Dogurganligin

CD9, viicudun ¢esitli zarlar iis-
tiinde bulunan bir protein. Tetraspa-
nin grubu hiicre zar proteinlerinden
biri. Islevi, hiicrelerde yapisma , ¢o-
galma, farklilagma, sinyal iletimi ve
hareketi saglamak. Molekiil yapisin-
da hiicre zarini delip gegen dort par-
ca, iki hiicre dis1 ilmek ve hiicre igi-
ne giren amino ve karboksil kuyruk-
lart var. Bu molekiiler yapi, biitiin
tetraspanin  grubu  proteinlerde
(CD9Y, KAI-1/CD82 ve CD63) bulu-
nuyor. Bu gruptaki hiicre zarn prote-
inleri, kanserlerin atlama (metastaz)
yapmasini ketliyor. Zarda tetraspa-
ninlerin azlig1, kanserin saldirginligi-
n1 ve uzak organlara atlamasini artti-
riyor. CD9 bir¢cok dokuda var; fakat
bu proteini igermeyen dokular da
bulunuyor.

Tetraspanin molekiilleri, zar iize-
rinde hem birbirleriyle, hem hiicre-
lerarast madde proteinleri i¢in almag
roliinii oynayan bl integrinlerle
(a3b1 ve a6bl) ve hem de kan piht-
lagsmasini 6nleyen bir madde olan
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heparini baglayan epitelyal biiyiime
faktorii (EGF) benzeri molekiillerle
(ProHb-EGF) iliski i¢indedirler.
Boylece tetraspaninler, hiicre yiize-
yine 6zgii proteinlerin biiylik mole-
kiiler kompleksler halinde gruplag-
masini ve iligkiye girmesini sagliyor.
Hiicre yiizeyinde orgiitleyici ve go-
rev kolaylastirict bir rol oynuyorlar.

Protein Anahtari

Kisirligin kuskusuz bircok nedeni
var. Anatomik, biyolojik, ya da ge-
netik. Kiminin tedavisi var, kiminin
yok. Arastirmacilar daha ¢ok ug-
rastiraniar, biyolojik nedenler. Sim-
diye degin ydrdtilen arastirmalarda
daha ¢ok, yumurta ya da sperm
hcrelerinin &zellikleri, ya da bunlar-
daki bozukluklar tzerinde durul-
maktayal. Ancak kisa stire énce bi-
lim adamlari, dogrudan dreme me-
kanizmasiyla ilgili olmayan énemli
bir nedeni de rastlanti sonucu orta-
ya cikardilar: Normal islevi kanserin
atlamasini énlemek olan bir tir pro-
teinin eksikligi, yumurta ile spermin
birlesmesini de 6nliyor.

CD9’un canlilardaki roliinii aras-
tirmak i¢in bilim adamlari, fare emb-
riyonu kok hiicrelerinde genetik
miihendisligi yontemleriyle, bu pro-
teini kodlayan geni gorev yapmak-
tan alikoydular.

CD9 geni tamamen etkisizlesti-
rilmig fareler, bagka bir deyisle bu
geni hi¢ tasimayan fareler, erkek ol-

Sekil 1- CD9’u olmayan
ya da iki tane olan disi
farelerden elde edilen
yumurta ya da embri-
yonlar. CD9’suz (A) ve
cifte CD9’lu (B) yumurta-
lar, 2.5 gtin hiicre kdilti-
riinde yasatildi. Déllen-
meden 3.5 giin sonra
délyatagi boynuziarin-
dan yumurtalar ya da
embriyonlar alindi. C-
CD9’suz disilerde parca-
lanmis yumurta bulundu.
D- Cifte CD9’lu disilerde
blastosist evresine eris-
mis embriyonlara rast-
land..
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sun disi olsun, normal bi¢cimde do-
gup gelistiler. Oyle anlagiliyor ki bu
proteinin yoklugu, hiicre yapigmasi-
n1 ve hiicre biiyiimesini etkilemiyor.
CD9 geni, es kromozomlarin yalniz
birinde bulunan fareler de normal
olarak dogdu ve biiyiidii. Buna karsi-
lik, CD9 genleri her iki es kromo-
zomda da bulunan farelerle, hicbi-
rinde bulunmayanlar arasinda yavru-
lama bakimindan énemli farklar var-
di. Normal gen dagilimli fareler ken-
di aralarinda ciftlestiklerinde normal
yavrular dogurdular; erkek ve disi
yavru sayisi esitti ve Mendel’in he-
terozigotluk dagilimi ger¢eklesmisti
(% 25 her iki eskromozomda CD9
geni tagtyan, % 50 tek kromozomda
CD9 geni tasiyan ve % 25 CD9 geni
yok).

Hi¢ CD9 tagimayan erkek fare-
ler, normal ya da ¢ift genli farelerle
ciftlestiklerinde % 93-100 oraninda
normal gebelik ve yavrular meydana
geldi. Buna karsilik, her ii¢ tiirden
erkekle ciftlesen CD9’suz disi fare-
lerin ancak % 50-60’1 yavru dogura-
bildi. Normal disi farelerde gebelik,
ciftlesmeden 4.5 giin sonra baslar-
ken, bu proteini hi¢ tagimayan fare-
lerde, 19-30 giin sonra basladi. Nor-
mal disi fareler ortalama 2.3 yavru
yaparken CD9 tasimayan disiler or-
talama 1.5-2 yavru yapabildiler. Yav-
ru 6liim orani ¢ift genli disi farelerde
% 2’den azken, hi¢ CD9 olmayanlar-
da % 32-55’¢ yiikseliyordu.

CD9 genleri ¢ift ya da hi¢ olma-
yan fareler arasinda vaginal tikag sik-
lig1 bakimindan bir fark yoktu. Bu
da, ¢iftlesme davraniglarinda bir de-
gisme olmadigint  gosteriyordu.
(CD9’suz farelerde ciftlesme sikligi
% 16.9, otekilerdeyse % 17.4). Bu
proteinden yoksun olan farelerin
yavru yapamayislarinin nedeni sper-
min yumurtaya ulagamamasi da de-
gildi; ¢iinkii yumurtayr dolyatagina
baglayan boruda (oviductus) sperm
hiicreleri bulunmustu.

6 haftalik CD9 yoksunu fareler-
de yumurtaliklar mikroskopik olarak
incelendiginde, normal farelere go-
re bir fark bulunamadi. Cikmis yu-
murta sayist da normaldi. Fakat bu
farelerden dollenmeden yarim giin
sonra yumurta alindifinda, bu yu-
murtanin hiicre kiiltiiriinde boliin-
me yapamadig1 ve paramparga oldu-
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Sekil 2- Yumurta DNA-tubulinle isaretlenmis. Yumurtalar lam Uzerine yerlestirildik-
ten sonra, énce tubulin YL 1/2’ye karsi olusturulmus monoklonal antikorlarla ve
sonra da keciden elde edilmis fliioresan anti-fare antikorlariyla értildi. Hem
CD9’suz (A ve B) ve hem de cift CD9’lu (C ve D) farelerde, yumurtanin béliinmesi 2.
mayoz béliinmesinin metafaz evresinde durmustu. Bu, metafaz iginin ve DNA-tu-
bulin artiklari iceren 1. kutup cisminin varligindan belliydi. (ici dolu ok baslari). E ve
F- Dogal olarak yumurtlamis ve déllenme yapmis bir CD9’suz farenin 2. mayoz bé-
liinme metafazinda béliinmeyi durdurmus yumurtasinin cevresinde sperm hiicreleri
(ici bos ok baslari). G ve H- Dogal olarak yumurtlamig ve déllenme yapmis bir cift
CD9 genli disi farenin yumurtasi telofaz evresine kadar béliinmis ve 2. kutup cis-
mini atmis (ok); 1. kutup cismi hala gériiliiyor. Kiiclik resim sperm hiicresi DNA’sini

kismen acilmig olarak gdsteriyor.

gu goriildii (Sekil 1). Buna karsilik
¢ift CD9 genli farelerin déllenmis
yumurtast hemen béliinmeye bagla-
di ve 2 giin sonra embriyonal yasa-
min 4. evresine eristi. Déllenmeden
3.5 giin sonra CD9’suz disi farelerin
dolyataginda blastosist (béliinmeye
baglamis yumurta) yerine pargalan-
mis yumurta bulundu.

CD9 yoksunu ve zengini fareler-
den déllenme yapmamis olanlara in-
san koryonik gonadotropin hormonu
hCG enjekte edildi ve 12 saat sonra
bunlardan yumurta alindi. Her iki
grupta benzer yanita rastlandi: Her
iki grupta da disi fareler 20 civarinda
yumurta ¢ikardilar. CD9’dan yoksun
farelerin % 70’inde ve cifte genli
olanlarin da % 74’tinde mavyoz I bo-
linmesinin tamamlandigini goste-
ren 1. kutup cismi vardi. Monoklo-
nal antikor testleriyle her iki

grupta da yumurta boliinmesi- =

nin mayoz II metafaz evresin-
de durdugu goriildii. (Sekil 2
A,B,C,D). Birinci kutup cismi
dayaniksizdi; hCG enjeksiyo-
nundan 17 saat sonra yu-
murtalarin % 25’ten
azinda 1. kutup cismi
vardi. Déllenmeden
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geni olmayan fare- l il
lerden alinan yu- %
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sinde bir¢ok sperm hiicresi goriildii
(sekil 2F). Demek ki sperm hiicrele-
ri yumurtaya erisiyor, ancak i¢ine gi-
remiyorlar. Bu yumurtalardan birka-
¢t (% 17) 1. kutup cisminin artigini
tagtyordu. DNA-tubulin isaretleme-
si testi, CD9 yoksunu farelerde yu-
murtalarin hemen hepsinin 2.mayoz
boliinmesinin  metafaz evresinde
bloke oldugunu gosterdi. Buna karsi
dollenme yapmig ¢ift CD9 genli disi
farelerin % 94’iinde bir ya da iki ku-
tup cismi goriildii (Sekil 2 G ve H).
Bunlarda DNA-tubulin isaretleme
testiyle yumurtalarin ¢ogunun dol-
lendigi ve 2. mayoz béliinmesinin
metafaz evresini astugi gosterildi.
Bunun kaniti metafaz levhasinin
yok olmasi ve 2. kutup cisminin (se-
kil 2 G ve H) atlmasiydi.
CD9’ca zengin farelerin yumur-
tasinda, blastosistinde ve hatta yu-
murtaliktan heniiz ¢ikmamis yu-

+ murtalarinda bu protein bulunu-

yordu. CD9 geni olmayan farele-
rin yumurtalarindaysa bu pro-
tein goriilmiiyordu.
Daha sonra, ¢ifte CD9 ta-
siyan ve hi¢ tagimayan fare-
lerde tiip bebek deneyi
- yapildi.  Yumurta ve
; sperm hiicrelerine ¢k
olarak, tiiplerin bir
yarisina CD9 pro-
teinine karst olus-
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Sekil 3-CD’siz yumurtalarla A
tip bebek deneyleri: Zona-
lari saglam yumurtalar kulla-
nildl. Sifir ve ¢ift CD9’lu fa-
relerden alinan yumurtalar,
cift CD9’lu sperm hiicrele-
riyle déllendi. Déllenmeden
6 saat sonra elde edilen cift
ve sifir CD9’lu yumurtalarin
A’da mikrografiari, B’de dél-
lenme hizlari gériiliiyor. Zo-
na pellucidaya girebilmis

sperm hiicreleri lakmoid bo- B )
yasi kullanilarak sayildi. Sifir ";Z%i’;;"
CD9'lu yumurtalar sperm | Yumurta saysi

hiicresiyle birlesemediler ve
metafaz II'de kaldilar. Cift
CD9’lu yumurtalarsa sperm
hiicreleriyle birleserek pro-
nukleus (oklar) olusturdular.
C’de zonasiz yumurtalar gé-
riiltiyor. Déllenmeden 1 saat
sonra yikanan cift ve sifir
CD9’lu yumurtalarin yiize-
yindeki sperm hiicrelerinin
sayisi benzerdi. A ve C’de
faz kontrast mikroskopuyla
400 kez buyiitilmis canli
yumurtalar gériiliyor. D’de
cift ve sifir CD9’lu yumurta-
larin normal sperm hiicrele-
riyle birlesme oranlari verili-
yor. Flizyon yapmis sperm
hiicreleri déllenmeden 1 ve
6 saat sonra sayild.

Yumurta
verici

Déllenmeden
sonraki
zaman (saat)

oy

| C _""l .

Déllenmis

Déllenmemis Zonaya girme  Proniikleus
orani % olusmasi %

Dejenere
olmus %

incelenen  Yumurtayla birlesen sperm  Sperm hiicresi
yumurta hiicresi sayist % /yumurta
sayisi ortalamasi!

Kacuk Sozluk

Mayoz bolinmesi: Seks hlcrelerinde kro-
mozom sayisini yariya indiren, diploid saylyr hap-
loid yapan bélinme. Ustiiste 2 mayoz bélinmesi
olur; 1. bélinme kromozom sayisini yartya indirir;
2. bélinmede kromozom sayisi yarlya inmez;
yine haploid kalr. 1. bélinmede 1. kutup cismi,
2. boluinmede 2. kutup cismi hlcreden disar
atilir. Mayozun fazlar profaz, metafaz, anafaz ve
telofazdir.

Integrin: Hiicre zar proteinlerinden biri. In-
tegrinler bir yandan htcre ara maddesiyle, bir
yandan hicre iskeletiyle (sitoskeleton), bir yan-
dan da CD9 ve TM4 gibi zar proteinleriyle bag-
lantilidir. Integrinlerin bir gok rolti vardir: hiicre igi
pH’I ve kalsiyum dtzeyini degistirmek, fosfolipid
metabolizmasl, protein, tirozin ve serin/treonin
fosforilazyonu ve bazi genlerin etkinlestiriimesi.

Homozigotluk: Iki es kromozomda ayni
karaktere ait genlerin (alellerin) ayni olmasi. Or-
negin CD9+/+ homozigotluktur.

Heterozigotluk: |ki es kromomozda ayni
karaktere ait genlerin (alellerin) farkli olusu;
CD9+/- gibi.

Ekson: DNAnin aminoasit sentezi yapan
parcalari.

Intron: DNA'nin aminoasit sentezi yap-
mayan, dizenleyici parcalari.

Zona pellucida: Yumurtanin etrafinda
yumurtanin salgiladigi saydam ve hicresiz taba-
ka.

Sar cisim: Yumurtalkta atlan yumurtanin
yerinde olusan sari renkli cisim.

Blastosist: Kese bigimi embriyon.

Monoklonal antikor: Tek bir proteinle et-
kilesen antikor.

turulmus monoklonal antikor, 6teki
yarisina da kontrol sigcani monoklo-
nal antikoru konuldu. 24-48 saat
sonra tiipde 2-4. evredeki embriyon-
lar arandi. Anti-CD9 monoklonal an-
tikor verilmig farelerin ancak %
4’iinde, kontrol grubununsa %
49’unda embriyon gelismesi goriil-
dii.

Bir bagka tiip bebek deneyindey-
se, gene iki u¢ gruptan alinan yu-
murtalar, normal fare sperm hiicrele-
riyle birlestirildi. Her iki grupta da 6
saat sonra sperm hiicrelerinin yu-
murtay1 saran "zona pellucida" taba-
kasini gegtigi goriildii. CD9 yoksunu
farelerin  higbirinde yumurtayla
sperm hiicresi birleserek pronucleus
(ilkel ¢ekirdek) olusturamadi. (Sekil
3 A ve B). Normal kosullarda zona
pelluciday1 gegen bir sperm hiicresi
yumurtanin sitoplazmasiyla birlese-
rek yumurtay1 etkinlestirir. Etkin-
lesme, yumurtanin zona pellucidaya
tanecikler atarak bir bagka sperm
hiicresinin girigini 6nlemesi geklin-
de belirir. Buna karst CD9’suz fare-
lerde zona pellucidada en az 5 sperm
hiicresi bulunuyordu (sekil 2 F).

Tiip bebek deneyi, zona pelluci-
dast ¢ikarilmig CD9 tagimayan yu-
murtalarla tekrarlandi. Amag, sperm
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hiicrelerinin dogrudan dogruya plaz-
ma zartyla temasini saglamakt. CD9
geni olmayan ve ¢ift olan yumurtalar
arasinda, baglanan sperm hiicre sayi-
st bakimindan bir fark bulunamadi
(Sekil 3). Buna karsi CD9’suz yu-
murtalarda sperm hiicresinin yumur-
tayla birlesmesi (fiizyon) ¢ok aksi-
yordu. Soyle ki bu protein bulunma-
yan yumurtalarda, doéllenmeden 1
saat sonra fiizyon oran1 % 98’den %
4’¢ ve 6 saat sonra da % 100’den %
21’e diistii. Bir bagka deneyde de,
yumurtalarinin zona pellucidasi ¢i-
kartilmis CD9 yoksunu ve zengini
farelerde sperm hiicresi-yumurta
baglanmasi ve sperm hiicresi-yu-
murta fiizyonu arandi. ki grup ara-
sinda baglanma bakimindan bir fark
bulunamadi; fakat CD9’suz yumur-
talarda fiizyon orant % 0 iken, bu
protein genlerinin iki tane bulundu-
gu yumurtalarda fiizyon oran1 % 56-
94 arasindaydi.

Bu deneylerden 6nce disi fareler-
deki kisirligin, yumurtanin biiyiime-
si, olgunlagmasi ve ¢ikmasiyla ilgili
oldugu diisiiniiliiyordu. Ornegin zo-
na pellicida proteinlerinden ZP3 ck-
sikliginin kisirlik yaptgi biliniyordu.
Bu deneylerle anlasildi ki tetraspa-
nin CD9’un yoklugu, yumurtaliklar

ve yumurtlamay: etkilemez. Bu pro-
teinin eksikliginde kisirligin nedeni-
nin, sperm hiicresiyle yumurtanin
flizyon yapamayist oldugu diisiinii-
lityor. Yumurta zari integrinlerinden
biri olan a6bbl, sperm hiicresi yiizey
proteinlerinden fertiline baglanir ve
sperm hiicresi almagi roliinii oynar.
CD9, integrinlerle (a3b1, a5b1, a6 +
b1) baglantili oldugundan , a6 b1 in-
tegrini ctkileyerek sperm hiicresi-
yumurta fiizyonunu saghiyor olabilir.

CD9 proteini eksikliginin yalniz
sperm hiicresi-yumurta fiizyonuna
engel oldugu, déllenmis yumurtanin
gelismesini 6nlemedigini gostermek
icin CD9’suz yumurtalar igine nor-
mal sperm hiicresi enjekte edildi; bu
dollenmeden normal embriyonlar
olustu.

Bu deneyler CD9un yumurta
dollenmesindeki 6nemini gosterip,
tetraspaninlerin biyolojik gorevini
ortaya koymus oldu. Simdi is, bazi
kadin kisirliklarinda CD9 eksikligi
olup olmadigini aragtirmaya kaliyor.
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