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Oosit Maturasyonu Siirecinde Global DNA
Metilasyonunun Degisimi

Alteration of Global DNA Methylation in the
Oocyte Maturation Process

oz

Amag:

Bu calismada, global DNA metilasyonunun Germinal Vezikiil (GV) asamasindan Metafaz 11
(MII) asamasina kadar olan oosit maturasyonu siirecinde degisim gosterip gostermediginin
ortaya konulmasi amaglanmistir.

Gerecg ve Yontemler:

Bu calismada, 4 haftalik Balb/C farelerinin GV ve in vivo MII oosit evreleri arasindaki global
DNA metilasyonu farki immiinofloresan yontemi kullanilarak incelendi. Bu amagla GV ve MII
asamasindaki oositlerde 5-metil sitozin (5SmC) isaretlemesi sonrasi Zeiss LSM-880 Airyscan
konfokal mikroskopta alinan optik kesitlerinden elde edilen goriintiilerden Image-J yazilimi
kullanilarak hesaplanan sinyal yogunluklar1 degerlendirildi.

Bulgular:

Global DNA metilasyonu, 5-metil sitozin (5mC) isaretlemesi sonrasi degerlendirildiginde, GV
asamasindaki oositlerde, ¢ekirdek bolgesinde gozlemlenirken, MII asamasindaki oositlerde
metafaz plagina uygun lokasyonda oldugu izlendi.

Global DNA metilasyonunun goreceli sinyal yogunlugu degerlendirildiginde; MII asamasinda
GV asamasina gore 3,2 katlik istatistiki olarak anlamli bir azalma oldugu saptandi. Bu azaligin
birinci mayoz sonrast DNA miktarindaki azalmaya bagli olup olmadigi i¢in yapilan hesaplamalar
da bunun sadece DNA miktarindaki azalmadan kaynaklanmadigini gosterdi.

Sonug:

Oositlerde, GV asamasina kiyasla MII evresinde global DNA metilasyon seviyesinin ii¢ kattan
daha fazla azalmis olmasi, fertilizasyon Oncesi oositteki DNA metilasyonunun gesitli
mekanizmalarla kontrol edildigini ve bunun fertilizasyon dinamiginde onemli olabilecegini
gostermistir.

Anahtar Sézciikler:
Epigenetik, Global DNA metilasyonu, Oogenez, Oosit

471



ENGHSTIPZRIEY] Siikiir G. ve ark.

ABSTRACT
Objective:
In this study, it was aimed to reveal whether alteration of global

DNA methylation occurs or not during the oocyte maturation
from Germinal Vesicle (GV) to Metaphase 11 (MII).

Material and Methods:

The difference in global DNA methylation between the GV and
in vivo MII oocyte stages of 4-week-old Balb/C mice was
examined by using the immunofluorescence method. For this
purpose, oocytes at GV and MII stages were labeled with
anti-5-methyl cytosine (SmC) antibody and images from optical
sections taken with Zeiss LSM-880 Airyscan confocal micro-
scope were obtained. Signal intensities of the images were
digitalized and calculated by using Image-J software.

Results:

When the global DNA methylation was evaluated after 5-meth-
yl cytosine (5mC) labeling, SmC signals were observed in
nucleus of GV stage oocytes, whereas at metaphase plate of MII
stage. Relative signal intensities of global DNA methylation
were evaluated, and statistically significant (p<0.0001) 3.2-fold
decrease was found at MII stage compared to GV. Calculations
aiming to reveal whether this significant decrease depended on
the reduction in the amount of DNA after meiosis I or not,
showed that the decrease in global DNA methylation may not be
caused by meiosis itself.

Conclusion:

The result that the global DNA methylation level was decreased
more than three times at the MII stage compared to the GV stage
oocytes suggests that DNA methylation is controlled by various
mechanisms, and this may have vital role in fertilization dynam-
ics.

Key Words:
Epigenetics, Global DNA methylation, Oogenesis, Oocyte

GIRIS

Memelilerde oogenez ve erken donem embriyo geligimi
stireglerinde epigenetik mekanizmalarin gérev aldig: bilinmek-
tedir (1). Epigenetik mekanizmalar, dogrudan veya dolayli
olarak gen ifadesini kontrol etmektedir. Dogrudan gen ifadesini
kontrol eden siireglerden bir tanesi DNA metilasyonudur. DNA
metilasyonu, genomdaki CpG (sitozin fosfat guanin) ya da CpG
olmayan bolgelerdeki sitozin niikleotidlerinin besinci karbon
atomuna metil grubu eklenmesi ile gergeklestirilir (2). DNA
metilasyonunda siirdiirme ve de novo metilasyon olmak iizere
iki farkli mekanizma gorev almaktadir. Her iki mekanizmay1 da
DNA Metil Transferaz (DNMT) enzimleri katalizler. Bu iglem-
lerde metil grubu vericisi S-adenozil-L-methionin (AdoMet)’dir
(3). Bugiine kadar memelilerde DNMT1, DNMT2, DNMT3A,
DNMT3B, DNMT3C ve DNMT3L olmak iizere alt1 farkli DNA
metil transferaz enzimi tanimlanmisti. DNMT enzimleri,
yapisal olarak N-terminal diizenleyici bolge, C-terminal katali-
tik domain ve merkezi baglayici domain olmak iizere {i¢ ana
domainden olugmaktadir (4). N-terminal domain DNMT’lerin

hiicre i¢i yerlesimlerini belirler ve metile olmamis ve
yari-metile DNA zincirlerinin tanimlanmasini saglamaktadir.
Ayrica, N-terminal  bdlge ¢ogalan  hiicre  niikleer
antijen-baglayan (PBD), niikleer yerlesim sinyali (NLS),
sitozin-zengin ¢inko parmak baglayan (ATRX), polibromo
homoloji (PHD) ve tetrapeptid kromatin baglayan domainleri de
icermektedir (5, 6). PBD domaini, DNMT’lerin DNA sekansi
ve PCNA proteini ile iliski kurmasini saglarken PHD domaini
replikasyon catalinda yeni DNA zinciri sentezini uyarmaktadir
(7,8). C-terminal domain 10 farkli motif igermektedir. Bu 10
motifin altis1 (I, IV, VI, VIII, IX ve X) evrimsel olarak korun-
mus olup, her birinin metilasyon siirecinde yapisal bir gorevi
bulunmaktadir. Ugiincii DNMT bélgesi olan merkezi baglayici
domain, lizin-glisin dipeptid tekrarlarindan olugmakta olup N
ve C-terminal bolgeleri arasinda yapisal baglayicilik iligkisi
kurmaktadir (4).

Primordial germ hiicresinden (PGH) olgun (MII) oosite kadar
gelisen oositlerin epigenetik ve transkripsiyonel degisiklikler
gosterdigi bilinmektedir (9). PGH’sinde genom ¢apinda DNA
demetilasyonu, gonadal kabartiya ulastiktan hemen sonra
meydana gelmektedir. Puberte dncesi oositlerde DNA metilas-
yon seviyesinin besinci giinden on besinci giine kadar artig1 ve
olgun GV oositte maksimum seviyeye ulastig1 bilinmektedir
(10). Fertilizasyon sirasinda global demetilasyon gergeklesir.
Fertilizasyondan sonra ise paternal genom hizli bir sekilde
demetilasyona ugrarken maternal genomun demetilasyonu pasif
gergeklesir (11). GV asamasindan MII maturasyonuna kadar
DNMTT1, 3a, 3b ve 31 seviyelerinin artig1 yapilan ¢alismalarla
gosterilmistir (12, 13). Ote yandan global DNA metilasyonunun
degisimine iliskin literatiirde g¢eliskili ifadeler s6z konusudur.
Bu ¢alismada, folikiilogenez siirecinde oosit gelisiminde 6nemli
degisiklikler gosterdigi bilinen global DNA metilasyonunun,
oosit mayozu siirecinde GV’den MII asamasina gegen siiregte
nasil etkilendiginin ortaya konulmasi amaglanmistir. Bu gerge-
vede, in vivo elde edilen GV ve MII oositler ¢alisma kapsamin-
da degerlendirilmis ancak MI oositler in vivo olarak elde
edilemedigi i¢in ¢aligma dig1 tutulmustur. Bulgularimiz, GV
asamasina kiyasla MII asamasindaki metilasyon miktarinin ii¢
kattan daha fazla azaldigini ortaya koymustur.

GEREC ve YONTEMLER

Deney Hayvanlar:

Bu ¢alisma Ankara Universitesi Hayvan Bakim ve Kullanim
Kurulu tarafindan onaylandi (Protokol no: 2020-17-145). Calis-
ma kapsaminda Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma
Hayvanlar1 Laboratuvart Birimi'nden 4 haftalik disi Balb/C
fareler (n =18) kullanildi. Tiim fareler, yiyecek ve suya sinirsiz
erisim ile barindirldt ve 12 saatlik aydinlik/karanlk
dongiisiinde tutuldu. Her gruptaki deney tekrarlari teknik ve
biyolojik tekrar baz alinarak hesaplandi. Istatistiksel olarak
degerlendirme yapilabilmesi igin en az ii¢ deney tekrar
planlandi.

Oositlerin Toplanmas: ve Fiksasyonu

Germinal vezikill agamasindaki (GV) oositleri toplamak i¢in
sakrifiye edilen farelerin ovaryumlari GMOPS (Vitrolife,
10130) medyumu igerisine alindi. Ardindan stereo mikroskop
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altinda insiilin enjektor ignesi ile pargalanmasi gerceklestirildi
ve oositlerin medyum igerisine ¢tkmasi saglandi. Daha sonra
medyum icerisindeki GV oositler mikropipet ile toplanip
etrafindaki graniiloza hiicreleri mekanik olarak uzaklagtirildik-
tan sonra %4 PFA (paraformaldehit) i¢erisine alinarak 20 dakika
fikse edildi. Siire sonunda oositler %2 BSA (sigir serum
albumin) igeren PBS (fosfat tamponlu tuzlu su, yikama
soliisyonu) igerisine alinarak boyama agsamasina kadar +4°C’de
muhafaza edildi. in vivo metafaz II (MII) asamasindaki oositleri
toplamak igin farelere 5 IU Gebe Kisrak Serum Gonadotropini
(Pregnant Mare Serum Gonadotropin, PMSG, Abbexa,
abx260389) enjeksiyonundan 48 saat sonra 5 IU Insan Koryo-
nik Gonadotropini (Human Chorionic Gonadotropin, hCG,
Sigma CG-10) uygulandi. On dort saat sonra fareler sakrifiye
edildi ve tuba utarinalar GMOPS (Vitrolife, 10130) medyumu
icerisine alindi. Ardindan Stereo mikroskop altinda insiilin
enjektor ignesi ile tuba uterinalari patlatildi ve MII oositlerinin
medyum igerisine ¢ikmasi saglandi. Ardindan 1 mg/ml konsant-
rasyondaki hiyaliironidaz soliisyonu (Sigma, H-4272) icerisinde
en fazla 20 saniye siirecinde mikropipet yardimiyla oositlerin
etrafindaki kumulus hiicreleri uzaklastirildi. Hiyaliironidaz
enzimini uzaklastirmak i¢in kumulus hiicreleri uzaklastirilmis
oositler GMOPS (Vitrolife, 10130) medyumundan gegirilerek
yikand1. Ardindan yukarida anlatildigi sekilde fikse edilip
boyama asamasina kadar bekletildi.

immiinoﬂoresan Boyama

GV ve in vivo MII oositler PBS i¢inde hazirlanan %1 Tween-20
(v/v) (Sigma-Aldrich, ABD) ile oda sicakliginda 15 dakika
permeabilize edildi. Permeabilizasyonun ardindan oositler oda
sicakliginda 30 dakika boyunca 2 mol/L HCI i¢inde bekletildi.
Ardindan PBS ile yikanip 60 dakika boyunca oda sicakliginda
bloklama soliisyonunda (%20 (v/v) normal kegi serumu (Vector
Laboratory, ABD) ve %0,1 (v/v) Tween-20 (Sigma-Aldrich,
USA) igeren PBS) tutuldu. Bloklama isleminin ardindan
oositler 5SmC (1:100; Cell Signaling, USA; 28692S) primer
antikoru igerisine alinarak gece boyu +4°C’ de inkiibe edildi.
Primer antikor ile inkiibe edilme isleminin ardindan oositler
3x10 dakika yikama soliisyonuyla (PBS-%2 BSA) yikand1 ve
floresan isaretli sekonder antikor igerisine (Alexa-488 konjuge
anti-tavsan antikoru (Kat. No: A-11094, Invitrogen, ABD))
aktarilarak 2 saat 37°C’de karanlik ortamda inkiibe edildi.
Sonrasinda 3x10 dakika PBS-%2 BSA iginde yikanan oositler
35 mm’lik cam tabanli petri kaplarma konulan 4 pL'lik PBS
damlalarina alind1 ve tizeri parafin yagi (OVOIL, 10029, Vitro-
life) ile kapatildi. Zeiss LSM-880 Airyscan konfokal
mikroskopta (Zeiss, Almanya) incelemeler yapildi. Floresan
proba uygun olarak 488 nm lazer hatt1 kullanildi. Tim lazer ve
tarama parametreleri referans histogram kullanilarak optimize
edildikten sonra sabit tutuldu. Iki boyutlu (X-Y) ve ii¢ boyutlu
(X-Y-Z) analizlerde piksel ¢oziiniirliigii tim goriintiilerde sabit
tutuldu. Z aksinda 5-metil sitozin sinyalinin baslangi¢ ve bitis
yerlerinden 1 pm araliklarla optik kesitler alind1 ve Zen Black
programinda kesitler bir araya getirilerek tek bir goriintii
olusturacak sekilde birlestirildi. Birlestirilen goriintiilerden elde
edilen sinyaller Image-J (NIH, ABD) yazilimi kullanilarak
dijitallestirildi ve ardindan ayni yazilimin Goériintii Hesaplama
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fonksiyonu kullanilarak sinyal yogunluklari elde edildi.
Istatiksel Analiz

Tim deneyler ii¢ kez tekrarlandi. Gruplar arasindaki farklilik
GraphPad Prism 6.0 yazilimi kullanilarak Student'in t testi ile
degerlendirildi ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

BULGULAR

Bu calismada global DNA metilasyonunu degerlendirmek
amactyla, anti-5-metil sitozin (5SmC) antikoru ile kromozom
tizerinde metillenmis CpG ve non-CpG bdlgeleri isaretlendi.
GV oositlerde SmC sinyali, kromatinler iizerinde gozlemle-
nirken, MII oositlerde mayoz mekigi iizerindeki kromozomlar-
da gozlemlendi (Sekil 1A).

A 5mC Birlestirilmig
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Sekil 1. SmC isaretlemesi. A. Immiinfloresan sonuclari. Mikrograflardaki yesil
sinyal GV ve MII gruplarindaki global DNA metilasyonunu gostermektedir. B.
Goreceli toplam global DNA metilasyon diizeyi (p<0,0001). GV; Germinal
Vezikiil, MII; Metafaz II, Olgiim cubugu=10 pm.

Ayrica gozlemlenebilen kutup cisimciklerinde SmC sinyalinin
varligr izlendi. Immiin isaretleme protokolii geregi kullanilan
HCT’in oositlerin zona pellusida tabakasini eritmesinden dolay1
MII oositlerin bir kisminda kutup cisimcigi izlenemedi ve bu
nedenle ayrica kutup cisimcigi sinyal analizi yapilamadi. Ote
yandan kutup cisimcigi gozlenebilen MII oositlerin kutup
cisimciklerinde de yogun global DNA metilasyonunun varligi
saptandi (Sekil 2).
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5mC + DIK

Sekil 2. Kutup cisimciginde ve metafaz plaginda SmC varligi. Ok: Kutup
cisimcigi, Ok basi: Metafaz plagi, Ol¢iim ¢ubugu=10 pm.

Global DNA metilasyonunu hesaplamak ic¢in calismamizda
degerlendirilen GV asamasindaki oositlerin (n=39) ortalama
goreceli SmC sinyal degerinin MII evresindeki oositlerden
(n=65) 3,2 kat fazla oldugu gozlemlenmistir (p<0,0001) (Sekil
IB). GV asamasindaki oosit mayozunu tamamlamamis bir
asamadayken MII asamasinda ilk mayoz bolinmeyi tamam-
landig1, dolayisiyla toplam DNA miktarinin yariya diistigi
bilgisi 151¢1nda; SmC sinyalindeki azalmanin mayoz bdliinmeye
bagli olup olmadig1 sorusu giindeme geldi. Bu gergevede, GV
asamasindaki sinyal yogunluklarinin yarisi (DNA miktarmin
yartya inecegi gercegiyle) hesaplanarak elde edilen veri MII
asamasindan elde edilen veriyle karsilastirldiginda saptanan
yaklasik 1,6 katlik azalmanin istatistiki olarak anlamli oldugu
bulundu (p<0,0007).

TARTISMA

Genomda gerceklesen epigenetik modifikasyonlardan biri olan
DNA metilasyonunun, oositlerin gelisimi, bliylimesi ve olgun-
lasmasi ile oogenez ve embriyogenez sirasinda erken embri-
yonik gelisim i¢in dnemli bir rolii oldugu bilinmektedir (14).
Literatiirde, olgun GV oosit asamasina yaklastikca ve oosit
biiyiidiik¢e global DNA metilasyonunun artig1 ifade edilmistir
(9, 10). GV asamasindan MII maturasyonuna kadar ise, global
DNA metilasyonunun artmaya devam ettigi ve MII agamasina
gelindiginde en iist seviyeye ulasabilecegi on goriilmiistiir (1,
12, 15, 16). DNA metilasyonunun sadece CpG adalarinda degil,
ayni zamanda CpG adalar1 disindaki (non-CpG) sitozinlerde de
gergeklestigi  ve  oositlerin  global DNA  metilasyonu
dinamiginde non-CpG bélgelerinin 6nemli bir katkist oldugu
bilinmektedir (17). Smallwood ve arkadaslari, CpG bolgel-
erindeki DNA metilasyonunu degerlendirmis ve metillenen
CpG’nin tim CpG’lere oranim kiyasladiklarinda MII
evresindeki DNA metilasyonunun GV evresine gore anlaml
derecede yiiksek oldugunu bulmuslardir (18, 19). Ote yandan

calismalarinda tim DNA’daki metilasyon degisimi goste-
rilmemistir. Saadeh ve arkadaglarinin kaleme aldiklar1 derleme
makalede GV’den MII agsamasina dogru global metilasyonun
artigina iligkin bir ¢izim Smallwood ve arkadaslarinin bulgulari
referans gosterilerek sunulmus olmakla birlikte o ¢alismada
global DNA metilasyonunun degerlendirilmedigine dikkat
etmek gereklidir (20). Costello ve arkadaslar1 yapmis olduklar1
calismada CpG diniikleotid igerigi yiiksek olan ve fare
genomunda fazlaca bulunan intrasisternal A partikiiliiniin (IAP)
CpG adalarindaki metilasyon seviyesini incelemis ve GV evre-
sine kiyasla MII agamasinda DNA metilasyonunun azaldigini
gostermislerdir (21). Yine ¢esitli calismalarda CpG bdlge-
lerindeki DNA metilasyonu degerlendirilerek GV’den MII
asamasina gecildiginde CpG boélgelerindeki metilasyonun
azaldig1 gosterilmistir (13, 22). Ote yandan, insan oositlerinde
yapilan bir ¢aligmada, non-CpG bdlgelerindeki DNA metilas-
yonunun GV evresine kiyasla MII oositlerinde fazla oldugu
bulunurken, CpG bdlgeleri incelendiginde ise iki evre arasinda
anlaml bir fark gézlemlenmemistir (23). CpG veya non-CpG
bolgelerindeki DNA metilasyonunun ayri ayri degerlendirildigi
bu caligmalar, GV’den MII'ye gecis siirecinde tiim DNA’da
global metilasyonunun nasil degisti§i sorusunun dogmasina
neden olmaktadir.

Yukaridaki arastirmalardan farklt olarak, bu calismamiz
kapsaminda, GV ve MII asamalarindaki oositlerde hem CpG
hem de non-CpG bélgelerindeki toplam metilasyonu gostermek
icin SmC diizeyleri degerlendirilmis ve global DNA metilasyon
seviyesinin MII evresinde GV asamasindaki oositlere kiyasla iig
kattan daha fazla bir azalma gosterdigi izlenmistir. Bilindigi
iizere, Profaz I asamasindaki GV oositin kromozom sayist
mayoz [ béliinmesini tamamlamasiyla yariya diigmektedir (24).
Dolayisiyla MII asamasindaki oosit, GV oositin yaris1 kadar
DNA’ya sahiptir. Bu bilgiler dogrultusunda, DNA metilas-
yonunun hi¢ etkilenmemesi halinde, MII oositlerdeki metilas-
yon diizeyinin, GV oositin yaris1 kadar olmas1 6n goriilebilir. Bu
fikir dogrultusunda GV evresindeki elde ettigimiz metilasyon
degerlerinin yarisini alarak (ilk mayoz sonunda DNA miktarinin
yartya diismesi nedeniyle) MII evresindeki metilasyon deger-
leriyle ayrica bir karsilasgtirma daha yaptigimizda; yine bu
degerin MII oositlerinden elde edilen degerden anlaml
derecede yiiksek oldugunu hesapladik (p<0,0007). Bu konuyla
ilgili iki olasilik olabilecegini 6n gérmekteyiz. Birincisi, kutup
cisimcigine daha fazla metillenmis DNA’nin atiliyor olmast;
ikincisi, MII asamasina gegiste demetilasyonun gerceklesebi-
lecegi. Birinci hipotezle iliskili literatiir taramasinda, MII oosit
ile birinci kutup cisimciginde metilasyon seviyesi ve dagilim-
larmin benzerlik gosterdigini ortaya koyan calismalar soz
konusudur (25, 26). Bu nedenle, bu azalis kutup cisimcigine
aktarilan metillenmis DNA miktariyla ve kromozom sayisinin
yartya diigmesiyle agiklanamayabilinir. Dolayisiyla GV’den
MII oosit evresine gegis stirecinde global DNA metilasyonunun
¢esitli mekanizmalarla azaltilabilecegini n goriiyoruz.
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SONUC

Sonug olarak, bu ¢alisma, GV ve MII asamalarinda olan fare
oositlerinin global DNA metilasyon farkini ortaya koymaktadir.
Bu verinin ortaya konulmasi, literatiirdeki geliskili verilerin
tekrar degerlendirilmesi ve global DNA metilasyon dinamiginin
oosit maturasyon siirecine etkisinin daha iyi anlasilabilmesi
acisindan 6nem arz etmektedir. Bulgularimizin gosterdigi GV
asamasindan MII asamasina gecis siirecinde metilasyon diizey-
lerinin azalmasinda goérev alan faktor ve yolaklarmn ortaya
konulmasini saglayacak yeni ¢aligmalara gereksinim vardir.

Etik Komite Onay1:

Bu arastirma, ilgili tiim ulusal diizenlemelere, kurumsal politi-
kalara ve Helsinki Bildirgesinin ilkelerine uygundur ve Ankara
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
onaylanmistir (Protokol no: 2020-17-145).
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Yazarlarin Katkisi :

Calismanin konsepti ve dizaynt: OC. Verilerin toplanmasi ve
islenmesi: GS, NB. Verilerin analizi ve yorumlanmasi: OC, GS,
NB.Literatiir arastirmasi: OC, GS, NB.

Makalenin yazimi: OC, GS, NB.Kritik gozden gegirme: OC,
GS, NB.Yaymlanacak versiyonun nihai onayi: OC, GS, NB.

Cikar Catismasi:
Yazarlar herhangi bir ¢ikar ¢atismasi olmadigini beyan eder.

Finansman:
Bu calisma TUBITAK 120S175 mali destekleri ile tamamlan-
mistir.
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