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1. GIRIS

1.1. Memelilerde iImplantasyon Oncesi Embriyonun Gelisim Siireci

Memeli organizmasinin gelisimi ovosit ve spermatozoonun fertilizasyonuyla
baglar. Fertilizasyonla olusan zigot, Fallop tiiplerinden uterusa dogru ilerlerken
embriyoya doniisiir ve bu asamada implantasyona (yataklanma) hazirlanir. Zigotun
endometriyuma tutunmasi ve yataklanmasi anlamina gelen implantasyona kadar
gecirdigi siireg, “implantasyon Oncesi (preimplantasyon) embriyo gelisim siireci”
olarak tanimlanir. Preimplantasyon gelisim siireci, proniikleus olusumu, zigotun
yariklanma boliinmeleri, embriyoda genom aktivasyonu, kompaksiyon (tikizlagma),
kavitasyon (bosluk olusumu) ve blastokist (kist benzeri yap1) olusumu asamalarini
kapsar (Sekil 1.1). Bu asamalar genel olarak tiim memelilerde benzer olmakla beraber
insanin ve farenin gelisimi asamalarinda zaman farkliliklar1 gosterir (Sozen ve ark.,

2014).

Kompakt  16H 32H Erken S,:Zt —
Zigot 2H 4H 8H 8H Morula Morula Morula Blastokist
E0,5 ELS E2 E2,5
F ZGA/EGA Kompaktlasma
f Kutuplasma Kavitasyon implantasyon
e Yariklanma boltinmeleri Asimetrik hiicre bélinmeleri &

Soy ayrimi

Sekil 1.1. Fare embriyosunun preimplantasyon siirecindeki gelisim asamalari. Preimplantasyon gelisim siireci
embriyonun endometriyumuna tutunup gomiilene kadar olan siirecidir. Bu siireg, proniikleus olusumu, zigotun
yariklanma béliinmeleri, embriyoda genom aktivasyonu, kompaksiyon, kavitasyon ve blastokist olusumu
asamalarini kapsar. 2H; 2 hiicreli embriyo, 4H; 4 hiicreli embriyo, 8H; 8 hiicreli embriyo, ZGA/EGA; Zigotta
genom aktivasyonu/Embriyoda genom aktivasyonu, E0,5; Embriyonik 0,5 giin (Sozen ve ark., 2014). Sekil
orijinal halinden Tiirkgelestirilmistir.



Farede birinci yariklanma fertilizasyondan bir giin sonra gergeklesir. Bu
yariklanmanin ekseni hakkinda farkli goriisler olsa da (Bolton ve ark., 1984; Davies
ve Gardner, 2002; Plusa ve ark., 2002), ilk yariklanma ekseninin kutup cisimciklerinin
pozisyonuyla iligkili oldugu kabul edilir. Hiicre zariyla zona pellusida arasinda yer
alan I. ve II. kutup cisimciklerinin oldugu yerlesimde hiicre zar1 igeri dogru ¢oker ve
ilk boliinme bu ¢okiintii noktasindan baslayip karsi tarafa dogru ilerler ve sonunda iki
blastomerli embriyo (2 hiicreli embriyo) meydana gelir (Marikawa ve Alarcon, 2012).
Ikinci yariklanmadan sonra dort blastomerli (4 hiicreli embriyo), iiciincii
yariklanmadan sonra ise sekiz blastomerli embriyo (8 hiicreli embriyo) olusur
(Marikawa ve Alarcon, 2009). Dordiincii yariklanmadan 6nce, yani 8 hiicreli embriyo
asamasindan sonra blastomerlerin zarlar siliklesmeye baslar; bu siire¢ “kompaksiyon
(tikizlagsma)” olarak adlandirilir (Sekil 1.2). Bu siirecte blastomerlerde apikal-bazal
kutuplasma meydana gelir (Fleming ve Pickering, 1985; Johnson ve McConnell, 2004)
ve hiicre ylizeyindeki yapisma glikoproteinleri ve ozellikle epitelyal kaderin (E-

kaderin) proteininin ifadelenmesi ve fosforilasyonuyla gerceklestirilir.

Sekil 1.2. 8 hiicreli (A) ve kompaksiyon agsamasindaki (B) embriyolarin taramali elektron mikroskobunda
kaydedilmis goriintiileri. Kompakt hale gelmeden dnce her blastomerin dis hatlar1 secilebilirken, kompakt hale
geldikten sonra hiicrelerin dis hatlar1 ayirt edilemez hale gelir. Zona pellusida ¢ikarilmisgtir.



Dordiincii yariklanma ile birlikte 16 blastomerden olusan embriyo olusur ki,
dutu andirmasi nedeniyle buna “morula” adi verilir. Morulay1 olusturan blastomerlerin
bazilar ylizeye yakin yerlesim gosterirken bazilariysa diger blastomerlerle ¢evrilmis
durumdadir. Calismalar gostermektedir ki, bu asamada ortalama 6-7 adet i¢, 9-10 adet
dis blastomer bulunmaktadir. D1s blastomerler apikal-bazal kutuplagsma gosterirken i¢
blastomerler kutuplasma gostermez (Fleming, 1987; Johnson ve Ziomek, 1981;
Suwinska ve ark., 2008). Besinci yariklanmanin sonucunda i¢ ve dig blastomer sayisi
artar ve 32 hiicreli evrede halen morula olarak isimlendirilen embriyo ortalama 12-13
ic ve 19-20 dis blastomere sahip hale gelir (Marikawa ve Alarcon, 2009). Besinci
yariklanmanin sonrasinda blastomerler arasinda bosluklar ortaya ¢ikar (kavitasyon).
Hiicreler arasi bosluklar, i¢ blastomerlerdeki hiicre i¢i vezikiillerin ya da vakuollerin
ekzositoz yoluyla salinmasiyla olusur. Kaviteler tek bir kavite olusturmak iizere
genisleyip birlesir. Bu asamadaki embriyoya kiste benzeyen bir yapisi olmasi
nedeniyle “blastokist” adi verilir. Kavitasyon blastosol (bosluklari dolduran sivi)
olusumunu tetikler. Blastokistin bir kutbunda yerlesmis olan i¢ hiicre kitlesi
“embriyoblast”, dis hiicre kitlesi (trofoektoderm) ise “trofoblast™ olarak isimlendirilir
(Sekil 1.3). I¢ hiicre kitlesinden embriyonun ii¢ germ tabakasina ait dokular, dis hiicre
kitlesinden ise plasentay1 olusturacak olan trofoblastlar gelisir (Marikawa ve Alarcon,
2012). Fare embriyolarnin 1 hiicreli embriyo asamasindan (zigot) blastokist

asamasina kadar gelismeleri yaklasik 3,5 giinde tamamlanir.



embriyonik kutup
: polar trofoektoderm
—— apikal bolge

>

\l
/' bazolateral bolge
kompaktlasma /o
ve kutuplasma

embryonic-abembrycnic axis

8H (E2,5) 8H (E2,75)

= erken morula
mural trofoektoderm

embriyonik olmayan kutup

Sekil 1.3. Blastokist asamasindaki fare embriyosu. Bu asamada embriyo i¢ hiicre kitlesi ve trofoektoderm
tabakalarindan olusur. Trofoekdoderm tabakasi ise polar trofoekdoderm ve mural trofoektoderm olmak iizere
iki kisitmdan meydana gelir. 8 hiicreli embriyo asamasinda kompaktlagma ve kutuplasma olaylar1 baslar. 8H; 8
hiicreli embriyo, E2,5; Embriyonik E2,5 giin (Mihajlovic ve Bruce, 2017). Sekil orijinal halinden
Tiirkgelestirilmistir.

1.2. Embriyonik Genom Aktivasyonu

Ikinci mayoz boliinmenin metafaz evresindeki ovositte transkripsiyonun
duraksamasiyla beraber mesajci riboniikleik asit (mMRNA) molekiillerinin translasyonu
da azalir. Fare embriyolar1, 2 hiicreli embriyo asamasina kadar protein sentezini
maternal mRNA’lar1 kullanarak gerceklestirir (Piko ve Clegg, 1982; Tadros ve
Lipshitz, 2009). Ancak 2 hiicreli embriyo asamasinda maternal mRNA rezervi
tiilkenmeye baslar ve Ozelikle zigot asamasinda, bu asamaya 6zgii genlerin ifade
bulmasiyla birlikte embriyoda gen aktivasyonu baglar ve 2 hiicreli embriyo
asamasinda tamamlanir. Bu siirecten sonra gelisecek embriyolar artik protein sentezi
icin maternal kaynakli mRNA’lar yerine yeni sentezlenmis, kendi mRNA’larim
kullanmaya baglar. Embriyoda gen aktivasyonu tiirler arasinda farklilik gosterir.
Farede 2 hiicreli embriyo asamasinda (Braude ve ark., 1988), insanda 4-8 hiicreli
embriyo asamasinda (Morgan ve ark., 2005; Vassena ve ark., 2011) sigirda 8-16

hiicreli embriyo asamasinda meydana gelir (Pradhan ve ark., 1999).



Memelilerde implantasyon dncesi donemdeki embriyo gelisimi igin bir¢ok
genin belirli zamanlarda ifade edilmesine ihtiya¢ duyulur. Bu genlerin
ifadelenmesinde belirli epigenetik mekanizmalarin kontrolii s6z konusudur. Bu
mekanizmalarindan birisi olan DNA metilasyonu embriyonun erken donemdeki

gelisiminde oldukca kritik 6neme sahiptir.

1.3. Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik, 1942 yilinda Conrad Waddington’un ortaya attig1 ve embriyoloji
alaninda kullanilmaya baslanan; molekiiler tekniklerin gelismesiyle kalitim bilgilerine
onemli katki saglayan bir kavramdir. Eski Yunanca; epi-; ‘“listiinde’’, ‘‘Oncesinde’’,
‘“‘lizerinde anlamlar tasirken; genesis ise ‘‘yaratilis’’, ‘‘koken’’ veya ‘‘olusum’
anlamlarma gelir. Epigenetik; DNA dizisi degisikliklerinden kaynaklanmayan, ancak

kalitimsal olup gen ifadesi degisikliklerini inceleyen bir bilim dalidir.

Epigenetik mekanizmalar dogrudan ve dolayli gen ifadesi degisikliklerini
kontrol eden mekanizmalar olmak iizere ikiye ayrilir. Dolayli yoldan gen ifadesi
degisikliklerini kontrol eden mekanizmalar transkripsiyon sonrast mekanizmalardir
(6rn; mRNA sessizlestirilmesi). Dogrudan gen ifadesi degisikliklerini kontrol eden
mekanizmalar ise kromatin diizeyindeki ve DNA diizeyindeki degisimlerdir. Kromatin
diizeyindeki  degisimler, histon asetilasyonu, metilasyonu, fosforilasyonu,
nitrosilasyonu, ubikitinasyonu ve sumolasyonu iken, DNA diizeyindeki degisimler ise
DNA metilasyonunu kapsar (Hanna ve ark., 2018) (Sekil 1.4). DNA metilasyonu DNA
diizeyindeki epigenetik degisimlere neden olurken histon modifikasyonlari ise histon

diizeyindeki degisimleri saglar (Sekil 1.5).



EPIGENETIK MEKANIZMALAR

" &

HISTON

MODIFIKASYONLARI I ’ DNA METILASYONU
Asetilasyon De novo (yeniden) metilasyon
Metilasyon Siirdiirme metilasyonu
Fosforilasyon
S-nitrosilasyon
Ubikitinasyon
Sumolasyon

Sekil 1.4. Epigenetik mekanizmalar. Hiicre ¢ekirdeginde histon modifikasyonlar1 alt1 epigenetik mekanizma
tarafindan kontrol edilitken DNA metilasyonu iki mekanizma tarafindan gergeklestirilir. Histon
modifikasyonlar1 histon asetilasyonu, metilasyonu, fosforilasyonu, nitrosilasyonu, ubikitinasyonu ve
sumolasyonu mekanizmalarini i¢erirken DNA metilasyonu de novo ve siirdiirme metilasyonunu igerir.
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Sekil 1.5. DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 (Hanna ve ark., 2018). DNA metilasyonu DNA
diizeyindeki epigenetik degisimlere neden olurken histon modifikasyonlari ise histon diizeyindeki degisimleri
saglar. Her iki mekanizmada genel olarak transkripsiyonun baskilanmasina neden olur. Sekil orijinal halinden
Tiirkgelestirilmistir.

1.4. DNA Metilasyonu

DNA’nin metilasyonu, DNA zincirindeki sitozin niikleotidlerinin beginci
karbon atomuna metil grubu (CHj3) eklenmesiyle gerceklesir (Reik ve Dean, 2001)
(Sekil 1.6). Bu siirecte S-Adenozil Metiyonin (AdoMet) metil grubu vericisi olarak
kullanilmaktadir (Ehrlich, 2003). DNA metilasyonu genel olarak Sitozin-fosfat-
Guanin (CpG) adaciklarinda, ancak nadir olarak da CpG adacig1 olmayan Sitozin-

fosfat-Adenin (CpA), Sitozin-fosfat-Timin (CpT) ve Sitozin-fosfat-Sitozin (CpC)



adaciklarinda meydana gelir. Literatiirde, CpG adacig1 olmayan bolgelerde DNA’nin

metile olmast durumu heniiz net olarak aydinlatilamamistir.

NH, NH,
CH,
CpG adaciklarina metil gruplari N Metiltransferaz N
eklenerek gen ifadelenmesi diizenlenir. l l ' v l l
N (0] N 0
H i

Aktif gen ifadelenmesinde
azalmis ya da hi¢ olmayan DNA metilasyonu

' Metilasyon gen ifadelenmesini
engeller.

Sekil 1.6. DNA metilasyonu. DNA’nin metilasyonu, DNA zincirinde sitozine metil grubu (CHs) baglanmasryla
gerceklesir. Bu iglem DNA metiltransferaz adi verilen enzimler tarafindan katalizlenir. Genel olarak DNA
metilasyonu gen ifadelenmesini engeller (Carroll, 2015). Sekil orijinal halinden Tiirk¢elestirilmistir.

DNA metilasyonu, siirdiirme (maintenance) ve yeni bastan (de novo)
metilasyon olmak {izere iki farkli bigimde ortaya c¢ikar (Sekil 1.7). Yeni bastan
metilasyon, metillenmemis DNA zincirinin metilasyonu iken, siirdiirme metilasyonu
ise DNA’nin replikasyonu sirasinda yar1 metillenmis DNA zincirinin metilasyonu
olarak tanimlanir. Her iki mekanizmada da, DNA’nin metilasyonu “DNA
metiltransferaz (DNMT) enzimleri” tarafindan katalizlenir (Bestor, 2000).
Memelilerde DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B, DNMT3L ve DNMT3C
olmak {izere 6 adet farkli DNMT enzimi tanimlanmistir (Barau ve ark., 2016; Uysal
ve ark., 2015).
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Sekil 1.7. DNA’nin metilasyonunda DNA metiltransferazlarin rolii. A: Siirdiirme metilasyonu ve DNMT1. B:
Yeni bastan (de novo) metilasyon ve DNMT3A-DNMT3B. C: DNMT3L (Uysal ve ark., 2015). Siirdiirme
metilasyonu, yar1 metillenmis DNA zincirinin metilasyonu iken de novo metilasyon metillenmemis DNA
zincirinin metilasyonudur. DNMT1 siirdiirme metilasyonda, DNMT3A ve DNMT3B ise de novo metilasyonda
gorev alir. DNMT3L ise de novo metilasyonunu uyarir. aa; amino asit. Sekil orijinal halinden
Tiirkgelestirilmistir.

DNA’nin metilasyonu temel olarak embriyonun gelisimiyle ilgili belirli
genlerin  ifadelenmesinin  etkinlestirilmesi ya da baskilanmasi, genomun
damgalanmas1 (genomic imprinting) ve X-kromozomunun inaktivasyonu,
tlimorogenez, yaslanma gibi siireclerde rol alir (Feinberg, 2000; Feinberg ve ark.,

2002; Kumar ve ark., 1994) (Sekil 1.8).
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Sekil 1.8. DNA’nin metilasyonunun rol oynadig1 temel hiicresel olaylar. DNA metilasyonu genel olarak hiicre
farklilagmasi, transkripsiyonal baskilama ya da aktivasyon, X-kromozomu inaktivasyonu ve genomun
damgalanmasi siireclerinde gorev alir.

1.5. DNMT’lerin Genel Yapisi

Ik DNMT enzimi bir bakteri olan Haemophilus haemolyticus den izole edilip
klonlanmistir (Araujo ve ark., 2001). DNMT enzimleri, yapisal olarak NH3" (amino)
ucu (diizenleyici bolge), COOH™ (karboksil) ucu (katalitik bolge) ve merkezde yer alan
baglayic1 bolge olmak iizere ii¢ ana parcadan olusur (Posfai ve ark., 1989) (Sekil 1.9).
Amino ucu, DNMT enzimlerinin hiicre i¢i yerlesimlerinin belirlenmesinden ve
metillenmemis/yar1 metillenmis DNA zincirlerinin ayirt edilmesinde rol oynar. Amino
ucu, proliferatif hiicre niikleer antijen baglama (proliferating cell nuclear antigen-
binding; PBD), niikleer lokalizasyon sinyali (nuclear localization signal; NLS),
sitozinden zengin ¢inko parmak DNA baglama (cytosine-rich zinc finger DNA-
binding; ATRX), polybromo homoloji (polybromo homology; PHD), yiikten zengin

bolge (charge rich-region; CRR), sisteinden zengin bolge (cysteine rich region;
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CXXC), DNA replikasyon odaklar1 hedefleme dizisi (DNA replication foci targeting
sequence; DRFTS) ve tetrapeptit kromatin baglama (tetrapeptide chromatin binding;
PWWP) bolgeleri olmak iizere alt yapilar icerir (Chuang ve ark., 1997). Bunlardan,
PBD bolgesi DNA’nin replikasyonu sirasinda DNMT’lerin DNA dizileri ve PCNA
proteini ile etkilesimini saglarken (Easwaran ve ark., 2004) PHD bdlgesi replikasyon
sirasinda dengeyi kurar ve yeni DNA zincirlerinin biyosentezini uyarir (Robertson ve
ark., 2004). Buna ek olarak, bu yapilar DNMT lerin SNF2 ailesi iiyesi ATP-bagimli
kromatin remodeling enzimi (hSNF2H) (Robertson ve ark., 2000), siklin bagimli kinaz
inhibitor 1 (p21WAF1) (Easwaran ve ark., 2004), E2F transkripsiyon faktér 1 (E2F1)
(Fuks ve ark., 2000), histon deasetilaz 1 (HDACI) ve 2 (HDAC2) gibi hiicre i¢i
proteinlerle etkilesimini kolaylastirabilir (Grayson ve Guidotti, 2013; Rountree ve
ark., 2000). DNMT1 enzimi ayn1 zamanda CpG adaciklarindaki metillenmemis DNA
dizilerinin taninmasina olanak saglayan CXXC (sisteinden zengin bdlge) domaini

icerir (Turek-Plewa ve Jagodzinski, 2005).

DNMT enziminin karboksil (COOH) ucu ise, 10 farkli motif igerir ve
bunlardan 6 tanesi (I, IV, VI, VIII, IX ve X) evrimsel olarak korunmustur. Motif I,
AdoMet baglanma yerinin olusumuna katilir; motif IV aktif bolgede sitozin siibstratina
baglanir, motif VI bir proton vericisi gibi hizmet eden glutamil rezidiisii i¢erir, motif
VIII’in fonksiyonu hala bilinmemektedir. Motif IX, siibstrat baglanma yeri yapisini
korurken motif X AdoMet baglanma yerinin olusumuna katilir. Ugiincii DNMT
bolgesi olan merkezi baglayict parga, lizin-glisin dipeptid tekrarlarindan olusur ve
amino ve karboksil uglar1 arasinda yapisal baglayicilik iliskisi kurar (Posfai ve ark.,
1989) (Sekil 1.9).
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Sekil 1.9. DNA metiltransferazlarin genel yapisi (Uysal ve ark., 2015). DNMT’ler diizenleyici bolge, katalitik
bolge ve baglayici bolge olmak iizere ti¢ ana bolgeden olusur. Diizenleyici bolge, DNMT enzimlerinin hiicre igi
yerlesimlerinin belirlenmesinden ve metillenmemis/yar1 metillenmis DNA zincirlerinin ayirt edilmesinde rol
oynar. Katalitik bolge enzimlere katalitik (islevsel) 6zelligi kazandiran bolgedir. Baglayici bolge ise iki bolge
arasinda baglayicilik iliskisi (koprii) kurar. CRR; yiikten zengin bolge (charge rich-region, PBD; proliferatif
hiicre niikleer antijen baglama (proliferating cell nuclear antigen-binding), NLS; niikleer lokalizasyon sinyali
(nuclear localization signal), DRFTS; DNA replikasyon odaklar1 hedefleme dizisi (DNA replication foci
targeting sequence), CXXC; sistein zengin bolge (cysteine rich region), PHD; polybromo homoloji (polybromo
homology), PWWP; tetrapeptit kromatin baglama (tetrapeptide chromatin binding), ATRX; sitozinden zengin
¢inko parmak DNA baglama (cytosine-rich zinc finger DNA-binding). Sekil orijinal halinden
Tiirkgelestirilmistir.

1.6.DNMT’lerin Genel Ozellikleri

DNMTI1, DNA’nin replikasyonu sirasinda yari-metillenmis DNA zincirini
metilleyerek slirdiirme metilasyonunu saglayan temel enzimdir. Bu gérevine ek olarak,
DNMT3A tarafindan uyarildiginda minimum diizeyde yeni bastan metilasyon
siirecinde de rol oynar (Yoder ve ark., 1997). DNMT1’in su ana kadar tanimlanan {i¢

izoformu bulunmaktadir. Bunlar; pakiten spermatositlerde ifade olan DNMTlp,
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ovosite 6zgii olan DNMT 1o ve somatik hiicrelerde bulunan DNMT1s’dir (Trasler ve
ark., 1992). Bu izoformlarin yerlesimleri alternatif boliinme-eklemelerin (splicing)
biyosenteziyle Dnmtl geninin birinci ekzonunda yerlesmis olan domainler tarafindan
diizenlenir (Hermann ve ark., 2004). Farede Dnmtl geninin susturulmasi (Dnmtl”
knockout) gastriilasyonda ya da sonrasinda embriyonun oliimiine ve global DNA
metilasyonunda bozukluklara neden olur (Kurihara ve ark., 2008; Okano ve ark.,
1998). Ayrica, Dnmtl’in yoklugu farede embriyonik kok hiicrelerdeki de novo
metilasyonunun da minimal diizeyde kaybiyla sonuglanir. Ciinkii yeni bastan
metilasyon biiylik 6l¢iide Dnmt3a ve Dnmt3b tarafindan gerceklestirilir (Ostler ve
ark., 2007).

DNMT3A ve DNMT3B, yeni bastan metilasyonu gergeklestiren temel
enzimlerdir. Her ne kadar DNMT3A genel olarak CpG adaciklarindaki metilasyondan
sorumlu olsa da CpA, CpT ve CpG alanlarindaki sitozinin metilasyonunda da gorev
alir (Arand ve ark., 2012; Shirane ve ark., 2013). DNMT3A enzimi DNMT]1 ile
karsilastirildiginda daha diisiik enzim aktivitesine sahiptir. Bundan dolay1 aktivitesini
artirmaya yonelik 6zgiin bir kofaktore ihtiya¢ duyabilir (Ko ve ark., 2005). Simdiye
kadar tanimlanan iki izoformu bulunmaktadir (Watanabe ve ark., 2002). Bu
izoformlar, agirlikli olarak embriyonik gen aktivasyonuna (EGA) kadar ovositte ve
erken donemdeki embriyolarda ifade edilmektedir (Okano ve ark., 1999). Dnmt3a
geninin farede susturulmasi (Dnmt3a” knockout) dogum oncesinde liimlere neden

olurken bazilar1 ise canli dogumla sonuglanir (Okano ve ark., 1999).

DNMT3B enzimi DNMT3A enziminden farkli olarak sentromerik satellit
(kromozomun sentromerik bolgesinde yerlesimde olan uydu DNA) bolgedeki DNA
dizilerinde bulunan CpG diniikleotitlerinin metilasyonunda 6zellesmistir (Gowher ve
ark., 2005; Okano ve ark., 1999). Yirmiden fazla izoformu bulunmaktadir (Watanabe
ve ark., 2002). Farede Dnmt3b geninin susturulmasi (Dnmt3b”" knockout), Dnmt1”
farelerde oldugu gibi embriyonun dliimiiyle sonuglanir (Kato ve ark., 2007). Dnmt3b

geninde mutasyon meydana gelirse ICF (immiin yetmezligi, sentromerik kararsizlik
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ve yiiz anomalileri) sendromu olusur ki bu sendrom immiin yetmezlik (I), sentromerik
instabilite (C) ve fasyal dismorfizm (F) ile karakterize konjenital bir hastaliktir
(Geiman ve ark., 2004; Miniou ve ark., 1997). Perisentrik bolgedeki kromozom 1, 9
ve 16’nin satellit bolgeleri metile durumdayken, bu sendromu tasiyan hastalarda bu

bolgeler tamamen metillenmemis durumdadir (Bourc'his ve ark., 2001).

DNMT3L, Kkatalitik yapist olmayan ancak DNMT3A ve DNMT3B
enzimlerinin karboksil uglarina baglanarak bu enzimlerinin aktivitelerini uyarir
(Suetake ve ark., 2004). DNMT3L enzimi gametogenez sirasinda annede genomik
damgalanma bolgelerinin kurulmasinda dolayli olarak rol oynar (Bourc'his ve Bestor,
2004). Farede Dnmt3[ geninin susturulmasi (Dnmt3l" knockout) sonucunda fareler
canliligimmi siirdiiriir; ancak diisiik yeni bastan metilasyon diizeyi nedeniyle erkek

farelerde kisirliga yol agar (Vlachogiannis ve ark., 2015).

DNMT2 hem yapisal hem de islevsel olarak diger DNMT’lerden farklidir,
clinkii amino ucunu icermemektedir. DNMT2, karboksil ucu igermesine karsin,
yapisinda amino ucu olmadigi i¢in yeni bastan ve siirdiirme metilasyon siire¢lerini
katalizleyemez (Uysal ve ark., 2015). Ek olarak, DNMT2 DNA’y1 metillemek yerine
aspartik asit tRNA’sinin antikodon ilmigindeki sitozin 38’1 metiller (Goll ve ark.,
2006). Bu gorevleriyle uyumlu olarak, farede Dnmt2 geninin farede susturulmasi
(Dnmt2” knockout) sonucunda herhangi bir anormal fenotip gozlenmemistir (Ratnam
ve ark., 2002). DNMT3C ise en son tanimlanan DNMT dir. Erkek germ hiicrelerinin

genomunu potansiyel transpozon aktivitesinden korumaktadir (Barau ve ark., 2016).

1.7.implantasyon  Oncesi Embriyo Gelisim Siirecinde DNA

Metilasyonuyla DNMT’lerin ifadelenmeleri ve Gorevleri

Embriyonun implantasyon Oncesindeki gelisim silirecinde global DNA

metilasyonu zigot asamasindan sonra dramatik olarak diiser, blastokist asamasindan
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baslayarak tekrar artisa gecer (Saitou ve ark., 2012) (Sekil 1.10). Dolayistyla bu
donemde global DNA metilasyonunu gerceklestiren DNMT lerin ifadelenmeleri de

bir dizi calismada ele alinmistir.
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Sekil 1.10. Gametogenez ve embriyogenez siirecinde global DNA metilasyonunun izledigi diizey (Chen, 2019).
Global DNA metilasyonu, primordiyal germ hiicrelerinde yiiksektir. Dogumda ise metilasyon diizeyi diisiik olup
olgun ovosit ve spermde ise tekrar yiikselir. Zigot asamasinda ise metilasyon diizeyi yiiksek olup blastokist
asamasina kadar kritik ve kadameli olarak diiser ve bu agamadan sonra yeniden yiikselir. PGH; primordiyal germ
hiicresi. Sekil orijinal halinden Tiirkgelestirilmistir.

DNMT’ler zigottan blastokiste kadar siliren implantasyon Oncesi siirecte
dinamik ifadelenme Ornegi gosterir. Dnmtl proteinlerinin varligi farede zigottan
blastokist asamasina kadar izlenmis; Dnmt1’in yerlesimi 2 hiicreli, 4 hiicreli ve
blastokist asamasindaki embriyolarda sitoplazmada bulunurken (Hirasawa ve ark.,
2008), 8 hiicreli embriyoda cekirdekte tanimlanmistir. Ancak bu asamadaki bir
hiicrede Dnmt1’in ¢ekirdekte yerlesimi tartismali bulunmustur (Carlson ve ark., 1992).
Hirasawa ve ark. (2008) (Hirasawa ve ark., 2008) ve Kurihara ve ark.’nin (2008)
(Kurihara ve ark., 2008) calismalarinda Dnmtl ve Dnmtlo yerlesimlerinin
sitoplazmada oldugu saptanmistir. Diger taraftan Lodde ve ark. (2009) sigirda
Dnmt! nin varligini zigot agamasindan 8-16 hiicreli embriyo asamaya kadar aragtirmis
(Lodde ve ark., 2009); Dnmtl yerlesimini zigot asamasinda sitoplazmada
gozlemlerken, 8-16 hiicreli embriyolarda bu proteinin 8-16 hiicreli embriyolarda bazi

blastomerlerde c¢ekirdekte izlenirken bazi blastomerlerde ise sitoplazmada oldugunu
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bildirmislerdir (Sekil 1.10). (Lodde ve ark., 2009). Bir baska arastirmada farede Dnmt1
proteininin zigottan blastokiste kadar yogun olarak sitoplazmada oldugu, ancak az da
olsa ¢ekirdekte yerlestigi gosterilmistir (Uysal ve ark., 2017). insan embriyolarinda ise
fareden farkli olarak DNMT1 proteininin zigot asamasindan blastokist asamasina

kadar yogun olarak sitoplazmada yerlestigi bulunmustur (Petrussa ve ark., 2014)
(Sekil 1.11).

C—Jinsan
Fare
 m— T
DNMT3L Cekirdek (Lees-Murdock ve ark., 2005) Gekirdek (Petrussa ve ark., 2014)
-zma Cekirdek |(Petrussa ve ark., 2014)
DNMT3B Gekirdek (Hirasawa ve ark., 2008)
Cekirdek (Uysal ve ark., 2017)
(Petrussa ve ark., 2014)
Cekirdek (Hirasawa ve ark.,2008)
DNMT3A Cekirdek | (Uysal ve ark., 2017)
Sitoplazma (Petrussa ve ark., 2014)
DNMT1 Sitoplazma (Uysal ve ark., 2017)
_ Sitoplazma / Gekirdek | (Lodde veark., 2009)
Zigot 2H 4H 8H Morula Blastokist

Sekil 1.11. DNMT lerin farkl tiirlerde farkli gelisim siireglerindeki yerlesimleri. Farkli renkler farkli tiirleri
temsil eder. S; hiicre sitoplazmasinda yerlesim, C; hiicre ¢ekirdeginde yerlesim, 1H; 1 hiicreli embriyo, 2H; 2
hiicreli embriyo, 4H; 4 hiicreli embriyo, 8H; 8 hiicreli embriyo, M; morula, B; blastokist.

Dnmtl proteininin zigottan morula asamasina goreceli olarak diistiigii,
blastokist agamasinda ise arttigi bulunmustur. Maymun embriyolarinda Dnmt1’in
diizeyinin 8 hiicreli embriyo asamasinda anlamli olarak diistiigli rapor edilmistir
(Guenatri ve ark., 2013). Ineklerde DnmtI’in mRNA diizeyi ilk olarak 2 hiicreli
embriyo asamasinda gdzlenirken blastokiste kadar siireklilik gostermistir (Cardoso ve
Leonhardt, 1999). Diger taraftan DNMT1 ’in mRNA ifadelenmesi blastokist agamasina
dogru gidildikge insan (Petrussa ve ark., 2014) ve maymunda (Guenatri ve ark., 2013)
anlamli derecede diismektedir. DNMTI’in mRNA ifadelerinin ve protein
miktarlarinin, fare, sigir, maymun ve insani iceren memeli tiirlerinde erken embriyo
gelisimi sirasinda farkli diizeylerde oldugu gosterilmistir. Bu farklilik, tiirler
arasindaki embriyonik genom aktivasyonunun baslangi¢c zamaninin farkliligindan

veya farkli tekniklerin kullanilmasindan kaynaklaniyor olabilir.
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Farede implantasyon oncesi donemdeki siirecte, Dnm¢3a’nin mRNA ifadesi
maymun (Guenatri ve ark., 2013) ve insanda (Petrussa ve ark., 2014) zigot
asamasindan blastokist asamasina kadar irdelenmistir. Diger tiirlerin erken donem
embriyolariyla karsilagtirildiginda farede 8 hiicreli ve blastokist agamalar1 arasinda
anlamli derecede artmis oldugu goriiliir (Guenatri ve ark., 2013). Farede Dnmt3a
proteininin zigottan 8 hiicreli embriyo asamasina kadar ¢ekirdekte yerlesim gosterdigi,
ancak bu agamadan sonra ifadelenmesinin olmadigi bulunmustur (Hirasawa ve ark.,
2008) (Sekil 1.11). Dnmt3b proteinin ise 8 hiicreli embriyo asamasindan sonra
ifadelenmesinin oldugu ve ¢ekirdekte yerlestigi gosterilmistir. Bir baska arastirmada
farede Dnmt3a ve Dnmt3b proteinlerinin zigottan blastokiste kadar ¢ekirdekte yogun
oldugu, ancak sitoplazmada da yerlestigi gosterilmistir (Uysal ve ark., 2017) (Sekil
1.10). Bu proteinlerin diizeyi goreceli analiz edildiginde zigottan morula asamasina
kadar anlamli derecede diistiigii, blastokist asamasinda ise arttig1 bulunmustur. Ilging
olarak, sigirda Dnmt3a’nin mRNA ifadelenmesi 2 hiicreli asamada baslar ve blastokist
asamasina kadar siirer (Cardoso ve Leonhardt, 1999). Insan embriyolarinda yapilan
calisgmadaysa DNMT3A proteininin morula ve blastokistlerde sitoplazmada,
DNMT3B proteininin ise morula asamasinda sitoplazmada blastokist asamasinda ise
cekirdekte yerlestigi gosterilmistir  (Petrussa ve ark., 2014) (Sekil 1.11).
Embriyogenezin sonraki donemlerindeyse, farede Dnmt3a’nin ifadelenmesinin E4,5-
E8,5 giinlerinde bulunmadigi, Dnmt3b E4,5-E7,0 giinlerde yiiksek oranda var oldugu
gozlenmistir (Okano ve ark., 1999). Bu bilgiyle uyumlu olarak, farede Dnmt3b, E4,5
giinde blastokistin i¢ hiicre kitlesinde; ES,5 giinde ise epiblast tabakasinda ve E7,0
giinde ise embriyonik ektoderm tabakasinda saptanmistir. Ayrica, Dnmt3b, POU
domain siif 5 transkripsiyon faktor 1 (POUSF1) ile benzer yerlesim bolgesine sahiptir
ki bu gen bir transkripsiyon faktorii olarak totipotent hiicrelerde ifade edilip bir
endoderm belirteci olarak kullanilmaktadir (Lucifero ve ark., 2007). Bunun anlami;
Dnmt3b, Dnmt3a’dan daha yiiksek oranda embriyonik kok hiicrelerde ifade edilir
(Okano ve ark., 1999). Ancak, embriyonik kok hiicreler somatik hiicrelerden daha
yiiksek oranda Dnmt3a ve Dnmt3b mRNA’larini ifade ederler (Ostler ve ark., 2007).
E10,5 glinden sonra Dnmt3a tekrar ifade edilmeye baslarken Dnmt3b, E10,5-E14,5
giinlerdeki embriyolarda saptanir. Bununla birlikte, Dnmt3a’nin ve Dnmt3b'nin

embriyonik kok hiicrelerde de novo metilasyonunda, ovosit ve embriyo gelisiminde
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implantasyon sonrasi siireclerde gerekli oldugu goriilmektedir (Geuns ve ark., 2003).
Golding ve ark. (2003) sigirda Dnmtl, Dnmt2, Dnmt3b ve Dnmt3b genlerini RT-PCR
yontemi kullanarak 2 hiicre, 4 hiicre, 8 hiicre, 16 hiicre, morula ve blastokist
asamasindaki embriyolarda ifadelendigini bulmustur (Golding ve Westhusin, 2003).
Benzer olarak, insanda da DNMT3B mRNA ifadelenmesi zigottan blastokist

asamasina kadar tanimlanmistir (Petrussa ve ark., 2014).

Dnmt31 de erken donemdeki fare embriyolarinda farkli ifade gostermektedir. 1
hiicreli embriyo asamasinda Dnmt3l proteininin varli§i maternal ve paternal
proniikleuslarda esit olarak dagilmistir (Lees-Murdock ve ark., 2005). Bu proteinin 2
hiicreli embriyo asamasinda ¢ekirdekte tanimlanirken, 4 hiicreli embriyodan morula
asamasina (E2,5 giin) kadar varligi belirlenmemistir (Sekil 1.11). E3,5 giindeki
embriyolarda ve blastokistte Dnmt3] varli§i saptanirken, blastokist agsamasinda
trofoektoderm ve i¢ hiicre kitlesinde ifadelenmede fark oldugu goriilmiistiir. Ancak,
E4,5 giindeki blastokistte Dnmt31’nin varlig1 i¢ hiicre kitlesinde trofoektodermden
daha yiiksektir (Lees-Murdock ve ark., 2005). Insanda ise DNMT3L proteininin
morula ve blastokist asamasindaki embriyolarda c¢ekirdekte yerlestigi gosterilmistir
(Petrussa ve ark., 2014) (Sekil 1.10). Diger taraftan, Dnmt3L ifadesi, farede 2 hiicreli,
4 hiicreli, morula ve blastokist asamalarindaki benzerdir. Maymunda Dnmt3/ erken
embriyo gelisimi sirasinda kademeli olarak artan ifadelenme gosterir (Guenatri ve ark.,
2013). insan embriyolarinda ise 4 hiicreli embriyo asamasindan blastokist asamasina
kadar belirgin DNMT3L varlig1 gozlenir (Hata ve ark., 2002; Petrussa ve ark., 2014).
DNMT2’nin  mRNA’s1, insan embriyolarinda sadece blastokist asamasinda
bulunmustur (Huntriss ve ark., 2004). Gelecek ¢alismalarda DNMT2 enziminin erken
donemdeki embriyolarda gerek insan gerekse farkli tiirlerde tanimlanmasi, bu genin

gorevinin daha net anlagilmasini saglayacaktir.

Sonu¢ olarak ovosit ve erken donemdeki embriyo gelisimi sirasinda
DNMT lerin farklt memeli tiirlerinde belirgin olarak farkli ifadelendigi gosterilmistir.
Bunun en 6nemli nedeni, embriyonik genom aktivasyonunun farkl tiirlerde farkl
zamanlarda baslamasi olabilir. Embriyonik genom aktivasyonu farede 2 hiicreli

embriyoda, (Bolton ve ark., 1984) (Bolton ve ark., 1984) insanda 4-8 hiicreli

18



embriyoda, sigirsa ise 8-16 hiicreli embriyoda meydana gelmektedir. ikinci olarak,
metilasyon damgalanmalar1 (imprinting) farkli gelisimsel siire¢lerde kurulmaktadir.
Farede gelismis blastokist asamasinda, insanda erken blastokistlerde kurulurken
sigirda ise 16 hiicreli embriyo asamasinda kurulmaya baglar. Sonug¢ olarak;
memelilerdeki bu farkliliklar, DNMT’lerin hiicre i¢indeki yerlesimlerini, bolgesel ve
zamansal ifadelenmelerinin  diizenleyen hiicre i¢i sinyal yolaklarindan

kaynaklanabiliyor olabilir.

1.8.I¢ Hiicre Kitlesi ve Trofoektoderm Tabakalarindaki DNA
Metilasyonu Farklhiliklar:

DNA metilasyonu, blastokist asamasinda trofoektoderm ve i¢ hiicre kitlesi
olmak {izere iki yondeki ilk hiicre farklanmasi1 agamasinda 6nemli rol oynar. Ancak bu
stirecte hangi DNMT enziminin rol aldig1 net olarak bilinmemektedir. Bu siiregte en
fazla gorev alan enzimin Dnmt3b oldugu bilgisi, bu enzimin 2 hiicreli embriyo
asamasindan blastokist agsamasina kadar var oldugu gergegine dayanmaktadir
(Hirasawa ve Sasaki, 2009). Bu bilgi ile uyumlu olarak Watanabe ve ark. 2002 yilinda
Dnmt3b varliginin i¢ hiicre kitlesinde trofoektodem tabakasina gore daha fazla
oldugunu gostermistir (Watanabe ve ark., 2002). Bu bilgiye karsit olarak, Hattori ve
ark. (2004) (Hattori ve ark., 2004) ve Li ve ark. (2001) (Li ve ark., 2007) yilinda
Dnmt3b ifadelenmesinin hem protein hem de mRNA diizeyinde trofoektoderm
tabakasinda daha yogun oldugunu bulmuslardir. Buna benzer olarak DNMT3B
varliginin fare (Hirasawa ve ark., 2008), insan ve sigirda trofoektoderm tabakasinda
daha yogun oldugunu gostermislerdir (Fulka ve ark., 2004). Assou ve ark. (2012)
yilinda DNMTI1, DNMT3A, DNMT3B ve DNMT3L genlerinin insan trofoektoderm
hiicrelerinde var oldugunu gdstermisler (Assou ve ark., 2012); ilging olarak,
DNMT3L yiiksek oranda trofoektoderm hiicrelerinde olmasina karsin plasentada da
ifadelendigini bildirmiglerdir (Bai ve ark., 2012). Diger yandan, Galan ve ark. (2010)
DNMT3A, DNMT3B ve DNMT3I’nin insan i¢ hiicre kitlesi hiicrelerinde yiiksek
oranda var oldugunu bulmuslardir (Galan ve ark., 2010). Buna karsin Petrussa ve ark.

(2014) yilinda iki hiicre tabakasi arasinda fark bulmamistir (Petrussa ve ark., 2014)
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(Sekil 1.12). Sonug olarak; bu farkliliklar kullanilan tekniklerden, tiir farkliliklarindan
ya da in vitro kiiltiir kosullarindan kaynaklantyor olabilir. DNMT enzimlerinin her iki
tabakada da var oldugu, bu tabakalarin farklanmasinda gerekli oldugu

diistiniilmektedir.

TROFOEKTODERM

853 aa

i¢ HUCRE KITLESI

Sekil 1.12. Blastokist asamasinda DNA metiltransferazlarin ifadelenmeleri (Uysal ve ark., 2015). Blastokist
asamasindaki embriyoda trofoekdoderm ve i¢ hiicre kitlesi tabakasinda DNMT1, DNMT3A, DNMT3B ve
DNMT3L enzimleri bulunur; ancak bu enzimlerin hangi tabakada daha yogun oldugu net olarak
aydinlatilmamigtir. Sekil orijinal halinden Tiirkgelestirilmistir.
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1.9. siRNA (Small Interfering RNA; Kiiciik miidahaleci (susturucu) RNA)

Gen susturma mekanizmalar1 genlerin kendisini ya da onlarin kodladigit mRNA’lar1
hedefler. Genin kendisini hedef alan az mekanizma olsa da mRNA hedefli teknikler hizla
artmaktadir (Kurreck, 2003). mRNA hedefli tekniklerde “antisens (antisense) teknolojisi”
genel olarak kullanilir. Antisens teknolojisinde hedef alinan proteini kodlayan mRNA’ya,
ters tamamlayici (komplementer) olan bir DNA veya RNA niikleik asit zincirini hiicrelere
aktarmaya dayanir (Gewirtz, 2007). Genel olarak ilaglar proteine baglanarak onlarin
islevini degistirir ancak tek zincirli DNA/RNA antisens oligoniikleotidleri, tamamlayici
hedef mRNA’ya baglanirlar ve translasyonu engelleyebilirler. Ya da Riboniikleaz H gibi
niikleazlar veya ribozim (RNA enzimi), deoksiribozim (DNA enzimi) gibi katalitik olarak
aktif oligoniikleotidler hedef mRNA’nin parcalanmasina yol agabilirler (Gewirtz, 2007;
Kurreck, 2003). RNA etkilesimi (RNAi) ilk kez Fire ve ark. (1998) tarafindan
Caenorhabditis elegans’in hiicrelerinde transkripsiyon sonrast gen sessizlesmesini
saglayan bir mekanizma olarak tanimlanmistir (Fire ve ark., 1998). RNAi i¢inde cift
sarmallt RNA (double-stranded RNA; dsSRNA) tamamlayict mRNA dizisinin bozulmasini
saglayarak hedef genin ifadelenmesini bastirir (Fire ve ark., 1998; Takeshita ve Ochiya,
2006). dsRNA, hiicrenin icine girerken bir riboniikleaz enzimi olan Dicer tarafindan
simetrik 2-3 niikleotid 3’ ¢ikintilari ve 5° fosfata ve 3’ hidroksil gruba sahip kiiciik (21 ila
23 nt) RNA'lara (siRNA'lar) ayrilir (Dillin, 2003) (Sekil 1.13). Bu RNA’lar, bir RNA
indiikleyici sessizlestirme kompleksi (RNA-inducing silencing complex; RISC) ile
iligkilidir. RISC'yi tamamlayici bir hedef mRNA'ya yonlendirir ve RISC kompleksinde
bulunan bir enzim olan Slicer (Argonaute-2) ile endoniikleolitik bdliinmeyi baslatir.
RISC'ye siRNA'larin eklenmesi i¢in siRNA'larin 5° ucunda fosforile edilmelidir. Hedef
mRNA'nn béliinmesi, siRNA molekiiliiniin antisens ipliginin 5° fosfatindan 10 niikleotid
uzaklikta olan tek bir yerde gerceklesir. 5° 7-metilguanin veya 3’ poli (A) kuyruk yapisinin
kaybindan dolay1, boliinmiis hedef mRNA, artik endojen RNA enzimlerine karst korunmaz
ve parcalanir (Lage, 2005). 21 ila 23-nt siRNA i¢inde 1-2 bp (base pair, baz ¢ifti)'den fazla
uyumsuzluklar, hedef mRNA'nin diizgiin bir sekilde par¢alanmasini bozmaktadir (Dillin,
2003). RNALI 6zellikle kanser ¢aligmalarinda biiyiik vaatler iceren giiclii ve spesifik bir gen

susturma iglemidir.
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Sekil 1.13. dsRNA aracili siRNA teknolojisi (Dillin, 2003). Hiicrelere giriste dsRNA, Dicer tarafindan 21-23-
nt siRNA'lara boliiniir. siRNA'lar, biiyiik bir multiprotein kompleksi olan RISC ile birlesir. RISC'nin uygun
mRNA'y1 (yesil ile gosterilmistir) hedeflemeye yardimci olmak icin siRNA'y1 ¢ozdigii diisiiniilmektedir.
SIRNA/mRNA hibridi béliiniir ve salinan siRNA ve mRNA endo ve ekzoniikleazlar tarafindan bozulur.
siRNA'nin uzamas: (turuncu ile gosterilen) daha fazla siRNA iiretimine yol agabilir ve genlerin bozulmasina
neden olabilir. dsRNA; ¢ift sarmalli RNA, RISC; RNA indiikleyici sessizlestirme kompleksi. Sekil orijinal
halinden Tiirkgelestirilmistir.
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Literatiirde var olan bilgiler 15183iInda DNMT genlerinin normal olmayan
ifadelenmelerinin ve normal olmayan DNA metilasyonunun infertiliteye neden
olabilecegi bilinir. Ovositte ve erken donem embriyolarda Dnmt proteinlerinin (Dnmt1
ve Dnmt3a) dagilimlar1 ve miktarlar bir arastirma makalesinde yaymlanmistir (Uysal
ve ark., 2017). Her iki proteinin de ifadelenmesinin farede embriyodaki genom
aktivasyonundan sonra diismesi ve blastokist asamasinda tekrar artmasi literatiirde
bulunan global DNA metilasyonunun seyriyle uyumludur. Bu enzimlerin erken
donemdeki embriyolarin gelisiminde rol alan kritik genlerin diizenlenmesinde ya da
baskilanmasinda rol oynadig1 kanisindayiz. Genin tamamen islevsiz hale getirildigi
caligmalardaysa embriyonun oOliimiiyle sonuglanan bulgular mevcuttur. Planlamig
oldugumuz bu tez ¢aligmasinda siRNA teknolojisini kullanarak Dnmtl ve Dnmt3a
genlerinin susturulmasi ve bunun embriyo gelisimi iizerine olan etkilerinin ortaya

konulmasi amaclanmustir.

Bu tezin hipotezi, “Dnmtl ve Dnmt3a enzimlerinin kodladig: proteinler farede
implantasyon Oncesi donemdeki embriyonun gelisim siirecinde yasamsal rol

oynar”dir.

Tezin amaci1 ise, Dnmtl ve Dmnmt3a genlerinin siRNA teknolojisi ile
susturularak implantasyon o©ncesi donemdeki embriyolarin gelisim siirecinde
sergiledigi hiicre i¢i miktar ve dagilim farkliliklariyla literatiir bilgisi 151¢1nda rollerini

anlamaya katkida bulunmaktir.

Bu tez ¢alismasinin hedefleri,

1. Dnmtl ve Dnmt3a genlerinin embriyonun gelisimine olan katkisini gostermek.

2. Bu genlerin susturulmasi ile embriyonun hangi asamada durakladigi ya da
etkilenmedigi analiz etmek.

3. Bu genlerin susturulmasiyla global DNA metilasyonu arasindaki iligkiyi

gostermek.
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4. Bilindigi iizere; DNA metilasyonu gen kontroliinii saglayan ana salter gibi
davranmaktadir. Erken donemdeki embriyolarin gelisimde DNA metilasyonunu
katalizleyen Dnmt enzimlerinin iglevine iliskin ¢ikarimlarda bulunarak

literatiire katki saglamak.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Siiperoviilasyon Protokolii

Bu c¢alismada disi farelerde folikiilogenezi uyarmak i¢in Folikiil Uyarici
Hormon (FSH) analogu olan Gebe Kisrak Serum Gonadotropini (Pregnant Mare’s
Serum Gonadotropin, PMSG) ve oviilasyonu uyarmak i¢inse Luteinlestirici Hormon
(LH) analogu olan Insan Koryonik Gonadotropin (Human Chorionic Gonadotropin;
hCG) kullanildu.

2.2. Gonadotropinlerin Hazirlamsi

PMSG (Intervet) ve hCG (Sigma CG-10) enjeksiyonluk steril su icerisinde 50
IU/mL ve 75 IU/mL olacak sekilde ¢6ziildii. Stok soliisyonlar kii¢iik pargalar seklinde

hazirlanarak —20°C’de kullanima kadar saklanda.

2.3. Embriyolarin Siiperoviilasyon ile Toplanmasi ve Kullanima

Hazirlanmasi

Calismamizda Ankara Universitesi Deney Hayvanlari Unitesi tarafindan
saglanan ve standart laboratuvar kosullarinda beslenen 240 adet BALB/c soyu yetiskin

(4-5 haftalik) disi fare ve damizlik olarak 10 adet BALB/c soyu yetiskin erkek fare
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kullanildi. Folikiilogenezi uyarmak ig¢in disi farelere intraperitoneal 5 IU/hayvan
PMSG enjeksiyonu yapildi. PMSG enjeksiyonundan 48 saat sonra oviilasyonu
uyarmak icin intraperitoneal olarak 5 IU/hayvan hCG enjeksiyonu yapildi. hCG
enjeksiyonunun yapildig1 giiniin aksaminda bir disi fare bir erigkin erkekle ayni kafeste
birakilarak ¢iftlesmeleri saglandi Ertesi sabah vajinal plak kontrolii yapilan ve plak
belirlenen fareler fertilizasyonun 0,5. giiniinde kabul edildi. Vajinal plak kontrolii
yapilarak gebeligin pozitif oldugu varsayilan disi farelerin Fallop tiipleri hCG
enjeksiyonundan 20 saat sonra c¢ikartilarak G-MOPS  (G-3-N-morfolino
propanestilfonik asit, Vitrolife) medyumu igerisine alindi; Fallop tiiplerinin ampulla
bolgesi stereo mikroskop altinda insiilin enjektoriiyle patlatildi ve zigotlar toplandi.

Her grup icin en az 100 zigot kullanild1 ve 6 kez deney tekrar1 yapildi.

2.4. Gruplarm Olusturulmasi ve Embriyo Kiiltiir Kosullar:

Deneye baglamadan bir giin dncesinde medyumun gece boyu gazlanmasi
icin GTL (G-Time Lapse, Vitrolife) ve parafin yag1 (Ovoil, Vitrolife) inkiibatore
(Panasonic, MCO 5M) konuldu. Inkiibatér sartlar1 %5 Oz, %5 CO, ve 37°C olarak

ayarlandi.

Calismamizda kontrol grubu ve siRNA uygulanan grup (deney grubu)

olmak iizere dort grup olusturuldu.

1. Grup: Kontrol grubu i¢in toplanan zigotlar embriyo kiiltiir ortami i¢ine alinarak
blastokist asamasina kadar kiiltiire edildi.

2. Grup: Zigotlar Dnmtl siRNA’simi igeren kiiltlir ortamina alinarak blastokist
asamasina kadar kiiltiire edildi.

3. Grup: Zigotlar Dnmt3a siRNA’sin1 igeren kiiltlir ortamina alinarak blastokist
asamasina kadar kiiltiire edildi.

4.Grup: Zigotlar hedef olmayan geni iceren siRNA iceren kiiltiir ortamina
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alimarak yukaridaki deney gruplarinin kontrolii olarak blastokist agamasina

kadar kiiltiire edildi (Sekil 2.1).

2.5. siRNA Uygulamasi

1. Ilk olarak, kullanilacak olan siRNA’larin embriyogenez iizerine etkisini
gdrmek amaciyla degisen dozlarda siRNA kullanilarak en uygun doza karar
verildi. Literatiirde farkli genleri hedefleyen siRNA uygulamasi
caligmalarinda genin %60 ve iizerinde susturulmasi basarili olarak kabul
edilir (O'Meara ve ark., 2011). Bu kapsamda en uygun doz olarak 50 nM
belirlendi. En uygun doza karar verildikten sonra siRNA embriyo kiiltiir
medyumu i¢ine karistirilarak 50 pL’lik damlaciklar seklinde Petri kabina
konulup tizeri parafin yagi ile kaplandi (ikinci, ti¢iincii ve dordiincii gruplar
icin) (Kuscu ve ark., 2019).

2. lkinci, iigiincii ve dordiincii gruplar icin toplanan zigotlar Petri kabinda
damlaciklar i¢ine alinip kiiltiire edildi.

3. Kullanilan siRNA’larin embriyonun i¢ine girdigini dogrulamak amaciyla
floresan isaretli transfeksiyon ajani (siGLO Green Transfection Indicator,
Dharmacon) kullanildi.

4. Embriyolarin gelismesi zaman aralikli goriintiileme teknigi kullanilarak
stiper ¢ozilintirliikli konfokal mikroskop (Zeiss LSM-880) altinda blastokist
asamasina kadar (3-4 giin) izlendi.

5. Not: Birinci grup icinde toplanan zigotlar ise Petri kabinda damlacik
(sadece kiiltiir medyumu igeren) icine alinip kiiltiire edildi. Zaman aralikli
gorilintiileme teknigi kullanilarak siiper ¢oziiniirliikklii konfokal mikroskop
altinda blastokist asamasina kadar (3-4 giin) embriyolarin gelismesi izlendi.

6. Biitiin gruplarda morfolojik degerlendirme yapildi. Embriyolarin hangi
asamada durakladigi not edildi (Sekil 2.1).
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Kontrol siRNA (Dnmt1,Dnmt3a)

U

Sekil 2.1. Deney tasarimi. Kontrol ve deney gruplardan alinan blastokistler, morfolojik degerlendirme, Western
blot yontemi, immiinfloresan yontemi, qRT-PCR yonteminde kullanildi. Elde edilen veriler analiz edildi.

2.6. immiinfloresan Boyama Yontemi

1. Blastokistler %4 PFA igerisine alinarak 20 dk. fikse edildi.

2. Fiksasyon isleminden sonra 3x10 dk. PBS-BSA (%2) damlasindan
gecirilerek yikandi.

3. Yikamanin ardindan blastokistler PBS-Tween 20 (%]1) icerisinde oda
1s1sinda 15 dk. permeabilize edildi.

4. Permeabilizasyon isleminin ardindan blastokistler, bloklama soliisyonu
icerisinde oda 1sisinda 60 dk. bloklandi.

5. Bloklama isleminin ardindan blastokistler, antikor seyreltme soliisyonu

icerisinde hazirlanmig olan primer antikorlarin igerisine alinarak gece
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boyunca +4°C’ de inkiibe edildiler. Primer antikorlar: Dnmtl, Dnmt3a
ve 5 metilsitozin (5SmC). SmC global DNA metilasyonunu gostermek
icin uygulandi (Cizelge 2.1).

6. Primer antikor ile inkiibe edilme isleminin ardindan blastokistler, 3x10
dakika PBS+BSA (%2) damlasindan gegirilerek yikama yapildi.

7. Yikama isleminin ardindan blastokistler, antikor seyreltme soliisyonu
icerisinde hazirlanmis olan floresan isaretli sekonder antikor icerisine
aktarildilar ve 60 dk. oda 1sisinda ve karanlik ortamda inkiibe edildi.

8. Sekonder antikor ile inkiibe edilme isleminin ardindan blastokistler,
3x10 dk. PBS+BSA (%2) damlasindan gegirilerek yikandi.

9. Son olarak blastokistler iizeri parafin yag ile kapli ¢ekirdek boyasi
(Hoechst 33242, 1 pg/mL) igeren kapatma soliisyonunu igeren
damlaciklara aktarilarak floresan goriintiileme yapildi (Sekil 2.1). Fare
blastokistlerinin ¢ap1 yaklasik 150 um'dir; bu nedenle, bu tiir bir
hazirlik embriyonun yiizeyini ve i¢ yapilarini olabildigince dogal olarak

gorsellestirmemizi sagladi (Celikkan ve ark., 2020).

2.6.1. Kullanilan Soliisyonlar

%4’liikk Paraformaldehit (PFA) Soliisyonu

6 g paraformaldehit 200 mL bidistile suya konuldu ve berraklagincaya kadar
icerisine 1 N NaOH eklenip manyetik karistiricida (Velp Scientifica, F20520162)
karistirildi. Berrak ¢ozelti olugsmasinin ardindan siiziildii ve 1 tablet PBS karisima
eklendi (1x PBS, Sigma P4417). Soliisyonun pH’1 7,2- 7,4 arasinda olacak sekilde
ayarlandi ve daha sonra soliisyon esit hacimlere boliinerek —20°C’ de kullanima kadar

saklandi.
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Fosfat Tamponlu Tuz (PBS) Soliisyonu -%2’lik Bovine Serum Albumin
(BSA) Soliisyonu

Bir tablet PBS (Sigma, P4417) 200 mL bidistile su igerisinde ¢oziilerek
kullanilacak olan 1x PBS soliisyonu hazirlandi. %2’lik BSA soliisyonu taze olarak ve
10 ml PBS i¢ine 0.2 gr BSA (Sigma A9647) eklenip ¢oziilerek hazirlandi.

Permeabilizasyon Soliisyonu

1000 uL PBS igerisine 10 pL Tween-20 (Sigma P1379) eklenerek kullanilacag:

zaman taze hazirlandi.

Antikor Seyreltme Soliisyonu

%0,05’lik Tween-20 igceren PBS-%2 BSA soliisyonu antikor diliie edici
soliisyon olarak kullanildi. 1000 uL. PBS-%2 BSA soliisyonu icerisine 0,5 uL. Tween-
20 eklenerek hazirlandu.

Bloklama Soliisyonu

799 uL PBS igerisine, 1 pL Tween 20 ve 200 pl normal ke¢i serumu (Vector
NO0912) eklenerek taze hazirlandi.
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Hoechst 33242 iceren Kapatma Soliisyonu

1 uL Hoechst (ThermoFisher 33242) 1 mL PBS igerisine eklenmesiyle
¢oziildii. 0,005 mL (1 mg/mL stok Hoechst 33242 soliisyonu), 2,5 mL gliserol, 2,5 mL
PBS ve 125 mg sodyum azid (Sigma S8032) eklenmesiyle kapatma soliisyonu
hazirland1 ve +4 °C’de saklandi.

Primer Antikor Katalog Seyreltme Sekonder Katalog Seyreltme
numarasi antikor numarasi

Alexa Fluor 488 Jackson
Dnmt1 Abcam 1:200 Goat Anti- Immuno 1:400
ab87654 Rabbit IgG Research
111-545-003
Alexa Fluor 488 Jackson
Dnmt3a Abcam 1:200 Goat Anti- Immuno 1:400
ab188470 Rabbit IgG Research
111-545-003
Alexa Fluor 488 Jackson
5mC Cell Signaling 1:200 Goat Anti- Immuno 1:400
286925 Rabbit IgG Research
111-545-003

Cizelge 2.1. Immiinfloresan boyama yénteminde kullanilan primer antikor, sekonder antikor ve seyreltme
oranlari.

2.7. Mikroskopik Gozlemler

Bu c¢alismada fikse edilmis embriyolar {izerinde Zeiss LSM-880 Airyscan
sistemi (Zeiss, Almanya) kullanilarak floresan gézlemler ve 6l¢iimler yapildi. Floresan
proba uygun olarak 405 ve 488 nm lazer hatlar1 kullanildi. Tiim laser ve tarama
parametreleri referans histogram kullanilarak optimize edildikten sonra sabit tutuldu.
Sinyal algilamalarinda 20x (NA: 1,2) ve 40x sulu (NA: 1,4) objektifleri galyum-
arsenik ve airyscan dedektdrleri kullamldi. ki boyutlu (X-Y) ve ii¢c boyutlu (X-Y-Z)

analizlerde piksel ¢oziiniirliigii tiim goriiniitlerde sabit tutuldu. Z aksi goriintii
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toplamada 1 um araliklarla 35 kesit alind1 ve Zen Black programinda birlestirildi.

Analizlerin bir kismi1 da Zen Blue programinda gergeklestirildi.

2.8. Western Blot Uygulamasi

1. Blastokistler S0uL lizis tamponu ve 5 pL proteaz inhibitor kokteyli (PIK)
iceren karisima eklendi.

2. Tipteki karigim, iyice vortekslenip —20°C’ye kaldirild.

3. Protein miktarinin belirlenmesi, Lowry metodu (Pierce, 23240) ile {iretici
firmanin 6nerdigi basamaklarda gerceklestirildi.

4. Standart olarak BSA (bovine serum albumin) kullanildi. BSA, 2 mg/mL
konsantrasyonda olacak sekilde hazirlandi. Ayrica, standart ve 6rneklerin
hazirlandig1 protein igermeyen soliisyon kor olarak kullanildi.

5. Lowry metoduna gore hazirlanan ¢ozeltilerin spektrofotometre ile 750
nm'de Sl¢iimleri gerceklestirildi.

6. Gruplardaki protein miktarlar1 her 6rnek i¢in elde edilen absorbans degeri
kullanilarak belirlendi.

7. Protein miktarlar belirlendikten sonra Dnmt1 ve Dnmt3a proteinleri i¢in
WB uygulamasina gegildi. B-aktin internal kontrol amacgli kullanildi
(Cizelge 2.2).

8. Western blot uygulamasi ic¢in ayristirma jeli %10 konsantrasyonda
hazirlandi.

9. Ayristirma ve toplama jelleri hazirlandiktan sonra polimerizasyon igin
oda 1s1sinda 45 dk. bekletildi.

10. Jeldeki kuyucuklara, 2x Laemmli tamponu ve distile suyla seyreltilerek
istenilen 25 pg miktara getirilen protein ¢ozeltileri 5 dk. kaynayan suda
bekletildi. Boylece, proteinlerin ¢izgisel hale gelmeleri saglandi.

11. Toplama jeli polimerize olduktan sonra ince ve kisa olan camlar i¢ tarafa
gelecek sekilde elektroforezin yapilacagi tutucuya karsilikli olarak

yerlestirildi. Bu tutucu tank igerisine 1% elektroforez yiiriitme soliisyonu
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12.
13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

i¢ ve dis havuzcuklara dokiildii. Yiiriitme soliisyonu konulduktan sonra
jelin ilk kuyucuguna molekiiler agirlik markeri ve diger kuyucuklara
ornekler yiiklendi.

Ornekler, 6nce 20 dk. 80 voltta; sonra 2 saat 100 voltta yiiriitiildii.
Elektroforez islemi bittikten sonra camlar tank icerisinden ¢ikarildi ve
jelin kalin camdan ayrilmasi saglandi.

Jeldeki proteinlerin membrana gegmesi i¢in sandvi¢ hazirlandi. Sandvig
sirasiyla slinger, filtre kagidi, jel, PVDF membran, filtre kagid1 ve slinger
katlarini igerecek sekilde yerlestirildi.

Tanka blotlama soliisyonu da eklendikten sonra +4°C, 32 volt/65 mA’de
gece boyunca blotlama gergeklestirildi. Boylece, jeldeki proteinlerin
membrana gegmesi saglandi.

Ertesi giin sandvig agilarak, membran 10 dk. TBS-T'de yikandu.

TBS-T ile yikama agamasindan sonra membran 1 saat, %5'lik siit tozunda
inkiibe edilerek 6zgiin olmayan baglanmalar engellendi.

Bloklama igsleminden sonra, siit tozunda hazirlanmis olan tavsan anti fare
Dnmtl, Dnmt3a ve B-aktin antikorlar1 (1/1000 diliisyonda) +4’de gece
boyunca inkiibe edildi.

Siire sonunda membran, TBS-T ile calkalayict da 30 dk. yikandi. Her 10
dk’da bir TBS-T soliisyonu yenilendi.

Yikama isleminden sonra membran 1/2000 diliisyon oraninda, IRDye 800
konjuge goat-anti rabbit IgG ile 1 saat inkiibe edildi. Sekonder antikor
TBS-T'de hazirland.

Siire sonunda membran, TBS-T ile calkalayict da 30 dk. yikandi. Her 10
dk.’da bir TBS-T soliisyonu yenilendi.

Ardindan membranlar kurutulmadan, Li-Cor Odyssey CLx sistemi
(LICOR Biosciences, ABD) kullanilarak protein bantlar1 goriintiilendi
(Sekil 2.1).
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Primer Antikor Katalog

numarasi

Dnmt1 Abcam
ab87654

Dnmt3a Abcam
ab188470

B-aktin Abcam

ab8227

IRDye” 800CW
Goat anti-Rabbit
IgG Secondary

IRDye” 800CW
Goat anti-Rabbit
IgG Secondary

IRDye’® 800CW

Katalog

numarasi

LI-COR 1:2000
926-32211

LI-COR 1:2000
926-32211

LI-COR 1:2000
926-32211

Cizelge 2.2. Western blot yonteminde kullanilan primer antikor, sekonder antikor ve seyreltme oranlari.

2.9. istatistiksel Analiz

Immiinfloresan ve Western blot yontemleri icin goriintiiler Imagel]

programinda sayisallastirildi. Elde edilen veriler SigmaStat (USA) programina girildi.

Gruplar arasindaki farkin anlamlili§1 nonpaparemetrik testlerle degerlendirildi (Sekil

2.1).
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3. BULGULAR

3.1. Embriyonun Gelisim Dinamigi

Calismamizda ilk olarak, embriyonun gelisim oranlar1 analiz edildi. Zigot
asamasinda kiiltlire alinan embriyolar 3,5 gilin sonra kiiltlirden alinarak stereo
mikroskop altinda asamalarina gore sayildi. Her bir grup icin toplam 305 embriyo
analiz edildi. Ilk olarak; 2-hiicreli embriyo asamasindaki embriyolar sayildi. Kontrol
grubunda toplam 305 embriyodan 9 embriyo (%2,9), hedef olmayan siRNA igeren
grupta 305 embriyodan 10 embriyo (%3,2), Dnmtl siRNA igeren grupta 305
embriyodan 90 embriyo (%29,5), Dnmt3a siRNA igeren grupta 305 embriyodan 80
embriyo (%26,2) 2-hiicreli asamada duraklamist1 (Sekil 3.1 ve Sekil 3.2.1.1 A, B). 4-
hiicreli embriyo asamasinda ise; kontrol grubunda toplam 305 embriyodan 12 embriyo
(%3.9), hedef olmayan siRNA iceren grupta 305 embriyodan 20 embriyo (%6,5),
Dnmtl siRNA iceren grupta 305 embriyodan 48 embriyo (%15,7), Dnmt3a siRNA
iceren grupta 305 embriyodan 67 embriyo (%21,9) duraklamist1 (Sekil 3.1 ve Sekil
3.2.1.1 A, B). 8-hiicreli embriyo asamasinda ise; kontrol grubunda toplam 305
embriyodan 0 embriyo (%0), hedef olmayan siRNA iceren grupta 305 embriyodan 0
embriyo (%0), Dnmt1 siRNA igeren grupta 305 embriyodan 0 embriyo (%0), Dnmta3a
siRNA igeren grupta 305 embriyodan 0 embriyo (%0) duraklamist1 (Sekil 3.1 ve Sekil
3.2.1.1 A, B). Morula asamasinda ise; kontrol grubunda toplam 305 embriyodan 20
embriyo (%6,8), hedef olmayan siRNA iceren grupta 305 embriyodan 27 embriyo
(%8,8), Dnmtl siRNA igeren grupta 305 embriyodan 30 embriyo (%9,8), Dnmt3a
siRNA igeren grupta 305 embriyodan 28 embriyo (%9,1) duraklamist1 (Sekil 3.1 ve
Sekil 3.2.1.1 A, B). Dejenere embriyolar analiz edildiginde ise; kontrol grubunda
toplam 305 embriyodan 10 embriyo (%3,2), hedef olmayan siRNA iceren grupta 305
embriyodan 18 embriyo (%5,9), Dnmtl siRNA iceren grupta 305 embriyodan 86

35



embriyo (%28,2), Dnmt3a siRNA iceren grupta 305 embriyodan 40 embriyo (%13,1)
tanimlandi (Sekil 3.1 ve Sekil 3.2.1.1 A, B).

3.1.1. Blastokistin Gelisim Dinamigi

Calismamizda embriyo gelisim/duraklama oranlar1 analiz edildikten sonra
blastokiste ulagsma oranlar1 analiz edildi. Zigot agamasinda kiiltlire edilen embriyolar
3,5 giin sonra kiiltiirden alinarak stereo mikroskop altinda blastokistler sayildi.
Toplamda her bir grup i¢in 305 embriyo analiz edildi. Kontrol grubunda 305
embriyodan 254 embriyo (%83,2), hedef olmayan siRNA iceren grupta 305
embriyodan 230 embriyo (%75,4) Dnmtl siRNA igeren grupta 305 embriyodan 51
embriyo (%16,7), Dnmt3a siRNA iceren grupta 305 embriyodan 90 embriyo (%29,5)
blastokist asamasindaydi (Sekil 3.1 ve Sekil 3.1.1 C, D).
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Sekil 3.1. Zigotun kiiltiiriyle embriyo gelisiminin DIC goriintiileri. Dnmt! ve Dnmt3a siRNA uygulanan
gruplarda blastokist oranlar1 kontrol ve hedef geni igermeyen siRNA gruplarina gére anlamli olarak (P<0,05)
azdi. Her grup i¢in 305 embriyo analiz edildi. Grafikte bulunan farkli harfler istatistiksel anlamliligi
gostermektedir (P<0,05). NT; hedef geni icermeyen siRNA grubu, B; Blastokist, D; dejenere embriyo, M;
morula, 6H; 6 hiicreli embriyo.
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(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Kontrol 29
NT 327 6,58 0 885 754 59
Dnmt1 20;588 N '5773 0 9,83 16,72 28,22
siRNA
Dnmt3a 2622 21,96 0 9,18 29,5 13,14
Kontrol Dnmt1siRNA Dnmt3asiRNA siRNA
®W2H w4H w8H wMorula ®™Blastokist ™ Dejenere

Blastokist
(%)

Kontrol 83,2

NT 754

< Dnmt1 siRNA 16,72
Dnmt3a siRNA 29,5

I

Kontrol

Dnmt1siRNA Dnmt3asiRNA

Sekil 3.1.1. Zigotun kiiltiiriiyle embriyo (2H-Morula) ve Blastokist gelisim oranlart. A. Embriyo gelisim
oranlart. B. Embriyo gelisim oranlarmin sayisal degerleri. C. Blastokist gelisim oranlar1. D. Blastokist gelisim
oranlarinin sayisal degerleri. Her grup i¢in 305 embriyo analiz edildi. Grafiklerde sonuglar oransal (%) olarak
verildi. NT; hedef geni icermeyen siRNA grubu. Grafikte bulunan farkli harfler istatistiksel anlamlilig:
gostermektedir (P<0,05).

3.2. Protein Miktar1 ve Hiicre i¢ci Dagilim Analizleri

Bu ¢alismada fare embriyolarinda siRNA teknolojisi kullanilarak gen susturma

islemi yapildi. Zigot asamasinda alinan embriyolarin kiiltiir ortamlarina siRNA

eklenerek kiiltiire edildi, kiiltiir sonunda alinan embriyolarda Western blot yontemi ile

Dnmtl ve Dnmt3a proteinlerinin miktarma bakilarak susturma basarist belirlendi.

Internal kontrol olarak ise B-aktin kullanildi. Elde edilen bulgular asagida verilmistir.

3.2.1. Dnmt1 Proteininin Miktar1
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Dnmtl siRNA uygulanan gruptaki blastokistlerde Dnmtl miktar1 kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalmig bulundu (P<0,001) (Sekil
3.2). Benzer olarak, Dnmtl siRNA uygulanan gruptaki blastokistlerde de Dnmtl
diizeyi hedef olmayan siRNA igeren gruba gdre anlamli olarak azaldigi saptandi
(P<0,001) (Sekil 3.2). Kontrol ve hedef olmayan siRNA iceren gruplar arasinda ise
anlamli fark olmay1p (p=0,1), Dnmtl1 protein miktar1 benzerdi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Dnmtl proteininin miktari. A. Western blot sonuglari. B. Goreceli Dnmtl proteini ifadelenmesi
sonuglart. DnmtI siRNA uygulanan grupta kontrol ve hedef geni igermeyen siRNA grubuna gore anlamli azalma
bulundu. NT; hedef geni igermeyen siRNA grubu. B-aktin internal kontrol olarak kullanildi. Grafikte bulunan
farkl: harfler istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir (£<0,05).

3.2.2. Dnmt3a Proteininin Miktari



Dnmt3a siRNA uygulanan gruptaki blastokistlerde Dnmt3a protein miktar
analiz edildiginde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalmig
bulundu (P<0,05) (Sekil 3.3). Benzer olarak, Dnmt3a siRNA uygulanan gruptaki
blastokistlerde de Dnmt3a protein diizeyi hedef olmayan siRNA igeren gruba gore
anlamli olarak azalmigt1 (P<0,05). Kontrol ve hedef olmayan siRNA igeren gruplar
arasinda ise anlaml fark olmayip (P=0,1), Dnmt3a protein seviyesi benzerdir (Sekil
3.3) (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Dnmt3a proteininin miktart. A. Western blot sonuglari. B. Goreceli Dnmt3a proteini ifadelenmesi
sonuglarl. Dnmt3a siRNA uygulanan grupta kontrol ve hedef geni icermeyen siRNA grubuna gore anlamli
azalma bulundu (P<0,05). NT; hedef geni icermeyen siRNA grubu. B-aktin internal kontrol olarak kullanildi.
Grafikte bulunan farkl: harfler istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir (P<0,05).

3.2.3. immiinfloresan Analizler
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Bu calismada siRNA teknolojisi kullanilarak gen susturma islemi yapilan
fare embriyolarinda zigot asamasinda alinan embriyolarin kiiltiir ortamlarina siRNA
eklenerek kiiltiir edildi; kiiltiir sonunda alinan embriyolarda immiinfloresan boyama
ile Dnmtl ve Dnmt3a proteinlerinin ifadelenmelerine bakilarak susturma basarisi
belirlendi. Ayrica bu proteinlerin susturulmasi ile global DNA metilasyonu

arasindaki farki géstermek amaciyla SmC boyamasi yapildi.

3.2.3.1. Dnmt1 Proteininin Dagilimi ve Yogunlugu

Dnmt1’in hiicre i¢i yerlesimleri degerlendirildiginde ise proteinin yogun
olarak sitoplazmada yerlesim gosterdigi saptandi (Sekil 3.4). Dnmtl proteini
cekirdekte degil ¢cekirdege komsu alanda (juxtaanuclear) gozlendi. Trofoektordermi
olusturan trofoblastlarda yogun sinyale rastlandi. I¢ hiicre kitlesinde ise
trofoektoderm tabakasina gore sinyalde azalma bulundu. Dnmtl siRNA uygulanan
grupta ise hem trofoekdoderm hem de ig¢ hiicre kitlesinde sinyal siddetinde belirgin
azalma saptandi (Sekil 3.4.2.). Ancak kontrol ve hedef olmayan siRNA igeren
gruplarda Dnmtl sinyali birbirine benzer bi¢cimde sitoplazmada ¢ekirdege komsu

olarak yerlesmisti (Sekil 3.4. ve Sekil 3.4.1.).

Dnmtl siRNA uygulanan gruptaki blastokistlerde Dnmtl proteini
yogunlugunun kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalma bulundu
(P<0,001) (Sekil 3.4.3.B). Benzer olarak, Dnmtl siRNA uygulanan gruptaki
blastokistlerde de Dnmtl protein miktar1 hedef olmayan siRNA igeren gruba gore
anlamli olarak azalmist1 (P<0,001). Kontrol ve hedef olmayan siRNA igeren gruplar
arasinda ise anlamli fark olmay1p (P=0,9), bu gruplarda DNMT1 protein yogunlugu
benzerdi (Sekil 3.4.3.B).
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Birlestirilmis

Sekil 3.4. Dnmtl kontrol grubu. Dnmt! sinyali trofoblastlarda sitoplazmik ve diffiiz olarak bulunmasinin
yaninda ¢ekirdek komsulugunda yamalar halinde (ok basi); i¢c hiicre kitlesinde sitoplazmada kiigiik
noktaciklar (kalin ok) seklinde ve bir miktar ¢ekirdek kenarinda izlendi. Genel olarak sinyal siddeti ve
dagilimi i¢ hiicre kitlesinde daha zayif olarak saptandi. Dntm1’in (kirmizi sinyal) kontrol grubunun
immiinfloresan analizlerinde z ekseninde 1 um araliklarla 35 kesit alind1 ve 3B goriintii olusturacak sekilde
iist {iste birlestirildi. Yukarida beser mikrometre atlayarak toplam 7 gorlintii ve birlestirilmis goriintii
verilmistir. DNA (mavi sinyal), 6l¢tim cubugu=10 pm.

. m‘mum lsmum

20.00 pm 25.00 um
<=

Sekil 3.4.1. Dnmtl NT (hedef geni icermeyen siRNA) grubu. Dnmtl sinyali gerek trofoblastlarda (ok
bas1); gerekse i¢ hiicre kitlesinde (kalin ok) kontrol grubu ile ayni yerlesimde izlendi. Dntm1’in (kirmiz1
sinyal) immiinfloresan analizlerinde z ekseninde 1 um araliklarla 35 kesit alind1 ve 3B goriintii olusturacak
sekilde st {iste birlestirildi. Yukarida beser mikrometre atlayarak toplam 7 goriintii ve birlestirilmis
goriintii verilmistir. DNA (mavi sinyal), 6l¢tim cubugu=10 um.
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5.00 um 10.00 um 15.00 um

30.00 um Birlestirilmis

Sekil 3.4.2. Dnmt1 siRNA grubu. Dnmt! sinyali gerek trofoblastlarda (ok basi); gerekse i¢ hiicre kitlesinde
(kalin ok) kontrol ve NT grubu ile aymi yerlesimde izlendi. Ancak hem i¢ hiicre kitlesinde hem de
trofoektoderm tabakasinda sinyal siddetinde goézle goriiliir azalma izlendi. Dntm1’in (kirmizi sinyal)
immiinfloresan analizlerinde z ekseninde 1 um araliklarla 35 kesit alind1 ve 3B goriintii olusturacak sekilde
ust iste birlestirildi. Yukarida beser mikrometre atlayarak toplam 7 goriintii ve birlestirilmis goriinti
verilmistir. DNA (mavi sinyal), 6l¢iim cubugu=10 pm.
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Sekil 3.4.3. Dnmt1 proteini ifadelenmesi. A. immiinfloresan sonuglar1. B. Géreceli Dnmtl1 proteini ifadelenmesi
sonuglart. DnmtI siRNA uygulanan grupta kontrol ve hedef geni igermeyen siRNA grubuna gore anlamli azalma
bulundu (P<0,001). NT; hedef geni igermeyen siRNA grubu, NK; negatif kontrol. Grafikte bulunan farkl: harfler
istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir (P<0,05). 1 pm araliklarla alinan 35 optik kesitin birlestirilmesi ile elde
edilen mikrograflardir.

3.2.3.2. Dnmt3a Proteininin Dagilimi ve Yogunlugu
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Dnmt3a’lin hiicre i¢i yerlesimi degerlendirildiginde yogun olarak sitoplazmada
ve cekirdekte yerlesim gosterdigi saptandi (Sekil 3.5). Trofoektordermin bazi
hiicrelerinde yogun cekirdek ici sinyale rastlandi. I¢ hiicre kitlesinde trofoektoderm
tabakasina gore sinyal daha zayif bulundu. Dnmt3a siRNA uygulanan grupta ise hem
trofoektoderm hem de i¢ hiicre kitlesinde sinyal siddetinde belirgin azalma goriildii
(Sekil 3.5.2). Yerlesim olarak kontrol ve hedef olmayan siRNA igeren gruplarla benzer
olmayip yaygin noktasal yerlesim gosterdi (Sekil 3.5.1).

Dnmt3a siRNA uygulanan gruptaki blastokistlerde Dnmt3a proteini yogunlugu
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalma bulundu (P<0,001) (Sekil
3.5.3B). Benzer olarak, Dnmt3a siRNA uygulanan gruptaki blastokistlerde de Dnmt3a
proteini miktarinda hedef olmayan siRNA iceren gruba goére anlamli olarak azaldi
(P<0,001). Kontrol ve hedef olmayan siRNA igeren gruplar arasinda ise anlaml fark

olmayip Dnmt3a proteini diizeyi benzerdi (P=0,1) (Sekil 3.5.3B).

Birlestirilmis

Sekil 3.5. Dnmt3a kontrol grubu. Dnmt3a sinyali trofoblastlarda sitoplazmik bulunmasmimn yaninda
cekirdekte de yerlestigi (ok basi); i¢ hiicre kitlesinde ¢ekirdekte biiylik yuvarlaklar (kalin ok) seklinde
yerlesimde oldugu izlendi. Genel olarak sinyal siddeti ve dagilimi i¢ hiicre kitlesinde ve trofoektodermde
benzerdi. Dnmt3a’nin (kirmizi sinyal) immiinfloresan analizlerinde z ekseninde 1 pm araliklarla 35 kesit
alind1 ve 3B goriintii olusturacak sekilde {ist {iste birlestirildi. Yukarida beser mikrometre atlayarak toplam 7
goriintii ve birlestirilmis goriintii verilmistir. DNA (mavi sinyal), 6l¢iim cubugu=10 pm.
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Birlestirilmis

Sekil 3.5.1. Dnmt3a NT (hedef geni icermeyen siRNA) grubu. Dnmt3a sinyali gerek trofoblastlarda (ok bas1);
gerekse ic¢ hiicre kitlesinde (kalin ok) kontrol grubu ile ayni1 yerlesimde izlendi. Dntm3a’nin (kirmiz: sinyal)
immiinfloresan analizlerinde z ekseninde 1 um araliklarla 35 kesit alind1 ve 3B goriintii olusturacak sekilde
ust iste birlestirildi. Yukarida beser mikrometre atlayarak toplam 7 goriintii ve birlestirilmis goriinti
verilmistir. DNA (mavi sinyal), 6l¢iim cubugu=10 pm.

15.00 um

20.00 um 25.00 um Birletirilmis

Sekil 3.5.2. Dnmt3a siRNA grubu. Dnmt3a sinyali gerek trofoblastlarda (ok bas1); gerekse i hiicre kitlesinde
(kalin ok) kontrol ve NT grubu ile aymi yerlesimde izlendi. Ancak hem i¢ hiicre kitlesinde hem de
trofoektoderm tabakasinda sinyal siddetinde goézle goriiliir azalma izlendi. Dntm3a’nin (kirmizi sinyal)
immiinfloresan analizlerinde z ekseninde 1 um araliklarla 35 kesit alind1 ve 3B goriintii olusturacak sekilde
ust iste birlestirildi. Yukarida beser mikrometre atlayarak toplam 7 goriintii ve birlestirilmis goriinti
verilmistir. DNA (mavi sinyal), 6l¢iim cubugu=10 um.
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Sekil 3.5.3 Dnmt3a proteini ifadelenmesi. A. Immiinfloresan sonuglari. B. Goéreceli Dnmt3a proteini
ifadelenmesi sonuglari. Dnmt3a siRNA uygulanan grupta kontrol ve hedef geni icermeyen siRNA grubuna
gore anlamli azalma bulundu (P<0,001). NT; hedef geni icermeyen siRNA grubu, NK; negatif kontrol.
Grafikte bulunan farkli harfler istatistiksel anlamlilif1 gostermektedir (P<0,05). 1 pm araliklarla alinan 35
optik kesitin birlestirilmesi ile elde edilen mikrograflardir.
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Sekil 3.5.4. Dnmt1 ve Dnmt3a 6zeti. Konrol ve NT gruplarinda Dnmt1 ve Dnmt3a (kirmizi sinyal) proteinleri
benzerdi. Dnmtl ve Dnmt3a siRNA gruplarinda kontrol ve NT gruplarina gore anlamli derecede azalma
izlendi. NK; negatif kontrol, NT; hedef geni icermeyen siRNA grubu. Ol¢iim ¢ubugu=10 pm.

3.2.3.3. 5-Metil Sitozin (SmC) Boyamasi

Global DNA metilasyonu analizi yapmak i¢in SmC boyamasi yapildi. Hiicre i¢i
yerlesimleri degerlendirildiginde ise SmC boyas1 yogun olarak sitoplazmada ve
cekirdekte yerlesim gosterdi (Sekil 3.6). Trofoektordermde ve i¢ hiicre kitlesinde
yaygin boyama modeline sahip olup, yogunluk olarak fark gostermedi. Dnmtl
siRNA uygulanan grupta ise hem trofoekdoderm hem de i¢ hiicre kitlesinde sinyal
siddetinde belirgin azalma goriildii (Sekil 3.6). Dnmt3a siRNA uygulanan grupta ise
hem trofoekdoderm hem de i¢ hiicre kitlesinde sinyal siddetinde anlamli artma
gozlendi (Sekil 3.6). Kontrol ve hedef olmayan siRNA iceren gruplar arasinda ise

yerlesim agisindan fark yoktu (Sekil 3.6).

Yukarida 6zetlenen sinyal siddetindeki degisimler sinyal yogunluk 6l¢iimiiyle

sayisal hale getirildi (Sekil 3.6B). Dnmtl siRNA uygulanan gruptaki blastokistlerde
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global DNA metilasyonu kontrol grubuna gore anlamli olarak (azalmis iken
(P<0,001), Dnmt3a siRNA uygulanan gruptaki blastokistlerde ise anlamli artig
saptandi  (P<0,001). Benzer olarak, Dnmt¢/ siRNA wuygulanan gruptaki
blastokistlerde global DNA metilasyonu hedef olmayan siRNA igeren gruba gore
anlamli olarak azalmis iken, Dnmt3a siRNA uygulanan gruptaki blastokistlerde ise
anlamli artig analiz edilmistir (P<0,001). Kontrol ve hedef olmayan siRNA igeren
gruplar arasinda ise anlamli fark olmayip, global DNA metilasyon seviyesi benzer
bulundu (Sekil 3.6B).
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Sekil 3.6. SmC isaretlemesi. A. Immiinfloresan sonuglari. B. Goreceli global DNA metilasyonu diizeyi.
Dnmt1 siRNA uygulanan gruptaki blastokistlerde global DNA metilasyonu kontrol ve hedef olmayan siRNA
igeren gruba gore anlamli olarak azalmis iken, Dnmt3a siRNA uygulanan gruptaki blastokistlerde ise anlaml1
artig analiz edildi (P<0,001). NT; hedef geni icermeyen siRNA grubu, NK; negatif kontrol. Grafikte bulunan
farkli harfler istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir (P<0,05). 1 pm araliklarla alinan 35 optik kesitin
birlestirilmesi ile elde edilen mikrograflardir.
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4. TARTISMA

Calismamizda fare embriyolarinda Dnmt¢l ve Dnmt3a genlerini susturarak
embriyo gelisim oranlar1 ve global DNA metilasyon analizi yapildi. Ilk olarak bu
genleri hedefleyen siRNA molekiillerini zigotlar1 igeren kiiltiire ekleyerek blastokist
asamasina kadar gelistirdik. Protein diizeyindeki analizler susturma basarimizi
gostermektedir. Dnmtl geni susturulan grupta blastokist gelisim oran1 %16,7 iken,
Dnmt3a genini susturdugumuz grupta ise blastokist gelisim orani %29,5 idi. Kontrol
ve hedef olmayan geni iceren siRNA gruplarinda bu oranlar sirast ile %83,2 ve %75,4
idi. Sonuglar goz oniine alindiginda gerek Dnmtl gerekse Dnmt3a genlerinin erken
donem embriyo gelisimi i¢in kritik oldugunu ortaya ¢ikardi. Hatta Dnmt] geninin fare
preimplantasyon donemi embriyo gelisiminde daha da gerekli oldugu sonucuna
ulasildi. ilging olarak, dért grupta da global DNA metilasyonu analizi yaptigimizda
Dnmtl geni susturulan blastokistlerde global DNA metilasyon diizeyi anlamli olarak

diiserken, Dnmt3a geni susturulan blastokistlerde ise anlamli olarak artis bulundu.

Dnmtl ve Dnmt3a proteinlerinin yerlesimi degerlendirildiginde, Dnmtl
proteininin blastokist agasinda trofoblastlarda sitoplazmik ve ¢ekirdegin kenarinda
yamalar halinde oldugunu i¢ hiicre kitlesinde ise sitoplazmada kiiclik noktaciklar
seklinde oldugu izlendi. Yapilmis olan bir¢ok calismada, calismamizla uyumlu olarak
Dnmtl proteinin blastokist asamasinda sitoplazmada yerlestigi rapor edilmistir
(Hirasawa ve ark., 2008; Howell ve ark., 2001; Uysal ve ark., 2017). Dnmt1’in
izoformu olan Dnmtlo enzimi ise preimplantasyon donemindeki embriyolarin gelisim
siirecinde degerlendirildiginde zigot asamasindan blastokist asamasina kadar 8 hiicreli
embriyo asamasi haricinde sitoplazmada yerlesim gosterdigi, 8 hiicreli embriyo
asamasinda ise c¢ekirdekte yerlesim gosterdigi bulunmustur. Bu asamada ¢ekirdekte
olmasi ilging bulunmakla beraber nedeni heniiz net olarak aydinlatilamamustir.

Dnmt3a proteinin ise blastokist asamasinda trofoblastlarda sitoplazmada ve ¢ekirdekte
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ic hiicre kitlesinde ise c¢ekirdekte biiyiikk yuvarlaklar seklinde oldugu saptandi.
Calismamizla uyumlu olarak literatiirde ortak kaninin Dnmt3a proteininin ¢ekirdekte
daha yogun yerlestigi yoniindedir (Hirasawa ve ark., 2008; Ko ve ark., 2005; Uysal ve
ark., 2017; Watanabe ve ark., 2002).

Literatiirde gerek bu genlerin ifadesinin tamamen ortadan kaldirildig1 gerekse
farkl teknikler ve tiirler kullanilarak susturuldugu farkli ¢aligmalar bulunur. Koyunda
yapilan bir ¢calismada Dnmt1 geni ovosit asamasinda susturulmus, sonrasinda in vitro
fertilizasyon (in vitro fertilization; IVF) ve embriyo kiiltiirii yapilmistir (Taylor ve ark.,
2009). Embriyolarin morula asamasinda durakladig1 gézlenirken, bu genin blastokist
gelisimi i¢in kritik oldugu gosterilmistir (Taylor ve ark., 2009). Bu ¢alisma sonucuyla
benzer olarak; Dnmtl geni susturulan grubumuzda blastokistin gelisiminin kontrole
gore anlamli olarak azaldigi, en fazla olarak da 2 hiicreli embriyo asamasinda
durakladigini bulduk. Domuzlarda yapilan ¢alismada ise GV asamasindaki ovositlerde
siRNA uygulamas: yapilmis ve MII asamasinda Dnmtl geninin anlamli olarak
azaldig1, bununla beraber mitokondriyon DNA’sinin kopya sayis1 ya da gelisimsel bazi
genlerin MII asamasinda anlamli olarak diistiigli goriilmiistiir. Bu calismada ayni
zamanda partenogenetik aktivasyon, somatik hiicre c¢ekirdegi transferi (somatic cell
nuclear transfer, SCNT) yapilmis ve IVF’la elde edilmis embriyolarda siRNA
uygulamasinin embriyo gelisim oranlarini kontrole gére anlamli olarak diistirdiigii
bulunmustur (Huan ve ark., 2015). Calismamizda benzer olarak, bu genin
susturulmasiyla embriyolarin gelisim oranlarinin diistiigii ve dejenere embriyolarin ise
arttigin1 bulduk. Sigirlarda yapilan ¢aligmada ise partenogenetik, SCNT yapilmis ve
IVF ile elde edilmis embriyolarda siRNA ile Dnm¢l geni susturulmus ve genel olarak
blastokist oranlarinda azalma gozlenmistir (Golding ve ark., 2011). Sigirda yapilan bir
baska calismada SCNT yapilmis embiyolara Dnmtl siRNA’s1 uygulanmis ve farkl
olarak blastokist oraninda siRNA uygulanan grupta artma gozlenmistir (Yamanaka ve
ark., 2011). Bu calisma ile benzer olarak sigirda yapilan bir baska calismada SCNT
yapilmis embriyolara Dnmtl siRNA uygulayarak, Dnmtl1 protein diizeyinin diistiigi,
global DNA metilasyon seviyesinin degismedigi ve blastokist gelisim oranlarinin ise
arttig1 belirtilmistir (Selokar ve ark., 2015). Bu calismadan farkli olarak bu genin
susturulmasiyla global DNA metilasyonunun diistiigiinii ve blastokistin gelisiminin ise

azaldigin1 gozlemledik. Farede yapilan bir ¢alisjmada Dnmtls (Dnmtl’in somatik
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izoformu) ovosit asamasinda susturulmus ve sonrasinda intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonu (ICSI) yapilip embriyo olusturulmustur. Bu ¢aligmada paternal kaynak
goz ard1 edilmigtir. 8-16 hiicreli embriyo asamada Dnmtls geninin susturuldugu ve
sadece morula agsamasinda global DNA metilasyonunun azaldigr goriilmiistiir
(Kurihara ve ark., 2008). Calismamizda zigot agamasinda susturma iglemi yapilmaya
baslanmis ve blastokist asamasina kadar embriyolar kiiltiire edilmistir; blastokist
asamasinda ise susturulan grupta global DNA metilasyonunda anlamli azalma
gozlenmistir. Sigirda yapilan bir bagka calisjmada SCNT uygulanmis embriyolara
Dnmtl siRNA’s1 uygulanmis, diger caligmalardan farkli olarak embriyo gelisim
oranlar1 agisindan fark bulunamamistir. Ancak global DNA metilasyonu ve Dnmtl
geni, siRNA uygulanmis grupta kontrole goére 2 hiicreli, 4 hiicreli, 8 hiicreli ve
blastokist asamalarindaki embriyolarda anlamli olarak azalmistir (Zhang ve ark.,
2015). Bu ¢alisma ile bizim ¢alismamizin farki embriyo gelisim oranlaridir. Dnmtl
geni susturulan gruplarda embriyo gelisim orani olarak azalma bulduk. Benzer
tarafimiz ise bu genin susturulmasi ile global DNA metilasyonun diismesi olmustur.
Literatiirdeki farkl: tiir ve faredeki caligmalarda siklikla kullanilan IVF, SCNT gibi
tekniklerin kendi baglarina DNA metilasyonu ve DNMT’lerin ifadelenmelerini
degistirdigi bilinmektedir (Uysal ve ark., 2015).

Human koryokarsinoma hiicre hattinda (BeWo hiicre hattt) DNMT1, DNMT3A
ve DNMT3B genleri siRNA uygulayarak ayr1 ayr susturuldugunda E-cadherin ve
plakoglobin ifadelenmelerinde ve BeWo hiicrelerinin gogiinde bir fark gézlenmemistir
(Rahnama ve ark.,, 2009). Ancak DNMT3A ve DNMT3B genleri beraber
susturulduklarinda E-cadherin ve plakoglobin ifadelenmelerinde anlamli artis ve
BeWo hiicre migrasyonunda ise anlamli azalig bulunmustur. Calismamizda ise Dnmt1
ve Dnmt3a genlerinin ayri ayri susturuldugu gruplarda blastokistin gelisim oranlarinda
anlamli azalma, embriyo duraklama/dejenerasyon oranlarinda ise anlamli artma
bulduk. Global DNA metilasyonu analizi yapildiginda Dnmt¢l siRNA grubunda
anlamli azalma, Dnmt3a siRNA grubunda ise anlamli artma bulduk. Global DNA
metilasyonunun azalmasi ya da artmasi preimplantasyon donemindeki embriyolarin
gelisim siirecinde Onemli olan genlerin ifadelenmesini olumsuz etkileyebilecegini
diistinmekteyiz. Bu durum bazi genleri hipometile yada hipermetile hale getirerek

ifadelenmelerini bozarak preimplantasyon embriyo gelisim siirecini olumsuz
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etkileyebilir. Benzer olarak kardiyomiyositler lizerinde yapilan bir ¢alismada da global
DNA metilasyonu analizi yapildiginda Dnmtl siRNA grubunda anlamli azalma,
Dnmt3a siRNA grubunda ise anlamli artma bulunmustur (Fang ve ark., 2016). Bu
genlerin tamamen islevsiz hale getirildigi calismalardaysa embriyonun Oliimiiyle

sonuclanan bulgular mevcuttur (Uysal ve ark., 2016).

Bu tez ¢alismasi ile Dnmtl ve Dnmt3a genlerinin embriyonun gelisimine olan
katkis1 gosterilmistir. Bu genin susturulmasi ile embriyonun hangi asamada
durakladigi analiz edilmistir. DNA metilasyonu analizi sonucu bu genlerin
susturulmasiyla metilasyonun ne kadar etkilendigi de gozlemlenmistir. Bilindigi
iizere; DNA metilasyonu gen kontroliinii saglayan ana salter gibi davranmaktadir.
Erken donem embriyolarin gelisimde DNA metilasyonunu katalizleyen DNMT
enzimlerinin iglevine iligkin ¢ikarimlarda bulunulmustur. Bu ¢aligmanin sonuglar yeni
biiyiik projelerin kapisin1 acip, genom diizeyinde analizler yapilarak bu genlerin hangi
genlerin transkripsiyonal aktivasyonunda / baskilanmasinda rol aldiginin ortaya
koyulmasi agisindan literatiire katki saglayacaktir. Boylece 6zellikle IVF’de embriyo
gelisimindeki duraklamalarin epigenetik a¢idan degerlendirilmesi gerektigine yonelik

farkli teknik ve biyobelirteclere katki saglayabilecegi diistiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasi sirasinda yapilan deneyler sonucunda elde edilen sonuglar ve

Oneriler agagida 6zetlenmistir:

DNA metilasyonunun bir¢ok farkli mekanizmada kilit rol oynadig
bilinmektedir. Yaptigimiz bu c¢alismadaki hipotezimiz DNA metilasyonunu
gerceklestiren Dnmtl ve Dnmt3a enzimlerinin preimplantasyon embriyo gelisim
siirecinde yasamsal rol oynadigi yoniinde olup, amacimiz ve hedefimiz bu enzimleri
oncelikle susturmayi basarmak, embriyo gelisim siirecine olan ve global DNA
metilasyonu iizerine olan etkisini gostermekti. Yaptigimiz deneyler sonucunda bu
genleri susturmay1 basardik. Preimplantasyon donemindeki embriyonun gelisim
stirecinde ise bu enzimlerin yagamsal 6nemi oldugunu saptadik. Susturulan gruplarda
blastokist gelisim oranlart oldukca diisiiktii. Ancak ileri molekiiler diizeydeki

caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Dnmtl genini susturdugumuz gruplarda global DNA metilasyonu anlamli
olarak azaldi. Global DNA metilasyonunun azalmasi bu siiregteki hipermetile olmasi
gereken genleri hipometile hale getirebilir. Farkli olarak Dnmt3a genini
susturdugumuz gruplarda global DNA metilasyonu anlamli olarak artti. Global DNA
metilasyonunun artmasi bu siirecteki hipometile olmasi gereken genleri hipermetile
hale getirebilir. Her iki durumda istenmeyen bir mekanizma olup blastokist gelisimini
etkileyebilir. Genom diizeyinde dizi analizi yapip bu genlerin susturulmasi ile hangi
genlerin ya da gen gruplarmin etkilendigi ileri c¢aligmalarda gosterilmelidir.
Preimplantasyon donemindeki embriyonun gelisim siirecinde blastokist agamasi soy
ayriminin gerceklestigi oldukca 6nemli donemdir. Gerek i¢ hiicre kitlesi gerekse

trofoektoderm tabakalarinda kritik genler ifade edilir. Dnmtl ve Dnmt3a genlerinin
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susturulmasi ile her iki tabakada da sinyal siddetinde anlamli azalmanin goriilmesi, her
iki tabaka i¢inde kritik genlerle iliskili olup olmadigini akla getirmistir. Benzer sekilde

bu genleri de i¢inde bulunduran ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu caligmanin sonuglari yeni biiyiik projelerin kapisini agip, genom diizeyinde
analizler =~ yapilarak  bu  genlerin  hangi genlerin  transkripsiyonal
aktivasyonunda/baskilanmasinda rol aldiginin ortaya koyulmasi agisindan literatiire
katki saglayacaktir. Boylece 6zellikle IVF’de embriyo gelisimindeki duraklamalarin
epigenetik acidan degerlendirilmesi gerektigine yonelik farkli teknik ve

biyobelirteglere katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
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OZET

Preimplantasyon Embriyo Gelisim Siirecinde Dnmt1 ve Dnmt3a Genlerinin Rolleri

Bir epigenetik mekanizma olan DNA metilasyonu, memelilerde ovogenez ve erken
embriyo gelisim siireclerinde 6nemli rol oynar. Ek olarak, DNA metilasyonu ovosit ve erken
donemdeki embriyonun gelisim siireclerinde kritik rol oynayan genlerin transkripsiyonunda
aktivator veya baskilayici olarak rol alir. DNA metilasyonu, CpG adaciklarinda ya da CpG
adacig1 olmayan alanlarda sitozin niikleotidinin besinci karbon atomuna metil grubunun
baglanmasiyla gerceklesir. Siirdiirme ve de novo (yeni bastan) metilasyonu olmak iizere iki
bigimde gerceklesen bu mekanizmalar DNA metiltransferaz (DNMT) enzimleri tarafindan
katalizlenir. Memelilerde alt1 farklit DNMT enzimi (DNMT1, DNMT2, DNMT3A,
DNMT3B, DNMT3C ve DNMT3L) tanimlanmigtir, DNMT1 siirdiirme metilasyonundan
sorumluyken DNMT3A de novo metilasyonunda goérev alir. Bilindigi lizere, siirdiirme ve de
novo metilasyonu erken donemdeki embriyonun gelisiminde gerceklesir. Bu ¢calismanin
amac1 Dnmtl and Dnmt3a genlerinin susturulmasiyla preimplantasyon donemindeki
embriyonun gelisimi tizerine olan etkisini aragtirmaktir. Bu amagla fare embriyolarinin in
vitro ortamda gelisimi modeli iizerinde dort grup olusturuldu; kontrol, Dnmt¢1 siRNA,
Dnmt3a siRNA ve hedef olmayan geni iceren siRNA grubu. Dnmt genlerini susturmadaki
basar1 protein seviyesinde immiinfloresan ve Western blot yontemi yontemiyle
degerlendirildi. Dnmtl ve Dnmt3a genlerini 1 hiicreli asamada susturduktan sonra,
embriyonun gelisimi kapasitesi ve global DNA metilasyonu analizi immiinfloresan yontemle
blastokist agamasinda analiz edildi. Fare embriyolarinda Dnm¢ genlerini basarili olarak
susturuldu. Bu genlerin preimplantasyon donemindeki embriyolarda kritik oldugunu
saptandu. Ilging olarak; Dnmtl siRNA uygulanan gruptaki blastokistlerde global DNA
metilasyonu kontrol grubuna gore anlamli olarak azalmis ve Dnmt3a siRNA uygulanan
gruptaki blastokistlerde ise kontrol grubuna gore anlamli artig saptand1 (P<0,05). Bu sonuglar
Dnmt genlerinin farede preimplantasyon donemindeki embriyonun gelisimine katki
sagladigini gostermektedir ve bu genlerin insanda da 6nemli rol oynayip oynamadiginin
arastirilmasi gerekmektedir.

Anahtar Soézciikler: Dnmtl, Dnmt3a, embriyo, siRNA
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SUMMARY

The Roles of Dnmtl and Dnmt3a Genes During Preimplantation Embryo Development

DNA methylation is one of the epigenetic mechanisms and plays important roles
during oogenesis and early embryo development in mammals. In addition, DNA methylation
have important roles on transcriptional repression or activation of genes which critical during
early oocyte and embryo development. DNA methylation is basically known as adding a
methyl group to the fifth carbon atom of cytosine residues within cytosine-phosphate-
guanine (CpQG) and non-CpG dinucleotide sites. This mechanism is composed of two main
processes: de novo methylation and maintenance methylation, both of which are catalyzed
by specific DNA methyltransferase (DNMT) enzymes. To date, six different DNMT enzyme
have been characterized in mammals defined as DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B,
DNMT3C, and DNMT3L. While DNMT1 primarily functions in maintenance methylation,
DNMT3A is essentially responsible for de novo methylation. As it is previously shown,
either maintenance or de novo methylation processes appears in early embryo development.
The aim of the present study was to investigate the role of Dnmt] and Dnmt3a genes in
preimplantation embryo development by knocking down Dnmtl and Dnmt3a genes. For this
purpose, the following groups were created in an in vitro mouse embryo model: control,
Dnmtl siRNA, Dnmt3a siRNA and non-targeted siRNA groups. Knockdown of Drmt genes
using siRNA was confirmed by analyzing the proteins using immunofluorescence and
Western blot techniques. Following knockdown of Dnmt] and Dnmt3a in one-cell mouse
embryos, we analyzed the developmental competence of embryos and global DNA
methylation levels by immunofluorescence in blastocyst stage. We found that both Dnm¢
genes were successfully knockeddown in mouse embryos and found out that these genes
play critical roles in mouse preimplantation embryo development. Interestingly, we found
that global DNA methylation level significantly decreased in Dnm¢1 knockdown group while
increased in Dnmt3a knockdown group (P <0,05). These results suggested that Dnmt genes
could contribute to the mouse preimplantation embryo development; therefore, there is a
need to study whether they also a play role in the human preimplantation embryos.

Keywords: Dnmt1, Dnmt3a, embryo, siRNA
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