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Giris

Embriyonal gelisimin preimplantasyon (implantasyon oOncesi)
evresi, dollenme ile uterus duvarina yapisma arasinda gecen stredir.
Ortalama 6 gindur.
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* Fare embriyolari bir hiicreli safhadan 32 ve
daha fazla hiicre iceren blastosist
safhasina gelmesi yaklasik olarak 3.5-4 glin
surer.

* Fare embriyolarinin hiicre dongiileri

hayvanin soyuna bagli olarak degiskenlik
gosterebilmektedir . " —

* Yumurta gelisim asamalari soyle
siralanmaktadir:



GV ( Germinal Vesicle) — (Olgunlasmamis):
mayoz boliinmenin profaz | asamasindaki
yumurta hucresidir. Yumurta icinde rahatlikla
gorulen Germinal vezikul ile anlasilr.

M1(Metafaz 1) — (Olgunlasmamis): Yumurta
icinde GV goriinmez. Kutup cisimcigi henuiz
olusmamistir.

M2(Metafaz 2) — (Olgun): Kutup cisimcigi
gorunur ve bu yumurtanin gelisiminin Metafaz-2
asamasinda oldugunu gosterir. Yumurtanin
déllenme isleminden énceki olgunlugunu
tamamladigini ve spermle birlesmeye hazir
oldugunu gésterir. Intra-Cytoplasmic Sperm
Injection (ICSI), in vitro fertilizasyon (IVF) gibi
teknikler bu asamada uygulanur.
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Sekil 1: Preimplantasyon gelisimi



Preimplantasyon embriyosu dollenmis bir zigottan blastosist
asamasina kadar protein sentezi, enerji gereksinimleri ve amino
asit aliminda degisikliklere maruz kalan farkli metabolik
safhalardan gecer.

* Memeli preimplantasyon embriyogenezinin molekiler
kontroll, deneyler i¢cin zamanlanmis embriyolarin yeterli
miktarda elde edilme zorlugundan dolayi biytk oranda
acitklanamamistir.

 Bununla birlikte, bu periyodun temelini olusturan gen
ekspresyonunu, molekiler ve biyokimyasal degisiklikler
hakkindaki bilgiye sahip olmak memeli gelisimini anlamak icin
onemlidir.



Rho protein ailesi

Rho protein ailesi aktin hiicre iskeleti ve bazi 6nemli genlerin
ekspresyonunu diizenleyerek bircok hiicresel fonksiyonun
gerceklesmesinde gorev alirlar. Bu protein, klicuk G protein
ailesine dahildir.

Kicuk G proteinleri hiicre farklilasmasi, béliinmesi ve hiicre
iskeletinin kontrolui gibi cesitli hiicresel olaylarda rol alirlar.
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Sekil 2: Rho Etkinliginin diizenlenmesi: guanine nucleotide exchange factor (GEF),
GTPase-activating protein (GAP) and guanine nucleotide dissociation inhibitor
(GDI).

* Rho proteinlerinin aktivasyonuna ve hlicre uyarisina verdikleri
yanitlarin dizenlenmesinde guanin niikleotid exchange faktor
(RhoGEFs)’ leri aracilik etmektedir.

* Rho proteinlerinin aktivasyonu ise GDP ayrisma inhibitorleriyle
antagonize edilmektedir.




p27kipl

Rho proteinlerinin bu dizenleyicilerine ek olarak, bir
hiicre dongusu diizenleyicisi olarak p27kip1 adinda
bir proteinin sitoplazmaya gectiginde Rho A
aktivasyonunu baskiladigi bildirilmistir.

Sitoplazmada p27kipl GDP-Rho A’ya baglanir ve daha
sonra GEF’lere baglanmasini engeller .




p27RF-Rho (p27kip1 releasing factor from RhoA, LAMTOR; (late

endosomal/lysosomal adaptor, mitogen-activated protein kinase (MAPK)
and mammalian target of rapamycin (MTOR) activator 1)

* Son zamanlarda, p27Kipl’ e baglanarak bu proteinin GDP-
RhoA’ ya baglanmasini engelleyen p27RF-Rho (LAMTOR)
adinda yeni bir protein tanimlanmistir.

 p27RF-Rho proteininin, p27kipl' e baglandigi ve bu
sekilde bu proteinin RhoA' ya baglanmasini engelledigi
saptanmistir. Bunun sonucunda da RhoA' larin daha
sonraki aktivasyonlar icin serbest hale geldikleri tespit
edilmistir.

* p27RF-Rho proteininin, p27kip1 tarafindan engellenen
serbest RhoA' larin aktivasyonunu artirarak aktin
vapisinin diizenlenmesini sagladigi ortaya konulmustur.




Daha 6nce yapilan bir calismada p27RF-Rho timor
hicrelerinde ekspresyonunun arttigi gortlmustur.

Bununla birlikte, Rho proteinleri sitokinez, hiicre
polaritesi ve adezyonunun devamliligi gibi farkli hticresel
fonksiyonlari da duzenlemektedir. Bu nedenle, timor
hicrelerinin metastazi sirasinda p27RF-Rho proteininin
Rho proteinlerinin aktivasyonunu duzenleme
potnsiyeline sahip olmasi nedeni ile, ginimuzde
gelistirilecek kanser tedavilerinde 6nemli bir potansiyel
hedef olabilecegi ileri stirilmektedir.




Bu calismada, kanser ve hicre donglusinde &6nemli
fonksiyonlar  Ustlendigi fark edilen bu  proteinin
preimplantasyon embriyolarindaki lokalizisyon ve ekspresyon
oranlarinin belirlenmesi amaclanmistir.
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Gerec ve Yontem

Glsma Gurubu: Arastirmamizda 8 adet 8-12 haftallkb

swiss albino fare ve 12-24 haftallk damizlik erkek fareler
kullanilmistir. Fareler Cumhuriyet Universitesi Deney Hayvanlari
Birimi'nden temin edilmistir. Normal diyetle beslenen farelere,
oda isisinda, 12 saat karanlik ve 12 saat aydinlik periyotlar
olusturularak ostrus evresine girmeleri saglanmistir.

*Gerek immatur oosit toplanacak fareler gerekse
stiperovulasyon sonrasi matur oositleri ve ¢iftlesme ardindan
preimplantasyon embriyolari toplanmasi icin fareler 200

mg/kg pentotal sodyum intraperitoneal yoldan enjekte
edilerek 6tenazi ile oldirmustdar.




Immiinofloresan Inceleme: immatir, Matir Oosit ve
preimplantasyon embriyolarindaki p27RF-Rho proteinin
ekspresyon tespiti icin primer antikor olarak Rabbit
poliklonal LAMTOR1(ThermoFisher, PA5-23086; 1:100) ve
sekonder antikor olarak da keg¢i anti tavsan CY3 konjugeli
sekonder antikor (Goat Anti-Rabbit IgG H&L (Cy3),
ab6939;1:500) kullanildi. Kromatin dagilimini géstermek
amaciyla DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole)
inkibasyonunu  takiben tim  ornekler floresan
mikroskopta (Olympus BX51 ) incelendi.

Yapilan immiunfloresan boyamalarda, tim oosit ve
preimplantasyon embriyolari icin negatif kontrol
boyamalari gerceklestirildi.




Oositlerden RNA izolasyonu ve cDNA sentezi: Calisma gruplarindan toplanan
immatiir, Matiir Oosit ve preimplantasyon embriyolarindaki total RNA izolasyon
kiti (RNeasyMinElutespin kolon kit; Qiagen) ile Uretici firmanin protokoliine uygun
bir sekilde total RNA izole edilldi. Elde edilen RNA’ larin, nanodrop (Maestrogen)
cihazi ile kalite ve miktar tayini yapildi 1zole edilen RNA oOrneklerinin A,.,/A,q,
oraninin 1.8 civarinda olmasina dikkat edildi. Daha sonra bu 6rneklerde cDNA
sentezi icin First Strand cDNA sentez kiti kullanildir ve bu kitin standart protokolu
takip edildi. Elde edilen cDNA’ lar RT-PCR i¢cin kullanilana kadar -80 °C'de saklandi.

LAMTOR Geninin Ekspresyon Duizeyinin RT-PCR ile Analizi: Bu genin ekspresyon
dlzeyi optimize RT? SYBR GreenqPCRMastermix kiti (Qiagen) ve yine ayni firmanin
her bir gene ait optimize olarak dizayn ettigi, garantili primer ciftleri kullanilrark RT-
PCR cihazinda AAC; metodu kullanilarak analiz edildi. Deneylerde tim cDNA
ornekleri ayni sartlarda ve ayni grup icerisinde 3’er kez calisildi. Bu lg¢ ol¢iimin
ortalamasi analizlerde kullanildi. Calismada housekeeping gen (GAPDH) i¢ kontrol
olarak kullanildi.

RT- PCR Uriinlerinin Ozgiilliigiiniin Belirlenmesi: Real-Time PCR reaksiyonu
sonrasinda amplifiye edilen PCR drinlerinin 6zgulligd RT-PCR cihazinda Erime
Egrisi Analizi kullanilarak degerlendirilmistir.
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BULGULAR

Sekil 3. Farkh gelisim asamalarinda fare embriyolari. hCG enjeksiyonundan 60 saat sonra
dort hiicreli embriyolar (A). hCG enjeksiyonundan 80 saat sonra morula safhasinda

kompakt embriyo (B, yildiz). hCG enjeksiyonundan 95 saat sonra blastosist safhasinda
preimplantasyon embriyosu (B) .




immiinfloresan Bulgular:
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Sekil 4: Fare oosit ve farkli gelisim a§amalar|ndalzi embriyolarda DNA (mavi) ve p27RF-Rho (kirmizi)
immunfloresan yontem yardimiyla floresan mikroskopta gorintilendi. yildiz; polar cisimcik, beyaz ok:
nikleus ve/veya niikleoplazma.




Blastosist

Sekil 5: Fare oosit ve farkl gelisim asamalarindaki embriyolarda DNA (mavi) ve p27RF-Rho (kirmizi)
immunfloresan yontem yardimiyla floresan mikroskopta gorintilendi. yildiz; polar cisimcik, beyaz ok:

nikleus ve/veya niikleoplazma.




Kimmunofloresans inceleme sonucunda; p27RF-Rho protein\
ekspresyonunun genel olarak oosit ve blastomerlerde kromatin
dagiliminin bulundugu bolgelerde ve daha az boyanma
siddetinde oosit ve blastomerlerin sitoplazmalarinda eksprese
oldugu izlendi.

\_ )
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Real Time PCR Bulgulari
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Sekil 10.Kontrol gurubu (GV Oosit) temel alinarak ¢alisma gruplarinda, LAMTOR1 geninin ifade
dizeylerinin karsilastirilmasi.

RT-PCR inceleme ile elde edilen verilere gore; LAMTORI1 geni ifade diizeylerinde, grup I’ de (M2

Qosit) 2.99, grup II’ de (1hiicreli embriyo) 2.73, grup llI' de (2 hiicreli embriyo) 7.84, grup IV' de(4
hicreli embriyo) 25.46, grup V' de (8 hiicreli embriyo) 24.25, grup VI' da (Morula) 35.50 ve grup VII'
de (Blastosist) 7.62 kat artis saptanmistir (p<0.05).
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Tartisma ve Sonuc¢

1. Yapilan literatir taramasinda oosit ve preimplanstasyon
embriyolarinda p27RF-Rho (LAMTOR1) protein ekspresyon
oranlari ve degilimilariile ilgili herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamistir.

2. LAMTOR1 proteininin aktin yeniden sekillenmesi , farklilasma,
organellerin tasinmasi, hiicre hareketi ile iliskili olduguna isaret
eden calismalar bulunmaktadir.



Calismamizda, ekspresyon oranlari dikkate alindiginda, kontrol
grubuna gore (GV oosit) Mll oosit ve 1 hiicreli embriyo
asamalarinda LAMTOR1 ekpesyonunu yaklasik 2 kat artis
gostermistir. Bu durum, her iki asamada I. ve Il. polar
cisimciklerin olusmasinda mikroflament organizasyonu icin
benzer oranlarda LAMTOR1 proteinine ihtiyac oldugu
dusundlmustar.

Ayrica, 1-8 hiicreli embriyolarda dikkat ¢ekici bir ekpresyon artisi
gorulmustur. Bu artisin hiicre bolinme safhasi yani olusan hiicre
sayisi ile dogru orantili oldugu duistinulmuastur. Morula
asamasinda (yaklasik 35 kat) bu oranin en Ust diizeye ulasmasi,
blastosist asamasinda ise bu oranin dismesi bu proteinin
farklilasma acisindan dan dneme sahip olduguna isaret
etmektedir.
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Sonuc olarak, Oosit ve preimplantasyon embriyolarinda
LAMTORZ1’in lokalizasyon ve ekpresyon oranlari

degerlendirildiginde, mikroflament organizasyonuyla iliskili

olarak bu proteinin hiicre bolinmesi ve farklilasmasinda aktif
rol oynadigi disundulebilir
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