimiz istatistiksel analiz
sonuglaria gore yaslh donem ovaryumlar, ge¢ ergin doneme gore anlamli diizeyde daha

yiiksek Potla ekspresyon diizeyine sahip oldugunu belirledik (Sekil 4.11, P <0.05).
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Sekil 4.11. Postnatal ovaryumlarda goreli Potla mRNA ekspresyonu. Elde edilen veriler, one way
ANOVA testi ve Dunn’s post hoc testi ile istatistiksel agidan degerlendirilmistir. Farkli
harfler, istatistiksel anlamliligi gostermektedir. P<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.
Potla ekspresyonu gruplarda arasinda degisim gostermektedir. ED, erken donem; GD, geng
donem; ErD, ergin donem; GED, geg ergin dénem; YD, yasli donem.

4.3. Immiinohistokimya Boyanma Sonuclar

TERT, TRF1, TRF2 ve POT1 proteinlerinin immiinohistokimyasal boyamasi, postnatal
gelisimin farkli yaslarindaki fare varyum dokularinda ve olusturulmus olan gruplarda
analizi yapilarak goreli ekspresyon seviyeleri belirlendi. Elde edilen veriler one way

ANOVA testi ile istatistiksel agidan degerlendirildi.

Ayrica ovaryal gelisimin farkli evrelerine gore olusturulan gruplarda, farkli folikiiler
asamadaki (primordial, primer, sekonder, preantral ve antral folikiiller) folikiiller ve her
bir folikiildeki oosit ve granuloza hiicrelerinin ekspresyon seviyeleri de ayr1 ayr1 analiz
edilmistir. Olusturulan gruplar arasinda belirtilen proteinlerin goreli ekspresyon

seviyeleri one way ANOVA testi ile istatistiksel agidan degerlendirildi.
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4.3.1. Postnatal Ovaryumlarda Goreli TERT Protein Ekspresyonu

TERT proteininin ovaryumda tiim haftalarda ekspresse edildigi gortldi (Sekil 4.12).
Ekspresyon dagilimi kortekste farkli gelisim evlerindeki folikiillerin hem oosit hem de
granuloza hiicrelerinde ve stromal alandaki belirli hiicrelerde reaksiyon tespit edildi
(Sekil 4.12A). Farkli gelisim asamasindaki folikiillerin granuloza hiicreleri ve
oositlerinde ise hem sitoplazma hem de ¢ekirdekte TERT protein ekspresyonu

gozlenmistir (Sekil 4.12A).
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Sekil 4.12.

A. Postnatal gelisimin farkli donemlerinde fare ovaryum doku gruplarinda TERT immiin
boyanma sonuglari. B. Total alanda TERT immiin analizi. C. Primordial folikiillerde, oositte
ve granuloza hiicrelerinde TERT immiin analizi. D. Primer folikiillerde, oositte ve granuloza
hiicrelerindeki TERT immiin analizi. E. Sekonder folikiillerde, oositte ve granuloza
hiicrelerinde  TERT immiin analizi. F. Preantral folikiillerde, oositte ve granuloza
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hiicrelerinde TERT immiin analizi. G. Antral folikiillerde, oositte ve granuloza hiicrelerinde
TERT immiin analizi. Farkli harfler, istatistiksel anlamlilig1 (P <0.05) g6stermektedir. Elde
edilen veriler, total alanda, primordial, primer, sekonder ve preantral folikiillerde one way
ANOVA Student-Newman-Keuls post hoc testi ile antral folikiillerde ise Holm Sidak, post
hoc testi ile istatistiksel agidan degerlendirilmistir. Farkli harfler, istatistiksel anlamlilig1 (P
<0.05) gostermektedir. ED, erken donem; GD, gen¢ donem; ErD, ergin donem; GED, gec
ergin donem; YD, yaslt donem. Kiiciik resimler 200X orjinal biiylitmede, sag alt kdsedeki
biiyiik resimler 400X orjinal biiyiitmede ¢ekilmistir. Olgiim cubugu: 50 pm.

Immiin boyanmalar ImageJ programiyla analiz edilip total alanda gruplar arasinda one
way ANOVA, Student-Newman-Keuls post hoc testi ile istatistiksel olarak
degerlendirildi. Erken donemden yashi doneme dogru gidildiginde TERT ekspresyon
seviyesi kademeli bir sekilde azalmaktadir (Sekil 4.12B). En yiiksek TERT immiin
boyanmasi erken donemde goriiliirken, en diisiik ise ge¢ ergin donemde belirlendi (Sekil
4.12B). Erken donem ovaryumlar, ge¢ ergin doneme gore anlamli diizeyde daha yiiksek

TERT protein ekspresyonuna sahiptir (Sekil 4.12B, P<0.05).

TERT immiin boyanmalar1 primordial folikiilden antral folikiile kadar gelisimin farkli
asamalarindaki folikiillerin, oositlerin ve granuloza hiicrelerinin goreli ekspresyon
seviyeleri de ayri ayr1 degerlendirildi. Elde edilen veriler one way ANOVA, Student-
Newman-Keuls post hoc testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi. Erken donemden
yashi doneme kadar tiim gruplarda oosit ve folikiillerde TERT ekspresyon degisimler
gosterse de anlamli bir farklilik bulunmamistir. (Sekil 4.12C, P>0.05). Tim gruplarda
genel olarak oositlerde, granuloza hiicrelerine gore daha yiiksek TERT ekspresyonu
belirlendi (Sekil 4.12C). Erken donem oositlerinde, granuloza hiicrelerine gore anlamli

olarak daha yiliksek immiin boyanmalar goriilmektedir.

Primer folikiillerde TERT ekspresyonu one way ANOVA, Student-Newman-Keuls post
hoc testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi. Gruplar arasinda belirgin farkliliklar
gostermezken; en yliksek ekspresyon ge¢ ergin donemde, en diisiik ise ergin donemde
gorilmistiir (Sekil 4.12D). Erken donem ovaryumlarin oosit ve granuloza hiicreleri en
yiiksek TERT ekspresyonuna sahip oldugu gézlenirken, en diisiik ekspresyon ise ergin
donem oosit ve granuloza hiicrelerinde belirlendi (Sekil 4.12D). Bu folikiillerde
oositlerde granuloza hiicrelerine kiyasla daha yiiksek ekspresyon belirlenmistir (Sekil
4.12D). Primordial folikiillere benzer sekilde erken donemde anlamli bir sekilde

oositteki TERT ekspresyonu granuloza hiicrelerine gore daha yiiksektir.
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Sekonder folikiillerde TERT ekspresyon analizi one way ANOVA, Student-Newman-
Keuls post hoc testi ile istatistiksel olarak degerlendirildiginde yiiksek TERT
ekspresyonu, gen¢ donemdeki folikiillerde gézlenirken, en diisiik ekspresyon ise ergin
donemde tespit edildi (Sekil 4.12E). Ergin donemden yasli doneme dogru gidildiginde
ise anlamli olmasa da bir artis belirlenmistir (Sekil 4.12E). Ilging olarak, en yiiksek
TERT ekspresyonu geng donemdeki oositlerde bulunurken, en diisiik ergin donemde
gorilmektedir ve gruplar arasinda farklilik yoktur. Granuloza hiicrelerinde ise en yiiksek
erken donemde, en disik ergin donemde goriilmesine ragmen farklilik
bulunmamaktadir. (Sekil 4.12E). Bununla birlikte tiim gruplarda oositteki TERT
ekspresyonu granuloza hiicrelerine gore daha yiiksek gortilmiistiir (Sekil 4.12E P <0.05).
Preantral folikiillerde TERT ekspresyonu erken donemden yasli doneme dogru kademeli
bir sekilde azalmistir (Sekil 4.12F). Elde edilen veriler one way ANOVA, Student-
Newman-Keuls post hoc testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi. En yiiksek TERT
ekspresyonu erken donemde goriiliirken, en diisiik ekspresyon ise ge¢ ergin donemde
gozlenmistir (Sekil 4.12F). Ayrica, erken donem fare ovaryumlar1 ergin, gec¢ ergin ve
yaslt donemlere gore anlamli diizeyde daha yiiksek miktarda TERT eksprese etmistir
(Sekil 4.12F, P >0.05). Buna ek olarak, gen¢ donem ovaryumlar, erken donemden daha
diisiik, fakat diger donemlerden daha yiiksek TERT ekspresyonuna sahiptir (Sekil 4.12F,
P <0.05). Oositte en yiiksek TERT ekspresyonu, erken doénem ovaryumlarda
gozlenirken; en diisiik ekspresyon ergin donem ovaryumlarinda bulunmustur. Erken
donem ve gen¢ donem arasinda oositlerde ekspresyon farkli bulunmazken, diger
gruplara gore daha yiiksek boyanmalar gézlenmistir. Granuloza hiicrelerinde ise en
yiiksek erken donem, en diisiik gec ergin donem folikiillerin granuloza hiicrelerinde
belirlendi (Sekil 4.12F). Granuloza hiicrelerinde erken donemden sonra gec¢ ergin
doneme kadar TERT ekspresyonu anlamli olarak diismiis ve yashi donemde tekrar
artmaktadir. Erken, gen¢ ve yasli donemde oositteki ekspresyon anlamli olarak

granuloza hiicrelerine gore daha yliksektir.

Antral folikiillerde TERT ekspresyonu istatistiksel analizi, one way ANOVA, Holm-
Sidak post hoc testi ile gerceklestirildi. Analizler sonucunda gruplar arasinda en yiiksek
ekspresyon ergin donemde, en diisiik ise ge¢ ergin donem folikiillerde goriilmektedir

fakat ekspresyon diizeyleri arasinda bir farklilik bulunmadi (Sekil 4.12G, P >0.05).
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Diger folikiillere benzer sekilde oositlerde granuloza hiicrelerine gore daha fazla TERT
ekspresyonu tespit edildi (Sekil 4.12G). Bununla birlikte oositte en yliksek TERT
ekspresyonu yasl donemde goriiliirken, en diistik ge¢ ergin donemde bulunmustur (Sekil
4.12G). Yash donem oositlerinde ge¢ ergin doneme gore anlamli olarak daha yliksek
TERT ekspresyonu goriilmektedir. Benzer sekilde granuloza hiicrelerinde de en yiiksek
TERT ekspresyonu yaslhi donemde goriiliirken, en diisik ge¢ ergin donemde
bulunmustur (Sekil 4.12G). Geg ergin donemde diger gruplara gore istatistiksel olarak
daha diigtiktiir.

4.3.2. Postnatal Ovaryumlarda Goreli TRF1 Protein Ekspresyonu

TRF1 proteini tiim haftalarda ekspresse edildigi belirlendi. TRF1, farkli gelisim
asamasindaki folikiillerde ve stromal alandaki hiicrelerde eksprese edilmistir (Sekil
4.13A). TRF1, farkli gelisim asamasindaki folikiillerin hem oosit hem de granuloza

hiicrelerinin sitoplazma ve ¢ekirdeklerinde yerlesim gostermistir (Sekil 4.13A).
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Sekil 4.13.  A. Postnatal gelisimin farkli donemlerinde fare ovaryum doku gruplarinda TRF1 immiin
boyanma sonuglari. B. Total alanda TRF1 immiin analizi. C. Primordial folikiillerde,
oositte ve granuloza hiicrelerinde goreli TRF1 immiin analizi. D. Primer folikiillerde, oositte
ve granuloza hiicrelerinde goreli TRF1 immiin analizi. E. Sekonder folikiillerde, oositte ve
granuloza hiicrelerinde goreli TRF1 immiin analizi. F. Preantral folikiillerde, oositte ve
granuloza hiicrelerinde goreli TRF1 immiin analizi. G. Antral folikiillerde, oositte ve
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granuloza hiicrelerinde goreli TRF1 immiin analiz sonucu. Elde edilen veriler total alanda,
primordial, primer, preantral ve antral folikiillerde one way ANOVA Student-Newman-
Keuls post hoc testi ile, sekonder folikiillerde ise Holm Sidak post hoc testi ile istatistiksel
acidan degerlendirilmistir. Farkli harfler istatistiksel anlamliligi (P <0.05) gostermektedir.
ED, erken donem; GD, gen¢ donem; ErD, ergin donem; GED, ge¢ ergin donem; YD, yash
donem. Kiiclik resimler 200X orijinal biiylitmede, sag alt kdsedeki biiyiik resimler 400X
orijinal biiyiitmede cekilmistir. Ol¢iim cubugu: 50 um.

TRF1 boyanmalar1 tiim gruplarda total alanda one way ANOVA, Student-Newman-
Keuls post hoc testi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirildi. Erken donemden
yaslt doneme dogru TRF1 ekspresyonu kiiciik dalgalanmalar gdsterse de, gruplar

arasinda anlamli farklilik bulunmamustir (Sekil 4.13B; P >0.05).

Primordial folikiillerdeki TRF1 protein ekspresyonu, one way ANOVA, Student-
Newman-Keuls post hoc testi istatistiksel olarak degerlendirildi. TRF1 immiin
boyanmasi en yiiksek gen¢ donem, en diisiik ise ge¢ ergin donemde tespit edildi (Sekil
4.13C). Gruplar arasinda kismi farklilik olmasina ragmen bu degisimler anlamli
bulunmamistir (Sekil 4.13C). Oositlerde en yiiksek TRF1 immiin boyanmasi yash
donemde, en diisiik goreli ekspresyon ise ergin donemde belirlendi (Sekil 4.13C). Yash
donemde, ergin ve ge¢ ergin doneme oranla istatistiksel olarak daha fazla immdiin
boyanmalar goriildi (Sekil 4.13C; P<0.05). Ayrica, ergin donem oositler, erken dénem,
geng donem ve yasli donemlere gore anlamli diizeyde daha diisiik TRF1 ekspresyonuna
sahiptir (Sekil 4.13C; P<0.05). Granuloza hiicrelerinde gruplar arasinda ekspresyon
seviyesinde dalgalanmalar olsa da istatistiksel olarak farklilik bulunmamistir (Sekil

4.13C).

Primer folikiillerde TRF1 protein ekspresyonu i¢in de one way ANOVA, Student-
Newman-Keuls post hoc testi kullanildi ve istatistiksel olarak degerlendirildi. Farkli
gruplara ait primer folikiiller arasinda TRF1 protein ekspresyonunda dalgalanmalar olsa
da bir farklilik bulunmadi (Sekil 4.13D; P >0.05). Primer folikiildeki ekspresyona
paralel bigimde oosit ve granuloza hiicrelerinde de anlamli farklilik goriilmezken,
oositlerdeki en yiiksek TRF1 ekspresyonu geng¢ donemde, en yiiksek granuloza
ekspresyonu ise yasli donem olarak analiz edildi (Sekil 4.13D). En diisiik TRF1
ekspresyonu ise ergin donemdeki oositlerde ve en diisiik ekspresyon ise geng donemde

granuloza hiicrelerinde goriildii (Sekil 4.13D).
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Sekonder folikiillerde TRF1 ekspresyonu one way ANOVA, Holm-Sidak post hoc testi
ile degerlendirildi. Primer folikiillere benzer bigimde, sekonder folikiillerde ve granuloza
hiicrelerinde immiin boyanmalarda dalgalanmalar olmasina ragmen, gruplar arasinda
anlamli bir farklilik gorilmemistir (Sekil 4.13E, P >0.05). En yiiksek TRF1
ekspresyonu, yasli donem sekonder folikiil oositlerinde, en diislik ise ergin donemde
tespit edildi (Sekil 4.13E). Ayrica, yaptigimiz istatistiksel degerlendirme sonucunda,
TRF1 ekspresyonu yasli donem sekonder folikiil oositlerinin ergin déoneminden belirgin
olarak daha yiiksek oldugu goriildii (Sekil 4.13E, P <0.05).

Preantral folikiillerde TRF1 ekspresyonu i¢in one way ANOVA, Student-Newman-Keuls
post hoc testi kullanildi. En yiiksek TRF1 ekspresyonu gen¢ donemdeki preantral
folikiillerde, en diisiik ise ergin ve gec ergin donemlerde belirlendi (Sekil 4.13F). Oosit
ve granuloza hiicrelerinde en yiiksek TRF1 immiin boyanmasi yash donemde, en diisiik
ise ergin ve ge¢ ergin donem oositlerde ve erken donem granuloza hiicrelerinde
gozlenmigstir (Sekil 4.13F). Preantral folikiillerde, oosit ve granuloza hiicrelerinde
gruplar arasinda ekspresyon seviyesi bakimindan bir fark bulunmamstir (Sekil 4.13F, P
>0.05). Ancak, yasli donem oositlerin, erken donem granuloza hiicrelerine gore belirgin

daha yiiksek TRF1 eksprese ettigi ortaya konulmustur (Sekil 4.13F, P <0.05).

Son olarak antral folikiillerde TRF1 ekspresyonu i¢in one way ANOVA, Student-
Newman-Keuls post hoc testi kullanildi. Yashh doneme dogru TRF1 ekspresyonu
yiikselmesine ragmen gruplar arasinda anlamli bir degisim goriilmemistir (Sekil 4.13G).
En yiiksek TRF1 ekspresyonu yasli donemin preantral folikiilli, oositi ve granuloza
hiicrelerinde belirlenirken; en diisiik diizey ise ergin ve ge¢ ergin donem preantral
folikiillerde, ge¢ ergin donem oositlerde ve erken doénem granuloza hiicrelerinde
bulunmustur (Sekil 4.13G). Geg ergin donem oositi, diger gruplarin oositlerine gore
anlamh diizeyde daha diisiik TRF1 eksprese etmistir (Sekil 4.13G, P <0.05). Yash
donem granuloza hiicreleri ise ergin ve ge¢ ergin donem granuloza hiicrelerine gore

belirgin olarak daha yiiksek TRF1 eksprese etmistir (Sekil 4.13G, P <0.05).
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4.3.3. Postnatal Ovaryumlarda Goreli TRF2 Protein Ekspresyonu

TRF2 proteini, tiim haftalarda ekspresse edilmektedir (Sekil 4.14A). TRF2 ekspresyon
dagilimi TRF1’e benzer sekilde, farkli gelisim asamasindaki folikiillerin oosit ve
granuloza hiicrelerinde ve stromal alanlarda goriilmiistiir (Sekil 4.14A). TRF2, oositte ile
granuloza hiicrelerinde hem sitoplazma hem de ¢ekirdekte yerlesim gostermistir (Sekil

4.14A).
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Sekil 4.14.  A. Postnatal gelisimin farkli donemlerinde fare ovaryum doku gruplarinda TRF2 immiin
boyanma sonuglari. B. Total alanda TRF2 immiin analizi. C. Primordial folikiillerde, oositte
ve granuloza hiicrelerinde goreli TRF2 immiin analizi. D. Primer folikiillerde, oositte ve
granuloza hiicrelerinde goreli TRF2 immiin analizi. E. Sekonder folikiillerde, oositte ve
granuloza hiicrelerinde goreli TRF2 immiin analizi. F. Preantral folikiillerde, oositte ve
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granuloza hiicrelerinde goreli TRF2 immiin analizi. G. Antral folikiillerde, oositte ve
granuloza hiicrelerinde goreli TRF2 immiin analizi. Elde edilen veriler total alanda,
preantral ve antral folikiillerde one way ANOVA Student-Newman-Keuls post hoc testi ile,
primordial folikiillerde Dunn’s post hoc testi ile, primer ve sekonder folikiillerde ise Holm
Sidak post hoc testi ile istatistiksel agidan degerlendirilmistir. Farkli harfler istatistiksel
anlamliligt (P <0.05) gostermektedir. ED, erken donem; GD, gen¢ dénem; ErD, ergin
donem; GED, ge¢ ergin donem; YD, yasli donem. Kiiciik resimler 200X orijinal biiylitmede,
sag alt kosedeki biiyiik resimler 400X orijinal biiyiitmede cekilmistir. Ol¢iim gubugu: 50
pm.

TRF2 ekspresyonu total alanda one way ANOVA, Student-Newman-Keuls post hoc testi
kullanilarak belirlendi. TRF2 ekspresyonu, erken donemden ergin déneme dogru
kademeli bir sekilde artmustir (Sekil 4.14B). Bununla birlikte en yiiksek immiin
boyanma yasli donemde gozlendi (Sekil 4.14B). En diisiik TRF2 ekspresyon seviyesi ise
erken dénemde goriilmiistiir (Sekil 4.14B). Istatistiksel olarak degerlendirildiginde erken
donem grubu, ergin ve yash donemlere gore anlamli diizeyde daha diisiik TRF2 eksprese
ettigi bulunmustur (Sekil 4.14B, P <0.05).

Immiinohistokimyasal TRF2 boyama durumlari, her bir folikiilde de analiz edilmistir.
Primordial folikiillerde TRF2 ekspresyonu one way ANOVA, Dunn’s post hoc testi
kullanilarak degerlendirilmistir. Total alana benzer sekilde erken donemden, ergin
doneme dogru immiin boyanmalarda artis goriilmiistiir (Sekil 4.14C). Fakat, gruplar
arasinda anlamli farklilik bulunmamistir (Sekil 4.14C, P>0.05). Oositlerde de erken
donemden yash doneme dogru gidildikge ekspresyon seviyesi artsa da, bu degisimler
gruplar arasinda anlamli degildi (Sekil 4.14C, P >0.05). Granuloza hiicrelerinde en
diisiik ekspresyon seviyesi geng donemde goézlenirken, en yiiksek ekspresyon ise ergin
donemde belirlendi (Sekil 4.14C). Ergin donem granuloza hiicreleri, erken ve geng
donem granuloza hiicrelerine gore anlamli diizeyde daha yiiksek TRF2 eksprese ettigi

tespit edilmistir (Sekil 4.14C, P <0.05).

Primer folikiillerde TRF2 ekspresyonu one way ANOVA, Holm-Sidak post hoc testi ile
analiz edildi. Primer folikiillerde en yiiksek TRF2 immiin boyanmasi yasli donemde, en
diisiik ise gec ergin donemde goriildii (Sekil 4.14D). Erken donemden ergin doneme
dogru kademeli bir sekilde artan TRF2 ekspresyonu, ge¢ ergin donemde biraz diismiis ve
yasli donemde ise bir miktar artmistir (Sekil 4.14D). Fakat, bu degisimler gruplar
arasinda anlamli bulunmadi (P >0.05). Primer folikiil oositlerinde en yiiksek TRF2

ekspresyonu yasli donemde, en diisikk ise gen¢ donemde gozlenmistir. Granuloza
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hiicrelerindeki TRF2 ekspresyonu erken donemden ergin doneme dogru kademeli olarak
artmis ve geg ergin donemde biraz diisen ekspresyon yasli donemde kismen ytlikselmistir
(Sekil 4.14D). En yiiksek ekspresyon seviyesi ergin donemde, en disiik ise erken
donemde tespit edilmistir (Sekil 4.14D). Ayrica, ergin donem granuloza hiicreleri de
erken, geng¢ ve ge¢ ergin donemlere gore anlamli diizeyde daha yiiksek TRF2 eksprese

etmigtir (Sekil 14.14D, P <0.05).

Sekonder folikiillerde TRF2 ekspresyonu one way ANOVA, Holm-Sidak post hoc testi
ile analiz edildi. En yiiksek TRF2 ekspresyonu yasli donemde, en diisiik ise gec ergin
donemde bulundu (Sekil 4.14E). Sekonder folikiillerdeki, TRF2 ekspresyonu erken
donemden yasli doneme dogru dalgalanmalar gostermis, fakat bu degisimler anlamli
degildir (Sekil 4.14E, P <0.05). Oositlerde TRF2 ekspresyonuna bakildiginda en yiiksek
yaslt donemde, en diisiik ise ge¢ ergin donemde oldugu goriildi (Sekil 4.12E). Yash
donem oositlerdeki TRF2 ekspresyonu geng, ergin ve ge¢ ergin donemlere gore anlamli

diizeyde daha yiiksektir (Sekil 4.14E, P <0.05).

Preantral folikiillerde TRF2 ekspresyonu one way ANOVA, Student-Newman-Keuls
post hoc testi ile degerlendirildi. En yiiksek TRF2 ekspresyonu yashh dénemde
gozlenirken, en dislik ekspresyon ise ge¢ ergin donemde belirlendi (Sekil 4.14F). Erken
donemden ergin doneme dogru kademeli olarak artan TRF2 ekspresyonu, gec ergin
dénemde kismen azalmakta ve yash donemde ise az miktarda yiikselmistir (Sekil 4.14F).
TRF2 ekspresyon diizeyindeki bu degisimler istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir
(Sekil 4.14F, P >0.05). Preantral folikiil oositlerinde yapilan analizler sonucunda erken
donemden ergin doneme dogru kademeli olarak azalan TRF2 ekspresyonu, yasli doneme
dogru kademeli bir artis gostermistir (Sekil 4.14F, P >0.05). Yash donem
ovaryumlardan elde edilen oositlerde, gen¢ ve ergin doneme goére anlaml diizeyde daha
yilksek TRF2 immiin boyanmasi gozlendi (Sekil 4.14F, P <0.05). En yiiksek TRF2
ekspresyonu yasli donemdeki granuloza hiicrelerinde, en diisiik ise erken dénem
gruplarda gozlendi (Sekil 4.14F). Erken donemden ergin doneme dogru granuloza
hiicrelerindeki TRF2 ekspresyonu kademeli olarak artmis, gec ergin donemde kismen
azalmis ve yaslh donemde tekrar yilikselmistir (Sekil 4.14F). Gruplar arasindaki bu
degisimler anlamli bulunmamustir (Sekil 4.14F, P <0.05).
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Antral folikiillerde TRF2 ekspresyonu one way ANOVA, Student-Newman-Keuls post
hoc testi ile degerlendirildi. Farkli gruplar kiyaslandiginda, en yiiksek TRF2
ekspresyonu, yash donemdeki antral folikiillerde en yiiksek, en diisiik ise ge¢ ergin
donem antral folikiillerde gozlenmistir (Sekil 4.14G). Ayrica, yashh donem antral
folikiillerdeki TRF2 ekspresyonu ge¢ ergin donemlerdekine gore anlamli bulunmustur
(Sekil 4.14G; P <0.05). Antral folikiillerdeki oositler degerlendirildiginde, ergin
donemdeki TRF2 protein ekspresyonu ge¢ ergin donemde kismen diismekte ve yaslh
donemde anlamh diizeyde yiikselmistir (Sekil 4.14G; P <0.05). Ergin ve gec ergin
donem gruplarda benzer diizeylerde seyreden TRF2 ekspresyonu, yasli donemde

belirgin diizeyde artmistir (Sekil 4.14G; P <0.05).

4.3.4. Postnatal Ovaryumlarda Goreli POT1 Protein Ekspresyonu

POT1 protein ekspresyonu ovaryumda tiim haftalarda oldugu goriildi. Ayrica
ekspresyon dagilimi folikiillerde ve stromal alanlarda bulunmustur (Sekil 4.15A).
Oositte ve granuloza hiicreleri ile stromal hiicrelerde sitoplazmada ve ¢ekirdekte yerlesik

oldugu goriildii (Sekil 4.15A).
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Sekil 4.15.  A. Postnatal gelisimin farkli donemlerinde fare ovaryum doku gruplarinda POT1 immiin
boyanma sonuglari. B. Total alanda POT1 immiin analizi. C. Primordial folikiillerde, oositte
ve granuloza hiicrelerinde goreli POT1 immiin analizi. D. Primer folikiillerde, oositte ve
granuloza hiicrelerinde goreli POT1 immiin analizi. E. Sekonder folikiillerde, oositte ve
granuloza hiicrelerinde goreli POT1 immiin analizi. F. Preantral folikiillerde, oositte ve
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granuloza hiicrelerinde goéreli POT1 immiin analizi. G. Antral folikiillerde, oositte ve
granuloza hiicrelerinde goreli POT1 immiin analizi. Elde edilen veriler, total alanda,
primordial ve primer folikiillerde one way ANOVA Student-Newman-Keuls post hoc testi
ile, sekonder, preantral ve antral folikiillerde Holm Sidak, post hoc testi ile istatistiksel
acidan degerlendirilmistir. Farkli harfler istatistiksel anlamliligi (P <0.05) gostermektedir.
Kiiciik resimler 200X orjinal biiyiitmede, sag alt kosedeki biiyiik resimler 400X orjinal
biiyiitmede cekilmistir. Olgiim ¢ubugu: 50 um. ED, erken dénem; GD, gen¢ dénem; ErD,
ergin donem; GED, gec ergin donem; YD, yashh donem. Kiiciik resimler 200X orijinal
biiyiitmede, sag alt kosedeki biiyiik resimler 400X orijinal biiyiitmede cekilmistir. Olgiim
gubugu: 50 pm.

POT1 immiin boyanmalari, Image] programiyla total alanda analiz edilip one way
ANOVA, Student-Newman-Keuls post hoc testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi. En
diisiik POT1 boyanmas1 ge¢ ergin donemde goriiliirken, en yiiksek ise yasli donemde
bulunmustur (Sekil 4.15B; P<0.05). Erken donemden ge¢ ergin doneme dogru benzer
diizeylerde seyreden POTI1 ekspresyonu, ge¢ ergin donemde azalmakta ve yash
donemde ise yiikselmistir (Sekil 4.15B). Yash donem, ge¢ ergin déneme gore anlaml

diizeyde daha yiiksek POT1 ekspresyonuna sahiptir (Sekil 4.15B; P<0.05).

Primordial folikiillerde POT1 ekspresyonunun istatistiksel analizi i¢in one way
ANOVA, Student-Newman-Keuls post hoc testi kullanildi. En yiiksek POT1 immiin
boyanmalar1 erken donemdeki primordial folikiillerde bulunurken, en diisiik ise ge¢
ergin donemde belirlenmistir (Sekil 4.15C). Primordial folikiillerdeki POT1
ekspresyonu, erken donemden geg¢ ergin doneme dogru kademeli olarak azalmakta ve
yashi donemde ise belirli bir diizeyde artmaktadir (Sekil 4.15C). Bu degisimler anlamli
bulunmamistir (Sekil 4.15C, P >0.05). Gruplarin oositlerindeki goreli POTI1
ekspresyonlar1 analiz edildiginde dalgalanmalar goriilmiis; en diisiik ekspresyon ergin
donemde ve en yiiksek ekspresyon ise gen¢ donemde izlenmistir (Sekil 4.15C).
Granuloza hiicrelerine bakildiginda erken donemden ergin doneme dogru azalan POT]1
ekspresyonu yasli doneme dogru ise tekrar yiikselmistir (Sekil 4.15C). En yiiksek
ekspresyon seviyesi erken donemde en diisiik ise ergin donemde belirlenmistir (Sekil
4.15C). Erken donemdeki granuloza hiicreleri, ergin donemdekilere gore anlaml

diizeyde daha yiiksek POT1 eksprese etmistir (Sekil 4.15C, P <0.05).

Primer folikiillerde POT1 ekspresyon analizi i¢in one way ANOVA, Student-Newman-
Keuls post hoc testi kullanildi. En diisiik POT1 ekspresyon seviyesi ge¢ ergin donem

primer folikiillerde bulunurken, en yiiksek diizey ise gen¢ donemde belirlendi (Sekil
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4.15D). Dalgalanmalar gosteren POT1 ekspresyonu primer folikiillerin oositlerinde en
yiiksek yasli donemde en diisiik ise ergin donemde goriilmiistiir (Sekil 4.15D). Ayrica,
yashi donem oositleri diger donemlere gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha
yiiksek POT1 eksprese etmektedir (Sekil 4.15D, P <0.05). Primer folikiil granuloza
hiicrelerinde ise en yiiksek POT1 ekspresyonu gen¢ donemde goriiliirken, en diisiik ise

ergin donemde ortaya konulmustur (Sekil 4.15D).

Sekonder folikiillerde POT1 ekspresyonu one way ANOVA, Holm-Sidak post hoc testi
kullanilarak analiz edildi. Sekonder folikiillerdeki POT1 ekspresyonu, erken donemden
gee ergin doneme dogru kademeli olarak azalirken, yasli donemde kismen yiikselmistir
(Sekil 4.15E). Sekonder folikiillerde en diisik POT1 ekspresyonu, erken donemde en
yiiksek ise ge¢ ergin donemde belirlendi (Sekil 4.15E).  Sekonder folikiillerin
oositlerindeki POT1 ekspresyonu, erken donemden ergin doneme dogru kademeli olarak
azalirken, yasli doneme dogru da yiikselmistir (Sekil 4.15E). Yasli donemdeki sekonder
folikiil oositleri diger donemlere gore anlamli diizeyde daha yiiksek POT1 eksprese
etmistir (Sekil 4.15E, P <0.05). Sekonder folikiillerin granuloza hiicrelerinde en yiiksek
POTI1 ekspresyonu erken donemde, en diisiik ise yasli donemde goézlenmistir (Sekil

4.15E). Fakat gruplar arasinda anlamli bir fark gériilmemistir (Sekil 4.15E, P >0.05) .

Preantral folikiillerde POT1 ekspresyonu istatistiksel analiz igin one way ANOVA,
Holm-Sidak post hoc testi kullanildi. Erken donemden geg ergin doneme dogru kademeli
olarak azalan preantral folikiillerdeki POT1 protein seviyesi, yasl donemde artmistir
(Sekil 4.15F). En yiiksek POTI1 ekspresyonu erken donem preantral folikiillerde
gozlenirken, en disiik ise gec¢ ergin donemde belirlenmistir (Sekil 4.14F). Ayrica, yash
donem preantral folikiiller, ge¢ ergin donemdekilere gore anlamli diizeyde daha yliksek
POT1 eksprese etmistir (Sekil 4.15F, P <0.05). Farkli gruplarin preantral folikiillerin
oositlerindeki POT1 ekspresyonu da erken donemden ergin doneme dogru kademeli
olarak azalip, yasli doneme dogru kademeli olarak yiikselmistir (Sekil 4.15F). Ayrica,
erken ve yaslh donemlerin oositleri, ergin ve ge¢ ergin donemdekilere gore anlaml
olarak daha yiiksektir (Sekil 4.15F, P <0.05). Farkli gruplarin preantral folikiillerin

granuloza hiicrelerindeki POT1 ekspresyonu dalgalanmalar gostermekle birlikte en
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diisiik ekspresyon geg¢ ergin donemde, en yiiksek ise yaslt donemde goriilmiistiir (Sekil
4.15F).

Son olarak antral folikiillerde POT1 immiin boyanmasi istatistiksel analizi i¢cin one way
ANOVA, Holm-Sidak post hoc testi kullanildi. Antral folikiillerde en yiiksek ekspresyon
seviyesi ergin ve yasl donemlerde, en diisiik ekspresyon seviyesi ise ge¢ ergin donemde
bulundu (Sekil 4.15G). Fakat gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik goriilmemistir
(P<0.05). Antral folikiillerin oositlerin de ergin donemden geg¢ ergin doneme dogru
azalan POT1 ekspresyonu, yasli donemde tekrar yiikselmistir (Sekil 4.15G, P >0.05).
Farkli gruplardaki antral folikiillerin granuloza hiicrelerinde en yiiksek POTI1
ekspresyonu yasli donemde en diisiik ise ge¢ ergin donemde gorilmistiir (Sekil 4.15G,
P >0.05).
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5. TARTISMA

Calismamizda postnatal gelisimin farkli donemlerine ait 1, 2, 3, 4, 5, 6, 16, 18, 52, 60 ve
72 haftalik fare ovaryumlar1 kullanildi. Alinan ovaryumlar erken donemden yash
doneme kadar tiim gelisim donemlerini kapsayacak sekilde gruplar olusturuldu.
Ovaryumda, erken donemden yasli doneme kadar bir¢ok fizyolojik (iireme hormonlari
gibi) ve histolojik (folikiil say1 ve tip ile stromal alandaki hiicresel gesitlilik gibi)
degisimler meydana gelmektedir. Bu degisimler temel alinarak, 1. ve 2. hafta erken
donem, 3. ve 4. hafta gen¢ donem, 5. ve 6. hafta ergin dénem, 16. ve 18. hafta ge¢ ergin

dénem, 52., 60. ve 72. haftalar ise yasli donem olmak tizere 5 farkli grup olusturuldu.

Daha once yapilan calismalarda selterin kompleksi proteinlerinin ve telomerazin doku
homeostazinda ve yaslanmada rol oynadigi bilinmektedir (Hartmann ve ark., 2009).
Telomeraz, germ hiicrelerinde, granuloza hiicrelerinde, embriyonik kok hiicrelerde, bazi
kok hiicre ve kanser hiicrelerinde eksprese edilir (Kim ve ark., 1994; Wright ve ark.,
1996). Bircok dokuda yasla birlikte telomerler kisalmaktadir (Blasco, 2007a). Yapilan
bu calisma ile postnatal gelisimin 1, 2, 3, 4, 5, 6, 16, 18, 52, 60 ve 72 haftalik fare
ovaryumlarinda TERT, Terc, TRF1, TRF2 ve POTI’in ekspresyon seviyeleri ilk defa
degerlendirilmistir. Degerlendirmeler total alanda, folikiillerde, farkli folikiil gelisim
evrelerindeki oosit ve granuloza hiicrelerinde ayr1 ayr1 ve detayli bir sekilde

gergeklestirilmistir.

Caligmada Tert mRNA ekspresyonu, erken donemden ge¢ ergin doneme dogru kademeli
bir sekilde azaldigi belirlenmistir. Yasli donemde ise kismi bir artig goriilmiistiir.
Gruplar arasinda ise Tert ekspresyonu, yasli donemde ilging olarak artis géstermektedir.
TERT protein ekspresyonu da mRNA ekspresyonuna benzer sekilde erken donemden
gec ergin doneme dogru azalmis, yasli donemde ise anlamli olmasa da ge¢ ergin doneme
gore artis goOriilmiistiir. Gelisimin ilerleyen donemlerinde Tert mRNA’sindaki
ekspresyonal azalmanin, TERT protein diizeyindeki azalmaya yansimis oldugu
gorilmektedir. Tert gen ekspresyonun yasli donemde kismi bir artig gostermesinin bu
donemde oldukca kisalan telomerin tekrar uzatilabilmesi amaci ile gergeklestirilmis

hiicresel bir refleks olabilecegi diistintilmektedir. Tert mRNA ve protein diizeyinin
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gelisimin ilerleyen donemlerindeki azalmasinin temelinde, lireme hormonlarinin ve
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) diizeylerinin degisimlerine bagli olabilir. Bilindigi gibi,
dstrojen hormonu, telomerazin diizenlenmesinde kilit bir molekiildiir. Ostrojen eksikligi
folikiiler atreziye ve ovaryumun yaslanmasina, ayrica telomerazin inhibisyonuna neden
oldugu belirlenmistir (Britt ve ark., 2002). Genel olarak, TERT ekspresyonunun
gelisimin ilerleyen donemlerinde azalmasi Ostrojenden kaynakli olabilir. Ciinkii
hTERT’in (insan TERT) eskpresyonel diizenlenmesinde Gstrojenin ve dstrojen baglanma
reseptorlerinin rolii olabilecegine yonelik bir ¢alisma mevcuttur (Misiti ve ark., 2000).
Ostrojenin varligt hTERT promotor aktivitesini belirgin sekilde arttirmistir, yoklugunda
ise telomeraz aktivitesi saptanmamustir (Misiti ve ark., 2000). Bir diger ¢alismada
Ostrojenin olmadig1r farelerde TERT ekspresyonunun olduk¢a azalmis, Ostrojen
replasman tedavisi yapildiktan sonra TERT ekspresyonunun tekrar arttigr gozlenmistir
(Bayne ve ark., 2011). Ayrica, Ostrojenin menopoz sonrasi donemde azaldigi
bilinmektedir (Greenblatt, Oettinger, & Bohler, 1976). Total alanda, primer ve preantral
folikiillerde oositte erken donemde yliksek ve daha sonra azalan TERT ifadesi 0strojenin

yasa bagli azalmast ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Tert ekspresyonel farkliligin olusmasini saglayan bir diger faktdr ise telomerlerin
niikleotid yapisindan kaynakli olabilir. Ciinkii telomer DNA’s1 zengin guanin {gliileri
icerdigi icin oksidasyona kars1 hassas ve oksidatif stresle indiiklenen DNA hasarina daha
duyarlidir (Henle ve ark., 1999). Telomerler gelisimin ilerleyen doneminde kisalmasi,
cok sayida gerceklesmis olan DNA replikasyonu ve artan oksidatif stres ile
iliskilendirilmektedir (Ko, Seo, & Jung, 2018; Sitte, Saretzki, & von Zglinicki, 1998).
Boylece, yasla birlikte ¢ok sayida mitotik boliinme oldugu i¢in telomerler yasla orantili
bir sekilde kisalir. Bununla birlikte, telomerler normal genomdan yedi kat daha fazla
primidin (Timin) igerigine sahiptir ve zengin primidin i¢eriginden dolayr DNA hasarina
kars1 duyarlidir (Rochette & Brash, 2010). Yapilan ¢alismalar hTERT in oksidatif strese
yanitta rol alabilecegi de gosterilmistir (Green, Sharma, & Santos, 2019). Oksidatif
stresin (H,O; ile) indiiklenmesiyle, insan fibroblastlarindaki mitokondrideki hTERT
diizeyini azalttig1 ve hiicreyi otofajiya yonlendirdigi goriilmiistir (Green ve ark., 2019).
Mitokondrideki oksidatif stresle artan DNA hasari, TERT yanitinin azalmasi ve

telomeraz aktivitesinin kaybina neden olabilmektedir (Green ve ark., 2019). Jiang ve
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arkadaglarinin 2018 yilinda yapmis oldugu ¢alismada ise prematiir over yetmezlik (POF)
hastalarinda ROS miktarinin arttig1 ve TERT ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir (H.
L. Jiang, Cao, & Chen, 2018). Bir diger bulgu ise POF hastalarinda yasa bagli olarak
TERT ekspresyonunun azaldigi ve folikiil tiikenmesinden kaynakli POF olan hastalarda
diisiik TERT ekspresyonu gozlenmistir (Kinugawa ve ark., 2000). Bizim ¢alismamizda
erken donemden, ge¢ ergin doneme kadar yaslanmayla azalan Tert mRNA ve protein
seviyeleri goriilmektedir. Gelisimin ilerleyen donemlerinde azalan TERT ekspresyonu

oksidatif strese bagl olarak azalmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Yapilan bir c¢alismada gen¢ (6-8 hafta) ve yash farelerden (42-48 hafta)
stiperovulasyonla elde edilmis MII oositlerde ve postovulatuvar yaslanmaya ugramis
MII oositlerde TERT ekspresyonu analiz edilmistir (Yamada-Fukunaga ve ark., 2013).
Hem postovulatuvar yaslanma sirasinda ve hem de biyolojik yaslanmaya bagli olarak
hem Tert ekspresyonu (Q-PCR yontemi ile) ve hem de telomeraz aktivitesinin [TRAP
(Telomerik Tekrar Cogaltma Protokolii) yontemi ile] azaldigi goriilmiistir (Yamada-
Fukunaga ve ark., 2013). Bilindigi gibi telomeraz aktivitesinin olmadigi farelerde
nesiller boyunca azalan telomer uzunlugu goriilmektedir. Bu da metafaz
kromozomlarinda anormal ig olusumu ve yanlis hizalanmaya sebep olmaktadir (Blasco
ve ark., 1997) ve dolayisiyla yaslanma siirecinde oositlerde andploidi olusumuna neden
olabilmektedir. Bununla birlikte ayni ¢alismada yasla birlikte artan ROS seviyeleri de
degerlendirilmis ve yaslanmayla birlikte arttigi goriilmiistiir. Bizim ¢alismamizda da
benzer sekilde erken donemden, ge¢ ergin doneme kadar yaslanmayla azalan Tert
MRNA ve protein seviyeleri goriilmiistiir. Bizim c¢alismamizdaki 6 ve 52 haftalik
ovaryumlarin Tert mRNA sonuglariyla kiyaslandiginda mRNA ekspresyonunun 52
haftada arttig1 goriillmektedir. Ayrica protein sonuglaria bakildiginda total alanda ergin
donem (6 haftalik ovaryumlari da igermektedir) ve yasli donem (52 haftalik ovaryumlari
da icermektedir) ovaryumlarda TERT ekspresyonu yasli donemde kismi bir azalma
gorilmektedir. Yasla birlikte TERT ekspresyonundaki azalma, oksidatif stres ve diger

hormonal degisimlerden kaynaklanmis olabilir.

Prasad ve arkadaslarinin 2017 yilinda yapmis oldugu bir ¢alismada, sicanda ovulasyon

sonras1 metafaz II oositlerin ampullada 7 saate kadar bekletilerek in vivo yaslandirilmasi
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durumunda, TERT ekspresyonunun arttigi goriilmiistiir (Prasad & Chaube, 2017). MlI
oositlerin yaglandirilmasi, MII duraklamasindan kendiliginden ¢ikisini ve apoptozu
indiikleyerek oosit kalitesinin diismesine sebep olabilmektedir (Prasad & Chaube, 2017).
TERT ekspresyonundaki artig, oosit yaslanmasinin yani sira MII duraklamasindan
kendiliginden ¢ikmasi ve mayotik bdliinmenin tekrar baglamasiyla iliskilendirilmektedir
(Cui ve ark., 2012; Eisenhauer, Gerstein, Chiu, Conti, & Hsueh, 1997). Daha once
yapilan calismalar, MII duraklamasindan ¢ikigla birlikte MAPK ve MPF ekspresyon
seviyelerinin azaldigi (Cui ve ark., 2012), TERT ekspresyonunun arttig1 ve daha sonra
mayotik boliinmenin devam ettigi gosterilmistir (Prasad & Chaube, 2017). Bu calisma
ile direkt benzerlik gostermemesine ragmen, bizim ¢alismamiza benzer sekilde geg ergin
donemden sonra yasli donemde artan TERT ekspresyonu kismi bir benzerlik oldugunu

gostermektedir.

Domuzda folikiiler gelisim sirasinda TERT ekspresyon seviyelerinin incelenmesi ve
TERT ekspresyonunun telomer uzunluguna etkisinin analizi amaglanan bir ¢alismada,
primer ve preantral folikiillerde hem oositte, hem de granuloza hiicrelerinde ¢ekirdek
yerlesimli TERT odaklar1 goriilmiis (Russo ve ark., 2006). Bizim ¢alismamizda TERT
odaklar1 hem oosit hem de granuloza hiicrelerinde g¢ekirdek ve sitoplazmik yerlesimli
goriildii. Bununla birlikte, ayn1 ¢alismada TERT ekspresyonuyla telomer uzunlugu da

paralellik gosterdigi ortaya konulmustur (Russo ve ark., 2006).

Nothobranchius furzeri baliklarinda yapilan aragtirmada yas arttikga Tert
ekspresyonunun ve telomeraz aktivitesinin arttigi gosterilmis. Ilging olarak, artan
telomeraz aktivitesine ragmen azalan telomer uzunlugu 6l¢iilmistiir (Hartmann ve ark.,
2009). Bizim calismamizda da benzer sekilde ge¢ ergin donemden sonra yash donemde
Tert gen ekspresyonu hem mRNA hem protein diizeyinde kismi bir artis gosterdi. Bu
durum, telomerazin telomerlerin uzatilmasinda etkili oldugu roliine ek, farkli gorevler
alabilecegini diistindiirmektedir. Bu diisiince ile uyumlu olarak, hTERT ekspresyonu ve
telomeraz aktivitesinin insan hiicre hattina ait mitokondrilerde oldugu gosterilmistir
(Santos, Meyer, Skorvaga, Annab, & Van Houten, 2004). hTERT’in H,0, kaynakli
DNA hasarina yol acip agmadigimi incelemek i¢in mitokondride hTERT bulunan ve
bulunmayan hiicreler HyO;’ye (15 ve 60 dk. boyunca) maruz birakilmis. hTERT bulunan
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insan hiicre hattt mitokondri DNA'sinin, bulunmayan hiicrelere kiyasla mitokondri DNA
hasarinin indiiklendigi goriilmiis ve bu sonuglar hTERT in apoptozun diizenlemesinde
rol aldigimi diisiindiirmektedir (Santos ve ark., 2004). Apoptozun si¢an karacigerinde
yasla birlikte azaldigi belirlenmistir (Suh, 2002). TERT, anti-apoptotik yolla doku
biitiinliglinii korumak icin yasla birlikte artis gosteriyor olabilir. Ayrica Tert’in birgok
DNA hasar proteiniyle (Ku, BLM / WRN gibi) iliskili oldugu da bilinmektedir (de
Lange, 2005). Bu nedenle TERT, apoptotik yola girisi baskilayarak doku biitiinligiini
korumak i¢in artis gosteriyor olabilir. Son arastirmalar ise telomerazin DNA hasar
tepkilerinde de rol alabilecegini gostermektedir (Masutomi ve ark., 2003). hTERT
ekspresyonunun fibroblastlarda S fazinda gecici olarak ekspresse edildigini, fakat
telomerlerin  uzunlugunu koruyamamasina ragmen kromozom uglarimi kapatarak
kararliligr sagladigi gosterilmistir (Masutomi ve ark., 2003). Ek olarak, hTERT’in DNA
replikasyon proteini olan primaz ile iliskili oldugu bulunmustur (Ray, Karamysheva,
Wang, Shippen, & Price, 2002). DNA replikasyonu ile ilgili proteinler genellikle DNA
onarimi i¢in gerekli oldugundan, telomerazin DNA onarim fonksiyonlarinda olas1 bir
roliinii gosterebilir. Sonug olarak Tert’in ekspresyon seviyelerinin anlamli olmasa da
yasli donemde artisi Tert’in apoptoz, DNA hasar tamiri ya da gen ekspresyon

diizenlenmesi gibi telomer disinda gorevleriyle ilgili olabilir.

Caligmamizda, telomerazin RNA bileseni olan Terc’in ekspresyon seviyesi, haftalar
arasinda degerlendirildiginde 1. haftada en yiiksek diizeyde goriilmiistiir. Ekspresyon
seviyesinde dalgalanmalar meydana gelse de, 72. haftaya dogru gidildiginde
ekspresyonunda azalma oldugu tespit edildi. Ayrica, gruplar arasinda da Terc
ekspresyonunun yagla birlikte azaldigim1 belirledik. Daha o6nceki calismalarda Terc
eksikliginin farelerde kil grilesmesi, kalp ve bdbrek fonksiyon bozuklugu, kemik iligi
bozuklugu, sinir kdk hiicrelerinin ¢ogalmasinda bozukluklar, erken yaslanmayla ilgili
oldugu gosterilmistir (Blasco, 2005; Herrera ve ark., 1999; Yao ve ark., 1979). Bizim
bulgularimizda ovaryumda yasla azalan Terc ekspresyonu, infertiliteyle iliskili olabilir.
Ayrica yagla birlikte artan ROS seviyeleri telomeraz aktivitesini diisiirmektedir
(Yamada-Fukunaga ve ark., 2013). Terc ekspresyonunun, azalan TERT ile birlikte

telomeraz aktivitesinin diismesine neden oldugunu ve dolayisiyla ovaryal yaslanmada
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onemli bir role sahip oldugu diisiiniilmektedir. Fakat Terc’in ovaryal yaslanma

stirecindeki rollerine yonelik yeni ¢caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

TRF1, telomerin yapisal biitiinliigiiniin korunmasinda gorevli olan selterin kompleksinin
esas proteinlerindendir. TRF1, DNA replikasyonu sirasinda replikasyon ¢atalinin
olusumunda, boliinme esnasinda telomerlerin ¢ekirdek zarina tutunmasinda ve
telomerlerin fiizyondan korunmasinda etkilidir (L. Wang ve ark., 2018). TRF1’in
ekspresyon seviyesinin korunmasi, telomerler uzunlugunun korunmasinda 6nemlidir (L.
Wang ve ark., 2018). Trfl ekspresyonu en diisiik 1. haftada, en yiiksek 2. haftada
belirlenmis ve 72. haftaya kadar dalgalanmalar gostermistir. Trfl ekspresyonu gruplar
arasinda incelendiginde anlamli  bir farkliik bulunmamistir. TRF1  protein
ekspresyonunda da gruplar arasinda mRNA sonucuyla uyumlu olarak farklilik
belirlenmedi. Primordial, primer, sekonder, preantral ve antral folikiiller de dahil olmak
tizere tim incelenen folikiil tiplerinde gruplar arasinda farklilik bulunmazken, genel
olarak oositte ilging olarak en yiiksek ekspresyon yasli donemde belirlenmis ve
granuloza hiicrelerinde ise fark bulunmamistir. Zebra baliginda yapilan ¢aligmada ise
Trfl ekspresyon seviyeleri qRT-PCR yontemi kullanilarak geng ve yetiskin dokularda
incelenmis: beyin, solungag, bagirsak, kuyruk ve ovaryumda yetiskin dokularda
azaldigy; kalp, karaciger ve kasta ise degismedigi goriilmiistiir (Wagner ve ark., 2017).
Ayn1 calismada farede Trfl ekspresyon seviyesi qRT-PCR yontemi kullanilarak
embriyonik donemde ve postnatal donemde cesitli dokularda (beyin, kalp, bobrek ve
karaciger) incelenmistir (Wagner ve ark., 2017). Karacigerde ekspresyon seviyesi yasla
birlikte artarken; beyin, kalp ve bdbrekte yasla birlikte ekspresyon farklilig
bulunmamigtir (Wagner ve ark., 2017). Derevyanko ve arkadaglarinin 2017 yilinda fare
ve insan epidermisinde yapmis oldugu c¢alismada Trfl ekspresyonun yasla birlikte
azaldigin1 bulmuslardir (Derevyanko ve ark., 2017). Calismalarda bazi dokularda bizim
sonuglarimiza benzer olarak Trfl ekspresyonunun degismedigi dikkati ¢ekmektedir.
Trfl’in ekspresyon seviyesinin korunmasi telomer uzunlugunu korunmasma bagl
olabilir. Ekspresyon seviyesinin bazi dokularda degisiyor olmasi dokuya 6zgii farklh
rolleri ve farkli mekanizmalar ile ekspresyonel kontroliiniin olabilecegini

diistindiirmektedir.
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Trf2 mRNA ekspresyonu, postnatal fare ovaryum gelisiminin farkli haftalarinda
dalgalanmalar gostermektedir. Bununla birlikte, en yiiksek 6. haftada, en disiik ise 16.
haftada belirlenen Trf2 ekspresyonu, gruplar arasi incelendiginde en diisiik ge¢ ergin, en
yiiksek ergin donemde goriilmiistiir. TRF2 immiin boyanmalari incelendiginde ise geg
ergin donemde Onceki doneme gore azalma meydana gelse de, yaslanmayla birlikte
ekspresyon seviyelerinde artig goriildii. Antral folikiillerde yasla birlikte TRF2 artisi
bulundu, fakat diger folikiillerde gruplar arasinda farklilik bulunmamustir. Oositte ise
yashi donemde artan TRF2 ekspresyon seviyeleri dikkati ¢ekmektedir. Yine granuloza
hiicrelerinde dalgalanmalar olsa da yasla birlikte TRF2 ekspresyonunun arttigi gortildd.
Fare beyninde yasla birlikte TRF2 ekspresyon seviyesinde artis goriiliirken, kalp,
karaciger ve bobrekte degisim goriilmemistir (Wagner ve ark., 2017). TRF2’nin
ekspresyonunun azalmasi yaslanmayla, asir1 ekspresyonu ise telomerlerin kisalmasi ile
iligkili oldugu bilinmektedir (van Steensel ve ark., 1998). Bu nedenle, telomer

uzunlugunun korunmasinda TRF2 ekspresyonunun belirli seviyede kalmas1 dnemlidir.

Son olarak incelenen Potla ekspresyon seviyesi, geng dénemden ge¢ ergin doneme
dogru kademeli bir sekilde azalmis ve yashh donemde ise artis gostermistir. POT1
ekspresyon seviyesine total alanda bakildiginda ge¢ ergin donemde en diisiik, yaslh
donemde ise en yiiksek olarak belirlendi. Primordial, primer, sekonder ve antral
folikiillerde POT1 ekspresyon farkliligi bulunmazken; preantral folikiillerde ge¢ ergin
doneme kadar kademeli bir sekilde azaldigir ve yasli donemde kismi bir artis dikkati
cekmektedir. Bununla birlikte primer ve sekonder folikiillerdeki oositlerde immiin
boyanmalarin arttigi goriildi. Potla ekspresyon seviyeleri gRT-PCR ile farkli fare
dokularinda incelenmis ve beyin, kalp, bagirsak, karaciger, kuyruk ve ovaryumda yasla
birlikte azaldig1 belirlenmistir (Wagner ve ark., 2017). Daha 6nce yapilan bagka bir
calismada insanda periferik kaninda ve iskelet kasinda fizyolojik stresin selterin
kompleksi iizerine etkileri incelenmis (Laye ve ark., 2012). llgin¢ sekilde selterin
kompleksi proteinlerinden TRF1, TRF2 ve POT1’nin hem mRNA hem de protein
seviyelerinin arttigir gorilmistiir (Laye ve ark.,, 2012). Bununla birlikte telomer
uzunlugunun degismedigi bulunmustur (Laye ve ark., 2012). Bu durum, telomerlerin
korunmasinda selterin proteinlerinin ekspresyonlarindaki artisinin 6nemli olabilecegi

seklinde yorumlanmistir. Daha 6ncede belirtildigi gibi yasla birlikte oksidatif stres
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artmaktadir. Bizim ¢alismamiza benzer sekilde yasli donemde artan TRF2 ve POTI
mRNA ve protein seviyeleri gozlendi. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda telomerlerin yaslh
donemde kisaldig1 bilinmektedir ve bu proteinlerdeki artis1 telomerik kisalmanin

Oonlenmesine yonelik olabilecegi diisiiniilmektedir.

Sonug olarak, verilerimiz lireme biyolojisine yonelik ve ovaryal yaslanma sirasinda
telomeraz bilesenleri ve telomer iliskili proteinlerinin olasi rollerinin belirlenmesine 151k
tutabilecek ilk c¢alismadir. Selterin proteinleri ve telomeraz bilesenlerinin ekspresyon
seviyeleri ve hiicre i¢i yerlesimleri yagla degisen telomer iliskili mekanizmalarin
anlasilmasi i¢in alt yap1 olusturmaktadir. Ovaryal yaslanma siirecinde, yeni teknolojik
gelismelerin 1s181nda, telomeraz bilesenleri ve telomer iligkili proteinlerin ekspresyonel
seviyelerinin korunmasina yonelik uygulamalarin tiremenin ileriki yaslarda korunmasina
katkilar  saglayabilecektir. Yapilacak olan yeni c¢alismalarda bu genlerin
ekspresyonlarinin zamansal ve uzamsal olarak kontrol eden mekanizmalarin
bulunmasiyla ozellikle ovaryal yaslanma, prematiir over yetmezligi, polikistik over
sendromu ve infertilite nedenlerinin belirlenmesine olanak saglanabilecegi kanisindayiz.
Ayrica, calismamiz ve bu konudaki farkli c¢alisma sonuclari Tert, Terc ve selterin
proteinlerinin ekspresyon seviye degerlendirilmesinin, yaslanmanin bir biyobelirteci

olarak kullanilabilecegine yonelik 6nemli veriler ortaya koymaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez calismamizda postnatal ovaryum dokularinda telomere bagli proteinler (TRF1,
TRF2, POT1) ve telomeraz bilesenlerinin (TERT, Terc) mRNA ve protein ekspresyon
seviyeleri detayli bir sekilde incelenerek, genlerin ekspresyon degisimleri aragtirilmistir.

Calismadan elde edilen sonuglar asagida maddeler halinde 6zetlenmistir.

1. Postnatal ovaryumlarin hematokilen-eozin (HE) ile boyanmasi yapilarak genel
histolojik yapilar1 degerlendirildiginde, farkli gelisim donemlerinde stromal
icerik ile folikiil say1 ve ¢esitliliginde farkliliklar oldugu belirlenmistir.

2. Tert ekspresyonu 2. haftadan 18. haftaya kadar kademeli bir sekilde azaldigt; 52.,
60. ve 72. haftalarda istatistiksel olarak anlamli artis goriilmustiir. Gruplar
arasinda ise erken donemden, gec¢ ergin doneme dogru ekspresyon seviyesi
anlamli bir sekilde azalirken, yash donemde kismi bir artig gozlenmistir.

3. TERT proteini tiim gruplarda ekspresse edilmektedir. Ekspresyon dagilimi
kortekste farkli gelisim evlerindeki folikiillerin hem oosit hem de granuloza
hiicrelerinde ve stromal alandaki belirli hiicrelerde sitoplazmik ve niiklear
reaksiyon tespit edilmistir. Folikiillere genel olarak bakildiginda oositlerdeki
ekspresyon yogunlugunun; granuloza hiicrelerine gore daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. TERT proteininin, ovaryum hiicrelerindeki fonksiyonel 6nemi ile
sitoplazmik ve niiklear olas1 diger gorevlerinin belirlenmesine yonelik yeni
calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

4. Total ovaryum analizinde, erken donemden yasli doneme dogru gidildiginde
TERT ekspresyon seviyesi kademeli bir sekilde azalmaktadir. Primordial
folikiillerde erken donemden yasli déneme kadar tiim gruplarda oosit ve folikiil
hiicrelerinde TERT ekspresyonu degisimler gosterse de istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmamaistir. Primer folikiillerde gruplar arasinda belirgin
farkliliklar goriillmezken, oositte anlamli olarak en yiiksek ekspresyon erken
donemde gorilmiistiir. Sekonder folikiillerde ergin donemden yasli doneme
dogru gidildiginde ise anlamli olmasa da bir artig belirlenmistir. Erken dénem
fare ovaryumlarinin preantral folikiilleri, ergin, ge¢ ergin ve yasl donemlere gore

anlamh diizeyde daha yiiksek miktarda TERT eksprese etmistir. Antral
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10.

11.

folikiillerde ise ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak bir farklilik
bulunmamustir.

Terc ekspresyonu en yiiksek 1. haftada goriilmistiir. Dalgalanmalar meydana
gelse de yasla birlikte azaldigi dikkati ¢ekmektedir. Gruplar arasinda ise en
yiiksek Terc ekspresyonunun erken donemde oldugu ve yashh doneme kadar
gittikce azaldig1 belirlenmistir.

Trfl ekspresyon seviyesinin farkli postnatal yas gruplar1 arasinda dalgalanmalar
gostermis ve gruplar arasinda anlamli bir faklilik bulunmamastir.

TRF1 ekspresyonu tiim gruplarda ekspresse edildigi tespit edildi. Farkli gelisim
asamasindaki folikiillerin hem oosit hem de granuloza hiicrelerinin sitoplazma ve
cekirdeklerinde yerlesim gostermistir. Ayrica, TRF1 proteininin sitoplazma ve
cekirdekte etkilesimde oldugu proteinlerin belirlenmesinin, TRF1’in telomerik
ve telomer disindaki fonksiyonlarinin belirlenmesine katkilar saglayabilecegi
kanisinday1z.

Total ovaryum degerlendirmelerinde, TRF1 immiin boyanmalar1 i¢in istatistiksel
olarak herhangi bir farklilik bulunmadi. Folikiillerde gruplar arasinda kismi
farkliliklar olsa da anlamlilik goriilmemistir. Bununla birlikte primordial ve
sekonder folikiillerde yasli donem oosit boyanmalariin, ergin doneme gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha yiiksektir.

Trf2 ekspresyonu yaslanmaya bagli olarak dalgalanma gostermistir. Gruplar
arasinda gen¢ donemden geg ergin doneme dogru kademeli bir sekilde ve anlamli
olarak diistligii gérilmiistiir.

TRF2 ekspresyon dagilimi, farkli gelisim asamasindaki folikiillerin oosit ve
granuloza hiicrelerinde ve stromal alanlarda goriilmistiir. TRF2, oosit ile
granuloza hiicrelerinde hem sitoplazma hem de cekirdekte yerlesim gdstermistir.
TRF2 ekspresyonunun ovaryumun farkli bolgelerdeki dagilimlariyla ilgili farkl
caligmalara gereksinim duyulmaktadir. Bu calismalarin yapilmasi, TRF2’nin
olasi fonksiyonlarinin  ayrintili  bir sekilde tanimlanmasma katkilar
saglayabilecektir.

Total ovaryumda erken dénemdeki TRF2 ekspresyonu, yasli ve ergin doneme

gore istatistiksel olarak daha diisiikk bulunmustur. Primordial, primer, sekonder ve

80



12.

13.

14.

preantral folikiillerde gruplar arasinda farklilik bulunmazken; yasli donem antral
folikiillerde, ge¢ ergin doneme kiyasla istatistiksel anlamli olarak artan
boyanmalar belirlenmistir.

Potla ekspresyonu, 1. haftadan 3. haftaya dogru kademeli olarak yiikselmistir.
Ucgiincii haftadan 5. haftaya dogru ise Potla transkript diizeyi kademeli olarak
azalmistir. Altinct haftada belirgin diizeye yilikselen Potla, 16. haftada oldukga
diismiistii ve 52. haftaya dogru ise kademeli bir sekilde yiikselmistir. Gruplar
arasinda erken donemde diisiik diizeyde olan Potla mRNA diizeyi, geng
donemde biraz yiikselmis ve ge¢ ergin doneme dogru ise kademeli olarak
azalmistir. Geg¢ ergin donemde azalmis olan Potla diizeyi yashh donemde
yiikselmistir.

POT1 ekspresyon dagilimi, folikiillerde ve stromal alanlarda gozlenmistir.
Oositte ve granuloza hiicreleri ile stromal hiicrelerde sitoplazmada ve gekirdekte
yerlesik oldugu goriilmiistir. POT1’in ovaryumda ekspresyon dagilimlarina
yonelik, fonksiyonel c¢aligsmalar bulunmamaktadir. Sitoplazmik ve c¢ekirdek
ekspresyon seviyelerinin dagilim orani ve bu proteinin telomer disindaki olasi
fonksiyonlarinin arastirilmasina yonelik yeni ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Total ovaryum analizinde yasli donemde, ge¢ ergin doneme gore anlamli
diizeyde daha yiiksek POT1 ekspresyonuna sahip oldugu tespit edildi. Primordial
folikiillerde POT1 ekspresyonu degisim gosterse de istatistiksel olarak bir
farklilik bulunmamustir. Primer ve sekonder folikiillerde gruplar arasinda
farklilik bulunmazken; yashi donemdeki oositte POTI1 ekspresyonu diger
donemlerdeki oositlere gore istatistiksel olarak anlamli olarak daha yiiksek
bulundu. Preantral folikiillerde erken donemden ge¢ ergin doneme dogru
kademeli olarak azalan preantral folikiillerdeki POT1 protein seviyesi, yaslh
donemde istatistiksel anlamli diizeyde artmistir. Antral folikiillerde gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli herhangi bir farklilik bulunmad.

81



KAYNAKLAR

Amiard, S., Doudeau, M., Pinte, S., Poulet, A., Lenain, C., Faivre-Moskalenko, C.,
Giraud-Panis, M. J. (2007). A topological mechanism for TRF2-enhanced strand
invasion. Nat Struct Mol Biol, 14(2), 147-154. doi: 10.1038/nsmb1192

Arraztoa, J. A., Zhou, J., Marcu, D., Cheng, C., Bonner, R., Chen, M., Bondy, C. (2005).
Identification of genes expressed in primate primordial oocytes. Hum Reprod, 20(2),
476-483. doi: 10.1093/humrep/deh498

Autexier, C., & Lue, N. F. (2006). The structure and function of telomerase reverse
transcriptase. Annu Rev Biochem, 75, 493-517. doi:
10.1146/annurev.biochem.75.103004.142412

Baumann, P., & Cech, T. R. (2001). Potl, the putative telomere end-binding protein in
fission yeast and humans. Science, 292(5519), 1171-1175. doi: 10.1126/science.1060036

Bayne, S., Li, H., Jones, M. E., Pinto, A. R., van Sinderen, M., Drummond, A., Liu, J. P.
(2011). Estrogen deficiency reversibly induces telomere shortening in mouse granulosa
cells and ovarian aging in vivo. [Research Support, Non-U.S. Gov't]. Protein Cell, 2(4),
333-346. doi: 10.1007/s13238-011-1033-2

Bayne, S., & Liu, J. P. (2005). Hormones and growth factors regulate telomerase activity
in ageing and cancer. Mol Cell Endocrinol, 240(1-2), 11-22. doi:
10.1016/j.mce.2005.05.009

Bekaert, S., Derradji, H., & Baatout, S. (2004). Telomere biology in mammalian germ
cells and  during  development. Dev  Biol, 274(1), 15-30. doi:
10.1016/j.ydbio.2004.06.023S0012-1606(04)00440-3 [pii]

Ben-Or, S. (1963). Morphological and functional development of the ovary of the
mouse. I. Morphology and histochemistry of the developing ovary in normal conditions
and after FSH treatment. J Embryol Exp Morphol, 11, 1-11.

Blasco, M. A. (2005). Telomeres and human disease: ageing, cancer and beyond. Nat
Rev Genet, 6(8), 611-622. doi: 10.1038/nrg1656

Blasco, M. A. (2007a). The epigenetic regulation of mammalian telomeres. Nat Rev
Genet, 8(4), 299-309. doi: 10.1038/nrg2047

82



Blasco, M. A. (2007b). Telomere length, stem cells and aging. Nat Chem Biol, 3(10),
640-649. doi: 10.1038/nchembio.2007.38

Blasco, M. A., Funk, W., Villeponteau, B., & Greider, C. W. (1995). Functional
characterization and developmental regulation of mouse telomerase RNA. Science,
269(5228), 1267-1270.

Blasco, M. A, Lee, H. W., Hande, M. P., Samper, E., Lansdorp, P. M., DePinho, R. A,
& Greider, C. W. (1997). Telomere shortening and tumor formation by mouse cells
lacking telomerase RNA. Cell, 91(1), 25-34.

Britt, K. L., Kerr, J., O'Donnell, L., Jones, M. E., Drummond, A. E., Davis, S. R,
Findlay, J. K. (2002). Estrogen regulates development of the somatic cell phenotype in
the eutherian ovary. FASEB J, 16(11), 1389-1397. doi: 10.1096/fj.01-0992com

Broekmans, F. J., Soules, M. R., & Fauser, B. C. (2009). Ovarian aging: mechanisms
and clinical consequences. [Review]. Endocr Rev, 30(5), 465-493. doi: 10.1210/er.2009-
0006

Bryan, T. M., Englezou, A., Gupta, J., Bacchetti, S., & Reddel, R. R. (1995). Telomere
elongation in immortal human cells without detectable telomerase activity. EMBO J,
14(17), 4240-4248.

Calado, R. T., & Young, N. S. (2008). Telomere maintenance and human bone marrow
failure. Blood, 111(9), 4446-4455.

Calado, R. T., & Young, N. S. (2008). Telomere maintenance and human bone marrow
failure. Blood, 111(9), 4446-4455. doi: 10.1182/blood-2007-08-019729

Chen, J. L., Blasco, M. A., & Greider, C. W. (2000). Secondary structure of vertebrate
telomerase RNA. Cell, 100(5), 503-514.

Chen, L. Y., Zhang, Y., Zhang, Q., Li, H., Luo, Z., Fang, H., Songyang, Z. (2012).
Mitochondrial localization of telomeric protein TIN2 links telomere regulation to
metabolic control. Mol Cell, 47(6), 839-850. doi: 10.1016/j.molcel.2012.07.002

Cheng, Q., & Chen, J. (2010). Mechanism of p53 stabilization by ATM after DNA
damage. Cell Cycle, 9(3), 472-478. doi: 10.4161/cc.9.3.10556

83



Chiang, Y. J., Kim, S. H., Tessarollo, L., Campisi, J., & Hodes, R. J. (2004). Telomere-
associated protein TIN2 is essential for early embryonic development through a
telomerase-independent pathway. Mol Cell Biol, 24(15), 6631-6634. doi:
10.1128/MCB.24.15.6631-6634.2004

Cui, W., Zhang, J., Lian, H. Y., Wang, H. L., Miao, D. Q., Zhang, C. X., Tan, J. H.
(2012). Roles of MAPK and spindle assembly checkpoint in spontaneous activation and
MIII arrest of rat oocytes. PLoS One, 7(2), e32044. doi: 10.1371/journal.pone.0032044

Danilovich, N., & Ram Sairam, M. (2006). Recent female mouse models displaying
advanced reproductive aging. Exp Gerontol, 41(2), 117-122. doi: S0531-
5565(05)00258-5 [pii]10.1016/j.exger.2005.10.010

De Boeck, G., Forsyth, R. G., Praet, M., & Hogendoorn, P. C. (2009). Telomere-
associated proteins: cross-talk between telomere maintenance and telomere-lengthening
mechanisms. J Pathol, 217(3), 327-344. doi: 10.1002/path.2500

de Lange, T. (2005). Shelterin: the protein complex that shapes and safeguards human
telomeres. Genes Dev, 19(18), 2100-2110. doi: 10.1101/gad.1346005

de Lange, T., Shiue, L., Myers, R. M., Cox, D. R, Naylor, S. L., Killery, A. M., &
Varmus, H. E. (1990). Structure and variability of human chromosome ends. Mol Cell
Biol, 10(2), 518-527.

Denchi, E. L., & de Lange, T. (2007). Protection of telomeres through independent
control of ATM and ATR by TRF2 and POT1. Nature, 448(7157), 1068-1071. doi:
10.1038/nature06065

Derevyanko, A., Whittemore, K., Schneider, R. P., Jimenez, V., Bosch, F., & Blasco, M.
A. (2017). Gene therapy with the TRF1 telomere gene rescues decreased TRF1 levels
with aging and prolongs mouse health span. Aging Cell, 16(6), 1353-1368. doi:
10.1111/acel. 12677

Dolnik, A. V., Kuznetsova, I. S., Voronin, A. P., & Podgornaya, O. I. (2003). Telomere-
binding TRF2/MTBP localization during mouse spermatogenesis and cell cycle of the
mouse cells L929. J Anti Aging Med, 6(2), 107-121. doi: 10.1089/109454503769684784

Dorland, M., van Koolij, R. J., & te Velde, E. R. (1998). General ageing and ovarian
ageing. Maturitas, 30(2), 113-118.

84



Draskovic, 1., Arnoult, N., Steiner, V., Bacchetti, S., Lomonte, P., & Londono-Vallejo,
A. (2009). Probing PML body function in ALT cells reveals spatiotemporal
requirements for telomere recombination. Proc Natl Acad Sci U S A, 106(37), 15726-
15731. doi: 10.1073/pnas.0907689106

Dunham, M. A., Neumann, A. A., Fasching, C. L., & Reddel, R. R. (2000). Telomere
maintenance by recombination in human cells. Nat Genet, 26(4), 447-450. doi:
10.1038/82586

Durlinger, A. L., Kramer, P., Karels, B., de Jong, F. H., Uilenbroek, J. T., Grootegoed, J.
A., & Themmen, A. P. (1999). Control of primordial follicle recruitment by anti-
Mullerian hormone in the mouse ovary. Endocrinology, 140(12), 5789-5796. doi:
10.1210/endo.140.12.7204

Eisenhauer, K. M., Gerstein, R. M., Chiu, C. P., Conti, M., & Hsueh, A. J. (1997).
Telomerase activity in female and male rat germ cells undergoing meiosis and in early
embryos. Biol Reprod, 56(5), 1120-1125.

Fair, T. (2003). Follicular oocyte growth and acquisition of developmental competence.
Anim Reprod Sci, 78(3-4), 203-216.

Foddis, R., De Rienzo, A., Broccoli, D., Bocchetta, M., Stekala, E., Rizzo, P., Pass, H. I.
(2002). SV40 infection induces telomerase activity in human mesothelial cells.
Oncogene, 21(9), 1434.

Forsyth, N. R., Wright, W. E., & Shay, J. W. (2002). Telomerase and differentiation in
multicellular organisms: turn it off, turn it on, and turn it off again. Differentiation, 69(4-
5), 188-197. doi: 10.1046/j.1432-0436.2002.690412.x

Frescas, D., & de Lange, T. (2014). A TIN2 dyskeratosis congenita mutation causes
telomerase-independent telomere shortening in mice. Genes Dev, 28(2), 153-166. doi:
10.1101/gad.233395.113

Gilchrist, G. C., Kurjanowicz, P., Mereilles, F. V., King, W. A., & LaMarre, J. (2015).
Telomere length and telomerase activity in bovine pre-implantation embryos in vitro.
Reprod Domest Anim, 50(1), 58-67. doi: 10.1111/rda.12449

Gillis, A. J., Schuller, A. P., & Skordalakes, E. (2008). Structure of the Tribolium
castaneum telomerase catalytic subunit TERT. Nature, 455(7213), 633-637. doi:
10.1038/nature07283

85



Goto, H., lwata, H., Takeo, S., Nisinosono, K., Murakami, S., Monji, Y., & Kuwayama,
T. (2011). Effect of bovine age on the proliferative activity, global DNA methylation,
relative telomere length and telomerase activity of granulosa cells. Zygote, Epub ahead
of print. doi: S0967199411000499 [pii]10.1017/S0967199411000499

Grandin, N., Damon, C., & Charbonneau, M. (2001). Tenl functions in telomere end
protection and length regulation in association with Stnl and Cdcl13. EMBO J, 20(5),
1173-1183. doi: 10.1093/embo0j/20.5.1173

Grandin, N., Reed, S. I, & Charbonneau, M. (1997). Stnl, a new Saccharomyces
cerevisiae protein, is implicated in telomere size regulation in association with Cdc13.
Genes Dev, 11(4), 512-527.

Green, P. D., Sharma, N. K., & Santos, J. H. (2019). Telomerase Impinges on the
Cellular Response to Oxidative Stress Through Mitochondrial ROS-Mediated
Regulation of Autophagy. Int J Mol Sci, 20(6). doi: 10.3390/ijms20061509

Greenblatt, R. B., Oettinger, M., & Bohler, C. S. (1976). Estrogen-androgen levels in
aging men and women: therapeutic considerations. J Am Geriatr Soc, 24(4), 173-178.

Greider, C. W., & Blackburn, E. H. (1985). Identification of a specific telomere terminal
transferase activity in Tetrahymena extracts. cell, 43(2), 405-413.

Greider, C. W., & Blackburn, E. H. (1989). A telomeric sequence in the RNA of
Tetrahymena telomerase required for telomere repeat synthesis. Nature, 337(6205), 331-
337. doi: 10.1038/337331a0

Griffith, J. D., Comeau, L., Rosenfield, S., Stansel, R. M., Bianchi, A., Moss, H., & de
Lange, T. (1999). Mammalian telomeres end in a large duplex loop. Cell, 97(4), 503-
514.

Gu, P., Min, J. N., Wang, Y., Huang, C., Peng, T., Chai, W., & Chang, S. (2012). CTC1
deletion results in defective telomere replication, leading to catastrophic telomere loss
and stem cell exhaustion. EMBO J, 31(10), 2309-2321. doi: 10.1038/emb0j.2012.96

Haendeler, J., Hoffmann, J. r., Diehl, J. F., Vasa, M., Spyridopoulos, I., Zeiher, A. M., &
Dimmeler, S. (2004). Antioxidants inhibit nuclear export of telomerase reverse
transcriptase and delay replicative senescence of endothelial cells. Circulation research,
94(6), 768-775.

86



Hartmann, N., Reichwald, K., Lechel, A., Graf, M., Kirschner, J., Dorn, A., Englert, C.
(2009). Telomeres shorten while Tert expression increases during ageing of the short-
lived fish Nothobranchius furzeri. Mech Ageing Dev, 130(5), 290-296. doi:
10.1016/j.mad.2009.01.003

He, H., Wang, Y., Guo, X., Ramchandani, S., Ma, J., Shen, M. F., Chang, S. (2009).
Potlb deletion and telomerase haploinsufficiency in mice initiate an ATR-dependent
DNA damage response and elicit phenotypes resembling dyskeratosis congenita. Mol
Cell Biol, 29(1), 229-240. doi: 10.1128/MCB.01400-08

Henle, E. S., Han, Z., Tang, N., Rai, P., Luo, Y., & Linn, S. (1999). Sequence-specific
DNA cleavage by Fe2+-mediated fenton reactions has possible biological implications.
[Research Support, Non-U.S. Gov't Research Support, U.S. Gov't, P.H.S.]. J Biol Chem,
274(2), 962-971.

Henson, J. D., Cao, Y., Huschtscha, L. I., Chang, A. C., Au, A. Y., Pickett, H. A., &
Reddel, R. R. (2009). DNA C-circles are specific and quantifiable markers of
alternative-lengthening-of-telomeres activity. Nat Biotechnol, 27(12), 1181-1185. doi:
10.1038/nbt.1587

Henson, J. D., & Reddel, R. R. (2010). Assaying and investigating Alternative
Lengthening of Telomeres activity in human cells and cancers. FEBS Lett, 584(17),
3800-3811. doi: 10.1016/j.febslet.2010.06.009

Herrera, E., Samper, E., Martin-Caballero, J., Flores, J. M., Lee, H. W., & Blasco, M. A.
(1999). Disease states associated with telomerase deficiency appear earlier in mice with
short telomeres. EMBO J, 18(11), 2950-2960. doi: 10.1093/emb0j/18.11.2950

Hockemeyer, D., Daniels, J. P., Takai, H., & de Lange, T. (2006). Recent expansion of
the telomeric complex in rodents: Two distinct POT1 proteins protect mouse telomeres.
Cell, 126(1), 63-77. doi: 10.1016/j.cell.2006.04.044

Horn, S., Figl, A., Rachakonda, P. S., Fischer, C., Sucker, A., Gast, A., Kumar, R.
(2013). TERT promoter mutations in familial and sporadic melanoma. [Research
Support, Non-U.S. Gov't]. Science, 339(6122), 959-961. doi: 10.1126/science.1230062

Hsu, M., Yu, E. Y., Singh, S. M., & Lue, N. F. (2007). Mutual dependence of Candida
albicans Estlp and Est3p in telomerase assembly and activation. Eukaryot Cell, 6(8),
1330-1338. doi: 10.1128/EC.00069-07

87



Huang, D. S., Wang, Z., He, X. J., Diplas, B. H., Yang, R., Killela, P. J., Tao, H. Q.
(2015). Recurrent TERT promoter mutations identified in a large-scale study of multiple
tumour types are associated with increased TERT expression and telomerase activation.
[Research Support, N.I.H., Extramural Research Support, Non-U.S. Gov't]. Eur J
Cancer, 51(8), 969-976. doi: 10.1016/j.ejca.2015.03.010

Jacobs, S. A., Podell, E. R., & Cech, T. R. (2006). Crystal structure of the essential N-
terminal domain of telomerase reverse transcriptase. Nat Struct Mol Biol, 13(3), 218-
225. doi: 10.1038/nsmb1054

Jiang, H. L., Cao, L. Q., & Chen, H. Y. (2018). Protective effects ROS up-regulation on
premature ovarian failure by suppressing ROS-TERT signal pathway. Eur Rev Med
Pharmacol Sci, 22(19), 6198-6204. doi: 10.26355/eurrev_201810 16025

Jiang, W., Zhong, Z., Henson, J., & Reddel, R. (2007). Identification of candidate
alternative lengthening of telomeres genes by methionine restriction and RNA
interference. Oncogene, 26(32), 4635.

Johnson, M. H. (2018). Essential reproduction: John Wiley & Sons.

Jose, S. S, Tidu, F., Burilova, P., Kepak, T., Bendickova, K., & Fric, J. (2018). The
Telomerase Complex Directly Controls Hematopoietic Stem Cell Differentiation and
Senescence in an Induced Pluripotent Stem Cell Model of Telomeropathy. Front Genet,
9, 345. doi: 10.3389/fgene.2018.00345

Kalmbach, K. H., Fontes Antunes, D. M., Dracxler, R. C., Knier, T. W., Seth-Smith, M.
L., Wang, F., Keefe, D. L. (2013). Telomeres and human reproduction. Fertil Steril,
99(1), 23-29. doi: 10.1016/j.fertnstert.2012.11.039

Kang, S. S., Kwon, T., & Do, S. I. (1999). Akt protein kinase enhances human
telomerase activity through phosphorylation of telomerase reverse transcriptase subunit.
Journal of Biological Chemistry, 274(19), 13085-13090.

Karlseder, J., Kachatrian, L., Takai, H., Mercer, K., Hingorani, S., Jacks, T., & de
Lange, T. (2003). Targeted deletion reveals an essential function for the telomere length
regulator Trfl. Mol Cell Biol, 23(18), 6533-6541.

Keefe, D. L. (2007). Telomeres and meiosis in health and disease. Cell Mol Life Sci,
64(2), 115-116. doi: 10.1007/s00018-006-6462-3

88



Keefe, D. L., & Liu, L. (2009). Telomeres and reproductive aging. Reprod Fertil Dev,
21(1), 10-14.

Keefe, D. L., Marquard, K., & Liu, L. (2006). The telomere theory of reproductive
senescence in  women. Curr Opin Obstet Gynecol, 18(3), 280-285. doi:
10.1097/01.9c0.0000193019.05686.49

Kharbanda, S., Kumar, V., Dhar, S., Pandey, P., Chen, C., Majumder, P., Pandita, T. K.
(2000). Regulation of the hTERT telomerase catalytic subunit by the c-Abl tyrosine
kinase. Current Biology, 10(10), 568-575.

Kim, N. W., Piatyszek, M. A., Prowse, K. R., Harley, C. B., West, M. D., Ho, P. L.,
Shay, J. W. (1994). Specific association of human telomerase activity with immortal
cells and cancer. Science, 266(5193), 2011-2015.

Kinugawa, C., Murakami, T., Okamura, K., & Yajima, A. (2000). Telomerase activity in
normal ovaries and premature ovarian failure. Tohoku J Exp Med, 190(3), 231-238.

Ko, E., Seo, H. W., & Jung, G. (2018). Telomere length and reactive oxygen species
levels are positively associated with a high risk of mortality and recurrence in
hepatocellular carcinoma. [Research Support, Non-U.S. Gov't]. Hepatology, 67(4),
1378-1391. doi: 10.1002/hep.29604

Kong, X., Cruz, G. M. S., Trinh, S. L., Zhu, X. D., Berns, M. W., & Yokomori, K.
(2018). Biphasic recruitment of TRF2 to DNA damage sites promotes non-sister
chromatid homologous recombination repair. J Cell Sci. doi: 10.1242/jcs.219311

Kosebent, E. G., Uysal, F., & Ozturk, S. (2018). Telomere length and telomerase activity
during folliculogenesis in mammals. J Reprod Dev. doi: 10.1262/jrd.2018-076

Krutilina, R. 1., Oei, S., Buchlow, G., Yau, P. M., Zalensky, A. O., Zalenskaya, I. A.,
Tomilin, N. V. (2001). A negative regulator of telomere-length protein trfl is associated
with interstitial (TTAGGG)n blocks in immortal Chinese hamster ovary cells. Biochem
Biophys Res Commun, 280(2), 471-475. doi: 10.1006/bbrc.2000.4143

Lai, C. K., Miller, M. C., & Collins, K. (2003). Roles for RNA in telomerase nucleotide
and repeat addition processivity. Mol Cell, 11(6), 1673-1683.

89



Lavranos, T. C., Mathis, J. M., Latham, S. E., Kalionis, B., Shay, J. W., & Rodgers, R. J.
(1999). Evidence for ovarian granulosa stem cells: telomerase activity and localization
of the telomerase ribonucleic acid component in bovine ovarian follicles. Biol Reprod,
61(2), 358-366.

Laye, M. J., Solomon, T. P., Karstoft, K., Pedersen, K. K., Nielsen, S. D., & Pedersen,
B. K. (2012). Increased shelterin mRNA expression in peripheral blood mononuclear
cells and skeletal muscle following an ultra-long-distance running event. J Appl Physiol
(1985), 112(5), 773-781. doi: 10.1152/japplphysiol.00997.2011

Lee, K. H., Rudolph, K. L., Ju, Y. J., Greenberg, R. A., Cannizzaro, L., Chin, L.,
DePinho, R. A. (2001). Telomere dysfunction alters the chemotherapeutic profile of
transformed cells. Proc Natl Acad Sci U S A, 98(6), 3381-3386. doi:
10.1073/pnas.051629198

Lei, M., Podell, E. R., & Cech, T. R. (2004). Structure of human POT1 bound to
telomeric single-stranded DNA provides a model for chromosome end-protection. Nat
Struct Mol Biol, 11(12), 1223-1229. doi: 10.1038/nsmb867

Li, H., Cao, Y., Berndt, M. C., Funder, J. W., & Liu, J.-P. (1999). Molecular interactions
between telomerase and the tumor suppressor protein p53 in vitro. Oncogene, 18(48),
6785.

Li, H., Zhao, L., Yang, Z., Funder, J. W., & Liu, J.-P. (1998). Telomerase is controlled
by protein kinase Co in human breast cancer cells. Journal of Biological Chemistry,
273(50), 33436-33442.

Lim, J.,, & Luderer, U. (2011). Oxidative damage increases and antioxidant gene
expression decreases with aging in the mouse ovary. Biol Reprod, 84(4), 775-782. doi:
biolreprod.110.088583 [pii] 10.1095/biolreprod.110.088583

Lingner, J., Hughes, T. R., Shevchenko, A., Mann, M., Lundblad, V., & Cech, T. R.
(1997). Reverse transcriptase motifs in the catalytic subunit of telomerase. Science,
276(5312), 561-567.

Liu, K., Hodes, R. J., & Weng, N. (2001). Cutting edge: telomerase activation in human
T lymphocytes does not require increase in telomerase reverse transcriptase (hTERT)
protein but is associated with hTERT phosphorylation and nuclear translocation. J
Immunol, 166(8), 4826-4830.

90



Liu, L., Bailey, S. M., Okuka, M., Munoz, P., Li, C., Zhou, L., Keefe, D. L. (2007).
Telomere lengthening early in development. Nat Cell Biol, 9(12), 1436-1441. doi:
nch1664 [pii] 10.1038/nch1664

Liu, L., Ishihara, K., Ichimura, T., Fujita, N., Hino, S., Tomita, S., Nakao, M. (2009).
MCAF1/AM is involved in Spl-mediated maintenance of cancer-associated telomerase
activity. J Biol Chem, 284(8), 5165-5174. doi: 10.1074/jbc.M807098200

Londono-Vallejo, J. A., Der-Sarkissian, H., Cazes, L., Bacchetti, S., & Reddel, R. R.
(2004). Alternative lengthening of telomeres is characterized by high rates of telomeric
exchange. Cancer Res, 64(7), 2324-2327.

Lopez-Otin, C., Blasco, M. A., Partridge, L., Serrano, M., & Kroemer, G. (2013). The
hallmarks of aging. Cell, 153(6), 1194-1217. doi: 10.1016/j.cell.2013.05.039

Mandal, M., & Kumar, R. (1997). Bcl-2 modulates telomerase activity. Journal of
Biological Chemistry, 272(22), 14183-14187.

Martinez, P., Thanasoula, M., Carlos, A. R., Gomez-Lopez, G., Tejera, A. M,
Schoeftner, S., Blasco, M. A. (2010). Mammalian Rapl controls telomere function and
gene expression through binding to telomeric and extratelomeric sites. Nat Cell Biol,
12(8), 768-780. doi: 10.1038/nch2081

Martinez, P., Thanasoula, M., Munoz, P., Liao, C., Tejera, A., McNees, C., Blasco, M.
A. (2009). Increased telomere fragility and fusions resulting from TRF1 deficiency lead
to degenerative pathologies and increased cancer in mice. Genes Dev, 23(17), 2060-
2075. doi: 10.1101/gad.543509

Massin, N., Gougeon, A., Meduri, G., Thibaud, E., Laborde, K., Matuchansky, C.,
Touraine, P. (2004). Significance of ovarian histology in the management of patients
presenting a premature ovarian failure. Hum Reprod, 19(11), 2555-2560. doi:
10.1093/humrep/deh461

Masutomi, K., Yu, E. Y., Khurts, S., Ben-Porath, I., Currier, J. L., Metz, G. B., . . .
Hahn, W. C. (2003). Telomerase maintains telomere structure in normal human cells.
Cell, 114(2), 241-253.

McClintock, B., & Hill, H. E. (1931). The Cytological Identification of the Chromosome
Associated with the R-G Linkage Group in ZEA MAYS. Genetics, 16(2), 175-190.

91



McGee, E. A., & Hsueh, A. J. (2000). Initial and cyclic recruitment of ovarian follicles.
Endocr Rev, 21(2), 200-214. doi: 10.1210/edrv.21.2.0394

Meerdo, L. N., Reed, W. A., & White, K. L. (2005). Telomere-to-centromere ratio of
bovine clones, embryos, gametes, fetal cells, and adult cells. Cloning Stem Cells, 7(1),
62-73. doi: 10.1089/clo.2005.7.62

Meng, L., Hsu, J. K., Zhu, Q., Lin, T., & Tsai, R. Y. (2011). Nucleostemin inhibits
TRF1 dimerization and shortens its dynamic association with the telomere. J Cell Sci,
124(Pt 21), 3706-3714. doi: 10.1242/jcs.089672

Misiti, S., Nanni, S., Fontemaggi, G., Cong, Y. S., Wen, J., Hirte, H. W., Farsetti, A.
(2000). Induction of hTERT expression and telomerase activity by estrogens in human
ovary epithelium cells. Mol Cell Biol, 20(11), 3764-3771.

Mitchell, M., Gillis, A., Futahashi, M., Fujiwara, H., & Skordalakes, E. (2010).
Structural basis for telomerase catalytic subunit TERT binding to RNA template and
telomeric DNA. Nat Struct Mol Biol, 17(4), 513-518. doi: 10.1038/nsmb.1777

Miyake, Y., Nakamura, M., Nabetani, A., Shimamura, S., Tamura, M., Yonehara, S.,
Ishikawa, F. (2009). RPA-like mammalian Ctcl-Stnl-Tenl complex binds to single-
stranded DNA and protects telomeres independently of the Potl pathway. Mol Cell,
36(2), 193-206. doi: 10.1016/j.molcel.2009.08.009

Moore, K. L., Persaud, T. V. N., & Torchia, M. G. (2011). The Developing Human E-
Book: Clinically Oriented Embryology With STUDENT CONSULT Online Access:
Elsevier Health Sciences.

Moretti, P., Freeman, K., Coodly, L., & Shore, D. (1994). Evidence that a complex of
SIR proteins interacts with the silencer and telomere-binding protein RAP1. Genes Dev,
8(19), 2257-22609.

Motta, P. M., Nottola, S. A., & Makabe, S. (1997). Natural history of the female germ
cell from its origin to full maturation through prenatal ovarian development. Eur J
Obstet Gynecol Reprod Biol, 75(1), 5-10.

Moyzis, R. K., Buckingham, J. M., Cram, L. S., Dani, M., Deaven, L. L., Jones, M. D.,
Wu, J. R. (1988). A highly conserved repetitive DNA sequence, (TTAGGG)n, present at
the telomeres of human chromosomes. Proc Natl Acad Sci U S A, 85(18), 6622-6626.

92



Murnane, J. P., Sabatier, L., Marder, B. A.,, & Morgan, W. F. (1994). Telomere
dynamics in an immortal human cell line. EMBO J, 13(20), 4953-4962.

Nakamura, M., Zhou, X. Z., Kishi, S., & Lu, K. P. (2002). Involvement of the telomeric
protein Pin2/TRF1 in the regulation of the mitotic spindle. FEBS Lett, 514(2-3), 193-
198.

Nakamura, T. M., Morin, G. B., Chapman, K. B., Weinrich, S. L., Andrews, W. H.,
Lingner, J., Cech, T. R. (1997). Telomerase catalytic subunit homologs from fission
yeast and human. Science, 277(5328), 955-959.

Neumann, A. A., & Reddel, R. R. (2002). Telomere maintenance and cancer -- look, no
telomerase. Nat Rev Cancer, 2(11), 879-884. doi: 10.1038/nrc929

O'Sullivan, R. J., & Karlseder, J. (2010). Telomeres: protecting chromosomes against
genome instability. Nat Rev Mol Cell Biol, 11(3), 171-181. doi: 10.1038/nrm2848

Oeseburg, H., de Boer, R. A., van Gilst, W. H., & van der Harst, P. (2010). Telomere
biology in healthy aging and disease. Pflugers Arch, 459(2), 259-268. doi:
10.1007/s00424-009-0728-1

Oktem, O., & Oktay, K. (2008). The ovary: anatomy and function throughout human
life. Ann N 'Y Acad Sci, 1127, 1-9. doi: 10.1196/annals.1434.009

Oktem, O., & Urman, B. (2010). Understanding follicle growth in vivo. Hum Reprod,
25(12), 2944-2954. doi: 10.1093/humrep/deq275

Osterhage, J. L., Talley, J. M., & Friedman, K. L. (2006). Proteasome-dependent
degradation of Estlp regulates the cell cycle-restricted assembly of telomerase in
Saccharomyces cerevisiae. Nat Struct Mol Biol, 13(8), 720-728. doi: 10.1038/nsmb1125

Ozturk, S., Sozen, B., & Demir, N. (2013). Telomere length and telomerase activity
during oocyte maturation and early embryo development in mammalian species. Mol
Hum Reprod. doi: gat055 [pii] 10.1093/molehr/gat055

Peters, H. (1969). The development of the mouse ovary from birth to maturity. Acta
Endocrinol (Copenh), 62(1), 98-116.

93



Prasad, S., & Chaube, S. K. (2017). Increased Telomerase Reverse Transcriptase
Expression Associates with Spontaneous Exit from M-Il Arrest in Rat Eggs. Cell
Reprogram, 19(1), 27-34. doi: 10.1089/cell.2016.0036

Price, C. M., Boltz, K. A., Chaiken, M. F., Stewart, J. A., Beilstein, M. A., & Shippen,
D. E. (2010). Evolution of CST function in telomere maintenance. Cell Cycle, 9(16),
3157-3165. doi: 10.4161/cc.9.16.12547

Rachakonda, P. S., Hosen, I., de Verdier, P. J., Fallah, M., Heidenreich, B., Ryk, C.,
Kumar, R. (2013). TERT promoter mutations in bladder cancer affect patient survival
and disease recurrence through modification by a common polymorphism. Proc Natl
Acad Sci U S A, 110(43), 17426-17431. doi: 10.1073/pnas.1310522110

Ray, S., Karamysheva, Z., Wang, L., Shippen, D. E., & Price, C. M. (2002). Interactions
between telomerase and primase physically link the telomere and chromosome
replication machinery. Mol Cell Biol, 22(16), 5859-5868.

Rice, C., & Skordalakes, E. (2016). Structure and function of the telomeric CST
complex. Comput Struct Biotechnol J, 14, 161-167. doi: 10.1016/j.csbj.2016.04.002

Richards, J. S., & Pangas, S. A. (2010). The ovary: basic biology and clinical
implications. J Clin Invest, 120(4), 963-972. doi: 10.1172/JC141350

Rochette, P. J., & Brash, D. E. (2010). Human telomeres are hypersensitive to UV-
induced DNA Damage and refractory to repair. [Research Support, N.1.H., Extramural

Research  Support, Non-U.S. Gov't]. PLoS Genet, 6(4), €1000926. doi:
10.1371/journal.pgen.1000926

Roig, 1., Liebe, B., Egozcue, J., Cabero, L., Garcia, M., & Scherthan, H. (2004). Female-
specific features of recombinational double-stranded DNA repair in relation to synapsis
and telomere dynamics in human oocytes. Chromosoma, 113(1), 22-33. doi:
10.1007/s00412-004-0290-8

Ross, M. H., & Pawlina, W. (2006). Histology: Lippincott Williams & Wilkins.

94



Russo, V., Berardinelli, P., Martelli, A., Di Giacinto, O., Nardinocchi, D., Fantasia, D.,
& Barboni, B. (2006). Expression of telomerase reverse transcriptase subunit (TERT)
and telomere sizing in pig ovarian follicles. J Histochem Cytochem, 54(4), 443-455. doi:
10.1369/jhc.4A6603.2006

Santos, J. H., Meyer, J. N., Skorvaga, M., Annab, L. A., & Van Houten, B. (2004).
Mitochondrial hTERT exacerbates free-radical-mediated mtDNA damage. Aging Cell,
3(6), 399-411. doi: 10.1111/j.1474-9728.2004.00124.x

Schildhorn, C., Jacobi, C., Weissbrodt, A., Hermstedt, C., Westhoff, J. H., Homme, M.,
Melk, A. (2015). Renal phenotype of young and old telomerase-deficient mice.
[Research Support, Non-U.S. Gov't]. Mech Ageing Dev, 150, 65-73. doi:
10.1016/j.mad.2015.08.004

Sfeir, A., Kosiyatrakul, S. T., Hockemeyer, D., MacRae, S. L., Karlseder, J.,
Schildkraut, C. L., & de Lange, T. (2009). Mammalian telomeres resemble fragile sites
and require TRF1 for efficient replication. Cell, 138(1), 90-103. doi:
10.1016/j.cell.2009.06.021

Si, X., Shao, C., Li, J., Jia, S., Tang, W., Zhang, J., Luo, Y. (2018). Loss of p21
promoted tumorigenesis in the background of telomere dysfunctions induced by TRF2
and Wrn deficiency. Int J Biol Sci, 14(2), 165-177. doi: 10.7150/ijbs.23477

Singer, M. S., & Gottschling, D. E. (1994). TLC1: template RNA component of
Saccharomyces cerevisiae telomerase. Science, 266(5184), 404-409.

Sitte, N., Saretzki, G., & von Zglinicki, T. (1998). Accelerated telomere shortening in
fibroblasts after extended periods of confluency. [Research Support, Non-U.S. Gov'].
Free Radic Biol Med, 24(6), 885-893.

Son, N. H., Murray, S., Yanovski, J., Hodes, R. J., & Weng, N. (2000). Lineage-specific
telomere shortening and unaltered capacity for telomerase expression in human T and B
lymphocytes with age. J Immunol, 165(3), 1191-1196.

Stewart, J. A., Chaiken, M. F., Wang, F., & Price, C. M. (2012). Maintaining the end:
roles of telomere proteins in end-protection, telomere replication and length regulation.
Mutat Res, 730(1-2), 12-19. doi: 10.1016/j.mrfmmm.2011.08.011

Suh, Y. (2002). Cell signaling in aging and apoptosis. Mech Ageing Dev, 123(8), 881-
890.

95



Surovtseva, Y. V., Churikov, D., Boltz, K. A., Song, X., Lamb, J. C., Warrington, R.,
Shippen, D. E. (2009). Conserved telomere maintenance component 1 interacts with
STN1 and maintains chromosome ends in higher eukaryotes. Mol Cell, 36(2), 207-218.
doi: 10.1016/j.molcel.2009.09.017

Tejera, A. M., Stagno d'Alcontres, M., Thanasoula, M., Marion, R. M., Martinez, P.,
Liao, C., Blasco, M. A. (2010). TPP1 is required for TERT recruitment, telomere
elongation during nuclear reprogramming, and normal skin development in mice. Dev
Cell, 18(5), 775-789. doi: 10.1016/j.devcel.2010.03.011

Theimer, C. A., & Feigon, J. (2006). Structure and function of telomerase RNA. Curr
Opin Struct Biol, 16(3), 307-318. doi: 10.1016/j.sbi.2006.05.005

Tomanek, M., Chronowska, E., Kott, T., & Czernekova, V. (2008). Telomerase activity
in pig granulosa cells proliferating and differentiating in vitro. Anim Reprod Sci, 104(2-
4), 284-298. doi: S0378-4320(07)00064-4 [pii]

10.1016/j.anireprosci.2007.02.003

Tomas-Loba, A., Flores, 1., Fernandez-Marcos, P. J., Cayuela, M. L., Maraver, A,
Tejera, A., Flores, J. M. (2008). Telomerase reverse transcriptase delays aging in cancer-
resistant mice. Cell, 135(4), 609-622.

Turner, S., & Hartshorne, G. M. (2013). Telomere lengths in human pronuclei, oocytes
and spermatozoa. Mol Hum Reprod, 19(8), 510-518. doi: 10.1093/molehr/gat021

Turner, S., Wong, H. P., Rai, J., & Hartshorne, G. M. (2010). Telomere lengths in
human oocytes, cleavage stage embryos and blastocysts. Mol Hum Reprod, 16(9), 685-
694. doi: 10.1093/molehr/gaq048

van Steensel, B., & de Lange, T. (1997). Control of telomere length by the human
telomeric protein TRF1. Nature, 385(6618), 740-743. doi: 10.1038/385740a0

van Steensel, B., Smogorzewska, A., & de Lange, T. (1998). TRF2 protects human
telomeres from end-to-end fusions. Cell, 92(3), 401-413.

Vanderhyden, B. (2002). Molecular basis of ovarian development and function. Front
Biosci, 7, d2006-2022.

96



Wagrer, K. D., Ying, Y., Leong, W., Jiang, J., Hu, X., Chen, Y., Ye, J. (2017). The
differential spatiotemporal expression pattern of shelterin genes throughout lifespan.
Aging (Albany NY), 9(4), 1219-1232. doi: 10.18632/aging.101223

Wang, F., Podell, E. R., Zaug, A. J., Yang, Y., Baciu, P., Cech, T. R., & Lei, M. (2007).
The POT1-TPP1 telomere complex is a telomerase processivity factor. Nature,
445(7127), 506-510. doi: 10.1038/nature05454

Wang, K., Liu, T., Liu, L., Liu, J., Liu, C., Wang, C., Xu, D. (2014). TERT promoter
mutations in renal cell carcinomas and upper tract urothelial carcinomas. [Research
Support, Non-U.S. Gov't]. Oncotarget, 5(7), 1829-1836. doi: 10.18632/oncotarget.1829

Wang, L., Tu, Z., Liu, C., Liu, H., Kaldis, P., Chen, Z., & Li, W. (2018). Dual roles of
TRF1 in tethering telomeres to the nuclear envelope and protecting them from fusion
during meiosis. Cell Death Differ, 25(6), 1174-1188. doi: 10.1038/s41418-017-0037-8

Webb, C. J., & Zakian, V. A. (2008). Identification and characterization of the
Schizosaccharomyces pombe TER1 telomerase RNA. Nat Struct Mol Biol, 15(1), 34-42.
doi: 10.1038/nsmb1354

Webster, A., & Schuh, M. (2017). Mechanisms of Aneuploidy in Human Eggs. Trends
Cell Biol, 27(1), 55-68. doi: 10.1016/j.tch.2016.09.002

Wellinger, R. J., & Sen, D. (1997). The DNA structures at the ends of eukaryotic
chromosomes. Eur J Cancer, 33(5), 735-749. doi: S0959-8049(97)00067-1 [pii]
10.1016/S0959-8049(97)00067-1

Wright, W. E., Piatyszek, M. A., Rainey, W. E., Byrd, W., & Shay, J. W. (1996).
Telomerase activity in human germline and embryonic tissues and cells. [Research
Support, Non-U.S. Gov't

Research Support, U.S. Gov't, P.H.S.]. Dev Genet, 18(2), 173-179. doi:
10.1002/(SIC1)1520-6408(1996)18:2<173::AlD-DVG10>3.0.CO;2-3

Wu, G., Jiang, X., Lee, W. H., & Chen, P. L. (2003). Assembly of functional ALT-
associated promyelocytic leukemia bodies requires Nijmegen Breakage Syndrome 1.
Cancer Res, 63(10), 2589-2595.

97



Wu, K.-J., Grandori, C., Amacker, M., Simon-Vermot, N., Polack, A., Lingner, J., &
Dalla-Favera, R. (1999). Direct activation of TERT transcription by c-MYC. Nature
genetics, 21(2), 220.

Wyatt, H. D., Lobb, D. A., & Beattie, T. L. (2007). Characterization of physical and
functional anchor site interactions in human telomerase. Mol Cell Biol, 27(8), 3226-
3240. doi: 10.1128/MCB.02368-06

Wyatt, H. D., Tsang, A. R., Lobb, D. A., & Beattie, T. L. (2009). Human telomerase
reverse transcriptase (hnTERT) Q169 is essential for telomerase function in vitro and in
vivo. PLoS One, 4(9), e7176. doi: 10.1371/journal.pone.0007176

Wyatt, H. D., West, S. C., & Beattie, T. L. (2010). INTERTpreting telomerase structure
and function. [Research Support, Non-U.S. Gov't

Review]. Nucleic Acids Res, 38(17), 5609-5622. doi: 10.1093/nar/gkq370

Xin, H., Liu, D., Wan, M., Safari, A., Kim, H., Sun, W., Songyang, Z. (2007). TPP1 is a
homologue of ciliate TEBP-beta and interacts with POTL1 to recruit telomerase. Nature,
445(7127), 559-562. doi: 10.1038/nature05469

Xu, D., Wang, Q., Gruber, A., BjoErkholm, M., Chen, Z., Zaid, A., Pisa, P. (2000).
Downregulation of telomerase reverse transcriptase mMRNA expression by wild type p53
in human tumor cells. Oncogene, 19(45), 5123.

Yamada-Fukunaga, T., Yamada, M., Hamatani, T., Chikazawa, N., Ogawa, S., Akutsu,
H., Yoshimura, Y. (2013). Age-associated telomere shortening in mouse oocytes.
Reprod Biol Endocrinol, 11, 108. doi: 10.1186/1477-7827-11-108

Yamada, O., & Kawauchi, K. (2013). The role of the JAK-STAT pathway and related
signal cascades in telomerase activation during the development of hematologic
malignancies. JAKSTAT, 2(4), e25256. doi: 10.4161/jkst.25256

Yao, M. C., Blackburn, E., & Gall, J. G. (1979). Amplification of the rRNA genes in
Tetrahymena. Cold Spring Harb Symp Quant Biol, 43 Pt 2, 1293-1296.

98



Ye, J. Z., Donigian, J. R., van Overbeek, M., Loayza, D., Luo, Y., Krutchinsky, A. N.,
de Lange, T. (2004). TIN2 binds TRF1 and TRF2 simultaneously and stabilizes the
TRF2 complex on telomeres. J Biol Chem, 279(45), 47264-47271. doi:
10.1074/jbc.M409047200

Yeager, T. R., Neumann, A. A., Englezou, A., Huschtscha, L. I., Noble, J. R., & Reddel,
R. R. (1999). Telomerase-negative immortalized human cells contain a novel type of
promyelocytic leukemia (PML) body. Cancer Res, 59(17), 4175-4179.

Yesilaltay, A., Dokshin, G. A., Busso, D., Wang, L., Galiani, D., Chavarria, T., Krieger,
M. (2014). Excess cholesterol induces mouse egg activation and may cause female
infertility. Proc Natl Acad Sci U S A, 111(46), E4972-4980. doi:
10.1073/pnas.1418954111

99



OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad1 Esra Gozde Uyrugu Tiirkiye Cumhuriyeti
Soyadi Kosebent Tel no 05524470725
Dogum tarihi | 18.05.1992 e-posta gozde.ksbnt@gmail.com
Egitim Bilgileri
Mezun oldugu kurum Mezuniyet yili
Lise Erzurum Anadolu Lisesi 2010
Lisans Atatiirk Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler 2015
Biyoloji ve Genetik
Yiiksek Lisans | Akdeniz Universites, Tip Fakiiltesi, Histoloji 2019
Embriyoloji Anabilim Dali
Yabanci Dilleri Sinav tiirii Puan
Ingilizce YOKDIL 73,74

Proje Deneyimi

Proje Ad1

Destekleyen kurum

Siire (Y1l-Y1l)

Fare oosit ve erken donem
preimplantasyon
embriyolarinda ePABP
iliskili mRNA’larin
belirlenmesi

TUBITAK

2015-2018

DNA metiltransferaz
genlerinin  postnatal fare
ovaryum dokularindaki
ekspresyonlarinin
belirlenmesi

BAP

2017-2019

Gelisimin farkl1 yaslarindaki
insan ve fare ovaryum
dokularinda ve izole edilen
folikiillerde telomeraz
ekspresyonu ve telomer
uzunlugunun belirlenmesi

TUBITAK-1001

2017-Devam Ediyor

Embriyonik poli(A)-
baglanma proteini tarafindan
kontrol edilen proteinlerin
belirlenmesi

TUBA

2017-Devam Ediyor

100




Yayinlar ve Bildiriler:

Yayinlar:

1. Kosebent E.G., Uysal F., Oztiirk S., "Telomere length and telomerase activity
during folliculogenesis in mammals”, JOURNAL OF REPRODUCTION AND
DEVELOPMENT, vol.64, pp.477-484, 2018

Ulusal Kongre Bildirileri:

1. Esra Gozde Kosebent, Fatma Uysal, Saffet Oztiirk. Postnatal fare ovaryum
dokularinda telomeraz, Trfl ve Trf2 genlerinin mRNA ve protein ekspresyon
seviyelerinin belirlenmesi. Sozlii bildiri. 14. Ulusal Histoloji ve Embriyoloji
Kongresi (THED). 10-13 Mayis 2018, Antalya.

2. Esra Gozde Kosebent, Fatma Uysal, Saffet Oztiirk. Postnatal fare ovaryum
dokularinda telomeraz, TRF1, TRF2, POT1 genlerinin ekspresyon seviyelerinin
belirlenmesi. Sozlii bildiri. 15. Uluslararas1 Ureme Saghig1 ve Infertilite Kongresi
(TSRM). 8-11 Kasim 2018, Antalya.

101



