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ÖZET 

Kotil, T. (2012). İntrasitoplazmik sperm enjeksiyonu sonrası 3 pronukleuslu oositlerde 
mitokondri aktivitesi ve hücre iskeleti organizasyonunun incelenmesi. İstanbul 
Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Histoloji ve Embriyoloji ABD. Doktora Tezi. 
İstanbul.  

Amaç: Dijini, fertilizasyon sonrası ikinci kutup cisminin atılamayıp ooplazma içerisinde 
kalmasıyla üçüncü bir pronukleus oluşturması durumudur. Oosit olgunlaşmasında, 
fertilizasyon sırasında ve sonrasındaki gelişim sürecinde baskın organel olan mitokondri 
enerji üretimi ve Ca+2 metabolizmasını düzenlemesi açısından önemli rollere sahiptir. 
Oositte hücre iskelet elemanları mitotik iğ ipliğinin oluşması, kromozomların ayrışması, 
pronukleusların appozisyonu, sitokinezin normal bir şekilde gerçekleşmesinde rol alır. 
Çalışmamızda 3 pronukleuslu oositlerde mitokondri membran potansiyelinin durumu, 
hücre iskeleti elemanların düzeni ve bu anormal süreçle olan muhtemel ilişkisi ve 3 
pronukleuslu oositlerin ince yapısal özellikleri araştırılmıştır. 
Gereç ve Yöntem: Yardımcı üreme teknikleri aracılığıyla gebe kalabilmek için IVF 
ünitelerine başvuran hastalardan bilgilendirme formu ile ICSI sonucu oluşmuş 3 
pronukleuslu oositler alındı. %4’lük paraformaldehit ile tespit edilen oositlere anti-gama 
tübülin ve FITC-falloidin antikorları kullanılarak immünfloresan çalışma uygulandı. 
%1’lik gluteraldehit ile fikse edilen oositler elektron mikroskobu takibine alındı. Alınan 
ince kesitler Jeol Jem 1011 transmisyon elektron mikroskobu ile incelendi. Taze oositler 
mitokondri membran potansiyelinin değerlendirilmesi için JC-1 mitokondri boyası ile 
boyandı ve floresan mikroskopta değerlendirildi.  
Bulgular: İncelendiğimiz oositlerde mitokondri membran potansiyeli boyanması iki 
pronukleuslu normal bir zigotta görülen özelliklere benzer sonuçlar verdi. Gama – 
tübülin subplazmalemmal alanda çok sayıda yaygın işaretlenme sergiledi. 
Mikrofilamanlar kortikal alanda mevcuttu, pronukleusların çevresinde izlenmedi. Bazı 
vakalarda sitoplazmik hale kısmen oluşurken bazılarında oluşmadığı, ooplazma içerinde 
lipofuskin granüllerinin olduğu, mitokondride dejenerasyon ve multilamellar cisim 
oluşumu görüldü. 

Sonuç: Elde edilen bulgulara göre ikinci kutup cisminin atılamamasında mitokondri 
membran potansiyelinin etkili olmadığı fikri ortaya çıkmıştır. Oosit kalitesindeki 
zayıflığa bağlı olarak hücre içi iskelet elemanlarında meydana gelmiş olan 
düzensizlikler bu anormal süreci tetikliyor olabilir.    

Anahtar Kelimeler: Oosit, ICSI, mitokondri, hücre iskeleti, ince yapı 
 

Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 
desteklenmiştir. Proje No: 3287  
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ABSTRACT 

Kotil, T. (2012). Investigation of mitochondrial activity and cytoskeleton organization 
in 3 pronuclear oocytes after intracytoplasmic sperm injection. İstanbul University, 
Institute of Health Science, Histology and Embryology Department. PhD Thesis. 
İstanbul.  

Introduction: Digyny, is the existence of the third pronucleus due to failure of the 
extrusion of the second polar body. The mitochondria of the oocyte have critical roles 
such as production of ATP or regulation of Ca+2 homeostasis during oocyte maturation, 
fertilization and subsequent development. The cytoskeleton of the oocyte has regulatory 
activity in meiotic spindle formation, chromosome segregation, pronuclear apposition 
and cytokinesis. In our study mitochondrial membrane potential, distribution of F- actin 
and gama- tubulin, and ultrastructure of the 3 pronuclear oocytes were investigated. 
Material and Method: The 3 pronuclear oocytes after ICSI process were taken from 
patients who were engaged to assisted reproduction programme. Informed consents 
were taken from all patients. Some oocytes were fixed by %4 paraformaldehyde and 
treated by anti-gama tubulin and FITC – phalloidin antibodies for immunoflourescent 
study. Oocytes for the ultrastructural evaluation fixed with %1 glutaraldehyde. Sections 
were investigated by transmission electron microscopy. For mitochondrial membrane 
potential examination, fresh oocytes were stained with JC-1 and evaluated by 
fluorescent microscope. 

Results: Mitochondrial membrane potential of three pronuclear oocytes showed similar 
results like normal zygotes. Gama – tubulin were stained widely at the 
subplasmalemmal domain and microfilaments were localized at the cortical area but not 
perinuclear. Cytoplasmic halo were partly or not detected. Lipofuscin granules, 
degenerated mitochondria and multilamellar bodies were seen in the ooplasm. 

Conclusion: These findings suggest that mitochondrial membrane potential has not 
direct effect on extrusion of the second polar body. This abnormality can be triggered 
by disturbed cytoskeleton because of poor oocyte quality.  
Key words: Oocyte, ICSI, mitochondria, cytoskeleton, ultrastructure 
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RESUME 

Kotil, T. (2012). Examinassion du squelette cellulaire et de lactivité mitochondiale des 
ovocytes a trois pronucléus apres injection intracytoplasmique de spermatozoide. 
Université d'İstanbul enstitue de santé, séction de Histologie et d'embryologie. Thése de 
doctorat. İstanbul 

L’objectif: La situation dite Dijini est la formation du troisième pronucléus par la remise 
dans l’ovoplasme du deuxième globule qui n’est pas jeté après la fécondation. La 
mitochondrie étant l’organelle dominant lors de la maturation ovocytaire, de la 
fécondation et de son développement, a des rôles essentiels a la fois en termes de 
production d’énergie et de régulation du métabolisme du Ca+2. Les éléments du 
squelette cellulaire de l’ovocyte prennent rôle lors de la formation du fuseau mitotique, 
de la séparation des chromosomes, de l’apposition des pronucléus et de la réalisation 
d’une cytokinèse normale. L’étude du potentiel de la mitochondrie, l’ordre des éléments 
du squelette cellulaire, la relation éventuelle avec ce processus anormale et l’ultra 
structure des ovocytes à 3 pronucléus a été réalisés. 
Matériels et méthodes : Les ovocytes à 3 pronucléus obtenues par İCSİ ont été procuré 
des malades qui ont recourus a des techniques de procréation médicalement assistée 
sous la permission d’une forme d’information. il a été appliqué aux ovocytes fixés sous 
la paraformaldéhyde de 4% avec l’immunofluorescence, les anticorps tubuline anti-
gama et phalloidine-FİTC. Les ovocytes fixés sous glutaraldéhyde de 1% ont été 
préparé pour l’examen au microscope électronique. Les sections fines ont été analysées 
sous microscope électronique de transmission Jeol Jem 1011. Pour l’évaluation du 
potentiel des membranes mitochondriales des ovocytes fraîches, elles ont été colorées 
avec le colorant pour mitochondrie JC-1 et ont été valorisé sous microscopie 
fluorescent.  

Résultats : Les examens des mitochondries des ovocytes ont donnés des résultats 
semblables a ceux des zygotes normal a deux pronucléus. La tubuline-gama a montré 
une notation répandue sous la membrane plasmique. Les micros filaments étaient 
présentent dans la zone corticale alors qu’ils n’ont pas été aperçues autour des 
pronucléus. Il a été observe que dans certains cas il y avait la formation d’une auréole 
cytoplasmique et dans d’autre pas. Des granules de lipofuscin, la dégénération de 
mitochondrie et des corps multi lamelles ont été vue dans l’ovoplasme. 
Conclusion : Les résultats obtenus a fait posé l’idée, que lors la remise du second 
globule, le potentiel de la membrane mitochondriale n’avait aucun effet. La 
désorganisation de squelette cellulaire lié a la faiblesse de la qualité l’ovocyte peut 
déclencher ce processus anormal. 
Mots clés : ovocyte, İCSİ, mitochondrie, squelette cellulaire, ultra structure. 

 
Cette étude a été soutenue par l'unité des projets de recherche scientifique. numéro du 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Graaf folikülünden atılan oosit ikinci mayoz bölünmenin metafaz (M-II) 

aşamasındadır. Spermin oosit sitoplazması içerisine girmesi ile oosit aktive olur, mayoz 

tamamlanır, ikinci kutup cismi (PB) atılır ve oosit sitoplazması içinde iki pronukleus 

(PN) gözlenir. PNlerden biri anneye, diğeri babaya ait haploid kromozom takımıdır. Bu 

iki PN’nin birleşmesi ile diploid kromozoma sahip zigot oluşur. Mikroskop altında 

incelendiğinde iki PN ve iki PB gözlenmesi normal fertilizasyonun gerçekleştiğinin 

kanıtı olduğu için sitoplazmalarında ikiden daha az veya daha fazla sayıda PN içerenler 

anormal döllenmiş oosit olarak kabul edilirler. En sık görülen multipronuklear zigotlar 3 

PN olanlardır. Zigot 3 PN’li ve 2 PB’li ise fazla PN dispermi sebebi ile oluşmuştur. 

Bazı durumlarda ise zigot 3 PN ve 1 PB içerebilir; bu durumda fazla PN anne kökenlidir 

(Feenan ve Herbert 2006). Yapılan çeşitli çalışmalarda intrasitoplazmik sperm 

enjeksiyonu (ICSI) sonucu oosit içerisinde 3 PN oluşumu görülmüş ve bu durumla in 

vitro fertilizasyona (IVF) kıyasla daha sık karşılaşıldığı bildirilmiştir (Staessen ve Van 

Steirteghem 1997). ICSI’de tek sperm kullanıldığından 3. PN’nin, oluşan ikinci PB’nin 

dışarı atılamamasına bağlı olduğu ileri sürülmektedir (Feenan ve Herbert 2006, Staessen 

ve Van Steirteghem 1997, Porter ve ark. 2003). 

 Oosit’in içerdiği birçok faktör; maternal RNA, proteinler, antioksidanlar ve 

organeller mayoz sürecini, fertilizasyonu ve segmentasyon bölünmesinin erken 

evrelerini ve embriyogenezdeki birçok olayı kontrol etmektedir. Bu yüzden oosit 

kalitesindeki değişiklikler embriyo gelişim yeterliliğini etkileyecektir (Acton ve ark. 

2004). Diğer memelilerde olduğu gibi eksiksiz gelişmiş insan oositlerinde en fazla 

bulunan organel mitokondridir. Mitokondri, solunum ile kimyasal enerji oluşturabilen 

ökaryotik hücrelerdeki enerji kaynağıdır. (Acton ve ark. 2004, Thouas ve ark. 2004). 

Yapılan çeşitli çalışmalarda IVF başarı oranlarındaki düşüşten mitokondriyal hasarların 

sorumlu olabileceği gösterilmiştir (Acton ve ark. 2004). M-II evresindeki oositler kültür 

ortamında belirli sürelerde ışığa maruz bırakılıp bu oositler IVF sürecine sokulduğunda 

oluşan zigotlardaki mitokondri morfolojisinin değiştiği, membran potansiyelinin 

düştüğü ve blastokist gelişiminin baskılandığı gösterilmiştir (Thouas ve ark. 2004).    

Mitokondrinin oosit gelişimi ve embriyo gelişimi sırasında, hücre içi Ca+2 

dengesini belirleyen ana düzenleyici olduğu düşünülmektedir (Van Blerkom 2004, Van 
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Blerkom ve Davis 2007, Dumollard ve ark. 2004). Fare ve insan oositlerinde bulunan 

mitokondriyumlar morfolojik olarak benzer olsa da mitokondri iç zarlarındaki 

elektriksel potansiyelin büyüklüğüne bağlı olarak iki farklı gruba ayrılabilirler.  Yapılan 

çalışmalarda olgun oositlerde (M-II) ve erken embriyoda özellikle plazma membranı 

altına konumlanmış mitokondriyumların membranlarındaki elektriksel potansiyelin, geri 

kalan mitokondriyumlara göre yüksek olduğu belirlendiğinden oosit gelişim aktiviteleri 

ve preimplantasyon evresindeki embriyo içi olayların, iç membran elektriksel 

potansiyeli ile ilintili olabileceği düşünülmektedir (Van Blerkom ve Davis 2007). 

Yapılan bir çalışmada mitokondriyumlarda ATP sentetaz enzimi mutant farelerde 

mitotik iğ ipliği oluşumunun bozuk olduğu gösterilmiş bu durum mikrotübüllerin 

oluşumu ve organizasyonunda da mitokondrilerin rol oynayabileceği düşüncesini 

doğurmuştur (Kidd ve ark. 2005).  

Oositlerin mayoz sürecini tamamlamaları sırasında ve fertilizasyondan sonraki 

olaylarda hücre iskeleti organizasyonunda da değişiklikler olduğu ve başta mitoz 

mekiğinin yapısına katılan mikrotübüllerin rolü çeşitli çalışmalarla gösterilmiştir 

(Tremoleda ve ark. 2003, Kim ve ark. 1998, Veselska ve Janish 2001, Velilla ve ark. 

2005). Yapılan çalışmalarda mikrotübüllerin, kromozomların düzenlenmesinden ve 

mitokondri göçünden sorumlu olduğu belirtilmiştir (Kim ve ark. 1998, Yaffe ve ark. 

1996). Oogenez, oosit olgunlaşması ve erken embriyogenezde hücresel asimetrinin 

sağlanması ve devamlılığı ışınsal mikrotübül demetlerine bağlıdır. Bilindiği gibi 

mikrotübüllerin oluşumunda sentrozom belirleyici rol oynamaktadır. Bu sebepten ötürü 

sentrozom, mikrotübül organize edici merkez (MTOC) olarak bilinir (Combelles ve 

Albertini 2001). Memeli oositlerindeki sentrozomlar sentriolden yoksundur yanlızca 

perisentriolar madde (PCM) içerirler. PCM, mikrotübül oluşturma aktivitesine sahiptir. 

γ-tübülin, tübülin süperailesinin bir üyesidir ve mikrotübül oluşumunda anahtar rol 

oynar. MTOC’nin yapısında bulunur ve mayotik iğ ipliğinin yapımını sağlar (Combelles 

ve Albertini 2001, Lee ve ark. 2000). Fare oositi üzerinde yapılan çalışmalarda 

ooplazma içindeki γ-tübülin odaklarının agregasyonundan sonra mikrotübülün α-tübülin 

birimleri tarafından uzatıldığı görülmüştür (Meng ve ark. 2004). Oosit olgunlaşması 

sırasında γ-tübülin odaklarının evrelere bağlı olarak yer değiştirdiği ve iğ ipliği ve oosit 

korteksi ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (Combelles ve Albertini 2001, Lee ve ark. 

2000). Combelles ve Albertini (2001) Germinal vezikül (GV) evresindeki oositlere 

taxol uygulayarak mikrotübül gelişimini baskıladıklarında, hücrelerin metafaz - I (M-I) 
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evresinde tutulduğu ve bazıları PB atılmasında gecikme yaşarken bazılarında ise PB’nin 

3. PN’yi oluşturacak şekilde hücre içinde kaldığı görülmüştür. Tremoleda ve arkadaşları 

(2003) ICSI uygulaması sonrası oluşan çekirdek ve hücre iskeleti değişikliklerini 

incelemişler ve ICSI sonrası bazı oositlerin ikinci mayoz bölünmelerini 

tamamlayamadıklarını gözlemişlerdir. Yapılan incelemede bu oositlerde düzensiz 

mikrotübüller, hasarlı iğ ipliği ve 3. PN’ye rastlanmıştır (Tremoleda ve ark. 2003).  

Memeli oositlerinde mikrofilaman dağılımı üzerine yapılan çeşitli çalışmalarda 

mikrofilamanların esas olarak hücre korteksinde mayotik iğ ipliğinin üzerinde bir ağ 

halinde yer aldığı belirlenmiştir. Mikrofilamanlardan zengin bu bölgenin mayotik iğ 

ipliğinin devamlılığından ve kromozomların düzeninden sorumlu olduğu 

düşünülmektedir (Kim ve ark. 1998, Veselska ve Janish 2001). Yapılan çalışmalarda 

kortikal filamentöz aktinin (F-aktin) oosit olgunlaşması ve fertilizasyon sırasında 

yeniden düzenlendiği gösterilmiştir (Kim ve ark. 1998, Veselska ve Janish 2001, Velilla 

ve ark. 2005). GV evresinde mikrofilamanlar kortekste gözlenirken, GV dağıldıktan 

sonra kromatine yakın olarak konumlandıkları, M-I’de kromozomlarla ilişkili olan ve 

olmayan kalın ve ince olmak üzere iki kortikal alanın ayrımsandığı, anafaz ve telofazda 

ise çentik kuşağında yer aldıkları gösterilmiştir (Kim ve ark. 1998). Ayrıca atılan 

PB’nin çevresinde de mikrofilamanlar olduğu belirtilmiştir (Kim ve ark. 1998, Veselska 

ve Janish 2001, Velilla ve ark. 2005). Fare ve insan oositleri ile yapılan çalışmalarda 

asimetrik bölünme sırasında PB’nin atılmasının mikrofilamanlara bağlı olabileceği 

bildirilmiştir (Kim ve ark. 1998, Zhu ve ark. 2003). Başka bir çalışmada da ICSI ile 

döllenen at oositlerinde iskelet organizasyonu incelenmiş ve 3 PN oluşumu gösteren 

oositlerde iskelet ağında bir hasar olabileceği sonucuna varılmıştır (Tremoleda ve ark. 

2003). 

 Sonuç olarak sperm ile döllenen oositin mayozu tamamlayabilmesi, PB 

oluşumu ve atılması, mitokondrinin ve hücre iskeletinin rol aldığı karyokinez ve 

sitokinez ile gerçekleşebilecektir. Bu bilgiler ışığında oositin asimetrik olan ikinci 

mayoz bölünmesini gerçekleştirirken oluşan ikinci PB’nin dışarı atılmasında insan 

oositlerinde kortikal aktin filamanlarının organizasyonunun ve mitoz mekiğini oluşturan 

sentrozomun konumunun önemli olabileceğini düşünerek bu çalışmada ICSI 

uygulaması sonrası sitoplazmalarında 3. PN görünen oositlerde sentrozom ve 

mikrofilamanların immünhistokimyasal lokalizasyonlarını incelemeyi amaçlamaktayız. 
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Ayrıca oosite ait olan mitokondriyumların oosit ve embriyo gelişiminde oynayabileceği 

önemli rolü ortaya koymak açısından mitokondriyumlarda görülen yüksek iç membran 

potansiyelinin PN oluşumu ve PB atılmasında önemli olabileceğini düşünmekteyiz. Bu 

nedenle mitokondri yerleşimi ve mitokondri membran potansiyeline yönelik 

araştırmaları immünhistokimyasal yöntemlerle ve ince yapı düzeyinde elektron 

mikroskop ile gerçekleştirdik. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Ovaryum Gelişimi ve İşlevi 
Embriyonik yaşamın ilk ayının sonuna doğru vitellus kesesi duvarındaki 

primordial germ hücreleri gonad taslaklarına göç ederler. Gonadlara yerleşen bu 

hücreler bölünürler ve oogonyum ana hücrelerine dönüşürler. Oldukça yoğun 

bölünmeler sonucunda uterus içi yaşamın ikinci ayında 600.000 adet, beşinci ayda ise 7 

milyon adet oogonyum oluşur. Fetal gelişimin üçüncü ayının başlangıcında 

oogonyumlar birinci mayoz bölünmenin profaz evresinin diploten aşamasında 

gelişimlerini durdururlar. Bu hücreler artık primer oosit olarak isimlendirilir. Primer 

oositler germinal vezikül (GV) evresi oositleri olarak da isimlendirilir. Primer oositler 

yassı folikül hücreleri ile çevrilidir ki hepsinin oluşturduğu bu yapıya primordiyal 

folikül denir. Fetal gelişim esnasında bu folüküllerde meydana gelen atrezi ile çoğu 

dejenere olur ve doğumda ovaryumda yaklaşık 1 milyon primordial folükül bulunur. 

Puberteye kadar bu foliküllerin sayısı 400.000’e kadar iner. Primordial folikülde 

bulunan primer oositler puberte ile hipofizden salgılanmaya başlayan Folikül stimulan 

hormon (FSH) ve Luteinizan hormon’un (LH) etkinliği ile olgun bir dişi gamet 

oluşturmak için oogenez (oosit olgunlaşma) sürecine girerler (Solakoğlu ve Aytekin 

2009 p: 435–436, Loutradis ve ark. 2006). 

2.2. Oosit Olgunlaşma Süreci 
Oosit olgunlaşması nuklear ve sitoplazmik farkılılıkların meydana geldiği uzun 

bir süreçtir. Sitoplazmik olgunlaşma, organellerin yeniden düzenlenmesi, proteinlerin 

sentezi, mikro ve makro moleküler değişimler gibi sitoplazmik değişimleri içerir. Bu 

değişimler oositin nuklear olgunlaşmayı gerçekleştirebilmesi, başarılı bir şekilde 

döllenebilmesi ve embriyonik gelişimin erken evrelerini tamamlayabilmesi için 

gereklidir. Nuklear olgunlaşma ise birinci mayozun profazından ikinci mayozun 

metafazına kadar olan kromatin değişikliklerini içerir. Nuklear olgunlaşmanın 

tamamlanması oositin metafaz II’de (MII) tutuklu kalmasına neden olur. Yalnızca 

tamamen büyümüş MII evre oositleri mayozu devam ettirebilir. Bu durum sitoplazmik 

değişimlerin oositin olgunlaşma yeterliliğini kazanması için gerekli olduğunun 

göstergesidir. Kısmi sitoplazmik olgunlaşma tamamen büyümüş oositlere zarar verebilir 

ve nuklear olgunlaşmayı olumsuz etkileyebilir. Örneğin 26 günlük farelere ait MII evre 
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oositlerinden elde edilen embriyoların iki blastomerli evreden blastokist evresine 

gelişiminin 18 günlük farelerden elde edilen oositlere göre daha yüksek olduğu 

belirtilmiştir (Eppig ve ark. 1994). Yani oositler mayotik olarak olgun olup birinci 

kutup cisminin atılmış olduğu görülse de fertilizasyon, pronukleus oluşumu ve embriyo 

gelişimi için gerekli maternal faktörlerden yoksun olabilir. Bu nedenle oositin 

döllenebilme kalitesinin belirlenmesinde oogenez sürecindeki tüm aşamalar arasında 

kompleks bir etkileşim vardır (Marteil ve ark. 2009, Swain ve Pool 2008). 

2.2.1. Nuklear Olgunlaşma 
Doğumda memeli oositi birinci mayoz bölünmenin profaz evresinin diploten 

aşamasındadır. Bu evre GV evresi olarak bilinir. Puberte ile salgılanan 

gonadotropinlerin uyarısı ile tamamen büyümüş oosit durgun halinden çıkar ve mayoz 

kaldığı yerden devam eder. Bu evre GV’nin çözülmesi ile tanımlanır ve Germinal 

Vezikül Yıkımı (GVBD) olarak isimlendirilir (Swain ve Pool 2008). GVBD, 

sitoplazmik maturasyon promoting faktörün (MPF) aktivasyonu ile gerçekleşir. MPF, 

hücrenin M-fazına girişini kontrol eden düzenleyicidir. Siklin – bağımlı kinaz 1 (CDK1) 

ve siklin B’den oluşur. Xenopus laevis ve fare oositinin olgunlaşma süreci ile ilgili 

yapılan çalışmalar MPF aktivitesinin GVBD’den hemen önce ortaya çıktığını, birinci 

mayoz bölünmenin sonunda tekrar azaldığını ve ikinci mayoz bölünmenin 

başlangıcında yeniden ortaya çıkarak fertilizasyona kadar yüksek seviyesini 

koruduğunu göstermiştir (Gerhart ve ark. 1984, Masui ve Markert 1971). Birinci mayoz 

bölünmenin profaz evresinin tamamlanması sırasında homolog kromozomlar eşleşir ve 

rekombine olurlar. İyice kondanse olan kromozomlar, MTOC’lerce oluşturulan 

mikrotübüllerin meydana getirdiği bipolar mayotik iğ ipliğine bağlanırlar. Bu aşamada 

metafaz evresine girilmiştir ve kromozomlar oluşturulan metafaz plağı üzerindedir. 

Homolog kromozomların farklı kutuplara çekilmesi ile anafaz gerçekleşir. Memeli 

oositleri asimetrik sitokinez süreci ile genetik materyalin yarısını birinci kutup cismi 

olarak dışarı atar. İkinci mayoz bölünmenin metafaz evresine gelen oosit artık sekonder 

oosit ismini alır ve fertilizasyona kadar bu durumunu korur. 

Işık mikroskobu seviyesinde başarılı bir nüklear olgunlaşmanın sadece GVBD 

ve birinci kutup cisminin dışarıya atılması olan iki göstergesi izlenir. Oysa başarılı bir 

fertilizasyonun gerekleşmesi için nuklear olgunlaşmanın kritik birçok aşaması vardır. 

Bunlar, uygun kondansasyon, kromozomların düzeni, düzgün iğ ipliği oluşumu ve 
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fonksiyonu, kromozomların doğru ayrılmasıdır. Bu nedenle yalnızca birinci kutup 

cisminin varlığı ile oositi sağlıklı ve fertilizasyona yeterli olarak varsaymak uygun 

değildir (Swain ve Pool 2008). 

2.2.2. Sitoplazmik Olgunlaşma 
Sitoplazmik olgunlaşma oosit yeterliliğin gelişiminde önemli rol oynar. 

Sitoplazmik olgunlaşma genel olarak üç bölüme ayrılır. 

1- Organellerin yeniden düzenlenmesi 

2- Hücre iskeleti dinamikleri 

3- Moleküler olgunlaşma 

Bu aşamalardaki eksiklik ya da düzensizlikler fertilizasyon ve sonraki gelişim 

süreçlerini etkileyecektir. 

2.3. Fertilizasyon 
Birçok memeli türünde olduğu gibi insanda da ovulasyon ile atılan oosit ikinci 

mayoz bölünmesinin metafaz evresinde durmaktadır. Oositin mayoz sürecini 

tamamlayabilmesi için bir sperm ile döllenmesi gerekmektedir (Plachot 2000).  

Döllenme (Fertilizasyon) süreci yedi farklı evreye ayrılabilir.  

1. Spermatozoon’un oosit çevresindeki kumulus ooforus’a 

penetrasyonu 

2. Spermatozoon’un oosit çevresindeki Zona Pellusida’ya 

bağlanması ve penetrasyonu 

3. Spermatozoon ve oosit plazma membranlarının birleşmesi 

4. Oosit aktivasyonu 

5. Spermatozoon nukleusunun dekondansasyonu 

6. Dişi ve erkek pronukleusların gelişimi ve hücre merkezine göç 

etmeleri 

7. Pronukleusların kaynaşması ve diploid kromozomlu zigot’un 

oluşması (Plachot 2000, Swain ve Pool 2008). 
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Epididimde ve dişi genital kanalda gerçekleşen çeşitli moleküler mekanizmalar 

ile kapasitasyonunu tamamlayan spermatozoa oositin etrafında bulunan zona pellusida 

glikoproteini 3’e bağlanarak akrozom reaksiyonunu uyarır. Akrozom reaksiyonu 

ekzositotik bir olaydır ve akrozomal vesiküllerin içerikleri Ca+2 bağımlı bir yol ile dışarı 

atılır. Zona penetrasyonundan sonra sperm başı perivitellin aralığa girer ve oosit 

membranı ile sperm membranı kaynaşır. İki gametin birleşmesi ile oosit aktivasyonu 

uyarılır. Birçok memeli türünde olduğu gibi insanda da ovulasyon ile atılan oosit ikinci 

mayoz bölünmenin metafaz aşamasındadır. Oosit aktivasyonu ile hücrede bazı 

morfolojik değişiklikler meydana gelir. Bunlar; kortikal granüllerin ekzositozu, ikinci 

mayoz bölünmenin tamamlanması (mayozun beklemekte olduğu M – II evresinden 

bölünmeye devam etmesi, kardeş kromatidlerin ayrılması ve ikinci kutup cisminin 

atılması) ve oosit korteksinin yeniden düzenlenmesidir. Oositin tüm bu süreçleri 

kapsayacak şekilde aktivasyonu Ca+2 dalgalanmalarına bağlıdır (Swain ve Pool 2008).  

 Spermin oosit sitoplazması içine girmesi ile hücre içindeki Ca+2 seviyesinde 

hızlı bir artış meydana gelir ve bunu hızlı ve tekrarlayan Ca+2 dalgalanmaları izler. Bu 

olay gametler birleştikten birkaç dakika sonra gerçekleşir ve pronukleusların oluşumu 

sırasında durur (Swain ve Pool 2008). Sperm uyarılı Ca+2 dalgalanmalarının 

oluşumunda hem mitokondri hem de endoplazma retikulumunun (ER) rolü vardır. 

Somatik hücrelerdekine benzer olarak olgunlaşmasının ilk anlarından itibaren oositte ve 

embriyoda da mitokondri, endoplazma retikulumu sisternalarının yakınında kümeler 

halinde bulunur. Böylece ER ve mitokondrinin yakın çevresinde lokal bir mikroçevre 

meydana gelir. Bu alanda tüm sitoplazmadakinden daha çeşitli çözünür metabolitler 

bulunur. Mitokondri esas olarak ATP ve reaktif oksijen türevleri (ROT) kaynağıdır, ER 

ise ana Ca+2 deposudur. ER ve mitokondri arasındaki bu mikroçevrede bulunan ATP, 

Ca+2 ve ROT konsantrasyonu tüm sitoplazmadaki seviyeden daha fazladır. ER ve 

mitokondri arasındaki bu yakınlık iki organel arasında fonksiyonel bir etkileşim olduğu 

fikrini desteklemektedir (St. John 2007 pp. 33-34, Dumollard ve ark 2006). Spermin 

oosite girmesi ile meydana gelen ani Ca+2 yükselişi ER kökenlidir. Ca+2 

dalgalanmalarının oluşum mekanizması konusunda insan yumurtası üzerinde yapılan 

çalışmalar spermin fertilizasyon sırasında ooplazmaya aktardığı sitozolik bir molekülün 

dalgalanmaları tetiklediği fikrini ortaya koymaktadır. Bu molekül sperme özgü 

fosfolipaz C zeta (PLC ζ)’dır.  PLC ζ, inositol trifosfat reseptörlerini (InsP3-R) ve 

sinyalleşme yolağını aktive eder ve hücre içi ana Ca+2 deposu olan ER’den Ca+2’nın 
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salgılanmasını uyarır. ER depolarından salıverilen Ca+2, sisternalarının hemen yakınında 

bulunan mitokondri matriksine aktarılır (Swain 2008 Herbert 1997). Mitokondrinin 

fizyolojik Ca+2 sinyalleri sırasında önemli miktardaki Ca+2’yı alabildiği ve 

salgılayabildiği kanıtlanmıştır. Fertilizasyonda mitokondrinin Ca+2’yı alması ilk defa 

denizkestanesi yumurtasında gösterilmiştir. Mitokondri, matriksine Ca+2’nın 

aktarılmasını sağlayan elektronegatif bir potansiyele sahiptir. Carbonyl cyanide p-(tri-

fluromethoxy)phenyl-hydrazone (FCCP) kullanılarak mitokondri elektrik potansiyeli 

kollabe edildiğinde Ca+2 alımı durur ve matriksteki depolanmış Ca+2 salgılanır. Ca+2’nın 

mitokondri matriksinde mitokondri fonksiyonları üzerinde etkisi vardır. Mitokondri 

içerisindeki Ca+2 oksidatif fosforilasyonun çoklu bölge aktivatörüdür. Ca+2, Krebs 

çemberindeki ve elektron transfer zincirindeki birçok dehidrogenazı uyarır ve F0-F1 

ATP sentaz üzerine etkisi vardır. Mitokondriyal Ca+2 artışı mitokondriyal ATP 

üretimini arttırır. Üretilen ATP, ER’ye ait Ca+2 pompalarına (SERCAs) etki eder ve 

ER’deki Ca+2 deposu yeniden dolar.  (St. John 2007 pp. 33–34, Dumollard ve ark 2003, 

2006). 

 Ca+2 seviyesindeki artış ve dalgalanmaların sıklığı, büyüklüğü ve süresi 

fertilizasyon ve embriyo gelişimi üzerinde etkilidir. Ca+2 sinyalleşme mekanizması 

oositin olgunlaşma sürecinde gelişir. Yapılan çalışmalarda oositin olgunlaşma süreci 

sırasında ER düzeni ve InsP3-R düzeninin değiştiği gösterilmiştir. Oosit tam boya 

ulaştığında Ca+2 dalgası oluşturma yeteneği kazanılır ama eksiksiz dalgalanma 

kapasitesi sadece başarılı bir oosit olgunlaşmasını takiben elde edilir (Swain ve Pool 

2008, Herbert ve ark. 1997). Olgun fare oositine göre olgunlaşmamış fare oositleri 

sperm girişine cevap olarak daha az seviyede Ca+2 salgılar (Jones ve ark 1995).  

Preovulator fare oositlerinin Ca+2 dalgalanmalarına cevap olarak kortikal reaksiyonu 

gerçekleştirebilme yeterliliği yoktur (Abbott ve ark. 1999). Bu yetersizlik henüz 

olgunlaşmamış oositin Ca+2 dalgalanmalarına cevap verme yeteneğinin olmamasından 

kaynaklanmaktadır (Abbott ve ark. 2001). Ayrıca in vivo ve in vitro olgunlaştırılan 

oositlerde aktivasyon ile meydana gelen Ca+2 dalgalanma paterni arasında fark olduğu 

bildirilmiştir (Herbert ve ark. 1997). Bu durum, in vitro olgunlaştırılan oositlerde 

görülen yetersiz gelişim kapasitesini kısmi olarak açıklamaktadır (Heikinheimo ve 

Gibbons 1998). 
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Ca+2 artışına cevap olarak kortikal granüller perivitellin aralığa enzim 

içeriklerini boşaltmak için oolemmaya doğru göç ederler. Bu olaya kortikal reaksiyon 

denir. Böylece zona pellusida’nın kimyasal ve fiziksel özellikleri değişir ve diğer 

spermlerin sitoplazma içine girişleri engellenir (Swain ve Pool 2008). Oositin kortikal 

granül ekzositozunu gerçekleştirebilme yeteneği Ca+2 sinyalleşme mekanizmasının 

kazanılmasına bağlı olarak olgunlaşma sürecinde kazanılır.  

Aktive olan oosit ikinci mayoz bölünmesini tamamlamak üzere anafaz ve telofaz 

süreçlerini geçirir ve meydana gelen asimetrik bölünme ile farklı boyutta iki hücre 

oluşturur. Bu hücrelerden küçük olanı ikinci kutup cismidir. Büyük olan ve sitoplazmik 

içeriğin çoğuna sahip olan hücre ise döllenmiş oosittir.  Bu asimetrik bölünme ile erken 

embriyo gelişimi için gerekli birçok molekül oosit sitoplazmasında tutulmuş olur ve 

sitoplazmik kayıp en aza indirgenir. Normal döllenen insan oositi 2PN oluşturur. Bir 

pronukleus oositten gelen haploid kromozom kümesidir, diğeri ise spermden gelen 

haploid kromozom takımıdır. Oosite ait kromatin materyalinin etrafında çekirdek 

zarının oluşması ile dişi PN meydana gelir. Oosit mayoz bölünme sürecini tamamlarken 

sperm nukleusu da bir seri değişiklik yaşar. Sperm hücresinin başı şişer, protamin 

disülfit bağları azalır ve sperm kromatini dekondanse olur. Sperme özgü olan 

protaminler histonlarla yer değiştirirler ve kromatin dekondansasyonu olarak 

adlandırılan süreç sonucunda ositin merkezinde erkek PN haline dönüşür. Zaman ayarlı 

çalışmalar sperm başının dekondansasyonunun her zaman ikinci kutup cisminin 

atılmasından önce olduğunu göstermektedir. Paternal kökenli sentrozom, dişi 

pronukleusa uzanan mikrotübül tabanlı sperm asterlerinin organizasyonunu başlatır. 

İmmün işaretleme çalışmaları bu olayın spermin girişinden 6 saat sonra gerçekleştiğini 

göstermektedir. İki PN oositin merkezinde birbirlerine temas edinceye kadar dişi 

pronukleus erkek pronukleusa doğru çekilir. Merkezde PN boyutu 15–17 mikrondan 

22–24 mikrona çıkar (Feenan ve Herbert 2006, Plachot 2000). Pronukleusların 

appozisyonu sırasında nuklear membranın yapısında bulunan porların ve bu porların 

sitoplazmik yüzeyinde toplanan dinaktin ve vimentin proteinlerinin rolü vardır. Dişi 

pronukleusu erkek pronukleusa doğru çekme görevini üstlenen sperm asterini oluşturan 

mikrotübüllerin pozitif uçlarında motor proteinlerden dinein yer almaktadır ve dinein bu 

şekilde dişi pronukleusa taşınır. Burada nuklear porlardaki dinaktin ve vimentine 

bağlanır, motor aktivitesini gösterir ve apozisyon sağlanır (Payne ve ark. 2003). 
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Işık mikroskobik incelemede oosit sitoplazması içinde iki adet PN ve dışında iki 

adet PB izlenmesi fertilizasyonun normal bir şekilde gerçekleştiğinin göstergesidir. İki 

taneden daha az ya da daha fazla PN içeren zigotlar anormal döllenmiş olarak 

nitelendirilir.   

2.4. Anormal Sayıda Pronukleuslu Zigotlar 
Geleneksel in vitro fertilizasyon ve intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu 

uygulamalarından sonra pronukleus sayısı ile ilgili iki ana bozukluk bildirilmiştir. 

Bunlar; monopronuklear (1PN) oositler ve tripronuklear (3PN) oositlerdir. Oluşan 1PN 

ve 3PN oositler erken gelişim bölünmelerini geçirme yetisine sahiptir. Bölünen 

embriyolar bipronuklear (2PN) oositlerden kökenlenen embriyolar ile aynı morfolojik 

görünümdedirler (Staessen ve Steirteghem 1997). 

2.4.1. Üç Pronukleuslu Zigotların Oluşması  
En sık rastlanan multipronuklear zigotlar, 3PN zigotlardır. Hücresel düzeyde bu 

durum iki haploid kromozom kümesi yerine üç tanenin varlığını gösterir. Bu durum 

diandrik triploidi olan iki erkek ve bir dişi kromozom setinin kombinasyonu ya da 

dijinik triploidi olan bir erkek ve iki dişi kromozom setinin kombinasyonu ile 

gerçekleşir. Hangisi olduğunu belirlemek için kutup cismi sayısına bakılır. Eğer zigot 

3PN ve 2PB içeriyorsa dispermik kabul edilir. Diandrik triploidinin nedeni iki veya 

daha fazla spermin oosit sitoplazması içerisine girmesidir. Böyle zigotlar genellikle IVF 

uygulaması sonrası oluşur. Zigot, 3PN ve 1PB içeriyorsa gözlenen ekstra pronukleusun 

anne kökenli (digyny) olduğu kabul edilir. Dijinik triploidide ise diploid bir oosit tek bir 

sperm ile döllenir. Diploid oositler iki şekilde meydana gelebilir. 

1) Mononuklear veya binuklear diploid GV oositinin olgunlaşması ile, 

2) Birinci veya ikinci metafaz, anafaz, telofaz evrelerinin bloke olması ile 

(Rosenbusch 2008 ve Tarin ve ark. 1999 ve Feenan ve Herbert 2006,  Plachot 2000). 

Hem mononuklear hem de binuklear dev diploid oositler normal bir oositin iki 

katı büyüklüğündedir bu nedenle oositin olgunlaşma süreci sırasında sitoplazmik ve 

nuklear bölünmede bir hata olduğu ya da iki oogonyumun birleşmesi sonucu oluştuğuna 

inanılır. Yapılan çalışmalar bu hücrelerin döllenebileceğini ve in vitroda dijinik triploid 

zigot ve embriyoları oluşturabileceğini göstermiştir (Rosenbusch 2008). 
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Birinci mayoz bölünme sürecinin bloke olması, ovaryumun eksojen kaynaklarla 

uyarılması, sigara içmek ve nüklear ve mitokondrial genotip ile alakalıdır. Maternal 

yaşın ilerlemesi de birinci mayoz bölünmenin metafaz evresinde oosit duraklamasına 

neden olur.  

İkinci mayoz bölünme sürecinin bloke olması, M-II evresindeki oositlerin 

kriyopreservasyonu, intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu ve postovulatör oosit 

yaşlanması ile alakalı olabilir. Özellikle intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu sonrasında 

görülen bu anormallikte izlenen fazla pronukleus dışarı atılamayan ikinci kutup 

cismidir. Çeşitli sebeplerle, 23 kromozom içeren kutup cismi dışarı atılamaz, ooplazma 

içinde kalır ve fazla dişi pronukleusu oluşturur (Rosenbusch 2008 ve Tarin ve ark. 

1999).  

İkinci kutup cisminin atılamamasının nedeni, hücre içi iskeletin yapısında 

meydana gelen bozulmalar, oositin dondurulması, intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu 

uygulama tekniği, oositin kalitesi ve yaşlanması gibi faktörler olabilir. 

2.5. Sitoplazmik Olgunlaşma ve Ooplazmanın Düzeni 
Organellerin aktif hareketleri ve sitoplazma içinde doğru pozisyona gelmeleri 

oosit büyümesi, olgunlaşması ve fertilizasyon için önemlidir. Memeli oositinin 

büyümesi sırasında organeller organel zonunu oluşturmak üzere oosit korteksine göç 

ederler. Oositin olgunlaşma sürecinde ise kortikal granüller dışındaki tüm organeller 

hücrenin merkezine göç ederler ve kortekste organelden yoksun bir zon oluştururlar 

(Sun ve Schatten 2006). Olgunlaşan oositler ve embriyolardaki baskın sayıda bulanan 

organel mitokondridir ayrıca kortikal granüller, düz yüzlü endoplazma retikulumu 

(DER), kaba yüzlü endoplazma retikulumu (GER), Golgi aparatı ve lizozomlar da 

mevcuttur. 

2.5.1. Mitokondri  
Oosit sitoplazması içinde baskın miktarda bulunan mitokondrinin fonksiyonel 

bütünlüğü, hücresel devamlılık ve gelişim süreci için önemlidir. Oositte bulunan 

mitokondri maternal kökenlidir. Paternal mitokondri fertilizasyon sırasında spermatozoa 

ile ooplazmaya girse de ubiquitin-bağlı proteoliz yolağı ile yıkıma uğrar (Schwartz ve 

Vissing 2002; 2003). Memeli oositinde yaklaşık olarak 100,000 – 200,000 

mitokondriyal DNA (mtDNA) kopyası vardır. Mitokondri embriyo gelişimi sırasında 
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tüm kardeş hücrelere bölüştürülür. Postimplantasyon evresine kadar mtDNA 

replikasyonu olmadığından oositler her türlü mitokondriyal bozukluğa karşı hassastır. 

Ooplazmada bulunan mitokondrinin esas görevi fertilizasyon ve implantasyon öncesi 

embriyo gelişimi için ATP üretmektir. Bunun yanı sıra oosit aktivasyonunda önemli rol 

oynayan Ca+2 metabolizmasının düzenlenmesinde de etkilidir (Wang ve ark. 2009). 

Mitokondrinin, oosit olgunlaşması ve embriyo gelişimi sürecinde dağılımı ve 

morfolojisi oositin veya embriyonun metabolizmasının artışına, oksijen tüketimine, 

karbondioksit üretimine göre değişim gösterir (Sathananthan ve Trounson 2000). 

Yapılan çalışmalar yapısal, genetik ve konumsal mitokondri bozukluklarının erken 

insan gelişimi sırasında normal iğ ipliği organizasyonu, kromozomların ayrılmasını, 

hücre siklusunun süresi, kompaksiyon, kavitasyon ve blastokist soyulması gibi 

morfolojik olayları olumsuz yönde etkilediğini göstermiştir. Yani mitokondriyal 

özellikler ve mitokondri ile alakalı değişiklikler oosit kalitesinin ve oosit gelişim 

yeterliliğinin belirtecidir (Van Blerkom 2004, Wang ve ark. 2009).   

2.5.1.1. Mitokondri Dağılımı 
Oosit olgunlaşması ve erken embriyogenez sırasında mitokondrinin dağılımında 

evreye özgü değişimler meydana gelir. Mitokondrinin hücre içi düzenindeki değişim 

süreçleri hücre iskeleti elemanlarına bağlı olarak gerçekleşir. Fetal ovaryumlardaki 

oogonyumlarda ve primordial foliküllerdeki oositlerde mitokondri perinuklear 

konumludur. Erken antral foliküllerde mitokondri periferik dağılım sergiler. Büyük 

foliküllerden toplanan tamamen büyümüş oositlerde mitokondri periferik sitoplazmada 

ve GV’nin çevresinde birikim gösterir. GVBD’den anafaz I’e kadar süren mayotik süreç 

sırasında mitokondri perinuklear alanda lokalizedir.  Fertilizasyondan sonra mitokondri 

mikrotübül aracılı yol ile peripronuklear bölgeye göç eder ve yanyana gelmiş 

pronukleusların çevresinde yoğun bir küme oluşturur. Bu alanda pronuklear oluşum ve 

singami için enerjiye ihtiyaç vardır. Nuklear membranın çevresindeki mitokondrial 

polarizasyon, oogenez ve fertilizasyon sırasında birçok kere yenilenir. Bunun nedeni 

nuklear materyalin düzenlenmesi gibi olaylarda mitokondrial aktiviteye özellikle ihtiyaç 

duyulmasıdır (Marteil ve ark. 2009, Sathananthan ve Trounson 2000, Sun ve Schatten 

2006). Pronuklear evrede pronukleusların çevresindeki mitokondri birikiminin simetrik 

olması segmentasyon bölünmeleri ile oluşacak her blastomere eşit sayıda mitokondri 

aktarılmasını sağlar. Van blerkom ve ark. (2000) yayınladıkları çalışmada pronuklear 
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mitokondri geometrisinin mikrotübül ışınlarının düzenine bağlı olduğunu ve iç ve dış 

faktörlerden etkilendiğini bildirmiştir. Mitokondri genellikle DER membranları ile 

ilişkilidir. DER ve mitokondri birlikte ooplazmanın kortikal alanına yayılmış çok sayıda 

ve sıklıkla büyük yapılar oluştururlar. Bunlar, birbirleriyle anoztomoz yapmış ve 

mitokondri ile sıkıca karışmış tübüler DER membran kümeleri ve mitokondri çemberi 

ile çevrili hafif elektron yoğun materyal ile dolu büyük vesiküller halindedir. (Motta ve 

ark 2000, Sathananthan ve Trounson 2000, Van Blerkom 2004).). GVBD, birinci ve 

ikinci metafaz iğ ipliği oluşumu, pronukleusların oluşması ve birbirlerine doğru göçü, 

birinci mitotik iğ ipliğinin oluşması gibi yüksek ATP seviyesine ihtiyaç duyulan gelişim 

süreçlerinde mitokondri ve DER sisternalarının birlikte oluşturduğu alanlar bolcadır 

(Van Blerkom 2004).  

Mitokondri reorganizasyonu nuklear olgunlaşma yeterliliği için önemlidir. 

Düşük olgunlaşma oranına sahip olan oositlerde mitokondrinin yeniden düzenlenme 

süreçlerine girmediği bilinmektedir (Marteil ve ark 2009). MII oositler ve embriyolarda 

mitokondri dağılım anormallikleri yaygındır. Mitokondrinin sitoplazmada büyük 

kümeler halinde bulunması gelişim yeterliliğini olumsuz yönde etkiler. Tipik olmayan 

mitokondriyal kümelenmenin nedeni mitokondri hareketlerini yöneten hücre iskeleti 

elemanlarının organizasyonundaki bozulmadır. Bu durum hücre içi yapısal 

bozuklukların gelişim yeterliliğini olumsuz yönde etkileyebileceğinin göstergesidir 

(Van Blerkom 1991, Katayama ve ark. 2006).  

2.5.1.2. Mitokondri Yapısı 
Büyüyen ve olgulaşan oositlerde mitokondri çoğunlukla küre ya da oval 

şekillidir. Çapı 0,3 – 0,5 mikron arasındadır. Tipik olarak çok az miktarda kısa yay 

şeklinde kristalara ve elektron yoğun bir matrikse sahiptir. Bu gelişmemiş morfoloji 

düşük solunum aktivitesinin göstergesidir. Dumollard ve ark. (2004) göre oosit ve erken 

embriyodaki gelişmemiş mitokondri morfolojisi kısıtlı oksidatif fosforilasyon kapasitesi 

sağlamakta ve böylece ROT oluşma potansiyelini azaltmaktadır. Fertilizasyondan sonra 

ve implante olmamış embriyonun büyümesi sırasında mitokondri yuvarlak-oval şekilli, 

yoğun matriksli ve az kristalı yapısından uzamış, daha seyrek matriks ve daha fazla 

sayıda mitokondrinin uzun ekseni boyunca enine yerleşimli krista içeren morfolojiye 

farklılaşır. Matriks yoğunluğundaki azalma ve krista sayısındaki artış metabolik 

aktivitenin arttığının göstergesidir. Bununla birlikte bölünme süreci sırasında yuvarlak, 
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oval ve uzamış mitokondriler bir arada bulunabilir. Özellikle erken pronuklear evrelerde 

merkezinde daralma olan uzamış mitokondriye de raslanır ve bunlar bölünmekte olan 

mitokondri olarak nitelendirilir. Gelişim sürecinde mitokondrinin yapısından meydan 

gelen farklılıklar gelişim evresine özgü hücresel aktiviteleri desteklemek için gerekli 

olan yükselmiş ATP ihtiyacını karşılayabilmek içindir. Mitokondri ince yapısında 

meydana gelecek bozukluklar gelişimin bloke olması ya da anormal embriyo gelişimi 

ile alakalıdır (Motta ve ark. 2000, Sathannathan ve Trounson 2000, Van Blerkom 2004). 

2.5.1.3. Mitokondrinin Görevleri 
Mitokondrinin oositteki esas görevi oosit olgunlaşması ve embriyo gelişimi için 

ATP üretimi olsa da fertilizasyon ve sonraki gelişim süreçlerinin normal bir şekilde 

ilerleyebilmesi için gerekli olan hücre içi Ca+2 homeostazının kontrolünde de önemli 

etkilere sahiptir. (Krisher 2004, Torner ve ark. 2004, Van Blerkom ve Davis 2007). 

Olgun bir oosit (M-II) içerisindeki mitokondri morfolojik olarak homojen görünüm 

sergilesede mitokondriyal polaritenin yüksek ve alçak seviyede olmasına bağlı olarak 

iki populasyona ayrılırlar. Mitokondriyal polarite, iç mitokondriyal membrandaki 

elektrik potansiyelinin ölçümüdür. Düşük membran potansiyeline sahip mitokondri bol 

sayıdadır ve tüm sitoplazmayı kaplar. Yüksek membran potansiyeline sahip olanlar ise 

yalnızca subplazmalemmal alanda lokalize olmuşlardır ve toplam mitokondri içeriğinin 

%5’inden daha azdır (Van Blerkom 2004; 2009, Van Blerkom ve Davis 2007). 

Polaritenin büyüklüğündeki farklılıklar solunum seviyesi, ATP üretimi, organel 

hacminin korunması, sinyal iletimi ve Ca+2 homeostazını düzenleme gibi farklı 

mitokondri fonksiyonlarını doğrudan etkiler (Van Blerkom 2009). Düşük membran 

potansiyeline sahip olanlarla kıyaslandıklarında yüksek membran potansiyeline sahip 

mitokondri ATP üretimi ve Ca+2 homeostazını düzenlemede daha etkilidir (Van 

Blerkom ve ark. 2002; 2003).  Mitokondri iç membran potansiyelinin büyüklüğünü 

inceleyen birçok çalışma, mitokondriyal aktivite ile memeli oosit ve embriyosunun 

gelişim yeterliliği arasında bağ olduğunu göstermiştir (Wilding ve ark. 2001; 2002; 

2003, Van Blerkom 2002; 2003, Acton ve ark. 2004, Jones ve ark. 2004). 

Mitokondrinin fertilizasyon sürecinde, oositin mayoza kaldığı yerden devam etmesi ve 

erken embriyo bölünmeleri sırasında mayotik ve mitotik iğ ipliği organizasyonu ve 

sitokinezin başarısında düzenleyici rolü olduğu bilinmektedir (Van Blerkom 2009). Van 

Blerkom ve ark. (2003; 2006) yayınladıkları çalışmalarda oosit ve implantasyon öncesi 
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embriyolarda belirli gelişim aktivitelerin membran potansiyeli büyüklüğü ile kontrol 

edilebileceğini ve eğer mitokondrideki polarite büyüklüğü normalin altındaysa bu 

süreçlerin olumsuz etkilenebileceğini bildirmişlerdir (Van Blerkom ve Davis 2007). 

Canlı hücrelerin mitokondriyumlarının iç membran potansiyelindeki farklılıklar  

JC-1 (5,5’,6,6’- tetrakloro- 1,1’,3,3’- tetraetilbenzimidazolkarbosiyanin iodid) gibi 

membran potansiyelinin şiddetine duyarlı florometrik ajanlarla belirlenebilir. JC-1 

katyonik, lipofilik, karbosiyanin bazlı, potansiyele duyarlı floresan bir boyadır. 

Mitokondri matriksinde birikir ve floresans emisyonu mitokondri iç membran 

potansiyelinin şiddetine bağlıdır. Düşük membran potansiyelinde yeşil floresan veren 

JC-1 monomerleri yüksek membran potansiyelinde bir araya gelip JC-1 agregatlarını 

oluşturur ve 590nm emisyonda parlak kırmızı renkte floresan verir. Bu tür boyaların 

kullanıldığı immünfloresan yöntemler oositlerin ve preimplantasyon evresi embriyoların 

blastomerlerindeki solunum hızını ölçmede kullanılabilir (Reers ve ark. 1991; 1995, 

Van Blerkom ve ark. 2002, Van Blerkom 2004, Wilding ve ark. 2001). 

2.5.2. Endoplazma Retikulumu  
Oosit olgunlaşması sürecinde ER düzeninde gelişim evrelerine bağlı olarak 

değişiklik olduğu bilinmektedir. GV evresindeki bir insan oositinin kortikal bölgesinde 

genellikle kümeler halinde organize olmamış küçük ER sisternaları, bazen benek tipi 

lekeler şeklinde küçük ER alanları bulunur. GV etrafında ER izlenmez. Olgunlaşmış M-

II oositler ise korteks ve tüm sitoplazmaya dağılmış, iyi organize olmuş büyük ER 

membranları ve yaklaşık 2-3 μm çapında ER kümeleri içerir. 

ER, protein ve lipid sentezinin gerçekleştiği organeldir. Ayrıca kalsiyumun ana 

hücresel deposu olduğu için Ca+2’nın hücre içi düzenlenmesinde de rol oynar. Bu 

nedenle ER fertilizasyon sırasında oosit aktivasyonunda etkinlik gösterir. Oosit 

aktivasyonundan sonra ER membranında bulunan InsP3-R aracılığıyla Ca+2 salgılanır. 

Oosit olgunlaşması sırasında ER düzeninde meydana gelen değişikliklere ilave olarak 

InsP3-R miktarı GV evresine göre MII oositlerde %50 oranında artar (Mann ve ark. 

2010, Marteil ve ark. 2009). 
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2.5.3. Hücre İskeleti Dinamikleri  
Hücre iskeleti üç tip filamandan oluşur. Bunlar; mikrotübüller, mikrofilamanlar 

ve ara filamanlardır (Marteil ve ark. 2009). Mikrotübüller ve mikrofilamanlar globüler 

alt birimlerin polimerleridir. Ara filamanlar ise fibröz polipeptitlerin tetramerlerinden 

oluşur. Bu filamanlar içinde oosit olgunlaşması ile yakından ilişkili olanlar ise 

mikrotübüller ve aktin filamanlarıdır. Nuklear olgunlaşma sırasında hücre iskeletinin 

yeniden düzenlenmesi gerçekleşir. Bunlar; 

1- Kromozomlara bağlı mikrotübüllerin iğ ipliğini oluşturmaları, 

2- Sitoplazmik mikrotübüllerin geçici varlığı, 

3- Mikrofilamanların sitoplazmadan oosit korteksine ve kromatin 

etrafına lokalize olmaları şeklinde tanımlanır (Marteil ve ark. 2009). 

Oosite ait iskelet elemanlarının yeniden organizasyonu sadece nuklear 

olgunlaşma için değil oositin gelişim yeterliliğini kazanabilmesi için de gereklidir 

(Marteil ve ark. 2009). 

2.5.3.1. Mikrotübüller 
Mikrotübüller, α ve β tübülin dimerlerinin polimerizasyonu ile oluşan ve 

dinamik bir yapıya sahip olan elemanlardır. Esas olarak organellerin özellikle de 

mitokondrinin konumlanmasında ve kromozomların ayrılmasında etkin rol alırlar. 

Mayotik olgunlaşma sırasında kromozomların uygun pozisyona gelmelerini ve 

ayrılmalarını sağlarlar (Marteil ve ark. 2009). İnsan oositinin olgunlaşması sırasında 

farklı gelişim evrelerinde mikrotübüllerin sitoplazmik düzeni α-tübülinin floresan 

işaretlemesi ile gösterilmiştir.  

GV evresindeki bir oositin sitoplazmasında organize olmuş bir mikrotübül ağı 

görülmez ama korteks ve GV çevresinde yoğun tübülin boyanması izlenir. GVBD’den 

sonra kondanse kromatinin yakınında küçük mikrotübül asterleri görülür. Prometafaz 

evresinde her kromatin partikülü ile ilişkili mikrotübül asterleri oluşur. Birinci mayozun 

metafazında asterler uzar ve iğ ipliğini oluştururlar. Anafaz ve telofaz evrelerinde 

mikrotübüller organize olmuş iğ ipliğinin ortasında bulunur. İkinci mayozun 

metafazında mikrotübüller mayotik iğ ipliğinde ve kutup cisminin çevresinde 

konumlanır. İnsan mayotik iğ ipliği fare, inek ve domuzda olduğu gibi simetrik, fıçı 
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şekillidir ve anastral geniş kutupları vardır. Mayotik metafaz iğ ipliğinin boyutu 18-21 

μm’dir (Kim ve ark. 1998).      

Mikrotübüller sitoplazma içinde bulunan MTOC’ler tarafından üretilirler. 

Ökaryotik hücre sitoplazmalarında bulunan MTOC sentrozomdur. Sentrozom, fibröz 

PCM ile ilişkili bir çift sentriolden oluşur. Sentrioller 0,3 – 0,6 μm uzunluğunda ve 0,2 

μm çapında simetrik olarak düzenlenmiş 9 adet mikrotübül tripletinden oluşan silindir 

şeklinde yapılardır. İki sentriol birbirine dik şekilde konumlanmıştır. Sentrozom 

membran içermez ve sürekli olarak hücresel elemanlarla iletişim halindedir. PCM, 

yapısal proteinler, düzenleyici moleküller, sentrozomla ilişkili proteinler ve ısı şok 

proteinlerini içeren 100 kadar proteinden oluşan fibröz bir kafestir. Bu karmaşık yapı 

içinde γ - tübülin halka kompleksi (γ-TURC), esas olarak γ – tübülin ile birlikte 

aksesuar proteinlerden oluşur ve mikrotübül nukleasyonundan sorumludur. γ -TURC, 

PCM içine gömülü olarak bulunur ve sentrozom proteinlerinden perisentrine 

bağlanmıştır. 

Diğer organellerle kıyaslandığında sentrozomun belirgin bir şekli, boyutu ve 

sınırının olmadığı görülür. Hücre tipine, hücre döngüsünün evrelerine, organizmanın 

türüne bağlı olarak moleküler ve yapısal değişime giren bir organeldir. PCM’de oldukça 

dinamik bir yapıya sahiptir ve mükemmel fertilizasyonun gerçekleşmesi için gerekli 

olan farklı konfigürasyonlara değişebilir. (Schatten ve Sun 2010, Manandhar ve ark. 

2005).  

Erkek ve dişi gametler oldukça farklılaşmış hücrelerdir. Hem oogenez hem de 

spermatogenez süreçlerinin son aşamalarında erkek ve dişi gametlerdeki sentrozomlar 

dejenerasyon ve modifikasyona gider. Böylece gamet fonksiyonlarını ve fertilizasyonu 

başarı ile gerçekleştirebilecek hale getirilirler. Bu olaya sentrozom indirgenmesi denir. 

Spermatogenez sırasında spermatidlere ait sentrozomlar erken evrede ilk olarak 

mikrotübül nukleasyon yeteneklerini yitirirler. γ – tübülin, spermiasyon evresinde 

meydana gelen sitoplazmik artık cisimler içerisinde atılır. Olgun bir spermatozoa 

hücresinde sentrozomal proteinler türe bağlı olarak kısmen veya tamamen yok olmuştur. 

Sentriol çiftinden distal sentriolde dejenerasyon görülse de varlığını sürdürür. Distal 

sentriol sperm kuyruğunda bulunan 9+2 aksonem yapısını oluşturan MTOC’dir. 

Spermatogenez sürecinde distal sentriolde görülen kısmi dejenerasyon epididimde 

meydana gelmeye başlar, mikrotübüllerinin %50’sini yitirir ve olgun bir sperm 
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hücresinde artık cisim olarak kalır. Proksimal sentriol ise bütünlüğünü korur. Proksimal 

sentriol fertilizasyondan sonra oluşan sperm asterlerinin organizasyon merkezi olarak 

görev yapar. Olgun bir spermin sentrozomal elemanlarında defekt olması erkek faktörlü 

infertiliteye neden olur (Manandhar ve ark. 2005). 

Oogenez sırasında ise sentrioller yok olur. Oogonyum ve fetal oositler pakiten 

evresine kadar sentriole sahip olsalar da sonraki evrelerde sentriol kaybolur. GVBD 

sırasında sitoplazma içinde çok sayıda perinüklear MTOC oluşur ve bunlar zaman 

içinde bir araya gelerek meydana gelen metafaz iğ ipliğinin kutuplarını oluştururlar. 

Oluşan perinüklear MTOCler ve iğ ipliği kutuplarında sentriol bulunmaz. Esas olarak 

fare oositinde olmak üzere tavşan, inek, denizyıldızı, Xenopus ve insan oositinde de 

metafaz II iğ ipliği kutuplarında sentriol olmadığı bilinmektedir. Bu asentriolar 

sentrozomlar çok sayıda sentrozomal protein (γ – tübülin ve NUMA gibi) içerir. 

Mayotik iğ ipliği kutuplarına ek olarak ooplazma içerisinde sentrozomal elemanlar 

bulunur. İmmünfloresan çalışmalarda aktive olan oosit sitoplazmasında sentrozomal 

elemanların ilk olarak küçük sayısız nokta olarak belirdiği, aktivasyonun ilerleyen 

evrelerinde ise daha az ama büyük sentrozomal odaklar halinde toplandıkları 

gösterilmiştir (Schatten ve Sun 2009; 2010, Manandhar ve ark. 2005). 

Fertilizasyonun başarılı olabilmesi için sperm ve yumurtaya ait indirgenmiş 

sentrozom elemanlarının eksiksiz bir şekilde bir araya gelerek fonksiyonel sentrozomu 

oluşturmaları gerekmektedir. Birçok omurgalı ve omurgasız türde spermin çok az PCM 

ile çevrili sentriolü, oosite ait sentrozomal proteinlerin bir araya toplanması için 

dominant yapıyı oluşturur. γ- tübülin moleküllerinin küçük bir bölümü sperm sentriolü 

ile ilgili olsa da, döllenmiş yumurtada zigot sentrozomuna devşirilen γ- tübülinin büyük 

miktarı ooplazmadan gelir. Spermin ooplazma içine girişinden kısa süre sonra sperme 

ait sentriolar kompleks oosit sitoplazmasından γ- tübülin, sentrin, perisentrin ve 

NUMA’yı toplar. Dekondanse olan erkek PN’nin etrafındaki aşırı γ- tübülin birikimi 

sperm asterini oluşturma yeteneğine sahiptir. Ooplazmadaki sentrozomal proteinlerin 

sperm sentriolü çevresinde toplanmasını sağlayan mekanizma tam olarak 

anlaşılamamıştır, ancak γ- tübülinin sentrozomun toplanmasında ana rol oynadığı, 

mikrotübül nukleasyonu ve zigot asterinin sayısını ve boyutunu arttırdığı bilinmektedir. 

Maternal γ- tübülinin paternal sentrozoma doğru şekilde taşınması çok önemlidir. 

Yetersiz γ- tübülin sperm aster oluşumunda bozulmaya ve singamide hataya sebep olur. 
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Aşırı γ- tübülin birikimi ise aşırı mikrotübül nukleasyonu ve segmentasyon sırasında 

kromozomların eşit dağılmaması ile sonuçlanır (Schatten ve Sun 2009; 2010). 

2.5.3.2. Mikrofilamanlar 
Aktin, memeli oositindeki ana proteinlerinden birisidir. Mikrofilamanlar, 

globüler aktin (G-aktin) monomerlerinin polimerizasyonu ile oluşan filamentöz 

aktinden (F-aktin) oluşurlar. Oosit olgunlaşması, fertilizasyon ve embriyo gelişimi 

sırasında aktin filamanları önemli rol oynar. Oosit olgunlaşması ve fertilizasyon 

sırasında kortikal granül, endoplazma retikulumu sisternaları, mitokondri, Golgi 

kompleksi gibi organellerin dağılımı ve kromozomların pozisyonunu gibi dinamik 

olayları kontrol ederler. Ayrıca kutup cisminin atılması da filamentöz aktinin dağılımına 

bağlıdır. Bu olaylar aktin filamanların polimerizasyon ve depolimerizasyonuna, yani 

aktin dinamiklerine bağlıdır. Birçok hücre tipinde sitoplazmada büyük G-aktin havuzu 

vardır ve çevresel uyarılara bağlı olarak hızla F-aktin polimerizasyonunu 

gerçekleştirebilirler. Mayotik maturasyon sırasında insan da dahil olmak üzere birçok 

türün oositinde aktin filamanlarının yeniden organize olduğu bilinmektedir. GV 

evresinde mikrofilamanlar tüm sitoplazmaya dağılmış halde bulunurken GVBD 

sırasında oosit korteksine ve kromatinin etrafına doğru göç ederler. Metafaz II’de 

mikrofilamanlar oosit membranının altında ve yoğun olarak da mayotik iğ ipliğininin 

üzerinde konumlanmıştır (Marteil ve ark. 2009, Wang ve ark. 2000). Domuz olgun 

(MII) oositinde yapılan çalışmalarda oosit korteksinde kalın ve ince aktin filaman 

ağından oluşan iki farklı bölge tespit edilmiştir. İnsanda yapılan çalışmada da metafaz I 

evresinde bulunan oositlerin korteksinde kalın ve ince mikrofilaman bölgesi olduğu ve 

kromozomların kalın mikrofilaman bölgesinde konumlandığı bildirilmiştir. Kalın aktin 

filaman alanında kromozomlar yer aldığı için bu bölgenin kutup cisminin atılması ve 

fertilizasyonun normal gerçekleşebilmesi için önemli olduğu düşünülmektedir (Wu ve 

ark. 2001, Kim ve ark. 1998). Anafaz ve telofazda kardeş kromatidlerin arasında 

mikrofilamandan zengin yarıklanma oluğu vardır. Kutup cisminin atılmasından sonra 

mikrofilamanlar hem metafaz II kromatinin çevresinde hem de kutup cisminde izlenir 

(Kim ve ark. 1998). 2 – 4 hücreli embriyolarda plazma membranının altında ve 

perinuklear sitoplazmada bolca aktin filaman bulunur. Yapılan çalışmalarda Sitokalasin 

B uygulaması ile mikrofilaman polimerizasyonunun  baskılanmasının GVBD ve 

metafaz üzerine etki etmediği, ancak mayotik iğ ipliğinin oosit korteksine göç 
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edememesi sonucu kutup cisminin atılmasının baskılandığı bildirilmiştir. (Kim ve ark. 

2000, Longo ve Chen 1985, Marteil ve ark. 2009, Wang ve ark. 2000).   
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. 3 Pronukleuslu Oositlerin Temini: 
Çalışmamızda kullandığımız materyal İnternational Hospital, Zeynep Kamil 

Kadın ve Çocuk Hastalıkları Eğitim ve Araştırma Hastanesi ve 29 Mayıs Hastanesinde 

bulunan yardımla üreme teknikleri merkezlerine başvurmuş 23 – 47 yaş arası (ortalama 

32 yaş) hastalardan ICSI uygulaması sonucu 3PN oluşan toplam 21 adet oosit 

bilgilendirilmiş onam formu ile temin edilmiştir.  

3.2. Elektron Mikroskobu İncelemesi: 
Elde edilen 3 pronukleuslu oositler için primer fiksasyon +4ºC %1’lik 

Gluteraldehit (Sigma G-7776) solüsyonu ile yapıldı. Fosfat tamponu (PBS) (Sigma – 

P4417) ile yıkama sürecinden sonra oositler ancak mercek altında görülebilecek boyuta 

sahip olduğu için materyal kaybı yaşamadan elektron mikroskop takibinin devam 

ettirilebilmesi amacıyla yeni süzülmüş yumurta akı damlası içine yerleştirilerek damla 

asma yöntemi ile sekonder fiksatif olan %1 Osmiyum tetroksit (Merck 124505) 

buharına maruz bırakıldı. Osmiyum tetroksit buharının etkisi ile hem sekonder 

fiksasyon uygulandı hem de yumurta akının sertleşmesi sonucu oositin yumurta akı 

içinde stabilizasyonu sağlandı. Oositi içeren yumurta akı parçası PBS ile yıkandıktan 

sonra 10 dakikalık uygulamalar ile yükselen (%30, %50, %70, %90, %100) aseton 

serilerinden geçirildi. 1 saat süre ile 1:1, 1:3 aseton - epon karışımı ve yine 1 saat süre 

ile saf epon ile muamele edildikten sonra Epon-812 (Fluka - 45359) doldurulmuş kapsül 

içine gömüldü. Kapsüller epon polimerizasyonu için 60 ºC’lik etüvde 18 saat inkübe 

edildi. Kapsül yüzeyinin bistüri ile triminden sonra ultramikrotom ile alınan yarı ince 

kesitler toluidin mavisi ile boyanarak ışık mikroskobu ile oositin yeri belirlendi. 

Sonrasında ultra mikrotom ile seri olarak alınan ince kesitler nikel veya bakır gridler 

üzerine yerleştirildi. Gridler, uranil asetat damlası üzerinde 30 dakika ve kurşun sitrat 

damlası üzerinde 10 dakika inkübe edilerek kesitlerin kontraslaması yapıldı. Kesitler 

Jeol JEM 1011 transmisyon elektron mikroskobu ile incelendi. Görüntüler Megaview 

III dijital kamera ile Soft Imaging System Analysis programı ile bilgisayara aktarıldı.  

Fotoğraflar çekilerek ince yapı değerlendirildi. 
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3.3. İmmünfloresan Çalışması: 
İmmünfloresan çalışması için elde edilen tüm 3 pronukleuslu oositler %4’lük 

paraformaldehit solüsyonu ile tespit edildi. PBS ile yıkandıktan sonra uygulanacak 

antikorun plazma membranını geçerek sitoplazma içine girebilmesi ve uygun antijene 

bağlanabilmesi için PBS’te hazırlanan % 0.5 Triton – X (Fluka 93418) solüsyonu ile 30 

dakika muamele edildi. PBS ile tekrar yıkama yapıldıktan sonra spesifik olmayan 

boyanmaları önlemek amacıyla PBS ile hazırlanan %1’lik İnsan Serum Albumini 

(HSA) (Sigma A1653) içinde 20 dakika boyunca bekletildi. Gama tübülin işaretlemesi 

için anti gama – tübülin antikoru (Sigma - T5192) %1’lik HSA içeren PBS ile 1/400 

oranında sulandırılarak hazırlandı. Oositler antikor damlası içine koyularak 1 saat 

boyunca oda ısısında muamele edildi. Süre sonunda PBS ile yıkanan oositlere %1’lik 

HSA içeren PBS ile 1/1000 oranında sulandırılan FITC işaretli sekonder antikor (Sigma 

– F0382) 1 saat boyunca oda ısısında ve karanlıkta uygulandı. Aktin iskeletin 

görüntülenebilmesi için ise HSA uygulamasından sonra Phalloidin – FITC işaretleyicisi 

(Sigma P5282) 1:1000 oranında %1’lik HSA içeren PBS ile sulandırılarak 1 saat 

boyunca oositler muamele edildi. Uygulamaların bitiminde oositler PBS ile yıkandı. 

Nukleus boyaması için, lam lamel arası preparat hazırlanırken DAPI içeren ve solmayı 

önleyen kapatıcı ajan (Invitrogen Molecular Probes – P36935) kullanıldı. Örnekler İ.Ü. 

İstanbul Tıp Fakültesi Biyofizik Anabilim Dalı’nda DP72 kamera sistemi ile donatılmış 

Olympus DP-TWAIN yazılımı ile kontrol edilen Olympus BX51 Araştırma Floresan 

mikroskobu ile değerlendirildi ve fotoğrafları sayısal ortama kaydedildi.  

3.4. Mitokondri Membran Potansiyelinin Değerlendirilmesi: 
Mitokondri iç membran potansiyeli, potansiyele duyarlı floresan boya JC-1 ile 

ölçüldü. Çalışmada JC-1 mitokondri boyama kiti (Sigma – CS0390) kullanıldı. 

Boyamadan önce toz JC-1 boyası 10mg/ml konsantrasyonda dimetilsülfoksit (DMSO) 

içinde çözülerek stok solüsyon halinde hazırlandı, -20ºC’de muhafaza edildi. Çalışma 

solüsyonu için 1ml distile su içerisine 6μl JC-1 stok solüsyonu eklendi ve vorteks ile 1-2 

dakika karıştırıldı. Bunun üzerine boyama kiti içeriğinde olan x5 boyama tamponundan 

0.25 ml eklendi. Elde edilen solüsyon oositlerin içinde bulunduğu kültür medyumu ile 

1:1 oranında karıştırılarak 37 ºC’de 20 dakika süreyle inkübe edildi. İnkübasyon 

sırasında 5X boyama tamponu distile su ile 1:4 oranında sulandırılarak 1X boyama 

solüsyonu elde edildi ve inkübasyondan çıkarılan oositler buz üzerinde bu solüsyon ile 
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yıkandı. Oositler lam-lamel arası preperat haline gitirildi. Örnekler İ.Ü. İstanbul Tıp 

Fakültesi Biyofizik Anabilim Dalı’nda DP72 kamera sistemi ile donatılmış Olympus 

DP-TWAIN yazılımı ile kontrol edilen Olympus BX51 Araştırma Floresan mikroskobu 

ile değerlendirildi ve fotoğrafları sayısal ortama kaydedildi. Yüksek membran 

potansiyeline sahip mitokondriyumlar FITC kanalında turuncu- kırmızı renkte gözlendi. 

Düşük membran potansiyelinde sahip olanlar ise yeşil renkte görüldü. 
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4. BULGULAR 

4.1. Elektron Mikroskobu Bulguları:  
Elde edilen ve elektron mikroskobu çalışması için incelenen oositlerin plazma 

membranlarında çok sayıda mikrovilli mevcuttu. Oositin kortikal bölgesinde 

sitoplazmik hale ya kısmen mevcuttu ya da yoktu (Resim 4.1a ve Resim 4.1b).    

İncelenen bazı oositlerin kortikal bölgelerinde mitokondri ile ilişkili büyük düz yüzlü 

endoplazma retikulumu vesikülleri ve düz yüzlü endoplazma retikulumu tübül kümeleri 

mevcuttu (Resim 4.2a, 4.2b ve 4.2c). Bazı oositlerde hem kortikal alanda hem de 

subkortikal alanda oosit aktivasyonu sürecinde ekzositoz ile atılması gereken kortikal 

granüllerin, az sayıda olmakla birlikte varlığını sürdürdüğü izlendi (Resim 4.3). Kortikal 

alanda büyük vakuol oluşumları vardı (Resim 4.4a ve 4.4b). Bazı oositlerde endoplazma 

retikulumu sisternalarında şişme ve membranlarında yırtılmalar görüldü (Resim 4.5a ve 

4.5b). Oosit ve sperme ait genetik materyali barındıran, oluşumunu tamamlamış erkek 

ve dişi pronukleuslar ile üçüncü pronukleus bir oositte periferde konumlanmalarına 

rağmen (Resim 4.6a) genel olarak incelenen diğer oositlerde ooplazmanın merkezinde 

grup halinde bulunmaktaydılar (Resim 4.6b). Periferde konumlanmış olan 

pronukleuslardan birinin halen oluşumunu tamamlayamadığı görüldü  (Resim 4.7a). Bir 

araya gelmiş olan pronukleusların içinde nukleolar prekürsör cisimler (NPC) vardı. 

NPC’lerin bazılarının fibriller formda olmakla birlikte, bazıları granüler yapıda izlendi 

(Resim 4.7b).  Ultramikrotom ile alınan seri kesitler incelendiğinde NPC’lerin her 

pronukleusta 3’ten fazla sayıda olduğu görüldü. NPC’lerin çoğunluğu nuklear 

membrana yakın bir şekilde kutuplaşma göstermekle birlikte bazı NPC’ler 

pronukleusların birbirlerine komşu olan yüzüne doğru bazıları ise tam zıt yönde 

kutuplaşma sergiliyordu. Ayrıca kutuplaşma göstermeyen NPC’ler de bulunmaktaydı 

(Resim 4.8).  Pronuklear membran bazı bölgelerde kesintili olmakla beraber genelde 

bütünlüğü bozulmamış şekilde izleniyordu. Pronukleusların yakınında sitoplazmik 

birikimler halinde (Resim 4.9a, 4.9b, 4.9c ve 4.9d) ve pronukleus içinde kromatin 

materyali ile ilişkili olacak şekilde internalize olmuş annulat lamel dizileri mevcuttu 

(Resim 4.10a, 4.10b). İncelenen oositlerden birinde nuklear membranın bazı 

bölgelerinde invajinasyonlar görüldü (Resim 4.11). Mitokondri dağılımı merkezde 

konumlanmış pronukleusların çevresinde yoğun ve subplazmalemmal bölgede seyrek 

olmakla birlikte tüm sitoplazmada mevcuttu. Mitokondri genellikle yuvarlak veya oval 
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biçimliydi. Ooplazma içerisinde kristaları ve çift membranları belirgin olan düzgün 

morfolojiye sahip olan mitokondrinin yanısıra, aşırı yoğun matriksleri ile dikkati çeken 

morfolojiye sahip olanlara da rastlandı (Resim 4.12a). Bazı mitokondriyumlarda 

kristalar belirgin değildi; matrikslerinde vakuolizasyon ve dejenerasyon mevcuttu 

(Resim 4.12b, 4.12c, 4.12d ve 4.12e). Dejenere olan mitokondri matriksinde 

multilamellar oluşumlar vardı (Resim 4.13a ve 4.13b). Ayrıca pronuklear evrede 

oluşmaya başlaması beklenen uzamış mitokondriler izlenmedi. Sitoplazmada 

pronukleusların yakınında ve kortikal bölgede birkaç adet Golgi aygıtı izlendi (Resim 

4.14). İncelenen tüm oositlerde ooplazma içerisinde çok sayıda lipofuskin granülü 

görüldü (Resim 4.15a ve 4.15b). Ooplazma içerisinde özellikle pronukleusların 

yakınlarında ve tüm sitoplazmaya yayılmış şekilde mikrotübüllere rastlandı (Resim 

4.16a ve 4.16b). Sperm’e ait olan sentriol pronukleusların yakınında izlendi (Resim 

4.17). 
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Resim 4-1: Üç pronukleuslu oositin kortikal alanında sitoplazmik hale oluşumu. 1a: 
Kortikal bölgede yıldız ile işaretlenen alanda sitoplamik hale bulunmamaktadır. 1b: Kortikal 
alanda yıldız ile işaretlenen bölgede sitoplazmik hale mevcuttur. PN: pronukleus, mv: mikrovilli, ZP: 
zona pellusida, PVA: perivitellin aralık 
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DER-V

2a

 

DER-V

DER-V
DER-T

m

2b

 

Resim 4-2a-b: Bazı 3 pronukleuslu oositlerin kortikal alanındaki DER vesiküllerinin ince 
yapısal görüntüsü. 2a: Büyük DER vesikülleri (DER-V) mitokondri ile birlikte görülmektedir. 
2b: Büyük DER vesikülleri ve DER tübül kümeleri (DER-T) izlenmektedir. m: mitokondri 
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DER-T

2c

 
Resim 4-2c: Bazı 3 pronukleuslu oositlerin kortikal alanındaki DER vesiküllerinin ince 
yapısal görüntüsü. 2c: Kortikal alanda DER tübül kümeleri (DER-T) mevcut. 

 

PVA

mv KG

3

 

Resim 4-3: Ekzositoz olmamış kortikal granüller. Üç pronukleuslu oositin kortikal 
bölgesinde ekzositoz olmamış az sayıda kortikal granül izlenmektedir. PVA: Perivitellin aralık, mv: 
mikrovilli, KG: kortikal granül 

 

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)

http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com


 30 

 

ZP

PVA

V

V4a

 

4b

PN
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Resim 4-4: Kortikal alandaki vakuoller. 4a ve 4b: 3 Pronukleuslu oositlerin kortikal alanında 
vakuolizasyon izlenmektedir. PVA: perivitellin aralık, ZP: zona pellusida, V: vakuol, DER-V: büyük düz 
yüzlü endoplazma retikulumu vesikülleri, PN: pronukleus  
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Resim 4-5: Düz yüzlü endoplazma retikulumu anormallikleri. 5a: Oositin kortikal alanında 
genişlemiş büyük DER vesikülleri bulunmaktadır. 5b: Genişlemiş DER vesikül membranlarında 
yırtılmalar (ok) izlenmektedir. PVA: perivitellin aralık, der: düz yüzlü endoplazma retikulumu, yıldız: 
genişlemiş DER vesikülleri, m: mitokondri, ok: membran yırtılmaları 
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Resim 4-6: Pronukleusların ooplazma içerisindeki konumu. 6a: 3PN periferde konumlanmış 
olarak izlenmektedir. 6b: 3PN oositin merkezinde izleniyor. PN: pronukleus, npc: nukleolar prekürsör 
cisim 
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7a

 

npc

7b

 

Resim 4-7: Pronukleus ve NPClerin oluşum durumuna ait elektron mikroskop fotoğrafı. 
7a: Kare içine alınmış alanda PN oluşumunu tamamlayamamış, nuklear membran dağınık 
izlenmektedir (oklar). Nukleolar prekürsör cisimler fibriller (daire) ve granüler (kesikli daire) 
formda izleniyorlar. 7b: Pronukleus oluşumunu tamamlamış, düzgün nuklear membranı ile 
izleniyor. NPC’ler fibriller ve granüler formda izlenmektedir. npc: nukleolar prekürsör cisim   
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Resim 4-8: Seri kesitler üzerinden incelen nukleolar prekürsör cisimlerin konumlarına ait 
şekil. Farklı daire renkleri ardışık farklı kesitlerde ortaya çıkmış granüler ve fibriller formdaki 
NPC’leri ifade etmektedir. Tam daire: fibriller form, yıldız şekilli daire: granüler form, Siyah: İlk kesit, kırmızı: 
ikinci kesit, mavi: üçüncü kesit, mor: dördüncü kesit. 
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Resim 4-9a-b: Sitoplazmik annulat lamel birikimine ait elektron mikroskobu fotoğrafı. 9a 
ve 9b: Perinuklear alanda Annulat lamel birikimi var. AL: Annulat lamel, PN: pronukleus, npc: nukleolar 
prekürsör cisim, m: mitokondri  
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npc PN
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Resim 4-9c-d: Sitoplazmik annulat lamel birikimine ait elektron mikroskobu fotoğrafı. 9c 
ve 9d: Perinuklear alanda Annulat lamel birikimi var. AL: Annulat lamel, PN: pronukleus, npc: nukleolar 
prekürsör cisim, m: mitokondri  
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Resim 4-10a-b: İntrapronuklear annulat lamel birikimine ait elektron mikroskop 
fotoğrafı. 10a ve 10b: Pronukleus içinde kromatin ile ilişkili Annulat lamel birikimi mevcut. PN: 
pronukleus, AL: Annulat lamel, nm: nuklear membran, npc: nukleolar prekürsör cisim, m: mitokondri, k: kromatin 
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11

PN

 

Resim 4-11: Pronukleus nuklear membranındaki invajinasyona ait elektron mikroskop 
fotoğrafı. Nuklear membrandaki invajinasyon (oklar) görülüyor. PN: pronukleus 
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Resim 4-12a: Mitokondri ince yapı anormalliklerine ait elektron mikroskobu fotoğrafı. 
12a: Ooplazmada yoğun matriksli mitokondri (beyaz yıldız) ile dejenere mitokondri (siyah 
yıldız) bir arada izleniyor. 
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Resim 4-12b-c: Mitokondri ince yapı anormalliklerine ait elektron mikroskobu 
fotoğrafları. 12b: Mitokondride vakuolizasyonun başlangıcı (ok) görülüyor. 12c: Mitokondri 
matriksindeki vakuoller (yıldız) izleniyor. m: mitokondri, der: düz yüzlü endoplazma retikulumu 
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Resim 4-12d-e: Mitokondri ince yapı anormalliklerine ait elektron mikroskobu 
fotoğrafları. 12d ve 12e: PN yakınındaki mitokondride vakuolizasyon (yıldız) görülüyor. PN: 
pronukleus, npc: nukleolar prekürsör cisim, m: mitokondri, nm: nuklear membran 
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Resim 4-13a-b: Multilamellar cisimlere ait elektron mikroskop fotoğrafı: 13a ve 13b: 
Mitokondri matriksinde multilamellar cisim oluşumu mevcut. m: mitokondri, yıldız: dejenere 
mitokondri, mlc: multilamellar cisim 
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Resim 4-14: Golgi aygıtına ait elektron mikroskobu fotoğrafı. Ooplazmanın kortikal 
alanında yerleşmiş Golgi aygıtı izleniyor. PVA: Perivitellin aralık, mv: mikrovili, m: mitokondri, G: Golgi 
aygıtı 
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Resim 4-15a-b: Lipofuskin granüllerine ait elektron mikroskop fotoğrafları. 15a ve 15b: 
Ooplazma içerisinde yağ damlası birikimleri ile büyük lipofuskin granülleri mevcut. LPG: 
lipofuskin granülü, m: mitokondri, der: düz yüzlü endoplazma retikulumu 
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Resim 4-16: Mikrotübüllere ait elektron mikroskobu fotoğrafları. 16a ve 16b: 
Pronukleusların çevresinde nuklear membrana uzanan mikrotübüller (ok) izleniyor. PN: 
pronukleus, m: mitokondri, nm: nuklear membran, ok: mikrotübül 
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17

 

Resim 4-17: Sentriole ait elektron mikroskop fotoğrafı. Pronukleus yakınında sentriol 
mevcut. se:sentriol, m: mitokondri 

 

4.2. İmmunfloresan Çalışmasının Bulguları: 

Aktin filamanların dağılımı esas olarak oositin kortikal alanında yoğunlaşmıştı. 

Pronukleusların çevresinde herhangi bir aktin filaman birikimine raslanmadı (Resim 

4.18a, 4.18b ve 4.18c). 

Gama tübülin plazma membranının altında tüm oositi çevreleyecek şekilde çok 

sayıda küçük tanecikler halinde işaretlenme sergiledi (Resim 4.19a, 4.19b, 4.19c ve 

4.19d). 
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18a

 

18b

 

Resim 4-18a-b: Üç pronukleuslu oositlerde FITC – falloidin ile işaretlenen aktin 
filamanların düzenini gösteren floresan mikroskop fotoğrafı. 18a: Oositin yüzey ekseninden 
aktin filamanların immünfloresan reaksiyonu 18b: Oositin merkez ekseninden aktin filamanların 
immünfloresan reaksiyonu. (x40) PN: pronukleus (DAPI ile mavi renk), aktin filamanlar (FITC – falloidin ile 
yeşil renk)  
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Resim 4-18c: Üç pronukleuslu oositlerde FITC – falloidin ile işaretlenen aktin 
filamanların düzenini gösteren floresan mikroskop fotoğraf. 18c: Merkezde bulunan 
pronukleusların düzleminde aktin filamanlar kortikal alanda mevcut (ok), pronukleusların 
çevresinde işaretlenme yok (yıldız). (x100) PN: pronukleus (DAPI ile mavi renk), aktin filamanlar (FITC – 
falloidin ile yeşil renk) 
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Resim 4-19a-b: Üç pronukleuslu oositlerde gama – tübülin dağılımını gösteren floresan 
mikroskop fotoğrafı. 19a: Üç pronukleuslu oositin merkez düzleminden kortikal alanda 
konumlanmış gama – tübülin immünfloresan işaretlenmesi. 19b: Üç pronukleuslu oositin 
kortikal yüzeyinde yoğun gama – tübülin immünfloresan işaretlenmesi. PN: pronukleus, ok: gama - 
tübülin 
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Resim 4-19c-d: Üç pronukleuslu oositlerde gama – tübülin dağılımını gösteren floresan 
mikroskop fotoğrafı. 19c: Üç pronukleuslu oositin merkez düzleminden kortikal alanda 
konumlanmış gama – tübülin immünfloresan işaretlenmesi. 19d: Üç pronukleuslu oositin 
kortikal yüzeyinde yoğun gama – tübülin immünfloresan işaretlenmesi. PN: pronukleus, ok: gama - 
tübülin 
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4.3. Mitokondri Membran Potansiyeli Çalışması Bulguları: 
Sarı-turuncu floresan işareti ile kendini belli eden yüksek membran 

potansiyeline sahip mitokondri birikimi subplazmalemmal alanda izlendi. Oositin 

merkezinde toplanmış mitokondri yaydığı yeşil floresan ile düşük membran 

potansiyelinin varlığını işaret ediyordu (Resim 4.20a, 4.20b). 

20a

 

Resim 4-20a: Üç pronukleuslu oositlerde mitokondri membran potansiyelinin floresan 
mikroskop fotoğrafı. JC-1 agregat birikimi ile sarı-turuncu renkli görülen yüksek membran 
potansiyeline sahip mitokondri (yıldız) özellikle oositin subplazmalemmal alanında mevcut.   

 

 

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)

http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com


 51 

100x

20b

*

*

*

 
Resim 4-20b: Üç pronukleuslu oositlerde mitokondri membran potansiyelinin floresan 
mikroskop fotoğrafı. JC-1 agregat birikimi ile sarı-turuncu renkli görülen yüksek membran 
potansiyeline sahip mitokondri (yıldız) özellikle oositin subplazmalemmal alanında mevcut.   
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5. TARTIŞMA 

İntrasitoplazmik sperm enjeksiyonu uygulaması sonrası oosit aktivasyon 

sürecine girer. Bunlar sırasıyla, kortikal granüllerin ekzositozu, reseptör aracılı 

endositozun artışı, kortikal alanda bulunan endoplazma retikulum sisternalarının 

yeniden düzenlenmesi (tübüler sisternaların dağılması, büyük vesiküllerin iç 

sitoplazmaya gitmesi), ikinci kutup cisminin atılması ile mayozun tamamlanması ve 

erkek pronukleusun oluşumudur. Bu olayların herhangi birinde meydana gelen bir 

eksiklik fertilizasyon bozukluğuna sebep olur (El Shafie ve ark. 2000 pp. 37). 

Mayoz sırasında memeli oositi arada replikasyon evresi olmaksızın 2 adet hücre 

bölünmesi geçirir. İki bölünme de asimetriktir ve sonuçta iki adet küçük kutup cismi ve 

bir adet büyük haploid kromozom içeren yumurta oluşur. Asimetrik bölünmelerin 

kusursuz bir şekilde gerçekleşebilmesi için mayotik iğ ipliğinin oositin kortikal alanında 

kutup cisminin dışarıya atılacağı bölgeye oldukça yakın bir şekilde konumlanmasına 

ihtiyaç vardır (Yi ve ark. 2011, Brunet ve Verlhac 2011, Levi ve ark. 2011).  Ovulasyon 

ile graaf folikülünden atılan M-II evresinde bekleyen oosit belirli bir süre içerisinde 

döllenmek zorundadır (Miao ve ark. 2009). Memeliler de dâhil olmak üzere birçok 

omurgalıda oosit MII evresinde, fertilizasyonun gerçekleşmesi için saatler veya 

günlerce bekler (Brunet ve Maro 2005). Optimal fertilizasyon süresi türler arasında 

farklılık göstermekle birlikte bu süre insan oositi için 24 saatten daha kısadır. Eğer bu 

süre içerisinde bir sperm tarafından döllenemezse oositin kalitesinde zamana bağlı 

olarak bozulmalar meydana gelir. Bu duruma oosit yaşlanması denir. Yaşlı oositlerde 

fertilizasyon oranının azalması, polispermi, dijini, partenogenez, kromozomal 

anormallikler, apoptoz, aktivasyon uyarısına aşırı hassasiyet, II. mayoz anafazının 

başlaması, kortikal granüllerin kısmi ekzositozu, zona pellusida’da yapısal değişim ve 

sertleşme, MPF ve mitojen-aktive protein kinaz (MAPK) aktivitesinin azalması, 

epigenetik değişimler ve anormal ve/veya gerileyen embriyo/fetüs gelişimi gibi 

fonksiyonel değişimler izlenir (Miao ve ark. 2009). Oositte yaşlanma ister in vitro ister 

in vivo gerçekleşsin, oositin morfolojik özelliklerinde değişimlere neden olur. Zona 

pellusida’da sertleşme (Nogues ve ark. 1988), perivitellin aralıkta genişleme (Miao ve 

ark. 2004), plazma membranında hem fertilizasyon öncesi hem de fertilizasyon sonrası 

anormallikler (Dalo ve ark. 2008), normalde hemen plazma membranının altında 
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konumlanmış olan kortikal granüllerin düzeninde sapmalar (Diaz ve Esponda 2004, 

Miao ve ark. 2009), aktin filamanların düzeninde ve iğ ipliğinin konumunda bozulmalar 

(Jin ve ark. 2010), ooplazma içerisinde dominant organel olarak bulunan mitokondri 

yapısında ve ATP üretiminde değişiklikler (Bruin ve ark. 2004, Hao ve ark. 2009) ve 

fertilizasyon sonrası Ca+2 dalgalanmalarında değişiklikler olduğu (Takahashi ve ark. 

2009) bildirilmiştir. Ovulasyon sonrası ampullada fertilizasyon için bekleme süresinin 

uzaması sonucu meydana gelen oosit yaşlanmasına bağlı morfolojik değişimler, 

oositlerin yardımcı üreme tekniklerinin uygulanması için kültür ortamında bekletilmesi 

sırasında meydana gelen yaşlanmaya bağlı değişimler ile aynıdır. Fertilizasyon için 

bekleme sürecinde asimetrik konumlu iğ ipliği pozisyonunun devam ettirilmesi 

gerekmektedir. Düşük kaliteli ve ovulasyon sonrası yaşlanmaya maruz kalan oositlerde 

bu asimetrinin bozulması söz konusudur (Sun ve ark. 2011). İğ ipliği ve kromozomların 

asimetrik pozisyonundaki kayıp yaşlı kadınlarda üreme potansiyelinin düşmesine neden 

olmaktadır (Yi ve ark. 2011). 

İn vivo ya da in vitro yaşlanma sürecinin asimetrik bölünmede birbirini izleyen 

olayları kontrol eden hücre iskeleti elemanları mikrofilamanlar ve mikrotübüller 

üzerinde olumsuz etkileri vardır. MII evresindeki tüm memeli oositlerin kortikal 

alanında ince ve kalın mikrofilaman bölgeleri vardır. İğ ipliği kalın mikrofilaman 

bölgesinde bulunur ve bu bölgenin varlığı asimetrik bölünme ile oluşan kutup cisminin 

atılması için önemlidir. Jin ve arkadaşlarının (2010) yaptığı çalışmada in vitro ortamda 

yaşlandırılan kedi oositlerinde MII evresindeki kalın mikrofilaman bölgesinin 

oluşmadığı ve bu alanda bulunan iğ ipliğinin ise oositin merkezine göç etmiş olduğu 

bildirilmiştir. Bu oositlerde sitokinez gerçekleşmiş ama ikinci kutup cismi dışarıya 

atılamayarak ekstra dişi pronukleusu oluşturmuştur (Jin ve ark. 2010). Yaşlı domuz 

oositlerinde de metafaz kromatininin mikrofilamandan zengin periferal pozisyonundan 

oositin merkezine göç ettiği bildirilmiştir (Kim ve ark. 1996b). Suzuki ve ark. (2002) 

yaptıkları çalışmada genç domuz oositlerinde aktin filamanın tüm sitoplazmada dağılım 

gösterdiğini ve özellikle de kortikal bölgede yoğun olduğunu belirtmiş, yaşlanmış 

oositlerde ise hem ooplazma hemde kortikal alandaki mikrofilaman dağılımının 

azaldığını bildirmiştir. Bu çalışmalarla uyumlu olarak birçok çalışmada da oosit 

yaşlanması sırasında iğ ipliğini oosit korteksine bağlayan periferal aktin filamanların 

önemli derecede azaldığı bildirilmiştir (Webb ve ark. 1986, Kim ve ark. 1996a; 1996b).  

Çalışmamızda ikinci kutup cismini atamamış pronuklear evredeki oositler incelenmiştir. 
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Pronuklear evredeki oositlerde mikrofilamanlar oositin korteksinde ve birbirine 

yaklaşmış merkezdeki pronukleusların çevresinde izlenir (Kim ve ark. 1997, Branzini 

ve ark. 2007). Çalışmamızda 3 pronukleuslu oositlerde FITC - falloidin ile 

işaretlendiğimiz aktin filamanlar yalnızca oositin kortikal alanında izlenirken 

pronukleusların çevresinde işaretlenmeye rastlanmadı. Bu bulgu incelediğimiz 

oositlerde aktin dinamiğinin bozulmuş olduğunun göstergesi olabilir. Çalışmamızda etik 

kurallar sebebi ile 2 pronukleuslu kontrol grubu olarak değerlendirebileceğimiz oositler 

kullanılamamıştır. Bununla birlikte literatür bilgileri ile karşılaştırıldığında 

çalışmamızda kullanılan oositlerdeki aktin filamanların pronukleusların çevresinde 

olmaması yaşlı oositlerde olduğu gibi aktin filaman yoğunluğundaki azalmanın 

göstergesi olabilir.  

ICSI uygulamaları sonucunda 3 pronukleuslu oosit oluşum oranı yaklaşık olarak 

% 3’tür (De Vos 2000). M-II evresindeki bir oositte genel olarak metafaz iğ ipliği 

birinci kutup cisminin oldukça yakınında konumlanmış olarak bulunur. ICSI 

uygulaması sırasında 1. kutup cismi saat 12 ya da 6 hizasına alınır ve 90 derece açı ile 

tek bir sperm ooplazma içerisine enjekte edilir. Böylece mikromanipulasyon sırasında iğ 

ipliğinin bütünlüğüne zarar verilmez. Normal fertilizasyon oranı yüksek olan oositlerde 

bu şekildeki konumlanma yüzdesi yüksek olmasına rağmen (Moon ve ark. 2005) bazı 

oositlerde iğ ipliği ile kutup cismi arasında farklı açılarda büyüyen mesafeler izlenebilir. 

Rienzi ve ark. (2003) yaptığı çalışmada kutup cismi ile iğ ipliği arasında 90º’den büyük 

açı olan oositlerde ikinci kutup cismini atamadığı için 3 PN zigot oluşturma oranının 

yüksek olduğunu belirtmiştir. Öte yandan iğ ipliği ile kutup cismi arasındaki uzaklığın 

oositin in vitro yaşlanmasıyla doğrudan ilişkili olduğu gösterilmiştir (Miao ve ark. 

2004). Yaptığımız çalışmada kullanılan oositlerde in vivo veya in vitro şartlara bağlı 

olarak meydana gelebilecek yaşlanma süreci sonucu metafaz iğ ipliğinin kutup cismine 

yakın olası konumundan ayrılıp plazma membranı boyunca uzaklaşması mümkün 

olabilir. Buna bağlı olarak saat 3 yönünden yapılan ICSI manipulasyonu bu bölgeye 

kaymış olan iğ ipliğinin yapısını bozmuş ve 2. kutup cisminin atılma sürecini olumsuz 

etkilemiş olabilir.  

Asimetik bölünmenin gerçekleşebilmesi için iğ ipliğinin kortekse taşınması 

gerekmektedir. İnsanda olduğu gibi anastral sistemlerde iğ ipliği göçü mikrotübüllerden 

bağımsızdır (Ai ve ark. 2009). Oositlere mikrotübül polimerizasyon inhibitörü 
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nokodazol uygulandığında iğ ipliği oluşumu bozulsada kondanse kromozomların 

kortekse göç ettiği bildirilmiştir (Ai ve ark. 2009, Verlhac ve ark. 2000, Sun ve ark. 

2001). Mikrofilamanlar sentrozom lokasyonu, iğ ipliğinin perifere hareketi, oosit 

polaritesinin kazanılması gibi birçok kortikal süreçte önemli rol oynar. Oositin 

merkezinde meydana gelen iğ ipliği bölünmenin asimetrik olarak gerçekleşebilmesi için 

aktin filamanlar aracılığıyla oositin korteksine taşınır (Yi ve ark. 2011, Brunet ve 

Verlhac 2011, Levi ve ark. 2011, Ai ve ark. 2009). Sitokalasin B veya Jasplakinolid gibi 

ajanlar ile mikrofilaman dinamiğinin bozulması iğ ipliğinin kortekse göçünü engeller 

(Dumont ve ark. 2007, Terada ve ark. 2000). Kromozomların mikrofilamanlar aracılığı 

ile göç etme süreci hemstır (Terada ve ark. 1995), sığır (Kim ve ark. 2000), domuz (Sun 

ve ark. 2001) ve insan (Kim ve ark. 1998) gibi çeşitli türlerde gösterilmiştir. Göçün 

gerçekleşebilmesi için dinamik bir aktin filaman ağının oluşması gereklidir. Non-

filamentöz globular aktinin, filamentöz aktine polimerizasyonu ve aktin ağının oluşumu 

Aktin related protein (Arp 2/3) kompleksi, Formin – 2, Cell division cycle - 42 (CDC-

42),  ve Spire (Spire - 1 ve Spire - 2) proteinleri gibi sinyalleşme moleküllerine bağlıdır. 

Kortekse yerleşme gerçekleştikten sonra iğ ipliğinde konumlanmış olan kromozomların 

Ran-GTPaz sinyal yolağı üzerinden etkileşimi ile iğ ipliğinin hemen üzerinde olan 

kortikal bölge filamentöz aktinden zengin bir özellik kazanır. Bu bölgeye kortikal aktin 

kep denir ve kutup cisminin atılmasında rol oynar (Yi ve ark. 2011, Verlhac 2011). 

Metafaz – anafaz geçişinde yarıklanma oluğu iğ ipliğinin orta zonunu çevreleyecek 

şekilde kortikal bölgede oluşur ve birinci kutup cismi atılır. İkinci mayoz bölünmeye 

başlayan oosit, II. metafaz evresinde durur ve ancak fertilizasyon ile oositin aktive 

edilmesi bu evreden çıkıp II. mayozu tamamlamasını sağlar. İnsan MII oositinin iğ 

ipliği, ekseni plazma membranına dik olacak şekilde filamentöz aktinden zengin 

kortikal aktin kepin hemen altında konumlanmıştır. Fertilizasyon ile oositte asimetrik 

olarak yarıklanma oluğu oluşur, II. kutup cismi atılır ve böylece metafaz evresinde 

durakladığı II. mayozunu tamamlar (Yi ve ark. 2011, Brunet ve Verlhac 2011, Levi ve 

ark. 2011). Asimetrik bölünmenin kusursuz şekilde gerçekleşebilmesi için iğ ipliğinin 

ekzantrik olarak pozisyon almasında aktin iskeletin lokal reorganizasyonu görev yapar 

(Brunet ve Verlhac 2011). Yi ve ark. (2011) fare oositleri üzerinde yaptıkları çalışmada 

MII iğ ipliğinin kortikal lokalizasyonunun devam ettirilmesinin aktin nukleasyonundan 

sorumlu olan Arp 2/3 kompleksine bağlı olduğunu bildirmiştir. Arp 2/3 etkinliği ile 

metafaz II evresindeki oositlerde zenginleşen aktin filamanlar kortikal kepten plazma 
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membranına paralel olacak şekilde sürekli bir akım halindedir. Akım sırasında 

sitoplazmik partiküller de aktin akımına paralel olacak şekilde hareket ederler. (Yi ve 

ark. 2011, Verlach 2011). Bu olayda aktin akımı, kortikal kepten başlar, lateral korteks 

boyunca aşağı doğru devam eder, oositin merkezine dönüp tekrar yukarıya yani kortikal 

kepe doğru yönelir. Böylece aktin akımı, iğ ipliğinin kortekste kalmasını sağlayacak 

şekilde ona baskı uygular. Kortikal aktin akımı sitokinezin gerçekleşebilmesi için 

önemlidir. F-aktin, miyozin-2 ve mikrotübül hasarı meydana getirildiğinde aktin 

akımının bozulduğu bildirilmiştir. (Fishkind ve ark. 1996, Shelton ve ark. 1999). 

Canman ve arkadaşlarının (1997) Xenopus oositi üzerinde yaptıkları çalışmada 

sitokalasin – D ve latrunculin – B gibi ajanlarla F-aktin hasara uğratıldığında kortikal 

akımın durduğu bildirilmiştir. Ayrıca yine aynı çalışmada miyozin inhibitörlerinin de 

aktinin kortikal akımını bloke ettiği gösterilmiştir. Yapılan çalışmalar kortikal aktin 

akımının hücre yüzey proteinlerinin yeniden düzenlenmesi ile ilgili olduğunu 

göstermiştir. Hücre yüzey proteinlerinde yüksek konsantrasyonlarda lektinler ile çapraz 

bağların oluşturulması kortikal aktin akımını baskılar ve dolayısıyla sitokinez 

gerçekleşmez (Benink ve ark. 2000,  Canman ve Bement 1997).  Ayrıca aktin filaman 

nukleasyonundan sorumlu Arp 2/3 kompleksinin baskılanması da aktin akımını bozar 

(Yi ve ark. 2011).  Sun ve ark. (2011) fare oositi ile yaptıkları çalışmada Arp 2/3 

kompleksinin ip ipliği göçü, asimetrik bölünme ve sitokinez üzerine etki ederek oosit 

polarizasyonunu kontrol ettiğini bildirmiştir. Arp 2/3 kompleksinin baskılanması 

asimetrik bölünmeyi, iğ ipliği göçünü ve dolayısıyla sitokinez sürecini bozmaktadır. 

Sun ve ark. (2012) asimetrik bölünme için önemli olan aktin kep oluşumu ile 

tanımlanan oosit polaritesinin yaşlı fare oositlerindeki kaybının moleküler 

mekanizmasını araştırmıştır. Sonuç olarak in vitro ortamda yaşlandırılan fare 

oositlerinde kortikal aktin kepte meydana gelen azalmanın aktin nukleasyonundan 

sorumlu olan Arp2/3 kompleksinin mRNA ve protein düzeyindeki azalmaya bağlı 

olduğunu buna bağlı olarak ip ipliğinin korteks ile olan bağlantısının da etkileneceğini 

bildirmiştir.  

Postmature insan oositleri üzerinde yapılan çalışmada oositler 8 – 12 saat IVF 

ortamında bekletilerek yaşlanma elde edildiğinde yaşlandırılan tüm oositlerin 

ooplazmasında çok sayıda küçük kortikal mikrotübül odağı olduğu ve ooplazmik 

mikrotübüllerin aşırı derecede arttığı, kontrol grubunu oluşturan genç oositlerde ise iğ 

ipliği kutupları dışında kortikal mikrotübül odağına rastlanmadığı ve mikrotübüllerin 
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minimal düzeyde olduğu bildirilmiştir. Aynı durum insan koryonik gonadotropin (hCG) 

enjeksiyonundan 19 saat sonra toplanarak in vivo yaşlanma oluşturulan fare oositlerinde 

de izlenmiştir (Goud ve ark. 2004). George ve ark. (1996) yaptıkları çalışmada taze ve 

yaşlı insan ve fare oositlerinde alpha ve gama tübülin dağılımını incelemişlerdir. 

Yaşlanma ile mikrotübül proliferasyonunun gerçekleştiği ve gama-tübülin dağılımının 

bozulduğu belirtilmiştir (George ve ark. 1996).  İn vitro kültür ortamında yaşlandırılan 

oositler de genç oositlerle kıyaslandığında tübülin işaretlenmesinin tüm sitoplazmaya 

yayıldığı ve sitoplazmik tübülinin kalın filamanlar oluşturduğu belirtilmiştir (Suzuki ve 

ark. 2002). Çalışmamızda 3 pronukleuslu oositlerde anti - gama tübülin antikoru 

kullanılarak mikrotübül organize edici merkezler işaretlenmiştir. İki adet pronukleus 

içeren yani normal bir asimetrik bölünme süreci geçirerek ikinci kutup cismini dışarı 

atabilen oositlerde gama tübülin işaretlenmesi yalnızca merkezde bir araya gelmiş olan 

pronukleusların çevresinde bir veya iki adet işaretlenme halinde izlenir (Van Blerkom 

ve ark. 1995). Çalışmamızda incelediğimiz oositlerde kortikal alanda aşırı miktarda 

gama – tübülin sinyaline rastlandı. Bu bulgu daha önce bahsedilen yaşlı oositlerde 

görülen kortikal alanda aşırı artmış tübülin odakları ile benzerlik göstermektedir. 

Çalışmamızda kullanılan oositler yardımcı üreme teknikleri ile çocuk sahibi olmaya 

çalışan hastalardan elde edilmiştir. Bu oositler kültür ortamında uzun süre tutulmuş 

veya preovulator ve postovulator yaşlanma sürecine girmiş olabilir. Sonuç olarak 

oositler in vivo veya in vitro ortamda yaşlanma sürecine girmiş olabilirler ve gama – 

tübülin yani mikrotübül organize edici odaklarında izlediğimiz aşırı miktardaki artış 

oosit yaşlanmasına bağlı olabilir. 

Yapılan çalışmalar mikrotübül dinamiğinin de aktin akımına etkisi olduğunu 

göstermektedir. Mikrotübül polimerizasyonundaki artış kortikal F-aktin agregasyonunu 

azaltmaktadır. Tübülin dinamiklerinin baskılanmasından çok tübülin polimer 

seviyesindeki değişimin kortikal akımın değişiminden sorumlu olduğu gösterilmiştir. 

(Canman ve Bement 1997). Xenopus oositinde nokodazol kullanılarak mikrotübül 

depolimerizasyonu meydana getirildiğinde aktin akımı hızının iki katına çıktığı, 

mikrotübül stabilizasyonuna sebep olan veya polimerizasyonunu sağlayan taxol’ün 

kullanımının ise kortikal aktin akımını baskıladığı bildirilmiştir (Canman ve Bement 

1997, Benink ve ark. 2000). 
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Çalışmamızda incelenen oositlerin kalitesinin düşük olduğu ve yaşlanma 

sürecine girmiş olabilecekleri elektron mikroskobu ile yapılan ince yapısal araştırma 

sonucunda ooplazma içerisinde izlenen lipofuskin granülleri, multilamellar cisimlerin 

yoğunluğu ve dejenere mitokondrinin varlığı, sitoplazmik halenin ise kısmen veya 

tamamen yokluğu bulguları ile desteklenmiştir.  

Son yıllarda yardımcı üreme uygulamalarından en iyi sonucun alınabilmesi 

amacıyla canlılık ve gelişim yeterliliği açısından en iyi embryoların seçilebilmesi için 

pronuklear evre morfolojisi incelenmektedir. İncelenen zigotlar pronuklear düzen, 

boyut, sayı, eşitlik, nukleolusların düzeni, sitoplazmik heterojenite ve sitoplazmik 

halenin varlığı veya yokluğuna göre skorlanırlar (Depa-Martynow ve ark. 2007).  

Fertilizasyon sonucu oluşan 2 pronukleuslu insan oositinin pronuklear evredeki ince 

yapısal özellikleri Zamboni ve ark. (1966) tarafından açıklanmıştır. Pronuklear evre 

oositlerinin sitoplazması kortikal bölge dışında bol miktarda organel içerir. Organelden 

yoksun olan kortikal bölgeyi Payne ve ark. (1997) subplazmalemmal saydam 

sitoplazma bölgesi olarak tanımlamışlardır. Kortikal sitoplazmadaki bu odaksal alan 

genellikle genişler ve tüm sitokorteksi kaplar.  Bu bölgeye sitoplazmik hale ismi verilir.  

Sitoplazmik hale fertilizasyon sonrası meydana gelen oosit aktivasyonu ile mitokondri 

ve diğer sitoplazmik organellerin mikrotübüller aracılığıyla konum değiştirmesi sonucu 

meydana gelir (Depa-Martynow ve ark. 2007). Mitokondri ve diğer organellerin hücre 

iskeleti elemanlarından mikrotübüller aracılığı ile perinuklear alana taşınması ve 

böylece sitoplazmik halenin varlığı oluşan embriyonun kalitesi ile ilgilidir. Yapılan 

çalışmalarda ICSI’nin hale oluşumu üzerine olumsuz bir etkisi görülmemiştir. 

Sitoplazmik haleler konsantrik olabildiği gibi kutuplaşmışta olabilir ama hale tipinin 

embriyo gelişimi üzerine herhangi bir etkisi bulunmamaktadır, halenin varlığı veya 

yokluğu gelişim üzerine etkilidir (Ebner ve ark. 2003). Halenin yokluğu gelişimin yavaş 

ve zayıf olmasına ve fragmentasyonun artmasına sebep olmaktadır. Depa Martynow ve 

ark. (2007) yaptıkları çalışmada hale içermeyen zigotlardan elde edilen embriyolarda 

blastomer sayısının az olduğunu ve fragmentasyonun arttığını bildirmiştir. Bu 

çalışmayla uyumlu olarak hale içermeyen zigotlardan elde edilen blastokist kalitesinin, 

blastokist oranının ve gebelik oranının hale içeren zigotlarla kıyaslandığında düşük 

olduğu bildirilmiştir (Ebner ve ark. 2003, Zollner ve ark. 2002, Stalf ve ark. 2002). 

Yaptığımız çalışmada transmisyon elektron mikroskobu ile 3 pronukleuslu oositlerin 

ince yapısını incelediğimizde sitoplazmik haleye kısmen rastlandı veya rastlanmadı. 

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)

http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com


 59 

Elde edilen bu bulgular literatür sonuçları ile birlikte değerlendirildiğinde incelenen 

oositlerin düşük kaliteye sahip olduklarının göstergesidir. Sitoplazmik halenin oluşumu 

bu bölgede bulunan organellerin mikrotübüller aracılığı ile subkortikal alana taşınması 

ile gerçekleşmektedir. Bu oositlerde halenin kısmen görülmesi veya hiç görülmemesi 

hücre iskeletinde veya organelin sitoplazmik taşınma sürecinde meydana gelmiş olan 

bir bozukluğun göstergesi olabilir.  

Annulat lameller (AL), omurgasız ve omurgalı hayvanların üreme hücreleri ve 

neoplastik hücreler gibi hızlı çoğalan hücrelerde tanımlanmış bir organeldir (Gültekin 

ve Canbilen 2011). İnce yapısal olarak nuklear zara benzeyen çift membranlı birkaç 

diziden oluşur. AL esas olarak nuklear membran yenilenme dönüşümü hızının yüksek 

olduğu, döllenmiş pronuklear evredeki yumurtada ve blastomerlerde nukleusun 

yakınlarında bulunur. AL, nadiren GV ve gelişen pronukleus içerisinde kromatin ile 

ilişkili olarak bulunur (Sathananthan ve ark. 2006). AL membranları üzerinde nuklear 

por kompleksleri yer alır ve mitotik hücrelerde nukleusun, embriyoda pronukleusun 

oluşumu sırasında nuklear membranın por ihtiyacını karşılar (Gültekin ve Canbilen 

2011). Sutovsky ve ark. (1998) yaptığı çalışmada oosit aktivasyonu sonucu meydana 

gelen pronukleusların çevresinde AL birikiminin meydana geldiğini bildirmiştir. Bu 

alandan nuklear por komplekslerinin oluşan nuklear membrana aktarıldığı 

gösterilmiştir. Hücre içi Ca+2 dengesi ve mikrotübül düzeni bozulduğunda AL normal 

morfolojide meydana gelse bile peripronuklear alanda konumlanmadığı ve pronukleus 

gelişiminin bozulduğu bildirilmiştir. 2 pronukleuslu duraksamış zigotlarda AL yapısı 

incelendiğinde pronukleus çevresinde, kontrol zigotlara göre daha fazla AL birikimi ve 

pronukleus içerisinde internalize olmuş AL membranları olduğu belirtilmiştir. 

Duraksamış zigotların nuklear membranlarında nuklear por komplekslerinin olmadığı 

gösterilmiştir (Rawe ve ark.  2003). Çalışmamızda pronukleuslar çevresinde, üzerinde 

çok sayıda nuklear por bulunan AL membranlarına raslandı. Ayrıca pronukleusların 

içinde kromatin materyali ile ilişkili olan AL birikimleri de izlendi. Yaptığımız 

çalışmada normal fertilizasyon süreci ile oluşan biri anneye diğeri babaya ait olan 2 PN 

içeren oositler etik olarak kullanılamadığı için bir kontrol grubu oluşturamadık. Bu 

nedenle incelediğimiz 3 pronukleuslu oositlerde izlediğimiz annulat lamel 

oluşumlarının nitel ve nicel özellikler açısından normal veya anormal olup olmadıkları 

hakkında sonuç bildirememekteyiz. Literatürde annulat lamellerin bölünme sürecinde 

olan ve nuklear membran oluşturan hücrelerin sitoplazmasında görüldüğü 
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belirtilmektedir (Sutovsky ve ark. 1998). Bizim çalışmamızda da oositler pronuklear 

evrede ve pronukleuslar oluşmuş ve/veya halen oluşum sürecini sürdürmektedir. 

Annulat lamelin nukleoplazma içerisinde nuklear membran ve kromatin ile ilişkili 

görülmesi nuklear membran yapım sürecinin bir parçası olabilir. Bu şekildeki 

lokalizasyon bazı çalışmalarda duraksamış zigotlarda görülmesine rağmen, literatürde 

normal bir bulgu olarak değerlendirilmektedir (Rawe ve ark.  2003).   

Nuklear membran proliferasyon sürecinde olan hücrelerde invajinasyonlar 

sergiler. Kondanse kromatinin üzerine sarılıp onu çevreledikten sonra yeni oluşmuş olan 

nuklear membran küresel bir yapı halinde genişler. Bu genişleme sırasında nuklear 

membran aşırı invajinasyonlar ve içe katlanmalar oluşturur. Bu bölgelerin lamin – B 

reseptörü açısından zengin olduğu bildirilmiştir (Ellenberg ve ark. 1997). Çalışmamızda 

incelenen oositler pronuklear evrede olan bölünme sürecine girmeye hazırlanan 

hücrelerdir ve nuklear membranlarında invajinasyon görülmesi normaldir.  

İnsan pronuklear zigotlarının gelişimi sırasında birçok morfolojik 

transformasyon meydana gelir. Bunlardan nukleolar prekürsör cisimciklerin (NPC) bir 

araya toplanması, büyümesi ve füzyonu gibi olayları içeren nukleogenezin erken 

evreleri insan zigotunun değerlendirilmesi açısından önemlidir. Bu süreç, pronuklear 

transkripsiyonel aktiviteye ve oosit olgunlaşması sırasında oluşan ooplazmik faktörlerin 

varlığına bağlıdır. Tüm bu özellikler, nukleolar prekürsör cisimciklerin gelişimini 

pronuklear zigot kalitesinin morfolojik işareti haline getirir (Tesarik ve Greco 1999). 

Pronukleus içinde görülen nukleolinin küçük ve dağınık olması kromatin 

kondansasyonunun oluşmadığının göstergesi olabilir. Bu durum nuklear veya 

sitoplazmik olgunlaşmanın yavaş olması nedeniyle gelişimin geciktiğini işaret eder 

(Gianaroli ve ark. 2007, Scott ve ark. 2000, Wittemer ve ark. 2000). Eşit olmayan 

sayıda nukleolus içeren zigotlarda zayıf klinik sonuçlar elde edilmiştir. Bu durum 

pronukleuslar arasındaki gelişimsel asenkronizasyonun göstergesi, kromozomal 

anormalliklerin ve bozulmuş mayotik sürecin belirteci olabilir (Scott ve ark. 2000). 

Döllenen oositte ortaya çıkan en erken transkripsiyonel aktivite, nukleolar öncül 

(prekürsör) cisimcikler içindeki pre-rRNA sentezidir. Pronukleus içerisindeki nukleolus, 

NPC’ler tarafından oluşturulur (Terasik ve Kopecny 1990). NPC’lerin sayı ve 

pozisyonları, pronuklear evredeki oosit kalitesini belirlemek için kullanılan bir ölçüttür. 

Buna göre oositler 0-5 olacak şekilde 6 kategoriye ayrılır.  
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Normal morfoloji 0 olarak kabul edilir ve dört karakteristik özellik sergiler. 

1- Tüm pronukleuslardaki NPC’lerin sayısı 3’ten fazla farklılık 

göstermemeli, 

2- NPC sayısı 7’den az olduğunda her zaman kutuplaşma 

göstermeli, 7’den fazla olduğunda ise kutuplaşma göstermemeli, 

3- Pronukleus içindeki NPC sayısı asla 3’ten az olmamalı, 

4- Tüm pronukleuslarda kutuplaşmış veya kutuplaşmamış olsa da 

NPC bulunmalı. 

Yukarıda sıralanan bu 4 morfolojik düzene uymayan zigotlar anormal kabul 

edilir ve 5 kategoriye ayrılır. 

1- Tüm pronukleuslarda NPC sayısı aşırı fazlalık (>3) gösterir. 

2- En az bir pronukleustaki NPC’ler az sayıda (<7) olmalarına 

rağmen kutuplaşma sergilemez. 

3- En az bir pronukleusta 7 den fazla sayıda ve kutuplaşmış NPC 

bulunur. 

4- En az bir pronukleusta 3’ten az sayıda NPC bulunur. 

5- Bir pronukleusta kutuplaşma varken diğerinde kutuplaşma yoktur 

(Wittemer ve ark. 2000, Tesarik ve Greco 1999). 

Çalışmamızda 3 pronukleuslu oositlerden alınan seri kesitlerde pronukleuslar 

içerisindeki NPC’ler incelendiğinde oluşumlarının ilk aşamasının belirteci olan fibriller 

ve ileri gelişim aşamasının göstergesi olan granüler formda (Maddox-Hyttel ve ark. 

2007, Laurincik ve ark. 2000; 2003) olmak üzere iki farklı formda görüldüler. NPC 

sayısı her PN için 3’ten fazlaydı. Kutuplaşma gösteren ve göstermeyen NPC’ler bir 

arada bulunuyordu. Yapılan çalışmalarda kutuplaşmış NPC içeren zigotlarda 

implantasyon oranının dağınık NPC düzenine sahip olan zigotlara göre yüksek olduğu 

gösterilmiştir (Salumets ve ark. 2001). Çalışmamızda izlenen NPC’lerde görülen kısmi 

kutuplaşma düzeni zaten fertilizasyon bozukluğuna sahip olan ve 3 PN içeren 

oositlerdeki gelişimsel anormalliğin bir başka işareti olabilir. 
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Elektron mikroskobu çalışmalarımızda 3PN oositlerin sitoplazmaları içinde 

dağılmış bir şekilde artık cisimlere raslandı. Artık cisimler insan oosit sitoplazması 

içinde görülebilecek ana morfolojik anormalliklerden birisidir. Bu artık cisimler lipid 

damlaları, küçük otofajik vakuoller ve lipofuskin cisimleri içerebilir. Bunlar 

otofloresansa sahip olabilirler. Yaptığımız immünfloresan çalışmalarda kırmızı renk 

floresans veren partiküller otofloresansa sahip olan artık cisimler olabilir. Artık cisim 

içeren oositlerin IVF uygulamaları ile zayıf döllenme oranı sergiledikleri ancak ICSI 

uygulaması sırasında döllenme üzerinde herhangi bir olumsuz etkisinin olmadığı 

bildirilmiştir (Serhal ve ark. 1997, De Sutter ve ark. 1996). Artık cisimlerin yapısında 

bulunan lipofuskin otofloresansa sahiptir ve nöron ve kardiyak miyosit gibi post mitotik 

hücrelerde zamanla biriken, yaşlanma ile ilgili bir maddedir. Yapılan çalışmalar 

hücredeki lipofuskin birikiminin oksijen konsantrasyonundaki artış ile ve lizozomal 

proteaz ve lipaz inhibitörleri ile arttığını göstermektedir. Yani oksidatif stres ve 

otofagositik materyalin tamamlanamayan dejenerasyonu, perokside lipidlerin ve 

proteinlerin sekonder lizozomlarda birikmesine sebep olarak lipofuksinogeneze sebep 

olabilir. Yardımcı üreme teknikleri ile tedavi gören kadınların yaşı, oosit 

sitoplazmasında lipofuskin birikimi ile ilgili değildir. Bu durumda oositteki 

yaşlanmanın lipofuskinogeneze sebep olabileceği belirtilmiştir. İnsan oositinde 

lipofuskin birikimine sebep olacak üç ana faktör vardır. Bunlar; oksidatif stres, anormal 

lipit metabolizması ve proteolitik dejenerasyondur (Otsuki ve ark. 2007). Çalışmamızda 

incelediğimiz oositler anormal döllenme süreci sonucu 3 pronukleus içeren oositlerdir 

ve sitoplazmalarında ince yapısal olarak gözlemlediğimiz ve immünfloresan 

çalışmalarında otofloresans özellikleri ile belirlediğimiz lipofuskin granülleri bu 

oositlerin sitoplazmik özellikler açısında düşük kalite sergilediğinin göstermektedir. Bu 

durum maternal yaş ile alakalı olmayan oosit yaşlanması ve kültür ortamından 

kaynaklanabilecek oksidatif stres ile alakalı olabilir. 

MII evresindeki bir oositin kortikal bölgesinde hemen plazma membranının 

altında 1-2 sıra kortikal granül yer alır. Kortikal alanda mitokondriyumların yanı sıra 

DER bulunur. MII evresindeki olgun bir oositte DER, DER tübül kümeleri, büyük DER 

vesikülleri, küçük DER vesikülleri ve izole DER tübülleri olacak şekilde 4 farklı 

biçimde düzenlenmiştir. DER tübül kümeleri ve büyük DER vesikülleri her zaman 

mitokondriler ile ilişkilidir. Küçük DER vesikülleri izole formda veya mitokondri ile 

ilişkili olabilir. Oosit aktivasyonu sırasında kortikal alanda birçok değişme olur ve bu 
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değişimler oosit aktivasyonunun düzgün bir şekilde gerçekleştiğinin göstergesidir. Oosit 

aktivasyonunda kortikal alanda meydana gelen en önemli değişiklik kortikal granüllerin 

ekzositoz ile atılması, büyük DER vesiküllerinin ve DER tübül kümelerinin tamamen 

yok olmasıdır. Aktive olmuş bir oositte kortikal alanda sadece küçük DER vesikülleri 

ve izole olmuş DER tübülleri bulunur (El Shafie ve ark. 2000 pp. 83-93). Çalışmamızda 

bazı oositlerin kortikal bölgesinde plazma membranının hemen altında konumlanmış az 

sayıda kortikal granüller izlenmiştir. Kortikal granüllerin çok fazla sayıda olmamak şartı 

ile döllenmiş oositlerde görülmesi normal bir olay olarak kabul edilebilir. Bunun 

dışında incelediğimiz oositlerde büyük ve mitokondri ile ilişkili olan DER vesikülleri ve 

çok seyrekte olsa DER tübül kümeleri görülmüştür. Elde ettiğimiz bulgular bu oositlerin 

kısmi aktivasyon geçirdiklerinin göstergesi olabilir. 

Anne yaşının ilerlemesi sonucu meydana gelen ovaryum yaşlanmasında da in 

vitro yaşlanma sürecinde izlenen morfolojik değişimlere rastlanır. Bruin ve 

arkadaşlarının (2004) yaptıkları çalışmada 38 - 45 yaşları arasındaki orta yaşlı sağlıklı 

kadınlardan elde ettikleri yumurtalık biyopsileri ve genç bireylerden alınan kontrol 

biyopsiler taramalı elektron mikroskobu ile karşılaştırılarak incelemişlerdir. Yaşlı 

bireylere ait oositlerde mitokondri yıkımında artış ile mitokondri sitoplazmik 

fraksiyonunda azalma olduğu, ayrıca matriks yoğunluğunda önemli derecede artış 

olduğu bildirilmiştir. Çalışmada ayrıca yaşlanma sonucu sitoplazmada vakuolizasyonun 

arttığı belirtilmiştir. 3PN içeren oositlerde ince yapısal düzeyde yaptığımız çalışmada 

sitoplazma içindeki mitokondride yoğun matrikse sahip olanların yanısıra matriksinde 

vakuol oluşumu başlayan ve tamamen vakuolize olmuş çok miktarda dejenere 

mitokondri görüldü. Ayrıca DER sisternalarında genişleme ve membranlarda yırtılma 

izlendi. Yaptığımız çalışmada mitokondri ve DER morfolojisine ilişkin elde ettiğimiz 

bulgular yaşlı bireylerdeki oositler ile yapılan bu çalışmadaki bulgular ile ile uyumluluk 

göstermektedir. Bruin ve ark. (2004) yaptığı çalışmada genç (25 - 32 yaş) ve yaşlı 

kadınlardan (38 - 45 yaş) ovaryum biyopsileri alarak fizyolojik yaşın oosit morfolojisi 

üzerindeki etkilerini incelemiştir. Çalışmamızda kullandığımız oositler ortalama 32 

yaşında olan hastalardan elde edilmiştir. Bu çalışma ile karşılaştırdığımızda elde 

ettiğimiz oositler fizyolojik olarak yaşlı hastalardan elde edilmemiştir. Yapılan çeşitli 

çalışmalarda in vitro ortamın genç oositlerde yaşlanma sürecini tetiklediğinin 

gösterildiği (Takahashi ve ark. 2009, Liu ve ark. 2009) dikkate alındığında, 

incelediğimiz oositlerde görülen ve Bruin ve arkadaşlarının (2004) çalışmasındaki yaşlı 
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oositlere özgü morfolojik bozulmaların, in vitro oosit kültür ortamındaki uygunsuz 

koşullara bağlı olarak gelişen in vitro oosit yaşlanması sonucunda ortaya çıktığı 

düşünülebilir.  

Mitokondri, insan dahil olmak üzere memeli oositinde baskın olarak bulunan 

organeldir. Zamboni ve ark. (1966) pronuklear insan oositinin ince yapısını açıkladığı 

çalışmasında oosit sitoplazmasında en fazla miktarda bulunan organel olan 

mitokondrinin özellikle pronukleusların etrafında düzenlendiği bildirilmiştir. Daha önce 

yapılan çalışmalarda mitokondri membran potansiyeli yüksek olan mitokondriyumların 

döllenmiş bir oositin subplazmalemmal bölgesinde lokalize olduğu, merkezde bir araya 

gelmiş pronukleusların çevresinde konumlanmış olan mitokondrinin ise düşük 

membrane potansiyeli sergilediği bildirilmiştir (Van Blerkom 2006). Subplazmalemmal 

yerleşimli yüksek polarize ve perinuklear yerleşimli düşük polarize mitokondri insan ve 

fare oositinde ve erken preimplantasyon evresindeki embriyolar için karakteristik bir 

özelliktir. Birbirlerinden farklı membran potansiyeline sahip olan bu mitokondri 

gruplarının ooplazma içerisindeki dağılım örüntüsü, farklı aktiviteleri ve düzenleyici 

rolleri işaret ediyor olabilir (Van Blerkom 2006). Örneğin MII evresindeki insan 

oositlerinde subplazmalemmal alanda yerleşmiş olan yüksek polarize mitokondrinin düz 

yüzlü endoplazma retikulumu kümeleri ile bir arada bulunması lokal serbest Ca2+ 

seviyesinin dinamik olarak düzenlenmesini sağlar (Van Blerkom ve ark. 2002; 2003). 

Van Blerkom ve ark. (2003) fare oositi üzerinde yaptıkları çalışmada MII oositlerde 

perikortikal sitoplazmadaki yüksek membran potansiyelinde meydana gelecek kısa 

süreli bir kaybın hücre içi serbest Ca+2 seviyesini düşürdüğünü bildirmiştir. Yine fare 

oositleri üzerinde yapılan bir çalışmada subplazmalemmal alandaki yüksek polarize 

mitokondrinin, spermin ooplazmaya penetrasyonu ve kortikal granül ekzositozunun 

gerçekleşmesinde rol oynadığı bildirilmiş spermin oolemmaya tutunmasında fonksiyonu 

olmadığı gösterilmiştir.  Yüksek membran potansiyeline sahip mitokondrinin oositin 

subplazmalemmal bölgesinde düzenlenmeleri oosit olgunlaşma sürecinin ilk 

aşamalarından birisidir ve bu bölgede meydana gelecek bir bozulma fertilizasyon 

anormalliklerine sebep olabilir (Van Blerkom ve Davis 2007). Pronuklear embriyolarda 

yüksek polarize mitokondrinin çoğunluğunun veya tümünün elimine olması bölünmenin 

durmasına neden olmaktadır (Van Blerkom 2006). Çalışmamızda 3 pronukleuslu 

oositler JC-1 boyası ile muamele edildiğinde literatür ile uyumlu olarak yüksek 

membran potansiyeline sahip mitokondrilerin subplazmalemmal alanda yerleşmiş 
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olduğu görüldü. Pronukleusların çevresinde ise yine literatür ile uyumlu olarak düşük 

membran potansiyeline sahip mitokondri mevcuttu. Elde edilen bu bulgu 

subplazmalemmal alanda yerleşmiş olan ve bu bölgede fertilizasyon sürecindeki birçok 

olayın düzenlenmesinde aktivite gösteren yüksek polarize mitokondri topluluğunun 

ikinci kutup cisminin atılmasında doğrudan etkin bir rol oynamadığı düşüncesini akla 

getirmektedir. 

Oksidatif stres in vitro ortamda yaşlanma sürecini tetikleyen önemli etmenlerden 

birisidir. Yapılan çalışmalarda reaktif oksijen türevlerinin genç oositlerde mikrotübül 

dinamiklerini arttırdığı ve kortikal granül kaybına sebep olduğu bildirilmiştir. Ayrıca 

yaşlı oositlerin antioksidan kapasitelerindeki azalma nedeni ile ROT’un yaşlanma 

sürecini tetikleyen etkilerine karşı daha duyarlı oldukları belirtilmiştir (Goud ve ark. 

2008). Çalışmamızda incelediğimiz oositlerdeki ROT yoğunluğu üzerine herhangi bir 

çalışma yapılmamıştır. Oksidatif stresin mitokondri matriks yoğunluğunda azalmaya 

sebep olduğu (Cole ve ark. 2010)  ve mitokondri membran potansiyelini düşürdüğü 

(Vayssler Taussat ve ark. 2002) daha önce yapılan çalışmalarda bildirilmiştir. 

Çalışmamızda incelenen 3 pronukleuslu oositlerdeki mitokondri membran potansiyeli 

seviyesi, literatürde belirtilen 2 pronukleuslu normal oositlerdeki mitokondri membran 

potansiyeli seviyesi ile kıyaslandığında aralarında herhangi bir fark görülmedi. Ayrıca 

ince yapı çalışmasında mitokondri matriks yoğunluğu halen yüksek olan mitokondrinin 

mevcut olduğu saptandı. Pronuklear evrede görülen yoğun matrikse sahip olan 

mitokondriyumlar bu hücrelerin oksidatif stresin zararlı etkilerinden korunabilmeleri 

için oksidatif fosforilasyonun minimal seviyede tutulduğunun göstergesidir. Gelişimin 

bu evresindeki embriyo düşük seviyeli oksijen tüketimi sergiler. Glikoz tüketimi 

sınırlıdır ve esas enerji kaynağı pirüvattır (İrez ve ark. 2010 pp. 212-213).  Bu bulgular 

incelediğimiz 3 pronukleuslu oositlerde yaşlanmayı oksidatif stresin tetiklemediği 

fikrini doğurabilir. Yaşlanma süreci sadece in vitro koşullara veya annenin fizyolojik 

yaşına bağlı değildir. Ovulasyon öncesi ve sonrası hormonal koşullar ve folikül gelişim 

sürecinin ve optimal fertilizasyon süresinin de oosit morfolojisi ve kalitesi üzerine etkisi 

vardır ve bu koşullardaki anormalliklerde yaşlanma sürecini tetikleyebilir. 

Elde ettiğimiz elektron mikroskobik bulgular incelediğimiz 3 pronukleuslu 

oositlerin yaşlanma sürecine girmiş olduklarını göstermektedir. Üç pronukleuslu bu 

oositler ortalama 32 yaşında olan hastalardan temin edilmiştir bu nedenle oositlerde 
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izlenen yaşlanma sürecinin ileri anne yaşına bağlı olmadığı kesindir. Ovulasyonun veya 

fertilizasyonun gecikmesi sonucu oluşan preovulatör ve postovulatör yaşlanma her 

yaştaki fertil bireyde meydana gelebilir (Bittner ve ark. 2011). İn vivo veya in vitro 

ortamda fertilizasyonun gecikmesi postovulatör yaşlanmayı tetikler. IVF 

laboratuarlarında ICSI uygulamaları sırasında elde edilen çok sayıda oosit ICSI 

manipulasyonun yapılacağı ana kadar in vitro ortamda bekletilebilmektedir. Oositler 

taze elde edilmiş olmalarına rağmen ICSI uygulaması için bekleme sırasında optimal 

fertilizasyon süresinin aşılması oositlerde ince yapısal anormalliklerin meydana 

gelmesine neden olmuş ve yaşlanmayı tetiklemiş olabilir.  

Preovulatör yaşlanma ovulasyonun olması gereken zamandan sonra 

gerçekleşmesi ile tetiklenir. Yardımla üreme tedavisinde bazal gonadotropin değerleri 

normal olanlar da dahil olmak üzere tüm IVF sikluslarında Gonadotropin releasing 

hormon agonistleri kullanılmaktadır. Bu ajanlar LH salgılanmasını baskılayarak 

ovulasyonun laboratuar koşullarına uygun bir zamanda gerçekleşmesini mümkün kılar 

(Serdaroğlu 2008 pp. 47-48). Bu şekilde baskılanan ovulasyon ile foliküler evrenin 

uzaması folikül içi oositlerde preovulatör yaşlanma sürecini tetikliyor olabilir. Sıçanlar 

üzerinde yapılan çalışmalarda intrafoliküler oosit yaşlanmasının kromozomal 

anormalliklere, RNA ve protein sentezinde değişikliklere neden olduğu ve bu 

oositlerden gelişen embriyolarda gelişim defektleri ve ölümlerin arttığı bildirilmiştir 

(Butcher ve Fugo 1967, Peluso ve Butcher 1974). İnsanda da süresi uzayan foliküler 

fazın doğmalık malformasyon riskini artırdığı rapor edilmiştir (Spira ve ark. 1985). Dişi 

fareler üzerinde ovulasyonun GnRH agonisti olan Cetrorelix ile baskılanması ile 

embriyo gelişiminin olumsuz etkilendiği gösterilmiştir (Bittner ve ark. 2011). 

Çalışmamızda elde ettiğimiz yaşlanmaya sürecine ait bulgular yardımla üreme 

tekniklerinde uygulanan stimulasyon protokollerine bağlı olarak ta meydana gelmiş 

olabilir. 

Çalışmamızda uyguladığımız immünfloresan ve elektron mikroskobik 

incelemeler, üç pronukleuslu oositlerde yaşlı oositlerde rastlanan morflojik 

değişikliklerin bulunduğunu göstermiştir. Yardımcı üreme tekniklerinin uygulanması 

sırasında oositin in vitro yaşlanma sürecine girip morfolojik ve dinamik değişiklikler 

sergilediği çeşitli çalışmalarla belirtilmiştir (Petrova ve ark. 2004, Hao ve ark. 2009). 

Çalışmamızda ince yapısal düzeyde elde ettiğimiz bulgular ile araştırdığımız 3 
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pronukleuslu oositlerin kalitesinde zayıflık olduğunu ve yaşlı oosit kategorisinde 

değerlendirilebileceğini gördük. İn vitro koşullar da dahil olmak üzere çeşitli nedenlerle 

oositlerde tetiklenebilen yaşlanma süreci, hücre içi iskelet elemanlarından mikrotübül 

ve mikrofilaman düzeninde bozulmalara sebep olmuş olabilir. Aşırı mikrotübül ağı 

olgun oositlerde görülen ve mitotik iğ ipliğinin ekzantrik konumunu korumasını 

sağlayan kortikal aktin akımını baskılamaktadır (Benink ve ark. 2000). Ayrıca oositte 

yaşlanmanın aktin nukleasyonundan ve aktin akımından sorumlu olan Arp2/3 

kompleksinin seviyesinde azalmaya sebep olduğu bilinmektedir (Sun ve ark. 2012). 

Elde ettiğimiz bulgular ve literatür ışığında incelediğimiz oositlerdeki aktin filaman 

düzenindeki bozulma doğrudan yaşlanma sürecinin Arp2/3 kompleksi üzerindeki 

baskılayıcı etkisi ile veya kortikal alanda bulunan aşırı gama – tübülin odaklarının aşırı 

mikrotübül ağı oluşumuna sebep olması sonucu dolaylı olarak kortikal aktin filaman 

düzenini ve aktin akımını olumsuz yönde etkilemiş olabilir. Sonuç olarak ekzantrik 

konumlu mitotik iğ ipliği yerinden ayrılarak oositin merkezine gelmiş ve 2. PB dışarıya 

atılamadığı için oositin içinde kalarak 3. pronukleusu oluşturmuş olabilir. 

Çalışmamız 3 pronukleus oluşumunda hücre iskeleti dinamiğini ilgilendiren bir 

aksaklığın rolü olabileceğini düşündürmektedir. Bu süreci araştırmaya dönük daha 

kapsamlı çalışmaların konusunu aktin polimerizasyonundan sorumlu moleküllerin (Arp 

2/3, Formin-2, Cdc-42) proteomiği ve sentezi oluşturacaktır. Kapsamlı genetik ve 

moleküler biyolojik çalışmaların embriyo prognozunu göstermeye yönelik yeni 

araştırma alanları açması ve embriyo kalite parametrelerini geliştirmesi mümkün 

olabilecektir. 
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