EK-11 Sonug¢ Raporu Formati

ANKARA UNIiVERSITESI
BiLIMSEL ARASTIRMA PROJELERI
KOORDINASYON BiRiMi KOORDINATORLUGUNE

Proje Tirii : Lisansustl Tez Projesi (Doktora)
Proje No : 2110230008
Proje Yiiriitiiclisii  : Prof. Dr. Ozgiir CINAR

Proje Bashigi : OVARYUMLARDA VE OOSIiT MATURASYON SURECINDE PANNEKSIN-1
LOKALIZASYONUNUN ARASTIRILMASI

Yukarida bilgileri yazili olan projemin sonug raporunun e-kiitiiphanede yayinlanmasini;

iSTIYORUM [X]

ISTEMIYORUM [_]  GEREKCESI:

26.11.2021
Proje YlrutlcUsu

Prof.Dr. Ozgiir CINAR
imza



EK-11 Sonug¢ Raporu Formati

ANKARA UNIVERSITESI

BILIMSEL ARASTIRMA PROJESI
SONUC RAPORU

OVARYUMLARDA VE OOSIT MATURASYON SURECINDE PANNEKSIN-1 LOKALIZASYONUNUN ARASTIRILMASI
Proje Yiritiicisiiniin ismi: Prof.Dr. Ozgiir CINAR
Arastirmacinin ismi: Selda KAHVECI
Proje Numarasi: 21L0230008
Baslama Tarihi: 22.02.2021
Bitis Tarihi: 22.11.2021

Rapor Tarihi: 26.11.2021

Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Ankara - 2021




EK-11 Sonug¢ Raporu Formati

I Projenin Tiirkce ve Ingilizce Ad1 ve Ozetleri
Ovaryumlarda ve Oosit Maturasyon Siirecinde Panneksin-1 Lokalizasyonunun Arastirilmasi

Folikiilogenez siirecinde, her biri tek bir oosit i¢eren ¢esitli gelisim asamasindaki folikiilleri
olusturan graniiloza ve kiimiiliis hiicreleri, gelismekte olan oositler i¢in mikro ¢evreyi saglamaktadir
(1, 2). Kanal yapilar1 oosit-kiimiiliis iletisiminde dnemli bir oynar ve bu kanal yapilardan bir tanesi
olan Panneksin-1 (PANX1) kanali, oosit gelisim siirecinde oosit-kiimiiliis hiicre etkilesiminde
onemlidir. Bu ¢aligmada, fare ovaryum dokusunda primordiyal, primer, sekonder ve tersiyer folikiiller
ile onlarin oositleri ve in vitro maturasyon siirecinde ise Germinal Vezikiil oosit (GV oosit), Metafaz
I oosit (MI oosit) ve Metafaz 11 (MII oosit) oositlerde PANX1 proteinin ekspresyonu ve lokalize
oldugu bdlgelerin tanimlanmasi amaglanmistir. Ovaryum dokularinda folikiil gelisimi ilerledikge
PANXI1 protein ekspresyonu artmis ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir.
Grantiloza hiicrelerine doniisecek olan folikiil hiicreleri ve kiimiiliis hiicrelerindeki bu proteinin
ekspresyonlar1 degerlendirildiginde ise gelisime bagli olarak ekspresyon artmis ancak aralarinda

anlaml1 bir fark goriilmemistir.

In vitro kosullarda GV oositler, MI ve MII oositlerle karsilastirildiginda PANX1 protein ifadesi
acisindan anlamli bir farkin oldugu gozlenmistir. Kiimiiliis icermeyen GV oositlerde kiimiiliis igeren
GV oositlere gore anlamli olarak bu protein ekspresyon ifadesinin fazla oldugu gozlenmistir. In vivo
kosullarda elde edilen MII oositler, in vitro maturasyonla elde edilen MII oositlere gére PANXI
protein ekspresyonunda siddetinin fazla oldugu ve aralarindaki farkin istatistiksel olarak anlaml

oldugu bulunmustur.

Ayrica, dokularm tespit edilmesinde ve bloklama asamasinda segilen fiksatif ve bloklama
soliisyonlarmin 6nemi gosterilmistir. PANX1 proteini i¢in, Bouin fiksatifi ile dokunun tespitinde ve
blocking soliisyonu ile dokuyu bloklamada, diger fiksatif ve bloklama soliisyonlarma gore daha iyi

sonug verdigi gosterilmistir.

Sonug olarak, fare ovaryumunun folikiil ve oositlerinde, in vitro maturasyon siirecinde farkli
asamalardaki oositlerde PANX1 protein ekspresyonu ilk kez bu calismayla gosterilmis olup proje
onerisinde belirtilen hedeflerin tamamina ulasilmistir. Tanimlayici bir ¢aligma olma 6zelligi de tagiyan

bu projenin sonuglarin literatiirde 6nemli bir yer alacagi diisiiniilmektedir.
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Investigation of Pannexin-1 Localization in Ovaries and Oocyte Maturation

In the process of folliculogenesis, granulosa and cumulus cells forming follicles of various
developmental stages, each containing a single oocyte, provide the microenvironment for developing
oocytes (1, 2). Channel structures play an important role in oocyte-cumulus cell interaction and
Pannexin-1 (PANX1) channel which is one of the channel structure takes place in oocyte-cumulus cell
interaction plays critical role in oocyte developmental process. PANX1, a member of the pannexin
protein family, has not been identified for its relative protein expression in ovarian tissue and oocytes
which were matured in vitro. Therefore, this study, in the mouse ovarian tissue, primordial, primary,
secondary and graafian follicles and their oocytes, also the oocytes which are at different
developmental stages, respectively Germinal Vesicle (GV oocyte), Metaphase I (MI oocyte) and
Metaphase 11 (MII oocyte) was designed to identify expression and localization of PANXI1 protein.
As follicular development progressed in ovarian tissues, PANX1 protein expression in oocytes
increased, but no statistically significant difference was found between each other. When the
expression of this protein in follicle, which then will become granulosa cells, and cumulus cells were
evaluated, the expression of PANX1 increased during development, but no significant difference was

observed between them.

Interestingly we found that when GV oocytes were compared with MI and MII oocytes which
were matured under in vitro conditions, expression of PANXI1 protein showed significantly
differences. We observed that this protein expression was significantly higher in cumulus-free GV
oocytes compared to cumulus-containing GV oocytes. PANX1 protein expression was found in
considerably higher expression level in MII oocytes obtained from in vivo than MII oocytes acquired

from in vitro maturation.

In addition, the importance of choosing fixative and blocking solutions for using in the
detection and blocking stage of tissues was indicated. For the PANX1 protein, Bouin fixative as tissue

fixative and blocking solution demonstrated better results than other fixatives and blocking solutions.

In conclusion, we showed PANX1 protein expression for the first time in the follicles and
oocytes at different stages of the mouse ovary and oocytes which were maturated in vitro. As our study

is a descriptive study, it is thought that it will take an important place in the literature.
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1L Amac ve Kapsam

Saglikli bir canlinin olusabilmesi i¢in, normal spermatogenez (spermatozoon gelisimi),
folikiilogenez (folikiil gelisimi), oogenez (oosit gelisimi), ddllenme ve embriyonik gelisim siireci
gerekmektedir. Folikiilogenez siirecinde, her biri tek bir oosit igeren cesitli gelisim asamasindaki
folikiilleri olusturan folikiil, graniiloza ve kiimiiliis hiicreleri, gelismekte olan oositler i¢in mikro
cevreyi saglamaktadir (1, 2). Konneksin ve Panneksin ailesi proteinlerinin ¢esitli sistemlerde hiicreler
aras1 iletisimde onemli rolleri gosterilmistir (3). Panneksin ile konneksin arasinda herhangi bir dizi
homolojisi bulunmazken, benzer membran topolojisi gosterdigi tahmin edilmektedir (4). Konuyla
ilgili literatiir incelendiginde; PANX1 geni tarafindan kodlanan Panneksin-1 (PANXT1) kanallarinin,
Panneksin ailesinin ii¢ {iyesinden (Panneksin 1, 2 ve 3) en 6ne ¢ikani oldugu goriilmektedir (5, 6).
PANXI1 RNA sekanslarinin ¢ok ¢esitli seviyelerde hemen hemen tiim insan dokularinda (beyin, kalp,
iskelet kasi, deri, testis, yumurtalk, plasenta, timus, prostat, akciger, karacier, ince bagirsak,
pankreas, dalak, kalin bagirsak, damar endoteli ve eritrositler) degisen diizeylerdeki varlig1 Northern
blot analizleri ile gosterilmis (7), ancak ovaryumdaki protein lokalizasyonu ve diizeyi bugiine
kadar ele ahnmamstir. Erkek iireme sisteminde, yetiskin sicanlarda PANX1’in; seminifer epiteli
bazal kisminda, epididimis ve efferent kanallarinin apikal kisminda bulundugu gdsterilmistir (8).
PANXI1 kanallarmin ¢aligma mekanizmasma bakildiginda ise, hiicre dis1 potasyum miktarinin
artmastyla migren agrilarmi baslatan mekanizmalar sonucunda PANX1 kanalarmin aktive edildigi
gosterilmistir (9). PANX1 kanallar1 mekanik uyarilma, kaspaz kesimi, sitoplazmik kalsiyum,
membran depolarizasyonu ve potasyum iyonu tarafindan aktive edilebilmektedirler (10, 11). Ayrica
PANX kanallar1 yapisal olarak, tanimlanmis N-glikozilasyon bdlgeleri barindiran glikoproteinlerdir
(12). Xenopus laevis oositlerinde yapilan bir c¢aligmada hiicre yiizeyinde meydana gelen
glikozilasyonun, hiicresel yerlesimde bir etkisi oldugu ve kanal islevinin saglanabilmesinde 6nemli
oldugu belirtilmistir (13). Hiicreler aras1 ATP aktariminda PANXI1 kanalinin roliiniin oldugu
bilinmektedir (14, 15). Oosit-kiimiiliis hiicre etkilesiminde ATP gegisinin de 6nemli bir rol oynamasi,
oosit-kiimiiliis hiicre etkilesiminin anlagilabilmesi, bu iligskide ve oosit gelisim siirecinde PANX1’in
roliinli onemli kilmaktadir. Son yaymlanan bir ¢aligmada ise insanda PANX1 kanal yapisinin isleyis
mekanizmasi detayli olarak gosterilmis, kanal agilis1 ve inhibisyonunun altinda yatan molekiiler
mekanizmalar agiklanmaya ¢alisiimistir (16). Nature dergisinde yayimlanan bu makale Panneksin
kanallarinin 6nemini gostermesi bakimindan, cahsmamiza konu olan fare ovaryum dokusunda
ve in vitro maturasyon siirecinde farkh asamalardaki oositlerde PANX1 proteinin gosterilmesi,
literatiirde onemli bir tamimlayici calisma olmasi nedeniyle calismanin 6zgiin degerini de

gostermektedir.




EK-11 Sonug¢ Raporu Formati

Yaptigimiz ¢aligmada, fare ovaryumunda farkli gelisim basamaklarinda bulunan folikiillerdeki
oositlerde, graniiloza-kiimiiliis hiicrelerinde ve in vitro maturasyon siirecinde GV, MI ve MII
asamasmdaki oositlerde ilk kez PANXI proteini lokalizasyonu ve diizeyleri gosterilmesi
amaglanmigtir. Hedeflenen bu tanimlayici calismada, in vitro kosullarda mature olamayan oositlerde
PANXI proteinin roliiniin sonraki caligmalara 1s1k tutacak bir arastirma projesi olma oOzelligi

tasimaktadir.

Calismamizda ayni zamanda, ovaryum dokularmin tespit edilmesinde biyolojik yapilarin ve
fonksiyonlarimin daha iyi anlasilmasi adina fiksatif seciminin énemi vurgulanmistir. Tespit islemi
dokularin mikroskobik olarak hazirlanmasi i¢in yapilan ilk adimdir (17). Fiksasyon sirasinda dokular1
sigsmesi veya bliziismesi, immiinohistokimyasal veya immiinofliioresan boyama kalitesinin istenilen
diizeyde olmamas1 ve hiicre yapilarinin korunmamas: gibi olumsuz durumlar goriilebilir (18). Bu
nedenle, fiksatif ¢esidi dokuya ve yapilacak olan analizlere bagli olarak seg¢ilmelidir (19).
Calismamizda fare ovaryum dokular1 Bouin, %4 PFA ve Formalin fiksatiflerinde tespit edildikten
sonra, dokulardaki immiinofliioresan boyanma 6zelligi ve morfolojik yapis1 degerlendirilerek segilen

fiksatif ¢cesidinin 6nemi agiga ¢ikarimistir.

Calismamizda dokuda fiksatif seciminin yani sira bloklama soliisyon seciminin de 6nemi
belirtilmistir. Bloklama islemi, dokuda non-spesifik boyanmay1 engellemek i¢cin yapilan 6nemli bir
asamadir. Bloke edici reaktifler ve ydontemler, tiim uygulamalar i¢in uygun tek bir standart prosediir
belirlenmedigi icin, tipik olarak deneysel bir sekilde secilir (20). Bloklama soliisyonu icerisinde
bulunan deterjan ajanlar1 hiicre membranina zarar verdigi i¢in, incelenecek proteinin bulundugu yere
gore bloklama soliisyonunun segilmesi gerekmektedir. Calismamizda, ovaryum dokular1 Wash
Soliisyonu (WS) (21) ve Blocking Soliisyonu (BS) (22) ile ayr1 ayr1 bloklanarak, PANX1 proteininin

immiinofliioresan yontemiyle etkinliginin degerlendirilmesi ama¢lanmistir.

Yapilan ¢alisma, lisansiistii tez projesi YOK 100/2000 bursiyerlerinden olan Selda KAHVECT'
nin doktora tez projesi olarak YOK 100/2000 Rejeneratif Tip Oncelikli alan1 cercevesinde
gergeklestirilmistir.
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III. Materyal ve Yontem

IIL.I. Deney Gruplarimin Belirlenmesi

Bu tez galismas1 Ankara Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu’nun 18/03/2020 tarihli ve
2020-6-52 sayili onayiyla gergeklestirilmistir. Calismada deney hayvanlar1 standart fiziki sartlarin
saglandig1 2241 °C sicakliga ve 12 saat karanlik/ 12 saat aydinlik dongiisiine sahip odalarda uygun
biiyiikliige erigsene kadar kafeslerde barindirildi. Standart fare yemi ve su ile ad libitum beslendi. Deney

hayvanlarina herhangi bir cerrahi islem ve enjeksiyon yapilmamistir. Tiim deney agamalari i¢in 90 adet

Balb/C tiirii 4-5 haftalik disi fare kullanild.

Deney gruplari:

1. Ovaryum dokusu inceleme grubu: Elde edilen ovaryumlar fikse edilerek kriyomikrotomda seri
kesitler alindi. Asagida ayrintilar1 sunuldugu sekilde immiinofliioresan (IF) boyama igin islemler
yapildi.

2. Oosit inceleme grubu: Ovaryumlar daha onceden 37°C’ye kadar sitilmig G-MOPS™ PLUS
(Vitrolife, Isvec) igerisinde arastirma laboratuvarma getirilip iginden oositler izole edildi ve deney

planina uygun olarak in vitro kosullarda mature edildi. IF boyama icin islemler yapildi.

HLIIL Kullamlan Soliisyonlar

Bouin Soliisyonu
30 mL suda doymus Pikrik Asit (Sigma-197378) igerisine 10 mL %37,5” luk Formaldehit (Sigma-
15512) eklenip manyetik karistiricida karistirildi. Bouin soliisyonu kullanilacagi zaman bu karigimin

icerisine 2 mL Glasiyal Asetik Asit (Sigma-27225) katild1 ve hafifce karistirildi.

1,2 M Siikroz + %0,1 Bouin Soliisyonu Karisimi
20 mL i¢in; 8,22 gr Siikroz (Sigma-S7903) tartild1 ve 20 mL steril distile su igerisine alinarak manyetik
karistiricida ¢oziinme gergeklesene kadar karistirildi. Ardindan karisim igerisine 25 pL Bouin

soliisyonu eklendi ve karistirildi.
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%4 PFA Fiksatif Soliisyonu

1000 mL i¢in; ¢eker ocak altinda 1sitci tablaya alinan beher icerisine 800 mL 1XPBS konuldu. PBS
sicakligi 60°C’ye ulastiktan sonra 40 gr PFA (Merck-104005) eklendi ve homojenize olana kadar
karigtirildi. Karisim rengi seffaflanincaya kadar 1N NaOH pipet ile yavas yavas damlatildi. Sonrasinda
karisim sogumaya birakildi ve filtreden gegirilerek steril bir cam siseye alindi. pH:6,9 olana kadar HCI
eklemesi yapildi ve ardindan 1XPBS ile 1000 mL’ye tamamland1. Aliquotlanarak -20°C’ye kaldirildi.

Her deney 6ncesi taze olarak ¢ikarilip, kullanildi.

Tamponlu Formalin Soliisyonu

A Soliisyonu
900 mL distile su icerisine 100 mL %37,5’ luk Formaldehit ve 4gr Sodyum Fosfat Monobazik (Sigma-

04270) eklenerek karistirildi. Cam siseye alinarak oda sicakliginda bekletildi.

B Soliisyonu

360 mL distile su icerisine 40 mL %37,5° luk Formaldehit ve 1gr Sodyum Fosfat Dibazik (Merck-
106579) eklenerek karistirildi. Cam siseye alinarak oda sicakliginda bekletildi.

Hazirlanisi

B soliisyonu igerisine pH:7,3 olana kadar A soliisyonu eklenerek karigim hazirland.

Poly-L-Lysine Hazirlams1 ve lamlarin kaplanmasi
30 mL Poly-L-Lysine (Sigma-P8920) ve 270 mL distile sudan siv1 karigimi elde edildi. Bu karisimda
100 lam (Medpoint-7102) 1 saat oda sicakliginda c¢alkalayicida (Heidolph 1030) bekletildi. Sivi

karigimindan ¢ikarilan lamlar 1 giin boyunca oda 1sisinda kurumaya birakildi.

PBS-Azide Soliisyonu Hazirlamisi
100 mL distile su igerisine 2 gr sodyum azide -Na N3- (Sigma-S8032) eklenerek karistiricida karisimin
homojenizasyonu saglandi. Elde edilen %2’lik Azide’den 2 mL alinarak 200 mL 1X PBS igerisine

eklendi ve hazirlanmis olan PBS-azide soliisyonu kullanilanana kadar +4°C ’de saklandi.
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Fosfat Tamponlu Tuz (PBS) Soliisyonu- %2’ lik Bovine Serum Albumin (BSA) Soliisyonu
(Yikama soliisyonu)

200 mL steril distile su icerisinde 1 tablet PBS (Sigma-P4417) coziilerek kullanilacak olan 1X PBS
soliisyonu hazirland1. %2’ lik BSA soliisyonu her deney oncesi taze olacak sekilde 10 mL 1X PBS
icerisine 0,2 gr BSA (Sigma-A2153) eklenip ¢oziilerek hazirlandi.

Blocking Soliisyonu (BS)
800 uL 1X PBS igerisine 200 pL (Sigma-G5516) Normal ke¢i serumu (NGS) (Capricorn-GOA-1B)

eklenerek her deney Oncesi taze olacak sekilde hazirlandi.

Wash Soliisyonu (WS)

50 mL PBS-Azide igerisine 100 mg Siit Tozu (Bioshop SKI400.1), 1 mL NGS, 0,375 gr Gliserol
(Sigma-G5516), %0,01°lik 50 puL TritonX-100 ve son olarak 0,5 gr BSA eklenerek karistiricida
homojen bir karisim elde edildi. Ardindan iki kez filtreden gecirildikten sonra cam siseye almarak,

kullanilanana kadar +4°C ’de saklanda.

Oosit icin Kapama Medyumu
I mL 1X PBS igerisine 1 puLL Hoechst 33258 (Molecular Probes H3569) eklenerek hazirlandi.

Ovaryum icin Kapatma Medyumu

2,5 mL PBS igerisine 2,5 mL Gliserol eklenerek manyetik karistiricida ¢oziinene kadar karistirildi.
Karisim igerisine 125 mg Azide (Sigma-S8032) eklendi ve tekrar manyetik karistiricida homojen
karisim elde edilene kadar karistirildi. Ardindan karisim igerisine 5 pLL Hoechst 33258 eklendi ve
tekrar karistir1ldi. Hazirlanan karigimin pH 6l¢limii yapildi ve pH=8,00 olarak ayarlandi. Kullanilanana

kadar +4°C ’de saklandi.
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Antikorlar ve Seyreltme Oranlar

Primer Kat.No Seyreltme Sekonder Kat.No Seyreltme
Antikor Antikor
Anti- Abcam 1:200  (PBS | Anti-Rabbit F1262 1:100 (PBS
Pannexin-1 abl39715 icerisinde) IgG  (whole icerisinde)
(PANX1) molecule),
F(ab')2
fragment—
FITC

Tablo 1: Immiin fliioresan boyama yonteminde kullanilan primer antikor, sekonder antikor ve

seyreltme oranlar

IILIII Ovaryum Dokusunda Histolojik Takip Yontemi

A. Bouin Soliisyonu ile Histolojik Takip Yontemi

1.

Deney hayvanlar1 laboratuvarinda fareden ¢ikarilan ovaryumlar, daha 6nceden isitilmis G-
MOPS™ PLUS’a alind1.

Ovaryumlar fiksasyon islemi i¢in Bouin soliisyonu icerisine alind1 ve +4°C ’de 8 saat fikse edildi.
Fikse olan ovaryum dokular1 1,2 M Siikroz + %0, 1°’lik Bouin Soliisyonu Karisimi igerisine almarak
+4°C ’de 12 saat bekletildi.

Kriyokaset lizerine bir miktar kriyomatriks (Epredia-6769006) damlatilip, kriyotom cihazinda
donduruldu.

Ovaryum dokular1 1,2 M Siikroz + %0,1 Bouin Soliisyonu karisim igerisinden ¢ikarilarak kurutma
kagidina alind1 ve dokudan sivi uzaklastirildi.

Ardindan donmus kriyomatriks iizerine pens yardimiyla konuldu. Doku {izerine tekrar
kriyomatriks damlatilarak, kriyomikrotom (Shandon) cihazinda donmasi beklendi.

Dokunun gémme islemi bittikten sonra, kriyomikrotomda Poly-L-Lysine ile kaplanmis lamlara 7

um kalmliginda kesitler alind1.
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B. %4 PFA Soliisyonu ile Histolojik Takip Yontemi

1.

Deney hayvanlar1 laboratuvarinda fareden ¢ikarilan ovaryumlar, daha onceden isitilmis G-
MOPS™ PLUS’a alind1.

Ovaryumlar fiksasyon islemi i¢in %4 PFA soliisyonu igerisine alind1 ve +4°C ’de 8 saat fikse
edildi.

Fikse olan ovaryum dokular1 1,2 M Siikroz + %0,1’lik %4 PFA soliisyonu karigimi icerisine
alinarak +4°C ’de 12 saat bekletildi.

Kriyokaset lizerine bir miktar kriyomatriks (Epredia-6769006) damlatilip, kriyotom cihazinda
donduruldu.

Ovaryum dokular1 1,2 M Siikroz + %0,1’lik %4 PFA Soliisyonu karisim igerisinden ¢ikarilarak
kurutma kagidia alind1 ve dokudan siv1 uzaklastirildi.

Ardindan donmus kriyomatriks {izerine pens yardimiyla konuldu. Doku iizerine tekrar
kriyomatriks damlatilarak, kriyomikrotom (Shandon) cihazinda donmasi beklendi.

Dokunun gémme islemi bittikten sonra, kriyomikrotomda Poly-L-Lysine ile kaplanmis lamlara 7

pum kalinlhiginda kesitler alind1.

C. Tamponlu Formalin Fiksatif Soliisyonu ile Histolojik Takip Yontemi

1.

Deney hayvanlar1 laboratuvarinda fareden ¢ikarilan ovaryumlar, daha onceden isitilmis G-
MOPS™ PLUS’a alind1.

Ovaryumlar fiksasyon islemi i¢in tamponlu formalin soliisyonu igerisine alind1 ve +4°C ’de 8§ saat
fikse edildi.

Fikse olan ovaryum dokular1 1,2 M Siikroz + %0,1’lik tamponlu formalin soliisyonu karigimi
icerisine almarak +4°C ’de 12 saat bekletildi.

Kriyokaset lizerine bir miktar kriyomatriks (Epredia-6769006) damlatilip, kriyotom cihazinda
donduruldu.

Ovaryum dokular1 1,2 M Siikroz + %0.1°lik tamponlu formalin soliisyonu karisim igerisinden
¢ikarilarak kurutma kagidina alind1 ve dokudan sivi uzaklastirildi.

Ardindan donmus kriyomatriks iizerine pens yardimiyla konuldu. Doku iizerine tekrar
kriyomatriks damlatilarak, kriyomikrotom (Shandon) cihazinda donmasi beklendi.

Dokunun gémme islemi bittikten sonra, kriyomikrotomda Poly-L-Lysine ile kaplanmis lamlara 7

pm kalinliginda kesitler alind1.
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Immiinofliioresan Isaretleme

1.

2
3.
4

10.

1.

2
3
4
5

10.

Ovaryumda Bloklama Soliisyonlarinin Uygulanmasi

Dokularin etrafi hidrofobik kalem (PAP-Pen (PatLab)) ile ¢evrildi.

. Dokular 1X PBS ile 3 kez yikand1.

Dokularn tizerinden s1vi alma islemi kurutma kagidi ile dokuya zarar vermeden gerceklestirildi.

. Bloklama soliisyonlar1 farkli doku ornekleri iizerine WS ve BS damlatilarak nemli bir kap

icerisinde 1 saat oda 1s1sinda bekletildi.

Bloklama ardindan dokulara yikama islemi yapilmadan Primer Antikoru (PANX1) Tablo 1’ de
belirtilen dillisyon oraninda damlatilarak nemli bir kapta 1 gece +4°C ’de bekletildi.

Dokular 1 X PBS ile 3 kez yikandi.

Yikama isleminin ardindan dokulara Sekonder Antikoru (FITC-GaRb) Tablo 1’ de belirtilen
diliisyon oraninda damlatilarak nemli bir kapta 2 saat 37°C ’de bekletildi.

Dokular 1 X PBS ile 3 kez yikanda.

Doku tizerine kapatma medyumu 4 pL. damlatilarak tizeri lamel (marka) ile kapatildi.

Dokularin goriintiileme islemleri Zeiss, LSM 880 marka yiiksek ¢oziiniirliiklii konfokal

mikroskopta yapild1 ve goriintiiler alindi.

Ovaryumda immiinofliioresan Isaretleme

Dokularin etrafi hidrofobik kalem ile ¢evrildi.

. Dokular 1X PBS ile 3 kez yikandi.
. Dokularin iizerinden sivi alma islemi kurutma kagidi ile dokuya zarar vermeden gerceklestirildi.
. Dokular tizerine BS damlatilarak nemli bir kap icerisinde 1 saat oda 1sisinda bekletildi.

. Bloklama ardindan dokulara yikama islemi yapilmadan Primer Antikoru (PANX1) Tablo 1’ de

belirtilen diliisyon oraninda damlatilarak nemli bir kapta 1 gece +4°C ’de bekletildi.

Dokular 1 X PBS ile 3 kez yikandu.

Yikama isleminin ardindan dokulara Sekonder Antikoru (FITC-GaRb) Tablo 1’ de belirtilen
diliisyon oraninda damlatilarak nemli bir kapta 2 saat 37°C ’de bekletildi.

Dokular 1 X PBS ile 3 kez yikandu.

Doku iizerine kapatma medyumu 4 uL damlatilarak tizeri lamel (marka) ile kapatild1.

Dokularin goriintiileme iglemleri Zeiss, LSM 880 marka yiiksek c¢oziiniirliikli konfokal

mikroskopta yapildi ve goriintiiler alindi.




EK-11 Sonug¢ Raporu Formati

IILIV Oosit Maturasyonu

Cikarilan ovaryumlar daha 6nceden 1sitilmis olan toplama sivist G-MOPS™ PLUS’a almarak,
doku 2 adet insiilin ignesi ucu ile parcalanip folikiillerin bosaltilmasi sagland1 ve kiimiiliis hiicreleriyle
cevrili 1yi kaliteli oositler toplandi. Toplanan GV asamasindaki oositler iki farkli gruba ayrilarak IF

isaretlenmesi protokolii uygulandi. Bunlar;

1. GV asamasindaki oositler ¢evresindeki kiimiiliis hiicreleri ile birlikte almarak fiksasyon islemi
uyguland.
2. GV oosit ¢evresindeki kiimiiliis hiicreleri ile birlikte in vifro maturasyon i¢in daha dnceden gazlanmis

olan kiiltiir medyumu olan G-IVF™

PLUS igerisine alinarak MI ve MII asamalarina gelmeleri icin
sirastyla 8-10 ve 16-18 saat siireyle inkiibe edildi. MI ve MII asamalarma ulasan oositlere fiksasyon

islemi uygulandi.

Oositte immiinofliioresan Isaretleme

1. GV, MI ve MII oositler %4 PFA igerisine alinarak nemli bir kap igerisinde 20 dakika oda 1s1sinda
bekletilerek fikse edildi.

2. Fiksasyon islemi sonrasinda Yikama Soliisyonunda 3 kez yikandi. Bundan sonraki tiim islem
basamaklar1 nemli ortam olusturulmus 72 kuyucuklu petri kabinda (Greiner bio-one 654102)
gerceklestirildi.

3. Oositler BS’ ye alinarak 1 saat oda 1sisinda bekletildi.

4. Oositlere bloklama islemi sonras1 yikama islemi yapilmadan, oositler Tablo 1’ de belirtilen
diliisyon oraninda Primer Antikoru (PANX1) icerisinde 1 gece +4°C ’de bekletildi.

5. Oositler yikama soliisyonunda 3 kez yikand1.

6. Yikama isleminin ardindan oositler Tablo 1’ de belirtilen diliisyon oraninda Sekonder Antikoru
(FITC-GaRb) igerisinde 2 saat 37°C *de bekletildi.

7. Oositler yikama soliisyonunda 3 kez yikandi.

8. Cam tabanl petrilere (Fluorodish™

FD35-100) 4 uL kapatma medyumu damlatilarak, damlalarin
iizeri OVOIL™ (Vitrolife-100 mL) ile kaplandi. Oositlerde kapatma medyumu icerisine almarak,
gbzleme hazir hale getirildi.

9. Goriintiileme islemleri Zeiss, LSM 880 marka yiliksek ¢oziiniirliiklii konfokal mikroskopta yapildi

ve goriintiiler alind1.
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III.V Gozlem

Tiim ovaryum pargalanmasi ile oositlerin toplanmasi islemi ve immiinofliioresan boyama

basamaklar1 Nikon SMZ1000 marka stereo mikroskop altinda yapild1.

Immiin boyama sonrasinda fliioresan isaretli proteinlerin gdzlemi ve degerlendirilmesi Zeiss, LSM

880 marka ytiksek ¢oziiniirliiklii konfokal mikroskopta yapildi ve goriintiiler alind1.

II1.VI Goriintii Analizi

Fliioresan isaretli oositler konfokal yliksek ¢oziintirliikklii mikroskopta (Zeiss, LSM 880)
goriintlilendi. Goriintiiler, asagida belirtildigi gibi alinarak, protein yogunluklar1 morfolojik olarak
degerlendirilip, protein diizey degerlendirmeleri ise sinyal yogunluklarina gore yapildi (Tablo 2).
Bunun i¢in elde edilen sinyaller Image-J (NIH, ABD) yazilimi kullanilarak dijitallestirildi ve ardindan
ayn1 yazilimm Goriintii Hesaplama fonksiyonu kullanilarak sinyal yogunluklari elde edildi. Sirasiyla

yapilan islemler asagida sunulmustur.
Konfokal Mikroskobu Goériintiileme Asamasi

1. Konfokal mikroskobunda ¢ok kanallr goriintii almak i¢in iki ayr1 dedektdr ayni anda kullanilmistir.
PANXIlsinyali (FITC) ve Cekirdek Boyasi (Hoechst) farkli iki kanalda ayn1 ardisik olarak alinmas,
ardindan iki boyutlu ve iki kanalli (iki renkli) goériintii olusturulmustur (Sekil 1). Goriintii alinirken

taranan alanin 6zellikleri Tablo 3’te sunulmustur.

GV Oosit

Yesil: Panneksin-1
(PANXT1)

Mavi: Cekirdek

Sekil 1. Tki boyutlu ve iki kanalli oosit goriintii

2. Diisey Eksende (Z) Goriintii almak i¢in, ardisik optik kesitler alinirken kesit sayis1 14, kesit araligi 6

pm olarak belirlenmistir. Kesitlerin bir araya getirilerek tek bir goriintii haline getirilmesiyle {i¢
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boyutlu (tek kanalli- FITC) goriintii elde edilmistir (Sekil 2). Goriintii alinirken taranan alanin

Ozellikleri Tablo 3’te sunulmustur.

GV Oosit

Yesil: Panneksin-1(PANX1)

Sekil 2. Ug boyutlu (tek kanall1) oosit goriintiisii

Objektif Objektif | Taranan Taranan | Piksel Yatay Diisey | Diisey
Biiylitmesi | NA Alan Alan cap1 eksende eksende | eksende
(Saywisal | (Piksel) | (um?) (um) ¢ozinirlik | kesit kesit
Agiklik) (Lm<) say1s1 aralig
40X 1,2 (sulu) | 1024 x (212,5)* | 0,21 0,16 14 6 um
1024

Tablo 3. Konfokal Mikroskobunda goriintii alinirken taranan alanin 6zellikleri

IIL VII istatistiksel Analiz

Calismamizda Verilerin analizi IBM SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) paket
programinda yapildi. Tanimlayici istatistikler sayisal degiskenler i¢in ortanca (minimum-maksimum-
ceyreklerarast dagilim genisligi) olarak sunulmustur. Sayisal degiskenlerin bagimsiz gruplarda
karsilagtirilmasinda Kruskal-Wallis varyans analizi kullanilmistir. Farklilik bulunmasi durumunda
gruplar aras1 farklilik incelemesinde coklu karsilastirma testlerinden yararlanilmistir. p<0,05

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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IV.  Analiz ve Bulgular
IV.I Ovaryumda Farkh Fiksatiflerin Degerlendirilme Bulgular

Bu calismada fare ovaryum dokularinda, Bouin, Tamponlu Formalin ile %4 PFA fiksatiflerinin
ve iki farkl bloklama soliisyonun dokuda folikiil ve oosit biitiinliigliniin korunup korunmadigini

gostermek i¢in immiinofliioresan yontemi kullanilarak karsilastirma yapilmistir (Tablo 4).

Bouin fiksatifinde degerlendirilmeye alnan ovaryumda, folikiil icerisinde oositin

morfolojisinin iyi korundugu belirlendi (Sekil 3).

Tamponlu Formalin ile fikse edilen ovaryumlarda folikiil icerisinde oosit korunumu %#4
PF Afiksatifinden daha iyi oldugu ancak Bouin Soliisyonu fiksatifi ile karsilastirildiginda daha iyi
korunmadig1 gozlenmistir (Sekil 3).

%4 PFA ile fikse edilen ovaryumlarda folikiil i¢erisindeki oositlerin biiziilerek morfolojik

biitiinliigiinti koruyamadigi, oositlerin eliptik hal aldig1 gézlenmistir (Sekil 3).

Ovaryum dokularinda non-spesifik boyanmay1 engellemek amaciyla uygulanan bloklama
islemi i¢in kullanilan Blocking soliisyonun Wash soliisyonuna gdre ovaryum dokusunda ilgili PANX1

proteini sinyal siddetinin tiim fiksatiflerde daha giiclii oldugu gézlenmistir (Sekil 3).
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Bloklama Bouin Soliisyonu Tamponlu Formalin %4 PFA Fiksatifi
Soliisyonlarn Fiksatifi Fiksatifi
Wash Soliisyonu Oosit Oosit Oosit

morfolojisi iyi morfolojisi iyl morfolojisi iyl
korunmus. korunmamus. korunmamus.
Sinyal siddeti Sinyal siddeti Sinyal siddeti
iyi degil. iyi degil. iyi degil.

Blocking Soliisyonu Oosit Oosit Oosit
morfolojisi iyi morfolojisi iyi morfolojisi iyi
korunmus. korunmamus. korunmamus.
Sinyal siddeti Sinyal siddeti Sinyal siddeti
1yl. 1yl 1yl.

Tablo 4. Ovaryumda farkl fiksatiflerin degerlendirilmesi
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%4 PFA
Fiksatifi
Blocking
Soliisyonu

%4 PFA
Fiksatifi
Wash
Soliisyonu

Formalin
Fiksatifi
Blocking
Soliisyonu

Formalin
Fiksatifi
Wash
Soliisyonu

Bouin
Fiksatifi
Blocking
Soliisyonu

Bouin
Fiksatifi
Wash
Soliisyonu

Sekil 3. Ovaryum dokusunda farkli fiksatiflerin degerlendirilmesi
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IV.II Ovaryumda PANXI1 Proteini Immiinofliioresan Degerlendirme Bulgular

IV.11L.a. Primordiyal Folikiillerde PANX1 Ekspresyonu

PANXI1 proteini primordiyal folikiil hiicrelerinde az ekspresyon gdsterirken, oositte

sitoplazmik yerlesim gosterdigi gozlenmistir. Ayrica ovaryumun yiizeyini drten germinal epitel de de

PANXI1 proteininin lokalize oldugu gozlenmistir (Sekil 4). Ovaryumdaki primordiyal folikiil oositleri

ile primer, sekonder ve tersiyer folikiillerin oositleri karsilastirildiginda PANX1 ekspresyonunun az

oldugu (Sekil 4) ancak istatistiksel olarak anlaml bir fark olmadig1 bulunmustur (p> 0,05) (Sekil 9).

PANX1 DAPI

PANX1-DAPI

Sekil 4. Primordiyal folikiilde PANX1 proteini ifadesi (20X)
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IV.ILb. Primer Folikiillerde PANX1 Ekspresyonu

PANXI1 proteininin, primer folikiillerde hem oosit etrafindaki graniiloza hiicrelerinde hem de
oositte ekspresyonunun varligi goézlenmistir (Sekil 5, Sekil 6). PANX1 protein ekspresyonu
primordiyal folikiillerle karsilastirildiginda oositte bu proteinin ekspresyonunun arttigi goriilmesine

ragmen aralarinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmamstir (p>0,05) (Sekil 9).

PANX1 DAPI PANX1-DAPI

Sekil 5. Primer folikiilde PANX1 proteini ifadesi (20X)
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PANX1 DAPI PANX1-DAPI

Sekil 6. Primer folikiilde PANX1 proteini ifadesi (40X)
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IV.IlL.c. Sekonder Folikiillerde PANX1 Ekspresyonu

Sekonder folikiil oositinde PANX1 proteininin oosit sitoplazmasinda yogun ekspresyonunun
oldugu gozlendi (Sekil 7). Primordiyal ve primer folikiillerin oositleri ile bu proteinin ekspresyon
diizeyleri karsilastirildiginda sekonder folikiil oositlerinde PANX1 sinyal siddetinin yiiksek oldugu
goriilmiistlir ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (Sekil 9). Primer folikiil ile
sekonder folikiil graniiloza hiicrelerinin PANX1 proteininin  goreli  ekspresyonlarini
karsilastirildiginda, bu protein sinyal siddetinin istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmadigi
bulunmustur (p>0,05) (Sekil 10). Graniiloza hiicrelerinde PANXI1 proteininin 6zellikle membrana
yakin bolgede lokalize oldugu gézlenmistir (Sekil 7).

PANX1-DAPI

Sekil 7. Sekonder folikiilde PANX1 proteini ifadesi (40X)
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IV.11.d. Tersiyer Folikiillerde PANX1 Ekspresyonu

PANX1 proteininin primordiyal, primer ve sekonder folikiil oositindeki ekspresyon
diizeylerine gore tersiyer folikiil oositi PANX1 protein ekspresyonu karsilastirildiginda aralarinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 bulunmustur (p>0,05) (Sekil 9).

PANXI1 proteininin primer ve sekonder folikiillerin graniiloza hiicrelerindeki ekspresyon
diizeyleri ile kiyaslandiginda, tersiyer folikiilde oosit etrafindaki kiimiiliis hiicrelerinde bu proteinin
ekspresyonunun azaldig1 gozlenmistir. Ancak folikiiller arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamastir (p>0,05) (Sekil 10).

PANX1 DAPI PANX1-DAPI

2()X..
4OX..

Sekil 8. Tersiyer folikiilde PANX1 protein ifadesi (40X)
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1,5E9+
45
26 x
o
1,0E9
' a
x 10
Z a .
5,0E8—
< T a
= a l
- -
0,0E0+
1 *9
-5,0E8- ©
T T T T
Primordiyal Folikiil Primer Folikiil Sekonder Folikiil Tersiyer Folikiil
Oosit Oosit Oosit Oosit

Sekil 9. Ovaryum folikiillerinin oositlerinde goreli PANX1 protein ifadesi

3,0E9+ a
: T
2,5E9-
2,0E9+ 047
o
Z 1,5E9
1,0E9 a
5,0E8— J_
0,0E0—
T T T
Primer Folikiil Sekonder Folikiil Tersiyer Folikiil
Hiicreleri Graniiloza Hiicreleri Kiimiiliis Hiicreleri

Sekil 10. Ovaryum folikiillerinin graniiloza/kiimiiliis hiicrelerinde goreli PANXI1 protein ifadesi
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IV.III Oositlerde PANX1 Proteini iImmiinofliioresan Degerlendirme Bulgular
IV.IILa. GV Oositlerde PANX1 Ekspresyonu

PANXI1 proteininin kiimiiliisiin uzaklastirildigi GV oositlerde membranda lokalize oldugu,
bazi oositlerde membranda kismi yer alirken bazi oositlerde ekspresyonun biitiin membran boyunca
lokalize oldugu gdzlenmistir. Kiimiiliisiin oldugu GV oositlerde ise PANX1 proteininin sitoplazmada
eksprese oldugu, kiimiiliis hiicrelerinde ise bu proteinin hem hiicre sitoplazmasinda hem de

membranda lokalize oldugu gézlenmistir (Sekil 11).

PANXI1 proteinin kiimiiliis icermeyen GV oositlerde, kiimiiliis iceren GV oositlere gore
ekspresyonunun oosit membraninda yogun oldugu, kiimiiliis igermeyen GV oositlerde PANX1 protein
ekspresyonunun yiiksek oldugu izlenmistir ve aralarinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmustur

(p<0,05) (Sekil 15).

DAPI PANX1-DAPI

N S:w » S-S s R

= R — =

Sekil 11. GV kiimiiliissiiz ve kiimiiliislii oositlerde PANX1 protein ifadesi




EK-11 Sonug¢ Raporu Formati

IV.IILb. MI Oositlerde PANX1 Ekspresyonu

MI oositlerde PANX1 proteini g¢ogunlukla kromozamal bolgede yogun ekspresyon
gdsterirken, bazi oositlerde membranda ekspresyonunun oldugu gdzlenmistir (Sekil 12). Ozellikle
kiimiiliis iceren MI oositlerde bu proteinin kiimiiliis hiicrelerinin oldugu bdlgede ekspresyonunun az
oldugu goézlenmistir. Ayrica kiimiiliis icermeyen MI oositlerde perivitellin aralikta PANXI

ekspresyonunun varligi izlenmistir (Sekil 12).

Kiimiiliis iceren ve icermeyen GV oositlerle MI oositlerinin PANX1 protein ekspresyonu
karsilastirildiginda, MI asamasindaki oositlerde bu proteinin goreli ekspresyon diizeyinin azaldigi
gozlenmistir ve kiimiiliis igermeyen GV oositleri ile aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur (p<0,05). Ancak kiimiiliis iceren GV oositler ile MI oositler arasinda PANX1 protein
ekspresyonu degerlendirildiginde aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir

(p>0,05) (Sekil 15).

PANX1-DAPI

N Stw @ S-S s R

(SR NN = N

Sekil 12. MI oositlerde PANXT1 protein ifadesi
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IV.ILc. in Vivo MII Oositlerde PANX1 Ekspresyonu

Laboratuvarimizda bireysel imkanlarla gerceklestirdigimiz in vivo kosullarda elde edilen MII
oositlerle in vitro MII oositleri karsilastirilmustir. In vitro MII oosit elde etmek icin, Folikiilogenezi
stimiile etmek amaciyla bir adet 4-5 haftalik disi fareye intraperitoneal yolla 5 I.U/mL (Pregnant
Mare’s Serum Gonadotropin (PMSG) enjeksiyonu yapildi. Enjeksiyondan 48 sonra ovulasyonu
indiiklemek i¢in Luteinizan Hormon (LH) analogu olan Human Chorionic Gonadotropin (hCG) fareye
intraperitoneal yolla 5 I.U/mL enjeksiyonu yapildi. hCG enjeksiyonu yapildiktan 14 saat sonra MII

asamasindaki oositler ovaryumlardan toplandi.

In vivo kosullardan elde edilen MII oositlerde membrana yakin bdlgede kromozomlarm
bulundugu alanda PANX1 proteini ekspresyonu gozlenmistir. Bazi oositlerde ise polar cisimcikte bu
proteinin varlig1 izlenmistir. Ayrica yogun olarak perivitellin aralikta PANX1 protein ekspresyonu
gozlenmistir (Sekil 13). In vitro MII oositlerle karsilastirildiginda goreli PANX1 proteininin
ekspresyon diizeyinin yiiksek oldugu ama istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 bulunmustur

(p>0,05) (Sekil 15).

PANX1 DAPI PANX1-DAPI

NES®w®»o—=8 s R

S S B RN

Sekil 13. in vivo MII oositlerde PANX1 protein ifadesi
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IV.IIILd. In Vitro MII Oositlerde PANX1 EKkspresyonu

In vitro MII oositlerde, in vivo MII oosit grubunda oldugu gibi membrana yakin
kromozomlarin oldugu bdlgede PANX1 protein ekspresyonu gdzlenmistir. In vitro MII oositlerde
polar cisimcikte membranda protein ekspresyonu izlenirken, perivitellin aralikta da bu proteinin yogun

olarak ekspresyonu gozlenmistir (Sekil 14).

Oosit gelisim asamasi ilerledikce in vitro MII oositlerde PANX1 protein ekspresyonunun
azaldig, 6zellikle kiimiiliis icermeyen GV oositlerle karsilastirildiginda bu proteinin ekspresyonunun
istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi bulunmustur (p<0,05) (Sekil 15). Ayrica in vitro MII
oositler ile hem kiimiiliisli GV oositlerle hem de MI oositlerle PANX1 ekspresyonu diizeyleri

kiyaslandiginda anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05) (Sekil 15).

PANX1 DAPI PANX1-DAPI

N Stw o o= 5 s R

S e 5= R

Sekil 14. in vitro MII oositlerde PANX1 protein ifadesi
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Sekil 15. Oositlerde goreli PANX1 protein ifadesi
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V. Sonuc ve Oneriler

Calismamizda fare ovaryum dokusunda farkli asamalardaki folikiillerin oositleri ve graniiloza-
kiimiiliis hiicrelerindeki PANXI1 proteininin ekspresyonu ilk kez bu ¢alismayla tanimlanmistir. Ayrica
in vitro kosullarda maturasyonu gerceklestirilen farkli asamalardaki fare oositlerinde PANXI1
proteininin lokalize oldugu bdlgeler ve aralarindaki ekspresyon farklari ilk kez bu calismayla

gosterilmistir. Tanimlayict nitelikteki ¢alismamizda 6ne ¢ikan sonuglar su sekilde siralanabilir;

1. Ovaryumda folikiil gelisimi ilerledikge hem graniiloza hiicrelerinde hem de oositte PANXI
proteinin ekspresyonu degismektedir. Ozellikle sekonder folikiil asamasinda hem oositlerde hem
de graniiloza hiicrelerinde PANX1 proteinin diger folikiillerle kiyaslandiginda artig oldugu
goriilmiis ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir. Bu sonuglar neticesinde
ozellikle sekonder folikiildeki artisin, folikiil ve oosit gelisiminde bu proteinin roliiniin olabilecegi,

bunun i¢in hiicredeki molekiiler mekanizmasinin ayrintili ¢alisilmasi gerektigi sonucuna varildi.

2. Folikiil gelisim asamasinda tersiyer folikiilde gerek kiimiiliis hiicrelerinde gerekse oositte PANX1
ekspresyonunun azaldig1 gozlenmistir. Bu azalmanin oositin ovulasyon asamasinda bu proteinin
yerini baska bir protein veya yolagin yerini alabilecegi, tersiyer folikiilde kiimiiliis-oosit arasinda

iletisimin saglanmasinda roliiniin azalmis olabilecegi sonucuna varildi.

3. Oosit grubunda, kiimiiliis iceren ve icermeyen GV asamasindaki oositlerde PANXT1 protein varligi
yogun olarak sitoplazmada eksprese oldugu gozlenmistir. Bu asamada proteinin yogun olarak
sitoplazmada ifade edildigi, oosit gelisimini indiikleyen bir protein olabilecegi sonucuna varildi.
Ozellikle kiimiiliissiiz GV oositlerde bu protein varlignm kiimiiliisli GV oositlere gore fazla
olmasinin, oosit-kiimiiliis iletisiminde rol aldig1 ve kiimiiliis olmadiginda oosit sitoplazmasindaki

yogun ifadelenmenin hiicrenin maturasyonuna katkida bulunabilecegi sonucuna varildi.

4. In vitro maturasyon siirecinde GV asamasmdan MII asamasina oosit ilerledikge PANX1 protein
varligmin azaldig1 gdzlenmistir. Ozellikle MI ve MII oositlerde perivitellin aralikta bu proteinin

eksprese olmasi, hiicre igerisindeki proteinin bu yolla uzaklastirilabilecegi sonucuna varildi.

5. In vivo kosulda elde edilen MII oositlerde, in vitro maturasyon kosullar1 ile elde edilen MII
oositlere gére PANX1 protein ekspresyonun daha fazla oldugu izlenmistir. Bunun sebebi in vitro
kosullar oosit maturasyon siirecini dogal ortamina kiyasla farkl etkileyebilir ve in vitro kosullar

bu proteinin ifadelenme diizeyini degistirebilecegi sonucunda varildi.
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6. Oositte PANXI1 proteini miktari, kanal yapisi ve isleyisinin ileriki ¢caligmalarda ayrmtili olarak
calisilarak 6zellikle in vitro kosullarin oosit gelisimini etkileyen parametrelerden biri olarak IVF

laboratuvarlarinda degerlendirilebilecegi sonucuna varildi.

7. Ovaryum dokusunun tespit edilmesinde fiksatif se¢iminin 6nemli oldugu, incelenecek hiicre i¢i
veya hiicre membraninda yer alan proteine gore bloklama soliisyonunun seg¢ilmesi gerektigi

sonucunda varild1.
VL.  Gelecege Iliskin Ongoriilen Katkilar

Calisma sonucunda elde edilen bulgular, folikiil ve oosit gelisiminde PANX1 protein ekspresyonunun
gosterilmesi tamimlayic1 bir ¢alisma olmasi bakimindan Onemlidir. Tamamlanan bu ¢alisma,

gelecekte;

1. Fare ovaryum folikiil gelisiminde PANXI1 proteinin ekspresyonunun tanimlanmasi folikiillogenez

stirecinde etkin olan ve degerlendirme parametrelerinin gelistirilmesinde,

2. Oosit-kiimiiliis hiicresinin iletisiminde PANX1 proteinin nasil bir yolla etkin oldugu ve molekiiler

mekanizmasinin anlasilmasi i¢in arastirmalarin gelistirilmesinde,

3. Mature olamayan oosit olusumunda PANXI1’in etkisinin belirlenmesi ve ileride bunun yeni

arastirmalarin planlanmasina onciiliik edebilmesinde,

Onemlidir.

VII. Saglanan Altyapr Olanaklarn ile Varsa Gerceklestirilen Projeler

Proje kapsaminda altyap1 destegi alinmamustir.

VIII. Saglanan Altyapi Olanaklarimin Varsa Bilim/Hizmet ve Egitim Alanlarindaki
Katkilan

Proje kapsaminda altyap1 destegi alinmamastir.
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X. Ekler

a. Mali Bilanco ve Aciklamalan

2 Proje Biligesi (Baslangig ddeneginde proje kabul edilene kadar teklif edilen, kabul edildikten sonra kabul edilen rakamlar gisterilir)

Biitge

e Detaylar

Bitge |, .. Onceki Yildan  Baglangic Eklenen Dustlen : Distlen : Harcanan  Harcanan| Bloke Edilen  Bloke Edilen
odanjaeklana i Odenegi Aktarma fAbtacmaiiaienea Odenel cnexd et Odenek (Mahsup) (Diger) (Avans) (Diger) alag
2021 032 1‘;11}(\213{“:821“:\]:: :ﬂ'ﬁl 000 29.999.99 000 000 000 0,00 29.999.99 000 29.980.00 000 000 1999
Toplam 000 2999999 000 000 000 000 2999999 000 2998000 000 000 1999

Proje kapsaminda sarf malzemesi alimina iliskin olarak 29.999,99 TL’lik biitcenin KDV dahil
29.980,00 (yirmidokuz bin dokuzyiizseksen) TL'si kullanilarak deneylerde sarf

malzemelerinin temini yapilmistir ve biitceden 19,99 TL kalmistir.

b. Makine ve Techizatin Konumu ve Ilerideki Kullanimma Dair Ac¢iklamalar

Proje kapsaminda makine ve techizat alimi yapilmamustir.
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c¢. Teknik ve Bilimsel Ayrintilar

Projenin verilerinin degerlendirilmesi proje sonucunda yapilmis olup heniiz bir bilimsel

paylasimda bulunulmamistir. Elde edilen verilerin doktora tezi yazimu siirecini takiben "in

vitro fertilizasyon veya iireme tibb1" alaninda bir kongrede sunulmasi ve ardindan bilimsel

makale haline getirilmesi planlanmaktadir.

d. Sunumlar (bildiriler ve teknik raporlar) (Altyapr ve Yonlendirilmis Projeler icin
uygulanmaz)

Heniiz yapilmamustir.
e. Yaymlar (hakemli bilimsel dergiler) ve tezler (Altyapr ve Yonlendirilmis Projeler i¢in
uygulanmaz)

Heniiz yapilmamustir.

NOT: Verilen sonuc¢ raporu bir (1) niisha olarak ciltsiz sekilde verilecek, sonu¢ raporu Komisyon
onayindan sonra ciltlenerek bir kopyasmin yer aldigi CD ile birlikte sunulacaktir. Sonug¢
raporunda proje sonuc¢larmni iceren, ISI’ nin SCI veya SSCI veya AHCI dizinleri kapsaminda
ve diger uluslar arasi dizinlerce taranan hakemli dergilerde yaymlanms makaleler, III.
Materyal ve Yontem ve IV. Analiz ve Bulgular boliimleri yerine kabul edilir.




