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Orijinal Makale

FARE OSTRUS SIKLUSU’NUN FARKLI FAZLARINDA

PLIN2 VE PLIN3 EKSPRESYONU

Ilknur KESKIN!#, Turan DEMIRCAN?#, Nejda BEDRI*, Nadiye KOROGLU?

OZET:

Giris: Puberteye kadar birinci mayozun pro-
faz evresinde bekleyen primordiyal folikil-
lerden birkacgi puberte ile birlikte, hormonal
uyari altinda her ay tekrarlayan bir sertve-
ne baslar. Bu slrecte ovaryumun stromal
hicreleri de farklilasarak, lipid droplet (LD)
acisindan zengin teka htcrelerine farkhlagir-
lar. Farede bu slre¢ ¢ok kisadir ve ortalama
4 glnde tamamlanir. Hlcre ic¢i sitoplazmik
yapilar olan LD’ler, hiicre ici bircok olayda
enerji kaynagi olarak karsimiza ¢cikmaktadir.
Perilipin yag damlaciklarinin ytzeyine loka-
lize olan fosforilasyon bagiml bir proteindir
ve LD’leri hormona duyarl lipazin etkisinden
korur.

Materyal-Metot: Seksiel olarak matr, di-
zenli 6strus siklusuna sahip 24 adet disi fare
vajinal smear sonuclarina gére 4 gruba ayril-
di; proGstrus, dstrus, metdstrus, ve didstrus.
Sakrifiye edilen farelerin overleri alindi. Bir
over Hematoksilen Eozin boyama ve PLIN2-
PLIN3 cift floresan boyama icin, diger over
ise Western Blot analiz icin kullanildi.

Bulgular: Western Blot analiz sonuclarina
goére PLIN2 ekspresyonu en fazla diéstrus,
PLIN3 ekspresyonu ise en fazla didstrus ve
prodstrus fazinda dlglldld. Prodstrus antral
folikll oositinde PLIN3 ekspresyonunun ayni

gruptaki fakl hicre gruplarina gére anlamli
olarak daha fazla oldugu saptandi (p<0,05).
Ostrus antral folikiil oositinde eksprese olan
PLIN3 atretik folikil PLIN3 ekspresyonu-
na goére anlamli olarak daha yuksek 6lcildi
(p=0,031). Sekonder folikll grantloza hlc-
relerinde didstrus fazinda PLIN3 ekspres-
yonu prodstrus (p=0,000), 6strus (p=0,001)
ve metdstrus (p=0,023) fazlarindan anlamli
olarak daha yuksek saptandi. Sekonder fo-
likil oositinde PLIN3 ekspresyonu didstrus
fazinda metéstrus fazindan anlamli olarak
daha yUksek saptandi. Preantral folikul gra-
niloza hicrelerinde eksprese olan PLIN3’Un
Ostrus fazinda prodstrus (p=0,005), metdst-
rus (p=0.045) ve didstrus (p=0,025) fazlarina
gore anlamli derecede daha ylksek oldugu
saptandi. Atretik folikll graniloza huicrele-
rinden eksprese olan PLIN3 miktarinin dstrus
fazinda prodstrus fazina gére anlamli olarak
daha ylksek oldugu goérulda (p=0.023).

Tartisma: Komleks bir stire¢ olan oosit ma-
tirasyonu, ovulasyon ve fertilizasyon asa-
malarinda gelisen olaylar enerji gerektirir. Bu
surecte hicre ici lipid mobilizasyonunu du-
zenleyen yollar ile oositi aktive eden yollarin
yakindan iligkili oldugu cesitli ¢alismalarla
ortaya konmustur. Biz de calismamizda 6st-
rus siklusunu olusturan doért fazda PLIN2 ve
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PLIN3 ekspresyonlarinin fazlar arasinda ve
ayni faz icinde farkl hiicre gruplarinda eks-
presyon farkhliklari gosterdiklerini gosterdik.
Bu da bize bu diuzenleme ile oosit ve gra-
nuloza hicrelerinin enerji ihtiyacina goére pe-
rilipin ekspresyonunu ayarladigini ve enerji
rezervini korudugunu gdéstermistir.

Anahtar kelimeler: Perilipin, Ovaryum, Ost-
rus, Lipid Droplet, Fare

Expression of PLIN2 and PLIN3 during the
different phases of estrous cycle in mouse

Abstract

Introduction: Some primordial follicles whi-
ch waits at the first meiotic prophase sta-
ge till puberty begins a recurring adventure
with puberty every month under hormonal
stimulation. During this process stromal cel-
Is differentiate into theca cells which are rich
in terms of lipid droplets (LD). This process
is very short, and completed an average of 4
days in mice. LDs, which are intracellular cy-
toplasmic structures, emerges as an energy
source in many intracellular processes. Pe-
rilipin, a phosphorylation dependent protein,
is localized to the surface of the oil droplets
and protects LDs from the effect of the hor-
mone-sensitive lipase.

Materials and Methods: 24 female mice
that are sexually mature and having regular
estrous cycle, were divided into 4 groups
according to the vaginal smear results; pro-
estrus, estrus, metestrus, and diestrus. Ova-
ries of the sacrificed mice were isolated. A
single ovary was used for hematoxylin eosin
sand PLIN2-PLIN3 double fluorescent stai-
ning. The other ovary was used for Western
Blot analysis.

Results: According to the western blot re-
sults, PLIN2 expression was detected at
most in diestrus stage, and these phases
for PLINS are diestrus and proestrus. PLIN3
expression was found to be significantly
high in comparison to the different cells in
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the same group in proestrus antral follicle
oocytes (p <0.05). PLIN3 expression in est-
rus antral follicles is significantly higher than
expressed PLIN3 amount in atretic follicles
(p = 0.031). PLIN3 expression in diestrous
phase for secondary follicular granulosa
cells is significantly higher than proestrus (p
= 0.000), estrus (p = 0.001) and metestrus
(p = 0.023). PLIN3 expression in secondary
follicles oocytes were significantly higher in
diestrus phase than the the metestrus pha-
se. PLIN3 expression in estrus phase for
pre-antral follicle granulosa cells is signifi-
cantly higher than proestrus (p=0,005), me-
testrus (p=0.045) and diestrus (p=0,025).
PLIN3 expression level in atretic follicular
granulosa cells was significantly higher in
estrus phase than the proestrus phase (p =
0.023).

Discussion: Ongoing events during the
complex process of oocyte maturation, ovu-
lation and fertilization stages require energy.
By many studies, cross talking of pathways
related to activation of oocytes and regula-
tion of lipid mobilization has been demons-
trated. Here, in this study, we exhibit the
expression alterations of PLIN2 and PLIN3
in different phases or in diverse cells of the
same phase during the estrous cycle. Ac-
cording to this data, we can conclude that,
energy requirements of the oocyte and gra-
nulosa cells regulates the perilipin expressi-
on and maintenance of energy reserves.
Key Words: Perilipin, Ovary, Estrus, Lipid
Droplet, Mouse

Giris

insanda primordiyal folikiil asamasindan
baslayip sonucta fertilize olacak ve embri-
yo gelistirecek olan oositin gelisim sireci-
ni ifade eden folikil matlirasyonu, oldukca
kompleks ve dinamik bir strectir. Bu slrec¢
ekstra ve intra-ovaryen faktoérler tarafindan
dizenlenmektedir. Puberte ile birlikte, birinci
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mayozun profaz evresinde beklemekte olan
primordiyal folikillerden her ay klglk bir
grup, hormonal regtlasyon ile biylime stre-
cine baslar. Folikuler bliylumeyle es zamanh
olarak ovaryumun stromal hlcreleri de fark-
llagsarak androstenedion sentezleyen teka
hicrelerine farklilagirlar. Bu hicreler steroid
sentezi yapan tipik hicre karakterine sahip-
tirler ve LD acisindan oldukg¢a zengindirler
(Junqueira et al. 1998, Junquera et al.2006).

insanda gézlenen ortalama 28 ginlik &st-
rus siklusunun aksine farelerde dstrus sik-
lusu 4-5 giinde tamamlanmaktadir ve 4 faza
ayrilmaktadir; prodstrus (P), &strus (0), me-
tostrus (M) ve didstrus (D) ( Nelson, J. F., et
al. 1982, Safranski., T., et al. 1993). Pro6st-
rus fazi 12 saat, ostrus fazi 12-24 saat, me-
tostrus fazi 6-8 saat ve didstrus fazi 52-60
saat surmektedir (Petroianu, A., et al. 2005).
Prodstrus fazinda ve dstrus fazinin baslarin-
da ovaryumda folikil gelisimi izlenirken, 6st-
rus fazinin ortalarinda ovulasyon gercekle-
sir, metdstrus fazinda korpus luteum olusur,
didstrus fazi ise dinlenme fazidir (Hubscher,
Brooks et al. 2005).

Ostrus siklusu boyunca cinsiyet hormonla-
rinda meydana gelen siklik degisiklikler va-
jinal epitelde de histolojik degisikliklere ne-
den olmaktadir. Vaginal smearda Ug¢ tip hlic-
re gorulmektedir; nikleuslu epitel hicreleri,
kornifiye epitel hicreleri ve |16kositler. Bu U¢
hicrenin smeardaki yogunlugu 8strus siklu-
su fazlarinin belirlenmesini saglar. Pro6strus
fazinda bol miktarda nikleuslu epitel hiicre-
si gorulurken, 6strus fazinda kornifiye epitel
hicreleri agirliktadir. Metdstrus fazinda kor-
nifiye epitel hicrelerinin yani sira |6kositler
de bulunur. Diéstrus fazinda ise nukleuslu
epitel hlcreleri ve I8kositler izlenir. Bu don-
gl icerisinde hayvanlar morfolojik, fizyolojik
ve davranigsal farkliliklar sergilemekte ve
enerji dengeleri degismektedir (Hubscher, C.
H., et al. 2005).

Hlcre i¢i sitoplazmik yapilar olan LD’ler,
ndtral yaglan ve serbest yag asitlerini depo-
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lamaktadirlar (Wang, H., et al. 2011). Meta-
bolik enerji, membran bileseni, tasima, lipid
metabolizmasi ve biyosentezi, translasyon
sonrasi protein modifikasyonu ve sinyal mo-
lekull gibi bircok hlcre ici olayda LD’lerin
fonksiyonel oldugu bilinmektedir ( Murphy,
D. J. 2001, Thiele, C. ve J. Spandl 2008),
LD fonksiyonunda membraninda bulunan
fosfolipid tabaka etkilidir. Fosfolipid tabaka
bircok protein icermektedir. PAT (perilipin,
adipophilin, and TIP47) protein ailesi Uyeleri
bunlardan birkacidir. Memelilerde Perilipin
(PLIN1), Adipophilin (ADRP- PLIN2), PLIN3
(TIP47), PLIN4 (S3-12) ve PLIN5 (OXPAT) ol-
mak Uzere 5 farkli PAT protein ailesi Uyesi
tespit edilmigstir. Doku ve hicreye gore eks-
presyonlari degismekle birlikte PLIN1; beyaz
yag dokusunda, PLIN2; makrofaj, mikroglia,
grantlosa hucreleri ve oositlerde, PLINS;
oositler dahil birgcok hlicrede, PLIN4; kahve-
rengi yag dokusunda, PLIN5; kalp, karaciger
ve iskelet kasi gibi cesitli oxidatif dokular-
da eksprese olmaktadir ( Khor, V. K., et al.
2013). Perilipin yag damlaciklarinin ylizeyine
lokalize olan fosforilasyon bagimh bir prote-
indir. Enerji rezervini olusturan triacilgliserol
(TAG)’u serbest yag asitleri ve gliserol olu-
sumuna (hidrolizine) neden olan hormona
duyarl lipazin etkisinden korur ve depolan-
masini kontrol eder. Eger Protein Kinaz A
tarafindan fosforilasyonu gercgeklestirilirse,
Perilipin’in yapisi degisir ve artik yag dam-
lasini 6rtmez. Bunun lzerine lipaz, yag dam-
laciginin ylzeyine baglanip TAG’1I hidroliz-
lemeye baslar, yani parcalar ve enerji aciga
cikar. Daha 6nceki calismalar perilipinin li-
pid yikimini engelleyip, lipid birikimini tesvik
ettigini géstermistir (Tansey, J.T. et al. 2003,
Marcinkiewicz, A.et al 2006).

Materyal ve metod

Bu calismada yer alan deneyler istanbul Me-
dipol Universitesi Rejeneratif ve Restoratif
Tip Arastirmalan Merkezi (REMER) tarafin-
dan desteklenerek gerceklestirildi. Deneyde
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kullanilan hayvanlar istanbul Medipol Uni-
versitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(38828770-604.01.01-E.1816) tarafindan be-
lirlenmis olan deney hayvanlari bakim, kulla-
nim ve 6tenazi protokoliine uygun olarak kul-
lanildi.

Deney Gruplarinin Olusturulmasi

PLIN2 ve PLIN3’lUn, ovaryumda in vivo eks-
presyonlarinin degerlendiriimesi amaci ile
seksuel olarak matur, dizenli dstrus siklusuna
sahip 24 adet 3 aylik Balb/c disi fare kullanildi.
Gunlik vaginal smear takibi yapilarak sikluslar
tespit edildi. Vajinal smear, steril pipet yardimi
ile vajinal duvari izotonik sollisyon ile yikaya-
rak yapildi. Yikama sonucu elde edilen mater-
yal lam Gzerine yayilarak Giemsa ile boyandi.
Goruntileme 1siIk mikroskobu (Zeiss, Axio-
Zoom V16) ile yapildi ve fotograflari cekildi.
Ostrus siklusu fazlari vajinal smearda bulunan
hicre tiplerinin yogunluguna gére belirlendi
(McLean, A. C., et al. 2012). Siklus asamalari
dort kategoride siniflandi: prodstrus (P; n=6),
Ostrus (E; n=6), metdstrus (M; n=6), ve didst-
rus (D; n=6). Ketamin ve ksilazin (5 mg/kg-50
mg/kg) anestezisi altinda sakrifiye edilen hay-
vanlardan alinan ovaryum dokulari, % 10’luk
neutral buffer formaline (NBF) igerisinde fikse
edildi. Ovaryumlar kademeli olarak konsant-
rasyonu artan etil alkol serilerinde dehidre
edilerek xylene ile seffaflastinlip parafine go-
muldu.

Hematoksilen Eozin Boyamasi

Mikrotom (HM 340E, Thermo Scientific) ile 5
pm kalinliginda alinan parafin kesitler, ettiivde
deparafinize edildikten sonra kademeli olarak
konsantrasyonu azalan etil alkol serilerinden
gegcirildi. Hematoksilen (Bio-Optica) ve Eozin
(Bio-Optica) ile boyanan dokular, artan etil al-
kol serilerinden gecirilerek xylene ile seffaflag-
tinldi. Mounting mediumu ile kapatilan doku-
lar 1sik mikroskobu (Zeiss, AxioZoom V16) ile
goruntilendi ve fotograflari gekildi.
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Western Blot Analizi

Tum gruplara ait ovaryumlardan alinan doku-
larda, total protein, T-PER doku protein eks-
traksiyon kiti (Thermo scientific) ve proteaz
inhibitord (1 mM phenylmethyl sulphonyl flu-
oride, Roche) kullanilarak yapildi. Homojeni-
ze edilen dokularda protein konsantrasyonu
belirlendi (Qubit 2.0 Fluoremeter, Lifetech-
nologies). Hazir jellerin (AnykD Mini-Protean
TGX Precast Protein Gels, Bio-Rad) her ku-
yucuguna 20 pg protein ytklenerek SDS-PA-
GE elektroforez ile proteinler agirhigina gore
ayrildi. Jeldeki proteinler aktiflestirilen PVDF
membran (Trans-Blot Turbo Mini-size PVDF
Membran, Bio-Rad) Ulzerine aktarildi. Non
spesifik baglanmalari engellemek icin memb-
ran % 5 yagsiz sut tozu iceren TBS-T (% 0,1
Tween 20 iceren TBS) ile bloklandi. TBS-T
ile yikanan membranlar rabbit poliklonal an-
ti-mouse (PLIN2, diliisyon 1:2000, Novusbio)
ve guinea pig polyclonal anti-mouse (PLINS,
dilisyon 1:2000, Progen) primer antikorlari
ile bir gece +4 °C’de inkiibe edildi. U¢ defa
TBS-T ile yikanan membranlar HRP konjuge
goat anti rabbit IgG (diltisyon 1:10000, Santa
Cruz) ve Goat anti Guinea pig IgG (dilisyon
1:10000, Santa Cruz) sekonder antikorlari ile
bir saat inkibe edildi. HRP substrati (Clarity
Western ECL Substrate, Bio-Rad) damlatilan
membranlardaki protein bantlarinin gérianta-
st alindi (Bio-Rad Chemi DOC MP imaging
System) yapildi. Gruplara ait over dokularin-
dan yapilan Western blot bantlarinin él¢im-
leri image Lab software 5.0 BiO-Rad ile ya-
pildi.

PLIN2 ve PLIN3 Cift immunfloresan Boyama

Alinan 5 pm kalinhgindaki kesitler, xylene
ile deparafinize edilerek azalan etil alkol se-
rilerinden gegcirildi. PBS ile yikanan kesitler
7 dakika sitrat buffer tampon sollsyonu ile
kaynatildi. % 10’luk kegi serumu (NGS, Ab-
cam) ile 1 saat bloklamanin ardindan rab-
bit poliklonal anti-mouse (PLIN2,dillisyon
1:100, Novusbio) ve guinea pig polyclonal
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anti-mouse (PLINS, dilisyon 1:100, Progen)
primer antikorlari ile bir gece +4 °C’de inki-
be edildi. Primer antikorlar uzaklastirilip 3 kez
PBS ile yikanan kesitler 1 saat goat anti-rab-
bit polyclonal (dilisyon 1:100, Alexa Flour
488, Abcam) ve goat anti-guinea pig polyclo-
nal (dilisyon 1:100, Alexa Flour 594, Abcam)
sekonder antikorlar ile inklibe edildi. Sekon-
der antikor uzaklastirilip 3 defa PBS ile yika-
nan kesitler kapatma mediumu (prolong gold
antifade reagent with DAPI, Lifetechnologies)
ile kapatildi ve Zeiss LSM 780 NLO konfo-
kal mikroskop (Carl Zeiss) ile gdrintilendi.
Gruplara ait over kesitlerinde immunfloresan
Isimanin intensity 6lcimleri Zen 2011 Blue
Software (Zeiss) programinda yapildi.

istatistiksel analiz

istatistiksel analizler icin SPSS 18.0 istatistik
paket programi kullanildi. Verilere kendi alan-
larinin ortalamasi esas alinarak standardizas-
yon islemi uygulandi. Calisma gruplan tek-
yonll varyans analizi (One- way ANOVA) ile

test edildi (ikili karsilastirmalar Tukey’s HSD
testi ile yapildi). p<0.05 olasilik degeri anlaml
kabul edildi.

Bulgular
Vajinal Smear

Prodstrus grubuna ait smear 6rneklerinde ki-
meler olusturmus nikleuslu epitel hicreleri,
Ostrus fazi 6rneklerinde ise kimeler halinde
nikleussuz kornifiye epitel hicreleri gorildi
(Sekil 1a, 1b). Metdstrus fazindaki 6érneklerde
erken doénemde kornifiye hlcrelerin yaninda
noétrofiller gozlenirken, ilerleyen dénemlerde
nukleuslu epitel hiicreleri ve noétrofiller goril-
du (Sekil 1c). Diostrus fazi 6rnek smearlarin-
da artmis olan nétrofillerin yaninda nukleuslu
epitel hicreleri gézlendi (Sekil 1d).

Hematoksilen Eozin Boyamasi

Fare &strus siklusunun kisa olmasi sebebiyle,
siklus fazlarina ait kesit géruntulerinde, fark-
I gelisim asamalarina ait folikuller gézlendi.
Primordiyal, primer ve preantral foliktller kor-
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tikal bolgede, antral foliklller ise daha cok
medullar bélgede izlendi. Ovaryumda sik-
lusun farkli fazlarinda farkh jenerasyonlar-
da korpus luteumlar ve farkh atretik dejene-
rasyon seviyelerinde foliklller tespit edildi.
Prodstrus fazinda sitoplazmik vakuoller ve
dejenere olmus korpus luteum ile etrafinda
fibréz doku proliferasyonu gériildi. Ostrus
fazinda dejenere olmus, hilcre sitoplazmasi
bazofilik boyanmig, merkezde sivi dolu bos-
lugu olan ve fibréz doku icermeyen korpus
luteum goézlendi (Sekil 2).

Western blot analizi

Western blot analizi igin, test edilen PLIN2
ve PLIN3 disinda kontrol olarak (houseke-
eping gene) beta aktin kullaniimistir (Sekil
3). Kuyucuklardaki miktarin élcimi sonrasi,
PLIN2 ve PLIN3 miktarlari her siklus icin beta
aktin ile normalize edilmigtir. Bu normalizas-
yon sonucunda, PLIN2 ve PLINS3 ekspresyon
degerleri karsilastinlip, PLIN2 ekspresyonu-
nun en fazla diéstrus fazinda oldugu goéraldi
(Sekil 4). PLIN3 ekspresyonunun ise didst-

rus ve prodstrus fazinda diger fazlara kiyasla
daha fazla oldugu saptandi (Sekil 4).

PLIN2 ve PLIN3 Cift immunfloresan Boyama

Gruplara kendi icinde bakildiginda, prodst-
rus grubunda antral folikil oositinde eks-
prese olan PLIN3 miktarinin antral folikl
grantloza hicreleri (p=0,031), atretik foli-
kil (p=0,024), preantral folikil graniloza
hicreleri (p=0,005) ve primer folikll grani-
loza hucreleri (p=0,016) ile kiyaslandiginda
anlamli olarak daha fazla oldugu saptandi.
Farkli siklus fazlarindaki toplam PLIN2 ve
PLIN3 ekspresyonlar 6lgildiginde PLIN2
ekspresyonunun PLIN3 ekspresyonuna ki-
yasla overlerde daha baskin oldugu izlendi
(Tablo1) (Sekil 5). Gruplar arasinda bu far-
ka bakildiginda ise farkh evrelerdeki folikll-
lerde farklilik géstermekle birlikte toplamda
PLIN2’nin didstrus ve metdstrusta, PLIN3’Un
ise didstrusta anlamli olarak daha fazla eks-
prese edildigi saptandi (p<0,05).

Farkli fazlarda primer ve sekonder foliktlle-
re ait oosit ve granlloza hicrelerinden eks-
presse olan PLIN2 ve PLIN3 miktarlari karsi-
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lastinldiginda primer folikil graniloza hic-
releri ve oositlerinde eksprese olan PLIN2 ve
PLIN3 degerlerinin fazlar arasinda anlamli
farklihk géstermedigi gézlendi. Sekonder fo-
likGl graniloza hicrelerinde ise PLIN2 eks-
presyonunun diéstrus fazinda diger fazlara
gore daha yiksek olmakla birlikte anlamli bir
farkliik gdstermeksizin devamli yiksek sey-
rettigi gézlendi. Sekonder folikul graniloza
hicrelerinde PLIN3 ekspresyonuna bakildi-
ginda didstrus fazinda PLIN3 ekspresyonu
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prodstrus (p=0,000), &strus (p=0,001) ve
metdstrus (p=0,023) fazlarindan anlamli ola-
rak daha yuksek saptandi (Tablo2) (Sekil 6a).

Sekonder folikll oositinde de PLIN2 eks-
presyonunun didstrus fazinda diger fazlara
gdre daha yuksek olmakla birlikte anlamli
bir farkhlik géstermeksizin devaml yUksek
seyrettigi gozlendi. Sekonder folikil oosi-
tinde PLIN3 ekspresyonuna bakildiginda
ise diostrus fazinda PLIN3 ekspresyonunun
metdstrus (p=0,037) fazindan anlamli olarak
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Tablo 1: Oositlerde toplam ortalama PLIN2 ve PLIN3 ekspresyon
degerleri (* p<0,05)

Gruplar PLIN2 PLIN3
Predstrus 2.131 182
Ostrus 1.803 206
Metbstrus 4.965* 547
Diostrus 6.503" 955*

Sekil 5: Prodstrus (a), Ostrus (b), Metdstrus (c) ve Didstrus (d)
PLIN2 ve PLIN3 ekspresyonu
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Tablo 2: Grantiloza hicrelerinde (gh) ortalama PLIN2 ve PLIN3

ekspresyon degerleri (* p<0,05)

Gruplar
Ostrus sekonder fol (gh)

Didstrus sekonder fol (gh)

Predstrus sekonder fol (gh)

Metostrus sekonder fol (gh)

PLIN2 PLIN3

30,5297 1,8726*
24,7888 2,0332*
32,5012 2,9435"
55,5838 6,1925

Sekil 6: Sekonder foliklil grantiloza hiicrelerinde (a) ve sekonder
foliktll oositinde (b) PLIN3 ekspresyonu

daha yuksek oldugu saptanmistir (Tablo3)
(Sekil 6b).

Preantral folikil granltloza hucrelerinden
eksprese olan PLIN3 degerlerine bakildigin-
da Ostrus fazinda saptanan degerin prodst-
rus (p=0,005), metdstrus (p=0.045) ve didst-
rus (p=0,025) fazlarina gore anlamli derece-
de daha ylksek oldugu saptandi (Sekil 7a).
Preantral folikil oosit PLIN3 ekspresyonu
ise tim gruplarda benzer sekilde gdézlen-
mistir.

Atretik folikll graniloza hicrelerinden eks-
prese olan PLIN3 miktarinin &strus fazinda
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prodstrus fazina gére anlamli olarak daha
yiksek oldugu goéruldi(p=0.023) (Sekil
7b).

Tartisma

Oosit matlrasyonu, oosit nikleus ve si-
toplazmasinda kompleks bir dizi olaylarin
meydana geldigi ve profaz evresinde bek-
leyen mayozun tamamlandigi bir slrectir
(Wu B,1996, Krischer RL,2004, Kimura N. Et
al. ,2007). Matlrasyon esnasinda ve 6ncesinde,
oosit hacimce buyumekte ve geligerek fertilize
olabilme yetenegi kazanmaktadir (Xia, Kikuchi et
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Tablo 3: Oositlerde ortalama PLIN2 ve PLIN3 ekspresyon degerleri

(* p<0,05)
Gruplar PLIN2 PLIN3
Predstrus sekonder fol (oosit) 29,3950 3,2236
Ostrus sekonder fol (oosit) 19,8084 2,7979
Met6strus sekonder fol (oosit) 16,2500 2,2373
Didstrus sekonder fol (oosit) 48,9112 6,8113*

Sekil 7: Preantral foliklll grantiloza hiicrelerinde (a) ve atretik folikdl
grantloza hicrelerinde PLIN3 ekspresyonu

al. 2000). Buyume asamasindaki folikiilde ayni za-
manda folikuler hticre proliferasyonunun da hizlan-
masi ile birlikte enerji ihtiyaci da artmaktadir. Ayni
surecte blyUyen folikllin ooplazmasinda glikojen
grandlleri ve yag asitleri iceren LD’ler birikmek-
tedir (Sturmey and Leese 2006, Griffin, Emery et
al. 2006). Olgunlasan oositteki htcre igi lipid mo-
bilizasyonunu duzenleyen yollar ile oositi aktive
eden yollarin yakindan iligkili oldugu bilinmektedir
(Downs, Hudson et al. 2002, Holm 2003).

PLIN’in adipositlerdeki varligi ve lipid homeos-
tazindaki rolleri detayl olarak bilinse de, over-

lerdeki varliklar ve rolleri ile ilgili caigsmalar gok
sinirhdir. Hayvan modelleri ile yapilan ¢calismalar,
PLIN2 ve PLIN3’lUn oosit matlrasyonunda ve
erken embriyo gelisiminde énemli rol oynadigi-
ni géstermektedir (Yang, Dunning et al. 2010,
Sastre, Costa et al. 2014, Zhang, Fu et al. 2014).
Domuz oositlerinde PLINT mRNA ekspresyo-
nu saptanmazken, Germinal Vezikil (GV) ve
Metafaz Il (Mll) asamasindaki oositlerde PLIN2
MRNA ekspresyonunun oldugu gézlenmektedir
(Zhang, Fu et al. 2014). Baska bir calismada, MlI
asamasindaki oositte PLIN2 ekspresyonunun
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GV asamasindaki oosite gbre anlamli derecede
disik oldugu gozlenmistir. Bu da oosit mati-
rasyonu esnasinda PLIN2’nin TG depolanmasini
dlzenleyen baslica LD proteini oldugunu disun-
durmustur (Zhang, Fu et al. 2014).

PLIN’in oositlerdeki bu ekspresyon farkliliklari,
in vitro mattrasyon (IVM) esnasinda énemli rol-
lerinin oldugunu dusundiren gugclli bir kanittir.
Yapilan IVM c¢alismalarinda PLIN2 ekspresyonu
sabit kalirken, PLIN3 ekspresyonunun azaldigi
g6zlenmistir (Yang, Dunning et al. 2010, Sastre,
Costa et al. 2014, Zhang, Fu et al. 2014). PLIN2
ekspresyonu IVM esnasinda PLIN3 ekspresyo-
nuna gére daha yuksek oranda gérulmustur. Ay-
rica PLIN2’nin grantloza htcrelerindeki mRNA
ve protein dizeylerinin periovulatuar dénemde
yukseldigi ve LH ylkselmesinden 36 saat sonra
pik yaptigi gosterilmistir (Seachord et al 2005).
PLIN2 prostaglandin (PG) sentezi icin gerekli
olan arasidonik asit (AA) de dahil olmak Uzere
uzun zincirli yag asitlerinin htcre icinde biriki-
minden sorumludur. PLIN2 bu etkileriyle grant-
loza hucrelerinin AA’i kullanmasini ve dolayisiyla
basarili bir ovulasyon igin gerekli olan prostog-
landinlerin sentezlenmesini saglamaktadir. Oosit
mattirasyonunda PLIN2 ekspresyonunun artma-
s, matUrasyon esnasinda eneriji ihtiyacinin arttigi
dénemde lipid depolarinin aniden tiketilmesini
Onlemek icin oositin metabolik yanitini yansit-
maktadir (Bickel, Tansey et al. 2009).

Embriyo gelisim surecinde de PLIN2 ekspres-
yonunun morula asamasinda ve PLIN3 ekspres-
yonunun blastokist asamasinda belirgin olarak
arttigi géralmustur (Lee B,2009). Blastokist asa-
masinda PLIN3’Un PLIN2’ye gbére 15 kat daha
fazla eksprese oldugu saptanmistir (Sastre, et
al. 2014). PLIN3’Un sigirlarda embriyo gelisim
strecinde ana PAT proteini oldugu gostermis ve
bunun da artan protein ihtiyaci ve ylksek eneriji
gereksinimine bagl oldugunu 6ne sirmusglerdir
(Sastre, et al. 2014).

Calismamizda gruplara ait smear 6rneklerinde
fazlar belirlememizi saglayan hicresel degisik-
likler izlendi. Siklus fazlarina ait preparat gortin-
tllerinde, fare Ostrus siklusunun kisa olmasi
sebebiyle, cesitli gelisim asamalarindaki foli-
killer bir arada gézlendi. Ovaryen yapi normal
histolojik 6zelliklerde idi. Western blot analizi ile
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PLIN2 ekspresyonunun en fazla diéstrus fazinda
oldugu gorildi. Bu da bu evrede eneriji ihtiya-
cinin azaldigi ve LD’lerin korundugunu goéster-
di. PLIN2 ve PLIN3 ekspresyonunun daha ¢ok
nerelerde oldugunu saptamak igin yaptigimiz IF
goruntilemede overlerde toplamda baskin ola-
nin literattrle uyumlu olarak PLIN2 ekspresyo-
nu oldugu goérildi. Bununla birlikte PLIN2’nin
didstrus ve metdstrusta, PLIN3’Un ise didstrusta
anlaml olarak daha fazla eksprese edildigi sap-
tandi. YUksek aktivasyon gdstermeyen primer
folikdl granlloza hicreleri ve oositlerinde eks-
prese olan PLIN2 ve PLIN3 degerlerinin ise fazlar
arasinda anlaml farklilk géstermedigi gozlendi.
Gruplara kendi icinde bakildiginda, prodstrus
grubunda antral folikll oositinde eksprese olan
PLIN3 miktarinin dokudaki diger hiicrelere goére
anlaml olarak daha fazla oldugu saptandi. Oo-
sitin enerji kapasitesini ovulasyon sonrasi igin
korumak amach PLIN ekspresyonunu artirmasi
ile korele oldugu distnuldi. Sekonder folikdl
graniloza hicrelerinde PLIN3 ekspresyonunun
bu evrede graniloza hucrelerinde proliferasyo-
nun azalmasi ile baglantili olarak enerji ihtiya-
cinin azalmasi ile birlikte diger hiicre gruplarina
kiyasla anlamh olarak daha ylksek oldugu sap-
tandi. Sekonder folikil oositinde PLIN3 ekspres-
yonuna bakildiginda da kendini ovulasyon ve
ardindan fertilizasyona hazirlayan oositin ener;ji
kaynaklarini korumak icin PLIN ekspresyonunu
artirdigi disunuldu.

Fare Ostrus siklusunun kisa olmasi ve surekli
devamlilik gostermesi siklus evrelerinin keskin
sinirlarla ayrimasini zorlastirmaktadir. Ozellik-
le metdstrus fazinda over yakalamak oldukga
glc¢ olmaktadir. Bununla birlikte overde mevcut
tih hucre gruplarinda perilipin ekspresyonunun
farkl oranlarda yapiliyor olmasi 6zellikle western
sonuglarinda total perilipin miktarini saptama-
miza ve hicre dizeyinde bir deger vermemize
engel teskil etmektedir. Bilindigi tzere perilipin
ancak fosforile oldugu durumda aktive olmakta
ve bu asamada LD’ler pargalanip enerji agiga
cikmaktadir. Bu sebeple farkli siklus evrelerinde
fosforile olan ve fosforile olmayan perilipin eks-
presyonlarinin birlikte gdsterilmesi daha acikla-
yici sonuclar verebilir.

Sonug: Oosit matiirasyonunu tetikleyen ve de-
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vam ettiren mekanizmalardan birisi oosit sitop-
lazmasindaki LD’de gbzlenen PLIN ekspresyon-
landir. LD’de PLIN ekspresyonu degisiklikleri,
oosit matlirasyonunu olumsuz yénde etkileyebi-
lir. Bu nedenle, LD’de gbzlenen PLIN ekspres-
yonlarinin aragtinlmasi ile oosit mattrasyonuna
yon veren fizyolojik ve patofizyolojik sireclerin
daha iyi anlasilabilecegine ve oosit dondurma
slreclerinde de yardimci olabileceg@ine inanmak-
tayiz.
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