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DNA metilasyonu siirdiirme ve de novo metilasyon siireglerini
igerir ve DNA metiltransferaz (Dnmt) enzimleri tarafindan
katalizlenir, ovaryum folikiillerinin gelisimi ile iliskili genlerin
metilasyonunda 6nemli role sahiptir. Calismamizin amaci,
sicanlarda ovaryum dokusunun kriyoprezervasyonu ve
yeniden transplantasyonu sonrasinda Dnmt3a ve Dnmt3b
protein diizeylerinin ekspresyonunun degisip degismedigini
degerlendirmektir.

Yontemler:

Kontrol (K), donmus/cozdiiriilmiis (DC), transplante edilmis
(T) ve dondurulmus/cozdiiriilmiis ve yeniden transplante
edilmis (DCT) olmak iizere dort grup olusturuldu. Ovaryum
doku pargalarini dondurmak i¢in yavas dondurma teknigi
kullanildi ve Dnmt3a ve Dnmt3b proteinlerinin ekspresyonu
immiinohistokimya yontemi ile degerlendirildi.

Bulgular:

K ile karsilagtirildiginda, DC, T ve DCT gruplarinda ovaryum
folikiillerinde Dnmt3a ve Dnmt3b ekspresyonu 6nemli dl¢tide
azald1.

Sonug:

Hem kriyoprezervasyon hem de yeniden transplantasyondan
sonra degisen Dnmt enzimlerinin ekspresyonu sigan folikiilo-
genezi sirasinda DNA metilasyonu siireglerinin bozulmasi ile
iliskili olabilir.

Anahtar Sozciikler:
DNA metilasyonu, Dnmt enzimleri, Ovaryum doku kriyo-
prezevasyonu, Fertilitenin korunmasi
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ABSTRACT

Objective:

DNA methylation includes maintenance and de novo methyl-
ation process that are catalyzed by DNA methyltransferase
(Dnmt) enzymes and these enzymes possess crucial roles in
methylation of genes associated with the development of
ovarian follicles. The aim of this study is to evaluate whether
expression of Dnmt3a and Dnmt3b protein levels change
after cryopreservation and re-transplantation of ovarian tissue
in rats.

Methods:

Four groups were designed as; fresh control (FC),
frozen/thawed (FT), fresh re-transplanted (T), and
frozen/thawed and re-transplanted (FTT). Slow freezing was
used to cryopreserve the ovarian tissue pieces and expression
of Dnmt3a and Dnmt3Db proteins was assessed by immunohis-
tochemistry.

Result:
Expression of Dnmt3a and Dnmt3b significantly decreased in
ovarian follicles in FT, T and FTT groups when compared
with FCs.

Conclusion:

Expression of Dnmt enzymes has been altered both after
cryopreservation alone and following re-transplantation
cycles which may lead to disturbed DNA methylation
processes during rat folliculogenesis.

Key Words:
DNA methylation, Dnmt enzymes, Ovarian tissue cryopres-
ervation, Fertility preservation

GIRIS

Yardimei iireme tekniklerinin (YUT) amaci in vitro olarak
disi ve erkek gonadlarinda infertilitenin tedavi edilmesi ve
onlenmesidir. YUT prosediirleri kontrollii over hiper-
stimiilasyonu, in vitro fertilizasyon, intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonu, embriyo kiiltliri ve embriyo transferi gibi
tekniklerden olusurken, fertilitenin korunmasi igin kriyo-
prezervasyon, gamet, embriyo, ovaryum ve testis dokularin-
da yapilmaktadir (1-3). Literatiirde, YUT teknolojileriyle
diinyaya gelen ¢ocuklarin, dogal olarak gebe kalan ¢ocuklara
kiyasla epigenetik anomali riskinin daha yiiksek oldugu
bilinmektedir (4-6).

Epigenetik anomalilere ek olarak; artmis konjenital veya
kromozomal anomaliler (7), dogum defektleri, (8) ve
imprinting bozukluklarda (9) YUT ile dogan coguklarda
ongoriilmiistiir. Calismalar, YUT prosediirlerinin, global
DNA metilasyon seviyelerini, Dnmt enzimlerinin ekspres-
yonunu ve histon modifikasyonlarimi etkileyerek imprinting
genlerin ekspresyonunu degistirebildigini bildirmistir (1, 10).

DNA metilasyonu, hiicresel farklilasma, X kromozomu

inaktivasyonu, timdor olusumu, transkripsiyonel baski/akti-
vasyon ve genomik baskilamada dnemli rol oynar (11).
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De novo metilasyon ve siirdiirme metilasyonu gibi iki farkli
DNA metilasyon mekanizmasi tanimlanmistir; de novo
metilasyon, metillenmemis DNA zincirinin metilasyonundan
sorumluyken, siirdirme metilasyon, DNA replikasyonu
sirasinda yari-metillenmis DNA zincirinin metilasyonunu
saglar. Bu zamana kadar tanimlanmis Dnmtl, Dnmt2,
Dnmt3a, Dnmt3b, Dnmt31 ve Dnmt3c¢ olmak tizere alt1 farkli
DNA metiltransferaz enzimi (Dnmt) vardir. Dnmt3a ve
Dnmt3b enzimleri de novo metilasyonda kritik role sahiptir
ve yeni imprintlerin olugsmasini saglar (12).

Kriyoprezervasyon (dondurarak saklama); hiicrelerin ve
dokularin sifir derecenin altindaki 1silara kadar sogutularak,
biitlin biyolojik aktivitelerinin durdurulmasi ve gelecekte
kullanilmas1 amaciyla saklanmasmi ifade eder (13) ve
YUT’nde sikhikla kullanilir. Kriyoprezervasyon yavas
dondurma ve vitrifikasyon olmak iizere iki farkli yontemden
olusur. Her iki yontem de farkli endikasyonlara sahip olsa da;
gonad doku dondurmasinda yavas dondurma altin standart
olarak kabul edilmektedir (13). Son birkag yilda, artan sayida
calisma, donma/coziilme siireclerinin genetik ve epigenetik
degisikliklere neden oldugunu, pluripotens belirteclerinin
ekspresyonunu  azalttigint  ve hiicre sagkalimmi ve
islevselligini, DNA biitlinliigiinii ve niikleer yapilari, protein
ekspresyonunu ve hiicre iskeletini olumsuz etkiledigini
ortaya koymustur (13).

Kriyoprezervasyonun sigir oositlerinde global DNA metilas-
yonunda diislise ve embriyolarinda H19 gen ekspresyonunda
artisa neden oldugu gosterilmistir (2, 14).

Gelisim agamalar1 boyunca memeli gametlerinde ve embri-
yolarinda metilasyon degisiklikleriyle ilgili veriler olmasina
ragmen, dondurarak saklama ve yeniden transplantasyonun
disi gonadlarin metilasyon durumu iizerindeki etkisi hala
arastirmaya ihtiya¢ duymaktadir. Bu c¢aligmanin amaci,
kriyoprezervasyonun ve transplantasyonunun si¢anlarda
ovaryum folikiillerinde Dnmt3a ve Dnmt3b proteinlerinin
ekspresyon diizeyi ve lokalizasyonu iizerine etkisini arastir-
maktir. Caligmamizda, hem kriyoprezervasyon hem de
yeniden transplantasyon sonrasinda ovayum folikiillerinde
Dnmt3a ve Dnmt3b protein seviyelerinin ekspresyonunun
onemli Olclide azaldig1 gosterilmistir, bu sonu¢ hem kriyo-
prezervasyonun hem de yeniden transplantasyonun de novo
metilasyon siirecleri ile ilgili epigenetik degisikliklere neden
olabilecegini gostermistir.

GEREC ve YONTEM

Deney tasarimai

Deney protokolii Ankara Universitesi Hayvan Arastirmalari
Etik Kurulu tarafindan 2013-14-101 protokol numarasi ile ve
Akdeniz Universitesi 2013.06.03 protokol numaras ile onay-
lanmigtir. Bes haftalik Wistar disi siganlar (n=24) Ankara
Universitesi Hayvan Arastirmalar1 Birimi'nde 12 saat aydin-
lik-karanlik dongiistinde tutularak barindirilmistir.
Hayvanlar arasindaki Ostrus siklusu farkliliklarini ortadan
kaldirmak icin; dort gruptan elde edilen ovaryumlar 8 esit
par¢aya (~Ilmm3 doku) ayrilmistir. Dort grubu olusturmak
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icin her sicandan iki ovaryum par¢ast kullanilmistir; 1)
kontrol (K) grubu, ii) ovaryum parcalarinin sicaklik kontrollii
bir yavas dondurucuda donduruldugu ve 2 hafta sonra
¢ozildiigli dondurulmus/cozdirilmiis (DC) grubu, iii)
ovaryum pargalarinin yeniden ayni sicanin sirt kasma (M.
trapezius) transplante edildigi (oto-transplant, heterotopik
transplantasyon (T)), iv) dondurularak/coziildiikten sonra
sicanin sirt kasina transplante edildigi (DCT) grup. Deneysel
protokoliin 6zeti Sekil 1'de sunulmustur.

Ovaryum dokusu kriyoprezervasyonu

Yavas dondurma ve ¢ézme:

Ovaryum dokularinin kriyoprezervasyonu, daha 6nce yapilan
bir protokole gbre yavas bir dondurucu kullanilarak
(IceCube; SyLab, Neupurkersdorf, Avusturya) ile yapilmigtir
(21). Dondurucuya yiiklenmeden once, dokular ilk olarak
Leibovitz-15 (L-15) ortaminda 1.5 M dimetil siilfoksit
(DMSO), 0.1 M sukroz ve %20 fetal sigir serumu (FBS)
iceren 1 mL kriyoprotektif soliisyona aktarilip ve 4°C'de 30
dakika inkiibe edilmistir. Dokular yavas dondurucuya
konulduktan sonra sicaklik 0°C'den -7°C'ye 2°C/dk hizinda
sogutulmus ve ardindan -7°C'de 10 dakika bekletilmistir.
Daha sonra 0.3°C/dk hizla -40°C'ye sogutulup ardindan
-80°C'ye 5°C/dk hizinda sogutma yapilmistir. S1iv1 nitrojene
daldirilmadan 6nce dokular 10°C/dakika hizinda -120°C'ye
sogutulmustur.

Cozme islemi i¢in; iki haftalik kriyoprezervasyondan sonra
ovaryum dokularini iceren kriyoviyaller sivi nitrojenden
cikarilip oda sicakliginda 1 dakika tutulmustur ve tam erime
saglanana kadar 37°C'lik su banyosunda eritilmistir. Dokular
daha sonra 5 dakika siireyle 1M DMSO ve 0.1M sakaroz
iceren L-15 ortaminda inkiibe edilmistir. Daha sonra
numuneler sirastyla 0.5M DMSO ve 0.1M siikroz i¢eren L-15
ortamina ve 0.05M sadece siikroz igeren L-15 ortamina
konulmustur. Son olarak L-15 ortamima aktarilan ovaryum
pargalar1 deney gruplarina dagitilmistir.

Parafine gomme

Dokular Bouin soliisyonunda (Sigma-Aldrich) oda sicak-
liginda 4 saat tutulmustur ve artan etanol seviyeleri ile
dehidre edilip, ksilende seffaflagtirildiktan sonra parafine
gomiilmiistiir. Pozitif yiiklii slaytlara (Thermo Sci., Rockford,
IL, ABD) 5 um kalinliginda seri kesitler alinarak immiinohis-
tokimyasal analiz yapilmistir (Sekil 1).

A Yavas dondurma

Sigan y Fiksasyon
ovaryumu N hata

Fiksasyon
K DG

Sirt kasina T DeT Sirtkasina
Transplantasyon Yavas dondurma Transplantasyon

et o i ia ,t
2 hafta P o
Aeal ‘ » _ 2hafta
2 hafta ~—C

Fiksasyon Fiksasyon
B

K

be

Parafine gomme ve
kesit alma

‘ Dnmt3a & Dnmt3b ‘

‘ Sinyal 6lgtimi ‘ H-skor analizi

T

DCT

Sekil 1. Deney tasarimi. A) Gruplarin olusturulmasi. B) Elde edilen
dokularin  histolojik  tekniklerde kullanilmasi. K; kontrol, DC;
donmus/¢ozdirilmiis, T; transplante edilmis, DCT; dondurul-
mus/¢ozdiiriilmiis ve yeniden transplante edilmis.

immiinohistokimya

Avidin-biotin peroksidaz yontemi, Dnmt3a ve Dnmt3b
protein ekspresyonunun dagilimini ve yogunlugunu sapta-
mak i¢in kullamlmistir. Kisaca, kesitlerin gece boyunca
60°C'de inkiibasyonundan sonra dokular ksilen iginde
parafinden arindirilmistir ve ardindan azalan etanol konsant-
rasyon serilerinde rehidre edilmistir. Ardindan, epitoplarin
acilmast icin kesitler, mikrodalga firin (750 watt'ta 2x5
dakika) kullanilarak sitrat tamponu (pH 6.0) icine alinmistir.
Endojen peroksidaz aktivitesi, oda sicakliginda 20 dakika
boyunca %3 hidrojen peroksit igeren metanol i¢inde bloke
edilmistir. Fosfat tamponlu tuzlu su (PBS) ile birkag
yikamanin ardindan, antikorlarin spesifik olmayan baglan-
masini dnlemek icin kesitler, oda sicakliginda 7 dakika bloke
edici tampon (Thermo Scientific) ile bloke edilmistir.
Kesitler primer antikorlarla inkiibe edilmistir: Dnmt3a
(1:300; katalog no. ab23565, Abcam) ve Dnmt3b (1:300;
katalog no. ab2851, Abcam). Her slayttaki ii¢ kesitten biri,
negatif kontrol (primer antikorun olmadigi) olarak
kullanilmistir. Negatif kontrol asamasinin 6nemi, kullanilan
antikorun spesifikligini gostermek icindir. PBS icinde
yikanan kesitler, sekonder antikor (1:400; katalog no.
BA-1000, Vector) ile oda sicakliginda 1 saat siireyle inkiibe
edilmistir. Son olarak kesitler streptavidin-horseradish perox-
idase (HRP) kompleksi (katalog no. TS-125, Thermo Scien-
tific) ile oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edilmistir. Immiin
reaksiyonlart  gorsellestirmek icin 3,3'-diaminobenzidin
(DAB) kromojeni (katalog no. D4168, Sigma-Aldrich)
kullanilmistir ve su ile yikandiktan sonra kesitler Mayer
hematoksilen ile boyanmistir. Goriintiiler x20, x40 ve x100
biliylitmelerde mikroskoptan (Carl Zeiss, Oberkochen,
Almanya) elde edilmistir.

Total ovaryum degerlendirmeleri i¢in; her gruptaki Dnmt3a
ve Dnmt3b proteinlerinin ekspresyon seviyeleri Imagel
yazilimi (NIH, ABD) ile analiz edilirken ovaryum folikiilii
degerlendirmeleri i¢in; ekspresyon seviyeleri H-Score ile
analiz edilmistir.
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H-skor analizi

Dnmt3a ve Dnmt3b H-skorlari, sitoplazmik veya niikleer
ekspresyonlarinin  yogunluguna goére her folikiil tipi igin
asagidaki formiille elde edilmistir. Skor, 3x giiclii boyama
ylizdesi + 2x orta diizeyde boyama + zayif boyama yiizdesi
olup, 0 ila 300 araligindadir. Her grupta, Dnmt3a ve Dnmt3b
protein ekspresyon seviyeleri igin her asamadan en az 10
ovaryum folikiilii degerlendirildi ve ortalama bir puan elde
edilmistir. Degerlendirilen folikiil sayilari; Primordiyal
folikiil: 30-40, Primer foliikiil: 20-40, Sekonder folikiil:
10-30, Tersiyer folikiil: 10-30.

Istatistiksel analiz

Tim gruplardaki Dnmt3a ve Dnmt3b'nin ifade seviyeleri,
ANOVA ile analiz edilmistir, ardindan gruplar arasindaki
farkliliklar1 ele almak i¢in Dunn'in post-hoc testleri
yapilmustir. Istatistiksel analiz i¢in SigmaStat (versiyon 3.5,
Jandel Scientific Corp.) program kullanilmistir ve p<0,05
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Sican ovaryumlarinda ve folikiillerinde

Dnmt3a ekspresyonu

DC, T ve DCT gruplarinda Dnmt3a'nin ekspresyon seviyeleri
ve hiicresel lokalizasyonlar1 analiz edildi ve kontrol grubu ile
karsilastirildi. Kontol grubunda, graniiloza, teka interna ve
ovaryum interstisyel hiicrelerinin sitoplazma ve ¢ekir-
deklerinde Dnmt3a ekspresyonu mevcuttu (Sekil 2/1-a ve f).
DC, T ve DCT gruplarmin graniiloza, teka interna ve
ovaryum interstisyel hiicrelerinde ekspresyonu, kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda anlamli olarak daha diistikti
(p<0.05) (Sekil 2/1b, ¢, d, g, h ve i). Ayrica kontrol grubunda-
ki folikillerin oositlerinde Dnmt3a ekspresyonu mevcuttu
(Sekil 2/1 a ve f). DC, T ve DCT gruplarinin oositlerinde
Dnmt3a ekspresyonu degismedi (Sekil 2/1 b, ¢, d, g, h ve i).
Negatif kontrol boyamasi, antikorun spesifik olmayan
baglanmasini gostermedi (Sekil 2/e, j). Immiin isaretlemeler
nicellestirildiginde; DC, T ve DCT gruplarinda Dnmt3a
ekspresyon diizeyinde azalma, DCT grubunda T grubuna
gore Dnmt3a ekspresyonunda daha fazla azalma izlendi
(Sekil 2/11).
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Vw3 SO

Goreli Dmt3a protein eks

K nC T DCT

syonu, kontrol grubunda (K) (a, f), donmus/¢ézdiiriilmiis grup (DC) (b, g);
transplante edilmis grup (T) (c, h); dondurulmus/¢ozdiirilmiis ve yeniden
transplante edilmis grup (DCT) (d, i), primordiyal folikiiller (f-i) ve negatif
kontrol (e, j) gosterilmistir. II) Tim gruplarn ovaryumlarinda Dnmt3a
proteininin goreli ekspresyon seviyesi. III) Farkli evrelerdeki ovaryum
folikiillerinde Dnmt3a proteininin goreli ekspresyon seviyesi. Stitunlardaki
harfler istatistiksel olarak anlamli farkliliklart gostermektedir (p<0.05). a: K
grubundan 6nemli dlgiide farkli. b: DC grubundan 6nemli dlgiide farkli. c: T
grubundan 6nemli dl¢iide farkli. Dnmt3a ekspresyon seviyesi, DC, T ve DCT
gruplarinda kontrol grubuna (a olarak gosterilen) kiyasla 6nemli dlgiide daha
diigiiktii; Dnmt3a ekspresyon seviyesi, DCT grubunda T grubu ile
karsilastirldiginda (c ile gosterilen) onemli &lgiide daha diisiiktii. Olgek
cubuklart =20 pm.

Dnmt3a ekspresyonu ovaryum folikiillerinde degerlendirildi.
Primordial folikiillerde; Dnmt3a'nin ekspersyonu, kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda DC, T ve DCT gruplarinda
benzerdi (Sekil 2/I1I). Primer folikiillerde; Dnmt3a ekspre-
syonu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda DC grubunda
onemli Olctide artt1 (p<<0.05). Ayrica Dnmt3a ekspresyonu, T
ve DCT gruplarinda DC grubuna gore azaldi (p<0.05).
Sekonder folikiillerde; Dnmt3a ekspresyonu, kontrol, DC ve
T gruplan ile karsilagtirildiginda DCT grubunda o6nemli
Olciide azaldi (p<0.05). Tersiyer folikiillerinde; Dnmt3a
ekspresyonu DCT grubunda kontrol grubuna gore anlamli
olarak azalirken (p<0.05), DCT grubunda DC grubuna gore
ekspresyonu anlamli olarak azaldi (p<0.05).

Sican ovaryumlarinda ve folikiillerinde

Dnmt3b ekspresyonu

DC, T ve DCT gruplarinda Dnmt3b'nin ekspresyon seviyeleri
ve hiicresel lokalizasyonlar1 analiz edildi ve kontrol grubu ile
karsilastirildi. Kontrol grubunda, grantiloza, teka interna ve
ovaryum interstisyel hiicrelerinin sitoplazma ve c¢ekir-
deklerinde Dnmt3b ekspresyonu mevcuttu (Sekil 3/T a ve f).
DC, T ve DCT gruplarinin graniiloza, teka interna ve
ovaryum interstisyel hiicrelerinde ekspresyonu, kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda (p<0.05) (Sekil 3/ b, c, d, g, h
ve 1) anlamli olarak daha diisiiktii. Ayrica kontrol grubundaki
folikiillerin oositlerinde de Dnmt3b ekspresyonu mevcuttu
(Sekil 3/T a ve f). DC, T ve DCT gruplarinin oositlerinde
Dnmt3b ekspresyonu degigmedi (Sekil 3/I b, ¢, d, g, h ve i).
Dnmt3a ifadesi ile karsilastirildiginda; Dnmt3b ekspresyonu,
cesitli gelisim asamalarinda tiim folikiillerin oositlerinde
daha yiiksek immiin boyama yogunluguna sahipti. Immiin
isaretlemeler nicellestirildiginde; Dnmt3b ekspresyon diizeyi
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T grubunda DC grubuna gore daha yiiksekti ve Dnmt3b
ekspresyonu DCT grubunda T grubuna gore anlamli olarak
azaldi (p<0.05) (Sekil 3/1I).

Dnmt3b ekspresyonunun dagilimi ovaryum folikiillerinde
degerlendirildi. Primordial folikiillerde; Dnmt3b'nin ifadesi,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda DC, T ve DCT
gruplarinda benzerdi (Sekil 3/I f-i girigleri ve Sekil 3/III).
Primer folikiillerde; Dnmt3b ekspresyonu, kontrol ve DC
gruplari ile karsilagtirildiginda, T ve DCT gruplarinda 6nemli
Olciide azaldi (p<0.05). Ayrica, Dnmt3b ekspresyonu, DCT
grubunda T grubu ile karsilastirildiginda 6nemli Olgiide
azaldi (p<0.05) (Sekil 3/IIT). Sekonder folikiillerde; Dnmt3b
ekspresyonu, kontrol ve DC gruplari ile karsilastirildiginda T
ve DCT gruplarinda anlamli olarak azaldi (p<0.05). Ayrica
Dnmt3b ekspresyon seviyesi DCT grubunda T grubuna gore
daha distikti (p<0.05) (Sekil 3/III). Tersiyer folikiillerde;
Dnmt3b'min ekspresyonu, DCT grubunda kontol grubuna
kiyasla 6nemli 6l¢iide azalirken (p<<0.05), DCT grubunda DC
grubuna kiyasla ekspresyonu dnemli 6lciide azaldi (p<0.05)
(Sekil 3/11).

K e T DeT

Sekil 3. Ovaryum dokularinda Dnmt3a'nin ekspresyonu. I) Dnmt3b ekspre-
syonu, kontrol grubunda (K) (a, f), donmus/¢ozdiiriilmiis grup (DC) (b, g);
transplante edilmis grup (T) (c, h); dondurulmus/¢ozdiirilmiis ve yeniden
transplante edilmis grup (DCT) (d, i), primordiyal folikiiller (f-i) ve negatif
kontrol (e, j) gosterilmistir. II) Tiim gruplarin ovaryumlarinda Dnmt3b
proteininin goreli ekspresyon seviyesi. III) Farkli evrelerdeki ovaryum
folikiillerinde Dnmt3b proteininin goreli ekspresyon seviyesi. Stitunlardaki
harfler istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 gostermektedir (p<0.05). a: K
grubundan 6nemli dlgiide farkli. b: DC grubundan 6nemli dlgiide farkli. c: T
grubundan 6nemli 6lgiide farkli. Dnmt3b ifadesi, DC, T ve DCT gruplarinda,
kontrol grubuyla (a olarak gosterilen) karsilastirildiginda 6nemli 6l¢tide daha
azdi; Dnmt3b ekspresyon seviyesi, T grubunda DC grubuna gore anlamli
derecede yiiksekti (b ile gosterilmistir); Dnmt3b ekspresyon seviyesi, DCT
grubunda T grubuna gore (c ile gosterilen) 6nemli 6lgliide daha disiiktii.
Olgek gubuklar = 20 pm.

TARTISMA

Bu ¢aligmada, hem tek basia kriyoprezervasyonun hem de
yeniden transplantasyon siireclerinin si¢gan ovaryumlarinda
ve folikiillerinde Dnmt3a ve Dnmt3b ekspresyonlarimi
degistirdigini gosterdik. DC, T ve DCT gruplarindaki
Dnmt3a ve Dnmt3b ekspresyonlari, kontrol grubuna gore
onemli Ol¢iide azaldi. Bu bulgu, ovaryum dokusu kriyo-
prezervasyonundan ve yeniden transplantasyondan sonra,
olas1 bozulmus epigenetik modifikasyonlarla iligkili olabi-
lecek ve gelecek neslin sagligi icin 6nemli olan degisen DNA
metilasyonunu yansitmaktadir.

Son zamanlarda yapilan arastirmalar, YUT yontemleriyle
diinyaya gelen ¢ocuklarin, dogal yolla diinyaya gelen ¢ocuk-
lara kiyasla, kromozom anomalilerinde, dogum kusurlarinda,
epigenetik anomalilerde ve Beckwith-Widemann, Silver
Russell, Angelman ve Prader-Willi sendromlar1 gibi imprint-
ing bozukluklarinda artis gosterdigini ortaya koymustur (9).
Genellikle stiperoviilasyon, in vitro embriyo kiiltiirii ve kriyo-
prezervasyon gibi YUT tekniklerinin bu patolojilerin altinda
yatan sebeplerden olabilecegi diisiiniilmektedir. YUT nin bir
pargast olan kriyoprezervasyon teknigi, canli hiicre ve doku-
larin diistik sicakliklarda korunmasini saglar ve genellikle
infertilite tedavilerinde kullanilir. Yakin zamanda, Chatterjee
ve ark. kriyoprezervasyonun, embriyolarda ve oositlerde
DNA metilasyon siiregleri veya Dnmt ifadeleri dahil olmak
iizere genetik ve epigenetik mekanizmalart bozdugunu
gosteren bir dizi ¢aligmay1 derlemistir (13).

Vitrifikasyondan sonra sigir oositlerinde DNA metilas-
yonunun azaldigi gosterilmistir (15). Milroy ve ark., Oct4 ve
Sox2'nin promotdr metilasyonunun vitrifiye edilmis fare
oositlerinde kontrol grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide azaldigini
bulmustur (16). Ek olarak, Cheng ve ark., taze oositlere
kiyasla vitrifiye fare oositlerinde Dnmtl, Dnmt3a, Dnmt3b
ve Dnmt3l genlerinin ekspresyonunun onemli dlciide
azaldigin1 gostermistir (17). Yapilmis olan bu ¢aligmalarda,
Dnmt enzimlerinin ekspresyonlarinin vitrifikasyon islemin-

den sonra azaldig1 gosterilmistir. Calismamizda ise Dnmt3a
ve Dnmt3b ekspresyonlarmin oositte degigsmedigini goster-
dik. Bu farkliligin tiirler ve teknikler arasi farkliliklardan
kaynakladigin1 diisiinmekteyiz. Stinshoff ve ark. sigir
blastokistlerinde konvansiyonel kriyoprezervasyon (yavas
dondurma) ve vitrifikasyonun etkilerini karsilagtirmislardir
ve konvansiyonel olarak kriyoprezerve edilen sigir blastokis-
tlerinde Dnmt3a ekspresyonunun 6nemli 6lgiide azaldiginm
bildirmislerdir, ancak vitrifiye blastokistler ile kontrol
blastokistleri arasinda Dnmt3a'nin gen ekspresyon seviye-
sinde herhangi bir fark bulmamislardir (18). Bu caligmada ise
diger c¢aligmalarin aksine vitrifikasyon isleminden sonra
enzim ekspresyonlarinin degismedigi rapor edilmistir. Ek
olarak, Hu ve ark. sigir oositlerinde global DNA metilas-
yonunun hem yavas dondurma hem de vitrifikasyondan sonra
onemli Olciide azaldigini bulmustur (2). Bu calismalara
uygun olarak, sonuglarimiz, kriyoprezervasyonun ve yeniden
transplantasyonundan sonra ovaryum dokusunda ve
folikiillerinde Dnmt3a ve Dnmt3b ekspresyonunun 6nemli
Olciide azaldigim1  gostermektedir. DNA  metilasyonu
Dnmt’lar tarafindan katalize edilir, bu nedenle azalmis Dnmt
ekspresyonu, global DNA metilasyonunda bir azalmaya
neden olabilir ve ovaryum dokusu ve folikiillerde epigenetik
profili degistirebilir. Ayrica, taze yeniden transplante edilmis
veya kriyoprezerve edilip yeniden transplante edilmis
ovaryum dokusunda, Dnmt3a ve Dnmt3b proteinlerinin
ekspresyon seviyelerinin, transplantasyonun kendisinin DNA
metilasyon durumunu degistirebilecegini  gostermistir.
Biiyiiyen folikiillerde, kontrole kiyasla DCT grubunda
Dnmt3a ve Dnmt3b proteinlerinin ekspresyonu o6nemli
Olciide azalmistir. Dnmt'larin zamansal ifadesi, ovaryum ve
folikiillerinde DNA metilasyonu ig¢in kritik olabilir, ¢iinkii
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gelisimle ilgili genlerin transkripsiyonel aktivitelerini diizen-
lemektedirler. Primordiyal folikiil rezervini kontrol eden
baskilayic1 genlerin/proteinlerin ekspresyonunun, 6zellikle
transplantasyondan sonra, ovaryan kriyoprezervasyonu
ardindan degistigi daha Onceden gosterilmistir (19).
Caligmamizda, DNA metilasyonunu gergeklestiren enzimle-
rin de yapilan islemlerden sonra degistigi gosterilmistir.
Bilindigi tizere; DNA metilasyonu genlerin kontroliini
saglayan ana saltere benzetilir. Gen ekspresyonlarmindaki
degisim DNA metilasyonu ile iliskili olup genlerin baskilan-
mas1 ya da aktivasyonu DNA metilasyonunun kontroliinde-
dir. Primordiyal folikiil rezervini kontrol eden baskilayici
genlerin/proteinlerin  ekspresyonunun  degismesi DNA

metilasyonunun degisiminden kaynaklaniyor olabilir.

Ovaryum graftlarinin basarili implantasyonu revaskiilar-
izasyon periyoduna baglidir, ¢linkii doku implantlar1 anjiyo-
genez olusana kadar iskemik hasara maruz kalir (20).
Hipoksik stresin global DNA metilasyonu veya DNA demeti-
lasyon siireglerini ve ayrica gesitli dokularda Dnmt enzimle-
rinin ekspresyonunu degistirdigi bilinmektedir (21-23). Bu
nedenle, nakledilen ovaryum dokusunda hipoksik stresin
baglica nedeni olan gecikmis yeniden damarlanma siirecinin,
modelimizde Dnmt3a ve Dnmt3b'nin degistirilmis ekspres-
yonunu indiikleyebilecegini tahmin etmek miimkiindiir.

SONUC

Kriyoprezervasyonun Dnmt3a ve Dnmt3b protein ekspres-
yonu iizerindeki etkisini analiz eden ve yeniden transplantas-
yon isleminin etkisini test eden calismamiz, kriyoprezer-
vasyon ve yeniden transplantasyonun si¢an ovaryumlarinda
Dnmt3a ve Dnmt3b ekspresyonlarini 6nemli Olgiide
degistirdigini gostermisti. Dnmt genlerinin eksikliginin
imprinting bozukluklarina, epigenetik anomalilere, embriyo-
nik 6lime veya maternal baski kaybina yol agtig1 bilindigin-
den, DNA metilasyon durumunun dondurarak saklama ve
yeniden transplantasyonun ardindan degisebilecegini vurgu-
lamak 6nemlidir. Deney hayvanlarinda ve 6zellikle insanda
daha ileri ve molekiiler ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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