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OZET

Kotil, T. (2012). Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu sonras1 3 pronukleuslu oositlerde
mitokondri aktivitesi ve hiicre iskeleti organizasyonunun incelenmesi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti, Histoloji ve Embriyoloji ABD. Doktora Tezi.
Istanbul.

Amag: Dijini, fertilizasyon sonrasi ikinci kutup cisminin atilamayip ooplazma igerisinde
kalmasiyla tiglincii bir pronukleus olusturmasi durumudur. Oosit olgunlagsmasinda,
fertilizasyon sirasinda ve sonrasindaki gelisim siirecinde baskin organel olan mitokondri
enerji iiretimi ve Ca™ metabolizmasmi diizenlemesi agisindan 6nemli rollere sahiptir.
Oositte hiicre iskelet elemanlar1 mitotik 1§ ipliginin olusmasi, kromozomlarin ayrigmasi,
pronukleuslarin appozisyonu, sitokinezin normal bir sekilde gergeklesmesinde rol alir.
Calismamizda 3 pronukleuslu oositlerde mitokondri membran potansiyelinin durumu,
hiicre iskeleti elemanlarin diizeni ve bu anormal siire¢cle olan muhtemel iliskisi ve 3
pronukleuslu oositlerin ince yapisal 6zellikleri arastirilmistir.

Gere¢ ve Yontem: Yardimci ilireme teknikleri araciligiyla gebe kalabilmek icin IVF
iinitelerine basvuran hastalardan bilgilendirme formu ile ICSI sonucu olusmus 3
pronukleuslu oositler alind1. %4’liikk paraformaldehit ile tespit edilen oositlere anti-gama
tiibiilin ve FITC-falloidin antikorlar1 kullanilarak immiinfloresan c¢aliyma uyguland:.
%1°lik gluteraldehit ile fikse edilen oositler elektron mikroskobu takibine alindi. Alinan
ince kesitler Jeol Jem 1011 transmisyon elektron mikroskobu ile incelendi. Taze oositler
mitokondri membran potansiyelinin degerlendirilmesi i¢in JC-1 mitokondri boyas: ile
boyandi ve floresan mikroskopta degerlendirildi.

Bulgular: Incelendigimiz oositlerde mitokondri membran potansiyeli boyanmasi iki
pronukleuslu normal bir zigotta goriilen Ozelliklere benzer sonuglar verdi. Gama —
tibiilin  subplazmalemmal alanda c¢ok sayida yaygin isaretlenme sergiledi.
Mikrofilamanlar kortikal alanda mevcuttu, pronukleuslarin ¢evresinde izlenmedi. Bazi
vakalarda sitoplazmik hale kismen olusurken bazilarinda olusmadigi, ooplazma igerinde
lipofuskin graniillerinin oldugu, mitokondride dejenerasyon ve multilamellar cisim
olusumu gorildi.

Sonug: Elde edilen bulgulara gore ikinci kutup cisminin atilamamasida mitokondri
membran potansiyelinin etkili olmadig1 fikri ortaya c¢ikmustir. Oosit kalitesindeki
zayifliga bagli olarak hiicre ici iskelet elemanlarinda meydana gelmis olan
diizensizlikler bu anormal siireci tetikliyor olabilir.

Anahtar Kelimeler: Oosit, ICSI, mitokondri, hiicre iskeleti, ince yap1

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. 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. Istanbul University,
Institute of Health Science, Histology and Embryology Department. PhD Thesis.
Istanbul.

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™ 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

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 3287
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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'Istanbul enstitue de santé, séction de Histologie et d'embryologie. Thése de
doctorat. Istanbul

L’objectif: La situation dite Dijini est la formation du troisieme pronucléus par la remise
dans I'ovoplasme du deuxieme globule qui n’est pas jeté apres la fécondation. La
mitochondrie étant ’organelle dominant lors de la maturation ovocytaire, de la
fécondation et de son développement, a des rdles essentiels a la fois en termes de
production d’énergie et de régulation du métabolisme du Ca™. Les éléments du
squelette cellulaire de I’ovocyte prennent role lors de la formation du fuseau mitotique,
de la séparation des chromosomes, de I’apposition des pronucléus et de la réalisation
d’une cytokinése normale. L’étude du potentiel de la mitochondrie, I’ordre des éléments
du squelette cellulaire, la relation éventuelle avec ce processus anormale et 1'ultra
structure des ovocytes a 3 pronucléus a été réalisés.

Matériels et méthodes : Les ovocytes a 3 pronucléus obtenues par ICSI 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 I’immunofluorescence, les anticorps tubuline anti-
gama et phalloidine-FITC. Les ovocytes fixés sous glutaraldéhyde de 1% ont été
préparé pour I’examen au microscope ¢lectronique. Les sections fines ont été analysées
sous microscope €lectronique de transmission Jeol Jem 1011. Pour I’évaluation du
potentiel des membranes mitochondriales des ovocytes fraiches, elles ont été colorées
avec le colorant pour mitochondrie JC-1 et ont été valoris€é 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 apercues 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 I’ovoplasme.

Conclusion : Les résultats obtenus a fait posé 1’idée, que lors la remise du second
globule, le potentiel de la membrane mitochondriale n’avait aucun effet. La
désorganisation de squelette cellulaire li¢ a la faiblesse de la qualité¢ 1’ovocyte peut
déclencher ce processus anormal.

Mots clés : ovocyte, ICSI, mitochondrie, squelette cellulaire, ultra structure.

Cette étude a été soutenue par l'unité des projets de recherche scientifique. numéro du
projet: 3287
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1. GIRIS VE AMAC

Graaf folikiiliinden atilan oosit ikinci mayoz bolinmenin metafaz (M-II)
asamasindadir. Spermin oosit sitoplazmasi igerisine girmesi ile oosit aktive olur, mayoz
tamamlanir, ikinci kutup cismi (PB) atilir ve oosit sitoplazmasi i¢inde iki pronukleus
(PN) gozlenir. PNlerden biri anneye, digeri babaya ait haploid kromozom takimidir. Bu
iki PN’nin birlesmesi ile diploid kromozoma sahip zigot olusur. Mikroskop altinda
incelendiginde iki PN ve iki PB gozlenmesi normal fertilizasyonun gerceklestiginin
kanit1 oldugu i¢in sitoplazmalarinda ikiden daha az veya daha fazla sayida PN icerenler
anormal déllenmis oosit olarak kabul edilirler. En sik goriilen multipronuklear zigotlar 3
PN olanlardir. Zigot 3 PN’li ve 2 PB’li ise fazla PN dispermi sebebi ile olusmustur.
Bazi durumlarda ise zigot 3 PN ve 1 PB igerebilir; bu durumda fazla PN anne kokenlidir
(Feenan ve Herbert 2006). Yapilan c¢esitli ¢alismalarda intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonu (ICSI) sonucu oosit icerisinde 3 PN olusumu goriilmiis ve bu durumla in
vitro fertilizasyona (IVF) kiyasla daha sik karsilagildig bildirilmistir (Staessen ve Van
Steirteghem 1997). ICSI’de tek sperm kullanildigindan 3. PN’nin, olusan ikinci PB’nin
digar1 atilamamasima bagli oldugu ileri siiriilmektedir (Feenan ve Herbert 2006, Staessen

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

Oosit’in icerdigi bir¢ok faktdr; maternal RNA, proteinler, antioksidanlar ve
organeller mayoz siirecini, fertilizasyonu ve segmentasyon bdoliinmesinin erken
evrelerini ve embriyogenezdeki bircok olayi kontrol etmektedir. Bu ylizden oosit
kalitesindeki degisiklikler embriyo gelisim yeterliligini etkileyecektir (Acton ve ark.
2004). Diger memelilerde oldugu gibi eksiksiz gelismis insan oositlerinde en fazla
bulunan organel mitokondridir. Mitokondri, solunum ile kimyasal enerji olusturabilen
okaryotik hiicrelerdeki enerji kaynagidir. (Acton ve ark. 2004, Thouas ve ark. 2004).
Yapilan cesitli calismalarda IVF basar1 oranlarindaki diisiisten mitokondriyal hasarlarin
sorumlu olabilecegi gosterilmistir (Acton ve ark. 2004). M-II evresindeki oositler kiiltiir
ortaminda belirli siirelerde 1518a maruz birakilip bu oositler IVF siirecine sokuldugunda
olusan zigotlardaki mitokondri morfolojisinin degistiZi, membran potansiyelinin

diistligii ve blastokist gelisiminin baskilandigi gosterilmistir (Thouas ve ark. 2004).

Mitokondrinin oosit gelisimi ve embriyo gelisimi sirasinda, hiicre i¢i Ca™

dengesini belirleyen ana diizenleyici oldugu diisiiniilmektedir (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 i¢ zarlarindaki
elektriksel potansiyelin biiytikliigiine bagl olarak iki farkli gruba ayrilabilirler. Yapilan
calismalarda olgun oositlerde (M-II) ve erken embriyoda 6zellikle plazma membrani
altma konumlanmis mitokondriyumlarin membranlarindaki elektriksel potansiyelin, geri
kalan mitokondriyumlara gore yiiksek oldugu belirlendiginden oosit gelisim aktiviteleri
ve preimplantasyon evresindeki embriyo i¢i olaylarin, i¢ membran elektriksel
potansiyeli ile ilintili olabilecegi diistiniilmektedir (Van Blerkom ve Davis 2007).
Yapilan bir calismada mitokondriyumlarda ATP sentetaz enzimi mutant farelerde
mitotik ig ipligi olusumunun bozuk oldugu gosterilmis bu durum mikrotiibiillerin
olusumu ve organizasyonunda da mitokondrilerin rol oynayabilecegi diisiincesini

dogurmustur (Kidd ve ark. 2005).

Oositlerin mayoz siirecini tamamlamalar: sirasinda ve fertilizasyondan sonraki
olaylarda hiicre iskeleti organizasyonunda da degisiklikler oldugu ve basta mitoz
mekiginin yapisina katilan mikrotiibiillerin rolii ¢esitli calismalarla gosterilmistir
(Tremoleda ve ark. 2003, Kim ve ark. 1998, Veselska ve Janish 2001, Velilla ve ark.
2005). Yapilan calismalarda mikrotiibiillerin, kromozomlarn diizenlenmesinden ve
mitokondri goclinden sorumlu oldugu belirtilmistir (Kim ve ark. 1998, Yaffe ve ark.
1996). Oogenez, oosit olgunlagsmast ve erken embriyogenezde hiicresel asimetrinin
saglanmast ve devamliligi 1smsal mikrotiibiil demetlerine baghdir. Bilindigi gibi
mikrotiibiillerin olusumunda sentrozom belirleyici rol oynamaktadir. Bu sebepten 6tiirii
sentrozom, mikrotiibiil organize edici merkez (MTOC) olarak bilinir (Combelles ve
Albertini 2001). Memeli oositlerindeki sentrozomlar sentriolden yoksundur yanlizca
perisentriolar madde (PCM) igerirler. PCM, mikrotiibiil olusturma aktivitesine sahiptir.
y-tiibiilin, tlbiilin siliperailesinin bir {iyesidir ve mikrotiibiil olusumunda anahtar rol
oynar. MTOC nin yapisinda bulunur ve mayotik ig ipliginin yapimini saglar (Combelles
ve Albertini 2001, Lee ve ark. 2000). Fare oositi lizerinde yapilan c¢aligmalarda
ooplazma i¢indeki y-tiibiilin odaklarinin agregasyonundan sonra mikrotiibiiliin a-tiibiilin
birimleri tarafindan uzatildig1 goriilmiistiir (Meng ve ark. 2004). Oosit olgunlagmasi
sirasinda y-tiibiilin odaklarinin evrelere bagl olarak yer degistirdigi ve 1§ ipligi ve oosit
korteksi ile iligkili oldugu gosterilmistir (Combelles ve Albertini 2001, Lee ve ark.
2000). Combelles ve Albertini (2001) Germinal vezikiil (GV) evresindeki oositlere

taxol uygulayarak mikrotiibiil gelisimini baskiladiklarinda, hiicrelerin metafaz - I (M-I)
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evresinde tutuldugu ve bazilar1 PB atilmasinda gecikme yasarken bazilarinda ise PB’nin
3. PN’yi olusturacak sekilde hiicre i¢inde kaldig1 goriilmiistiir. Tremoleda ve arkadaslari
(2003) ICSI uygulamasi1 sonrasi olusan ¢ekirdek ve hiicre iskeleti degisikliklerini
incelemigler ve ICSI sonrast bazi oositlerin ikinci mayoz bdliinmelerini
tamamlayamadiklarmi gozlemislerdir. Yapilan incelemede bu oositlerde diizensiz

mikrotiibiiller, hasarli ig ipligi ve 3. PN’ye rastlanmistir (Tremoleda ve ark. 2003).

Memeli oositlerinde mikrofilaman dagilimi {izerine yapilan c¢esitli calismalarda
mikrofilamanlarin esas olarak hiicre korteksinde mayotik ig ipliginin iizerinde bir ag
halinde yer aldigi belirlenmistir. Mikrofilamanlardan zengin bu bdlgenin mayotik ig
ipliginin  devamliligindan ve kromozomlarin diizeninden sorumlu oldugu
disiiniilmektedir (Kim ve ark. 1998, Veselska ve Janish 2001). Yapilan caligmalarda
kortikal filament6z aktinin (F-aktin) oosit olgunlagmasi ve fertilizasyon sirasinda
yeniden diizenlendigi gosterilmistir (Kim ve ark. 1998, Veselska ve Janish 2001, Velilla
ve ark. 2005). GV evresinde mikrofilamanlar kortekste gozlenirken, GV dagildiktan
sonra kromatine yakin olarak konumlandiklari, M-I’de kromozomlarla iligkili olan ve
olmayan kalin ve ince olmak iizere iki kortikal alanin ayrimsandigi, anafaz ve telofazda
ise ¢entik kusaginda yer aldiklar1 gdosterilmistir (Kim ve ark. 1998). Ayrica atilan
PB’nin ¢evresinde de mikrofilamanlar oldugu belirtilmistir (Kim ve ark. 1998, Veselska
ve Janish 2001, Velilla ve ark. 2005). Fare ve insan oositleri ile yapilan ¢aligmalarda
asimetrik boliinme sirasinda PB’nin atilmasmin mikrofilamanlara bagli olabilecegi
bildirilmistir (Kim ve ark. 1998, Zhu ve ark. 2003). Baska bir ¢alismada da ICSI ile
dollenen at oositlerinde iskelet organizasyonu incelenmis ve 3 PN olusumu gosteren
oositlerde iskelet aginda bir hasar olabilecegi sonucuna varilmistir (Tremoleda ve ark.

2003).

Sonu¢ olarak sperm ile dollenen oositin mayozu tamamlayabilmesi, PB
olusumu ve atilmasi, mitokondrinin ve hiicre iskeletinin rol aldig1 karyokinez ve
sitokinez ile gergeklesebilecektir. Bu bilgiler 1s1ginda oositin asimetrik olan ikinci
mayoz boOlinmesini gergeklestirirken olusan ikinci PB’nin disar1 atilmasinda insan
oositlerinde kortikal aktin filamanlarinin organizasyonunun ve mitoz mekigini olusturan
sentrozomun konumunun Onemli olabilecegini diisiinerek bu calismada ICSI
uygulamasi1 sonrasi sitoplazmalarinda 3. PN goriinen oositlerde sentrozom ve

mikrofilamanlarin immiinhistokimyasal lokalizasyonlarini incelemeyi amaglamaktayiz.
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Ayrica oosite ait olan mitokondriyumlarin oosit ve embriyo gelisiminde oynayabilecegi
onemli rolii ortaya koymak ag¢isindan mitokondriyumlarda goriilen yiiksek i¢ membran
potansiyelinin PN olusumu ve PB atilmasinda 6nemli olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu
nedenle mitokondri yerlesimi ve mitokondri membran potansiyeline yonelik
arastrmalart immiinhistokimyasal yontemlerle ve ince yapi diizeyinde elektron

mikroskop ile gergeklestirdik.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ovaryum Gelisimi ve islevi

Embriyonik yasamm ilk aymin sonuna dogru vitellus kesesi duvarmndaki
primordial germ hiicreleri gonad taslaklarmma go¢ ederler. Gonadlara yerlesen bu
hiicreler boliinlirler ve oogonyum ana hiicrelerine doniistirler. Olduk¢a yogun
boliinmeler sonucunda uterus i¢i yasamin ikinci aymda 600.000 adet, besinci ayda ise 7
milyon adet oogonyum olusur. Fetal gelisimin {i¢lincii aymin baslangicinda
oogonyumlar birinci mayoz bdliinmenin profaz evresinin diploten asamasinda
gelisimlerini durdururlar. Bu hiicreler artik primer oosit olarak isimlendirilir. Primer
oositler germinal vezikiil (GV) evresi oositleri olarak da isimlendirilir. Primer oositler
yasst folikiil hiicreleri ile cevrilidir ki hepsinin olusturdugu bu yapiya primordiyal
folikiil denir. Fetal gelisim esnasinda bu foliikiillerde meydana gelen atrezi ile ¢cogu
dejenere olur ve dogumda ovaryumda yaklasik 1 milyon primordial foliikiil bulunur.
Puberteye kadar bu folikiillerin sayis1 400.000°¢ kadar iner. Primordial folikiilde
bulunan primer oositler puberte ile hipofizden salgilanmaya baslayan Folikiil stimulan
hormon (FSH) ve Luteinizan hormon’un (LH) etkinligi ile olgun bir disi gamet
olusturmak i¢in oogenez (oosit olgunlagma) siirecine girerler (Solakoglu ve Aytekin

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

2.2. Oosit Olgunlasma Siireci

Oosit olgunlasmasi nuklear ve sitoplazmik farkililiklarin meydana geldigi uzun
bir stiregtir. Sitoplazmik olgunlasma, organellerin yeniden diizenlenmesi, proteinlerin
sentezi, mikro ve makro molekiiler degisimler gibi sitoplazmik degisimleri icerir. Bu
degisimler oositin nuklear olgunlagsmay1 gerceklestirebilmesi, basarili bir gsekilde
dollenebilmesi ve embriyonik gelisimin erken evrelerini tamamlayabilmesi i¢in
gereklidir. Nuklear olgunlasma ise birinci mayozun profazindan ikinci mayozun
metafazina kadar olan kromatin degisikliklerini igerir. Nuklear olgunlasmanin
tamamlanmas1 oositin metafaz [I’de (MII) tutuklu kalmasina neden olur. Yalnizca
tamamen biiylimiis MII evre oositleri mayozu devam ettirebilir. Bu durum sitoplazmik
degisimlerin oositin olgunlasma yeterliligini kazanmasi i¢in gerekli oldugunun
gostergesidir. Kismi sitoplazmik olgunlagsma tamamen biiylimiis oositlere zarar verebilir

ve nuklear olgunlasmay1 olumsuz etkileyebilir. Ornegin 26 giinliik farelere ait MII evre
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oositlerinden elde edilen embriyolarin iki blastomerli evreden blastokist evresine
gelisiminin 18 gilinlik farelerden elde edilen oositlere gore daha yiliksek oldugu
belirtilmistir (Eppig ve ark. 1994). Yani oositler mayotik olarak olgun olup birinci
kutup cisminin atilmis oldugu goriilse de fertilizasyon, pronukleus olusumu ve embriyo
gelisimi icin gerekli maternal faktorlerden yoksun olabilir. Bu nedenle oositin
dollenebilme kalitesinin belirlenmesinde oogenez siirecindeki tiim asamalar arasinda

kompleks bir etkilesim vardir (Marteil ve ark. 2009, Swain ve Pool 2008).

2.2.1. Nuklear Olgunlasma

Dogumda memeli oositi birinci mayoz boliinmenin profaz evresinin diploten
asamasindadir. Bu evre GV evresi olarak bilinir. Puberte ile salgilanan
gonadotropinlerin uyarisi ile tamamen biiylimiis oosit durgun halinden ¢ikar ve mayoz
kaldig1 yerden devam eder. Bu evre GV’nin ¢oziilmesi ile tanimlanir ve Germinal
Vezikill Yikimi (GVBD) olarak isimlendirilir (Swain ve Pool 2008). GVBD,
sitoplazmik maturasyon promoting faktoriin (MPF) aktivasyonu ile gergeklesir. MPF,
hiicrenin M-fazina girisini kontrol eden diizenleyicidir. Siklin — bagimli kinaz 1 (CDK1)
ve siklin B’den olusur. Xenopus laevis ve fare oositinin olgunlagsma siireci ile 1lgili
yapilan caligmalar MPF aktivitesinin GVBD’den hemen 6nce ortaya ¢iktigini, birinci
mayoz boliinmenin sonunda tekrar azaldigim1 ve ikinci mayoz bdliinmenin
baslangicinda yeniden ortaya c¢ikarak fertilizasyona kadar yiliksek seviyesini
korudugunu gostermistir (Gerhart ve ark. 1984, Masui ve Markert 1971). Birinci mayoz
boliinmenin profaz evresinin tamamlanmasi sirasinda homolog kromozomlar eslesir ve
rekombine olurlar. lyice kondanse olan kromozomlar, MTOC’lerce olusturulan
mikrotiibiillerin meydana getirdigi bipolar mayotik ig ipligine baglanirlar. Bu asamada
metafaz evresine girilmistir ve kromozomlar olusturulan metafaz plagi iizerindedir.
Homolog kromozomlarin farkli kutuplara ¢ekilmesi ile anafaz gerceklesir. Memeli
oositleri asimetrik sitokinez siireci ile genetik materyalin yarisini birinci kutup cismi
olarak disar1 atar. ikinci mayoz bdliinmenin metafaz evresine gelen oosit artik sekonder

oosit ismini alir ve fertilizasyona kadar bu durumunu korur.

Isik mikroskobu seviyesinde basarili bir niiklear olgunlasmanin sadece GVBD
ve birinci kutup cisminin disariya atilmasi olan iki gostergesi izlenir. Oysa basarilt bir
fertilizasyonun gereklesmesi i¢in nuklear olgunlagsmanin kritik bircok asamasi vardir.

Bunlar, uygun kondansasyon, kromozomlarm diizeni, diizgiin ig ipligi olusumu ve
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fonksiyonu, kromozomlarm dogru ayrilmasidir. Bu nedenle yalnizca birinci kutup
cisminin varhgi ile oositi saglikli ve fertilizasyona yeterli olarak varsaymak uygun

degildir (Swain ve Pool 2008).

2.2.2. Sitoplazmik Olgunlasma
Sitoplazmik olgunlasma oosit yeterliligin gelisiminde o6nemli rol oynar.

Sitoplazmik olgunlagma genel olarak ii¢ bolime ayrilir.

1- Organellerin yeniden diizenlenmesi
2- Hiicre iskeleti dinamikler1
3- Molekiiler olgunlasma

Bu asamalardaki eksiklik ya da diizensizlikler fertilizasyon ve sonraki gelisim

stireglerini etkileyecektir.

2.3. Fertilizasyon
Bir¢ok memeli tiiriinde oldugu gibi insanda da ovulasyon ile atilan oosit ikinci
mayoz boliinmesinin metafaz evresinde durmaktadir. Oositin mayoz siirecini

tamamlayabilmesi i¢in bir sperm ile déllenmesi gerekmektedir (Plachot 2000).

Déllenme (Fertilizasyon) siireci yedi farkli evreye ayrilabilir.

1. Spermatozoon’un oosit ¢evresindeki kumulus ooforus’a
penetrasyonu
2. Spermatozoon’un oosit cevresindeki Zona  Pellusida’ya

baglanmas1 ve penetrasyonu

3. Spermatozoon ve oosit plazma membranlarinin birlesmesi

4. Oosit aktivasyonu

5. Spermatozoon nukleusunun dekondansasyonu

6. Disi ve erkek pronukleuslarin gelisimi ve hiicre merkezine gog
etmeleri

7. Pronukleuslarin kaynagmas1 ve diploid kromozomlu zigot’un

olugmast (Plachot 2000, Swain ve Pool 2008).
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Epididimde ve disi genital kanalda gerceklesen ¢esitli molekiiler mekanizmalar
ile kapasitasyonunu tamamlayan spermatozoa oositin etrafinda bulunan zona pellusida
glikoproteini 3’e baglanarak akrozom reaksiyonunu uyarwr. Akrozom reaksiyonu
ekzositotik bir olaydir ve akrozomal vesikiillerin ierikleri Ca™ bagiml bir yol ile disar1
atilir. Zona penetrasyonundan sonra sperm basi perivitellin araliga girer ve oosit
membrani ile sperm membran kaynasir. ki gametin birlesmesi ile oosit aktivasyonu
uyarilir. Birgok memeli tiiriinde oldugu gibi insanda da ovulasyon ile atilan oosit ikinci
mayoz bdliinmenin metafaz asamasindadir. Oosit aktivasyonu ile hiicrede bazi
morfolojik degisiklikler meydana gelir. Bunlar; kortikal graniillerin ekzositozu, ikinci
mayoz boliinmenin tamamlanmasi (mayozun beklemekte oldugu M — II evresinden
boliinmeye devam etmesi, kardes kromatidlerin ayrilmasi ve ikinci kutup cisminin
atilmasi) ve oosit korteksinin yeniden diizenlenmesidir. Oositin tiim bu siiregleri

kapsayacak sekilde aktivasyonu Ca™ dalgalanmalarina baglidir (Swain ve Pool 2008).

Spermin oosit sitoplazmasi icine girmesi ile hiicre i¢indeki Ca™ seviyesinde
hizl1 bir artis meydana gelir ve bunu hizli ve tekrarlayan Ca" dalgalanmalar1 izler. Bu
olay gametler birlestikten birka¢ dakika sonra gerceklesir ve pronukleuslarm olusumu
sirasinda  durur (Swain ve Pool 2008). Sperm uyarih Ca™ dalgalanmalarmnm
olusumunda hem mitokondri hem de endoplazma retikulumunun (ER) rolii vardir.
Somatik hiicrelerdekine benzer olarak olgunlasmasimnin ilk anlarindan itibaren oositte ve
embriyoda da mitokondri, endoplazma retikulumu sisternalarinin yakminda kiimeler
halinde bulunur. Béylece ER ve mitokondrinin yakin ¢evresinde lokal bir mikrogevre
meydana gelir. Bu alanda tiim sitoplazmadakinden daha cesitli ¢oziinlir metabolitler
bulunur. Mitokondri esas olarak ATP ve reaktif oksijen tiirevleri (ROT) kaynagidir, ER
ise ana Ca™ deposudur. ER ve mitokondri arasindaki bu mikrogevrede bulunan ATP,
Ca™ ve ROT konsantrasyonu tiim sitoplazmadaki seviyeden daha fazladir. ER ve
mitokondri arasindaki bu yakimlik iki organel arasinda fonksiyonel bir etkilesim oldugu
fikrini desteklemektedir (St. John 2007 pp. 33-34, Dumollard ve ark 2006). Spermin
oosite girmesi ile meydana gelen ani Ca™ vyikselisi ER kokenlidir. Ca®
dalgalanmalarmin olusum mekanizmasi1 konusunda insan yumurtasi iizerinde yapilan
calismalar spermin fertilizasyon sirasinda ooplazmaya aktardig sitozolik bir molekiiliin
dalgalanmalar1 tetikledigi fikrini ortaya koymaktadir. Bu molekiil sperme 06zgii
fosfolipaz C zeta (PLC {)’dir. PLC {, inositol trifosfat reseptorlerini (InsPs3-R) ve

sinyallesme yolagmi aktive eder ve hiicre i¢i ana Ca™ deposu olan ER’den Ca™’nm
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salgilanmasini uyarir. ER depolarindan saliverilen Ca", sisternalarmm hemen yakininda
bulunan mitokondri matriksine aktarilir (Swain 2008 Herbert 1997). Mitokondrinin
fizyolojik Ca™ sinyalleri swrasmda o6nemli miktardaki Ca™’y1 alabildigi ve
salgilayabildigi kanitlanmistir. Fertilizasyonda mitokondrinin Ca+2’y1 almasi ilk defa
denizkestanesi yumurtasinda  gdsterilmistir. Mitokondri, matriksine Ca™’nm
aktarilmasmi saglayan elektronegatif bir potansiyele sahiptir. Carbonyl cyanide p-(tri-
fluromethoxy)phenyl-hydrazone (FCCP) kullanilarak mitokondri elektrik potansiyeli
kollabe edildiginde Ca™ alim1 durur ve matriksteki depolanmis Ca™ salgilanir. Ca™ nin
mitokondri matriksinde mitokondri fonksiyonlar1 iizerinde etkisi vardir. Mitokondri
icerisindeki Ca™ oksidatif fosforilasyonun ¢oklu bdlge aktivatoriidir. Ca™, Krebs
cemberindeki ve elektron transfer zincirindeki bir¢ok dehidrogenazi uyarir ve FO-F1
ATP sentaz iizerine etkisi vardir. Mitokondriyal Ca™ artist mitokondriyal ATP
iiretimini arttirir. Uretilen ATP, ER’ye ait Ca™ pompalarina (SERCAs) etki eder ve
ER’deki Ca™ deposu yeniden dolar. (St. John 2007 pp. 33—34, Dumollard ve ark 2003,
2006).

Ca™ seviyesindeki artis ve dalgalanmalarin sikhigi, biyiikliigi ve siiresi
fertilizasyon ve embriyo gelisimi iizerinde etkilidir. Ca™ sinyallesme mekanizmasi
oositin olgunlagsma siirecinde gelisir. Yapilan ¢alismalarda oositin olgunlagsma siireci
sirasinda ER diizeni ve InsPs;-R diizeninin degistigi gosterilmistir. Oosit tam boya
ulastiginda Ca™ dalgasi olusturma yetenegi kazanilir ama eksiksiz dalgalanma
kapasitesi sadece basarili bir oosit olgunlasmasini takiben elde edilir (Swain ve Pool
2008, Herbert ve ark. 1997). Olgun fare oositine gore olgunlagsmamis fare oositleri
sperm girisine cevap olarak daha az seviyede Ca™ salgilar (Jones ve ark 1995).
Preovulator fare oositlerinin Ca™ dalgalanmalarina cevap olarak kortikal reaksiyonu
gerceklestirebilme yeterliligi yoktur (Abbott ve ark. 1999). Bu yetersizlik heniiz
olgunlasmamis oositin Ca™ dalgalanmalarina cevap verme yeteneginin olmamasmdan
kaynaklanmaktadir (Abbott ve ark. 2001). Ayrica in vivo ve in vitro olgunlastirilan
oositlerde aktivasyon ile meydana gelen Ca™ dalgalanma paterni arasinda fark oldugu
bildirilmistir (Herbert ve ark. 1997). Bu durum, in vitro olgunlastirilan oositlerde
goriilen yetersiz gelisim kapasitesini kismi olarak agiklamaktadir (Heikinheimo ve

Gibbons 1998).
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Ca™ artisma cevap olarak kortikal graniiller perivitellin araliga enzim
iceriklerini bosaltmak i¢in oolemmaya dogru go¢ ederler. Bu olaya kortikal reaksiyon
denir. Boylece zona pellusida’nin kimyasal ve fiziksel Ozellikleri degisir ve diger
spermlerin sitoplazma i¢ine girigleri engellenir (Swain ve Pool 2008). Oositin kortikal
graniil ekzositozunu gergeklestirebilme yetenegi Ca™” sinyallesme mekanizmasmin

kazanilmasma bagli olarak olgunlagma siirecinde kazanilir.

Aktive olan oosit ikinci mayoz bdliinmesini tamamlamak tizere anafaz ve telofaz
siireclerini gecirir ve meydana gelen asimetrik boliinme ile farkli boyutta iki hiicre
olusturur. Bu hiicrelerden kiiciik olan1 ikinci kutup cismidir. Biiyiik olan ve sitoplazmik
icerigin ¢oguna sahip olan hiicre ise dollenmis oosittir. Bu asimetrik boliinme ile erken
embriyo gelisimi i¢cin gerekli bircok molekiil oosit sitoplazmasinda tutulmus olur ve
sitoplazmik kayip en aza indirgenir. Normal dollenen insan oositi 2PN olusturur. Bir
pronukleus oositten gelen haploid kromozom kiimesidir, digeri ise spermden gelen
haploid kromozom takimidir. Oosite ait kromatin materyalinin etrafinda ¢ekirdek
zarmin olusmasi ile disi PN meydana gelir. Oosit mayoz boliinme siirecini tamamlarken
sperm nukleusu da bir seri degisiklik yasar. Sperm hiicresinin basi siser, protamin
disiilfit baglar1 azalr ve sperm kromatini dekondanse olur. Sperme 0zgii olan
protaminler histonlarla yer degistirirler ve kromatin dekondansasyonu olarak
adlandirilan siire¢ sonucunda ositin merkezinde erkek PN haline doniisiir. Zaman ayarh
calismalar sperm basmmin dekondansasyonunun her zaman ikinci kutup cisminin
atilmasindan once oldugunu gostermektedir. Paternal kokenli sentrozom, disi
pronukleusa uzanan mikrotiibiil tabanli sperm asterlerinin organizasyonunu baslatir.
Immiin isaretleme calismalar1 bu olayin spermin girisinden 6 saat sonra gerceklestigini
gostermektedir. iki PN oositin merkezinde birbirlerine temas edinceye kadar disi
pronukleus erkek pronukleusa dogru cekilir. Merkezde PN boyutu 15-17 mikrondan
22-24 mikrona c¢ikar (Feenan ve Herbert 2006, Plachot 2000). Pronukleuslarin
appozisyonu sirasinda nuklear membranm yapisinda bulunan porlarin ve bu porlarin
sitoplazmik yiizeyinde toplanan dinaktin ve vimentin proteinlerinin rolii vardir. Disi
pronukleusu erkek pronukleusa dogru ¢ekme gorevini iistlenen sperm asterini olusturan
mikrotiibiillerin pozitif u¢larinda motor proteinlerden dinein yer almaktadir ve dinein bu
sekilde disi pronukleusa tasinir. Burada nuklear porlardaki dinaktin ve vimentine

baglanir, motor aktivitesini gosterir ve apozisyon saglanir (Payne ve ark. 2003).
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Isik mikroskobik incelemede oosit sitoplazmasi iginde iki adet PN ve diginda iki
adet PB izlenmesi fertilizasyonun normal bir sekilde gerceklestiginin gostergesidir. iki
taneden daha az ya da daha fazla PN igeren zigotlar anormal dollenmis olarak

nitelendirilir.

2.4. Anormal Sayida Pronukleuslu Zigotlar

Geleneksel in vitro fertilizasyon ve intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
uygulamalarindan sonra pronukleus sayisi ile ilgili iki ana bozukluk bildirilmistir.
Bunlar; monopronuklear (1PN) oositler ve tripronuklear (3PN) oositlerdir. Olusan 1PN
ve 3PN oositler erken gelisim bdoliinmelerini gegirme yetisine sahiptir. Boliinen
embriyolar bipronuklear (2PN) oositlerden kokenlenen embriyolar ile ayn1 morfolojik

goriiniimdedirler (Staessen ve Steirteghem 1997).

2.4.1. Ug¢ Pronukleuslu Zigotlarin Olusmasi

En sik rastlanan multipronuklear zigotlar, 3PN zigotlardir. Hiicresel diizeyde bu
durum iki haploid kromozom kiimesi yerine li¢ tanenin varligmi gosterir. Bu durum
diandrik triploidi olan iki erkek ve bir disi kromozom setinin kombinasyonu ya da
dijinik triploidi olan bir erkek ve iki disi kromozom setinin kombinasyonu ile
gerceklesir. Hangisi oldugunu belirlemek i¢cin kutup cismi sayisina bakilir. Eger zigot
3PN ve 2PB igeriyorsa dispermik kabul edilir. Diandrik triploidinin nedeni iki veya
daha fazla spermin oosit sitoplazmas igerisine girmesidir. Boyle zigotlar genellikle IVF
uygulamasi sonrasi olusur. Zigot, 3PN ve 1PB igeriyorsa gozlenen ekstra pronukleusun
anne kokenli (digyny) oldugu kabul edilir. Dijinik triploidide ise diploid bir oosit tek bir

sperm ile dollenir. Diploid oositler iki sekilde meydana gelebilir.
1) Mononuklear veya binuklear diploid GV oositinin olgunlagmasi ile,

2) Birinci veya ikinci metafaz, anafaz, telofaz evrelerinin bloke olmasi 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
kat1 biiylikligliindedir bu nedenle oositin olgunlasma siireci sirasinda sitoplazmik ve
nuklear boliinmede bir hata oldugu ya da iki oogonyumun birlesmesi sonucu olustuguna
inanilir. Yapilan caligmalar bu hiicrelerin dollenebilecegini ve in vitroda dijinik triploid

zigot ve embriyolar1 olusturabilecegini géstermistir (Rosenbusch 2008).
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Birinci mayoz boliinme siirecinin bloke olmasi, ovaryumun eksojen kaynaklarla
uyarilmasi, sigara igmek ve niiklear ve mitokondrial genotip ile alakalidir. Maternal
yasin ilerlemesi de birinci mayoz bdliinmenin metafaz evresinde oosit duraklamasina

neden olur.

Ikinci mayoz boliinme siirecinin bloke olmasi, M-II evresindeki oositlerin
kriyopreservasyonu, intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu ve postovulator oosit
yaslanmasi ile alakali olabilir. Ozellikle intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu sonrasinda
goriilen bu anormallikte izlenen fazla pronukleus disar1 atilamayan ikinci kutup
cismidir. Cesitli sebeplerle, 23 kromozom igeren kutup cismi digar1 atilamaz, ooplazma
icinde kalir ve fazla disi pronukleusu olusturur (Rosenbusch 2008 ve Tarin ve ark.

1999).

Ikinci kutup cisminin atilamamasmm nedeni, hiicre ici iskeletin yapisinda
meydana gelen bozulmalar, oositin dondurulmasi, intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu

uygulama teknigi, oositin kalitesi ve yaslanmasi gibi faktorler olabilir.

2.5. Sitoplazmik Olgunlasma ve Ooplazmanin Diizeni

Organellerin aktif hareketleri ve sitoplazma i¢inde dogru pozisyona gelmeleri
oosit biiylimesi, olgunlagsmasi ve fertilizasyon i¢in Onemlidir. Memeli oositinin
biiylimesi sirasinda organeller organel zonunu olusturmak {izere oosit korteksine go¢
ederler. Oositin olgunlagma siirecinde ise kortikal graniiller digindaki tiim organeller
hiicrenin merkezine go¢ ederler ve kortekste organelden yoksun bir zon olustururlar
(Sun ve Schatten 2006). Olgunlasan oositler ve embriyolardaki baskin sayida bulanan
organel mitokondridir ayrica kortikal graniiller, diiz yiizli endoplazma retikulumu
(DER), kaba yiizlii endoplazma retikulumu (GER), Golgi aparati ve lizozomlar da

mevcuttur.

2.5.1. Mitokondri

Oosit sitoplazmasi i¢cinde baskin miktarda bulunan mitokondrinin fonksiyonel
biitlinliigii, hiicresel devamlilik ve gelisim siireci i¢cin 6nemlidir. Oositte bulunan
mitokondri maternal kdkenlidir. Paternal mitokondri fertilizasyon sirasinda spermatozoa
ile ooplazmaya girse de ubiquitin-bagli proteoliz yolag: ile yikima ugrar (Schwartz ve
Vissing 2002; 2003). Memeli oositinde yaklagik olarak 100,000 — 200,000
mitokondriyal DNA (mtDNA) kopyas1 vardir. Mitokondri embriyo gelisimi sirasinda
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tim kardes hiicrelere bolistiiriiliir. Postimplantasyon evresine kadar mtDNA
replikasyonu olmadigindan oositler her tiirlii mitokondriyal bozukluga karsi hassastur.
Ooplazmada bulunan mitokondrinin esas gorevi fertilizasyon ve implantasyon dncesi
embriyo gelisimi icin ATP {iretmektir. Bunun yani sira oosit aktivasyonunda 6nemli rol
oynayan Ca™ metabolizmasinin diizenlenmesinde de etkilidir (Wang ve ark. 2009).
Mitokondrinin, oosit olgunlagsmast ve embriyo gelisimi siirecinde dagilimi ve
morfolojisi oositin veya embriyonun metabolizmasinin artigma, oksijen tiiketimine,
karbondioksit iiretimine gore degisim gosterir (Sathananthan ve Trounson 2000).
Yapilan caligmalar yapisal, genetik ve konumsal mitokondri bozukluklarinin erken
insan gelisimi swrasmnda normal 1§ ipli§i organizasyonu, kromozomlarin ayrilmasini,
hiicre siklusunun siiresi, kompaksiyon, kavitasyon ve blastokist soyulmasi gibi
morfolojik olaylar1 olumsuz yonde etkiledigini gostermistir. Yani mitokondriyal
ozellikler ve mitokondri ile alakali degisiklikler oosit kalitesinin ve oosit gelisim

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

2.5.1.1. Mitokondri Dagilm

Oosit olgunlagmas1 ve erken embriyogenez sirasinda mitokondrinin dagilimimda
evreye 0zgii degisimler meydana gelir. Mitokondrinin hiicre i¢i diizenindeki degisim
siirecleri hiicre iskeleti elemanlarina bagli olarak gerceklesir. Fetal ovaryumlardaki
oogonyumlarda ve primordial folikiillerdeki oositlerde mitokondri perinuklear
konumludur. Erken antral folikiillerde mitokondri periferik dagilim sergiler. Biiyiik
folikiillerden toplanan tamamen biiylimiis oositlerde mitokondri periferik sitoplazmada
ve GV nin ¢evresinde birikim gdsterir. GVBD’den anafaz I’e kadar siiren mayotik siire¢
sirasinda mitokondri perinuklear alanda lokalizedir. Fertilizasyondan sonra mitokondri
mikrotiibiil aracili yol ile peripronuklear bdlgeye go¢ eder ve yanyana gelmis
pronukleuslarin ¢evresinde yogun bir kiime olusturur. Bu alanda pronuklear olusum ve
singami i¢in enerjiye ihtiya¢ vardir. Nuklear membranin c¢evresindeki mitokondrial
polarizasyon, oogenez ve fertilizasyon sirasinda bir¢ok kere yenilenir. Bunun nedeni
nuklear materyalin diizenlenmesi gibi olaylarda mitokondrial aktiviteye 6zellikle ihtiyag
duyulmasidir (Marteil ve ark. 2009, Sathananthan ve Trounson 2000, Sun ve Schatten
2006). Pronuklear evrede pronukleuslarin ¢evresindeki mitokondri birikiminin simetrik
olmas1 segmentasyon boliinmeleri ile olugsacak her blastomere esit sayida mitokondri

aktarilmasmi saglar. Van blerkom ve ark. (2000) yayinladiklar1 ¢alismada pronuklear
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mitokondri geometrisinin mikrotiibiil 1sinlarinin diizenine bagli oldugunu ve i¢ ve dis
faktorlerden etkilendigini bildirmistir. Mitokondri genellikle DER membranlar1 ile
iligkilidir. DER ve mitokondri birlikte ooplazmanin kortikal alanma yayilmis ¢cok sayida
ve siklikla biiyiik yapilar olustururlar. Bunlar, birbirleriyle anoztomoz yapmis ve
mitokondri ile sikica karigsmis tiibiiler DER membran kiimeleri ve mitokondri ¢emberi
ile ¢evrili hafif elektron yogun materyal ile dolu biiyiik vesikiiller halindedir. (Motta ve
ark 2000, Sathananthan ve Trounson 2000, Van Blerkom 2004).). GVBD, birinci ve
ikinci metafaz ig ipligi olusumu, pronukleuslarin olugsmasi ve birbirlerine dogru gogii,
birinci mitotik 1§ ipliginin olusmasi gibi yiiksek ATP seviyesine ihtiya¢ duyulan gelisim
siireglerinde mitokondri ve DER sisternalarinin birlikte olusturdugu alanlar bolcadir

(Van Blerkom 2004).

Mitokondri reorganizasyonu nuklear olgunlasma yeterliligi i¢in Onemlidir.
Diisiik olgunlasma oranina sahip olan oositlerde mitokondrinin yeniden diizenlenme
stireglerine girmedigi bilinmektedir (Marteil ve ark 2009). MII oositler ve embriyolarda
mitokondri dagilim anormallikleri yaygindir. Mitokondrinin sitoplazmada biiyiik
kiimeler halinde bulunmasi gelisim yeterliligini olumsuz yonde etkiler. Tipik olmayan
mitokondriyal kiimelenmenin nedeni mitokondri hareketlerini yoneten hiicre iskeleti
elemanlarinin  organizasyonundaki bozulmadir. Bu durum hiicre i¢i yapisal
bozukluklarin gelisim yeterliligini olumsuz ydnde etkileyebileceginin gostergesidir

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

2.5.1.2. Mitokondri Yapisi

Biiyliyen ve olgulasan oositlerde mitokondri c¢ogunlukla kiire ya da oval
sekillidir. Cap1 0,3 — 0,5 mikron arasindadir. Tipik olarak ¢ok az miktarda kisa yay
seklinde kristalara ve elektron yogun bir matrikse sahiptir. Bu gelismemis morfoloji
diisiik solunum aktivitesinin gostergesidir. Dumollard ve ark. (2004) gore oosit ve erken
embriyodaki gelismemis mitokondri morfolojisi kisith oksidatif fosforilasyon kapasitesi
saglamakta ve boylece ROT olusma potansiyelini azaltmaktadir. Fertilizasyondan sonra
ve implante olmamis embriyonun biiylimesi sirasinda mitokondri yuvarlak-oval sekilli,
yogun matriksli ve az kristali yapisindan uzamis, daha seyrek matriks ve daha fazla
sayida mitokondrinin uzun ekseni boyunca enine yerlesimli krista iceren morfolojiye
farklilagir. Matriks yogunlugundaki azalma ve krista sayisindaki artis metabolik

aktivitenin arttiginin gostergesidir. Bununla birlikte boliinme siireci sirasinda yuvarlak,
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oval ve uzamis mitokondriler bir arada bulunabilir. Ozellikle erken pronuklear evrelerde
merkezinde daralma olan uzamis mitokondriye de raslanir ve bunlar béliinmekte olan
mitokondri olarak nitelendirilir. Gelisim siirecinde mitokondrinin yapisindan meydan
gelen farkliliklar gelisim evresine 6zgii hiicresel aktiviteleri desteklemek i¢in gerekli
olan yiikselmis ATP ihtiyacin1 karsilayabilmek icindir. Mitokondri ince yapisinda
meydana gelecek bozukluklar gelisimin bloke olmasi ya da anormal embriyo gelisimi

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

2.5.1.3. Mitokondrinin Gorevleri

Mitokondrinin oositteki esas gorevi oosit olgunlagmasi ve embriyo gelisimi igin
ATP {iretimi olsa da fertilizasyon ve sonraki gelisim siireclerinin normal bir sekilde
ilerleyebilmesi igin gerekli olan hiicre i¢i Ca™ homeostazmm kontroliinde de dnemli
etkilere sahiptir. (Krisher 2004, Torner ve ark. 2004, Van Blerkom ve Davis 2007).
Olgun bir oosit (M-II) igerisindeki mitokondri morfolojik olarak homojen goriiniim
sergilesede mitokondriyal polaritenin yiiksek ve algak seviyede olmasina baglh olarak
iki populasyona ayrilirlar. Mitokondriyal polarite, i¢ mitokondriyal membrandaki
elektrik potansiyelinin 6l¢limiidiir. Diisiik membran potansiyeline sahip mitokondri bol
sayidadir ve tiim sitoplazmay1 kaplar. Yiiksek membran potansiyeline sahip olanlar ise
yalnizca subplazmalemmal alanda lokalize olmuslardir ve toplam mitokondri igeriginin
%5’inden daha azdir (Van Blerkom 2004; 2009, Van Blerkom ve Davis 2007).
Polaritenin biiylikliigiindeki farkliliklar solunum seviyesi, ATP {iretimi, organel
hacminin korunmasi, sinyal iletimi ve Ca™” homeostazini diizenleme gibi farkl
mitokondri fonksiyonlarint dogrudan etkiler (Van Blerkom 2009). Diisiik membran
potansiyeline sahip olanlarla kiyaslandiklarinda yiiksek membran potansiyeline sahip
mitokondri ATP iiretimi ve Ca™ homeostazini diizenlemede daha etkilidir (Van
Blerkom ve ark. 2002; 2003). Mitokondri i¢ membran potansiyelinin bilyiikligiini
inceleyen birgok c¢alisma, mitokondriyal aktivite ile memeli oosit ve embriyosunun
gelisim yeterliligi arasinda bag oldugunu gostermistir (Wilding ve ark. 2001; 2002;
2003, Van Blerkom 2002; 2003, Acton ve ark. 2004, Jones ve ark. 2004).
Mitokondrinin fertilizasyon siirecinde, oositin mayoza kaldig1 yerden devam etmesi ve
erken embriyo boliinmeleri sirasinda mayotik ve mitotik ig ipligi organizasyonu ve
sitokinezin basarisinda diizenleyici rolii oldugu bilinmektedir (Van Blerkom 2009). Van

Blerkom ve ark. (2003; 2006) yayinladiklar1 ¢alismalarda oosit ve implantasyon dncesi
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embriyolarda belirli gelisim aktivitelerin membran potansiyeli biiyiikliigii ile kontrol
edilebilecegini ve eger mitokondrideki polarite biiyiikliigli normalin altindaysa bu

stireglerin olumsuz etkilenebilecegini bildirmiglerdir (Van Blerkom ve Davis 2007).

Canli hiicrelerin mitokondriyumlarinin i¢ membran potansiyelindeki farkliliklar
JC-1 (5,5°,6,6°- tetrakloro- 1,1°,3,3’- tetraetilbenzimidazolkarbosiyanin iodid) gibi
membran potansiyelinin siddetine duyarli florometrik ajanlarla belirlenebilir. JC-1
katyonik, lipofilik, karbosiyanin bazli, potansiyele duyarli floresan bir boyadir.
Mitokondri matriksinde birikir ve floresans emisyonu mitokondri i¢ membran
potansiyelinin siddetine baglidir. Diisiik membran potansiyelinde yesil floresan veren
JC-1 monomerleri yiiksek membran potansiyelinde bir araya gelip JC-1 agregatlarini
olusturur ve 590nm emisyonda parlak kirmizi renkte floresan verir. Bu tiir boyalarin
kullanildig1 immiinfloresan yontemler oositlerin ve preimplantasyon evresi embriyolarin
blastomerlerindeki solunum hizin1 6lgmede kullanilabilir (Reers ve ark. 1991; 1995,

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

2.5.2. Endoplazma Retikulumu

Oosit olgunlagmasi siirecinde ER diizeninde gelisim evrelerine bagli olarak
degisiklik oldugu bilinmektedir. GV evresindeki bir insan oositinin kortikal bdlgesinde
genellikle kiimeler halinde organize olmamis kii¢iik ER sisternalari, bazen benek tipi
lekeler seklinde kiiciik ER alanlar1 bulunur. GV etrafinda ER izlenmez. Olgunlagmis M-
IT oositler ise korteks ve tiim sitoplazmaya dagilmis, iyl organize olmus biiyilk ER

membranlar1 ve yaklasik 2-3 um ¢apinda ER kiimeleri igerir.

ER, protein ve lipid sentezinin gerceklestigi organeldir. Ayrica kalsiyumun ana
hiicresel deposu oldugu i¢cin Ca™’nin hiicre ic¢i diizenlenmesinde de rol oynar. Bu
nedenle ER fertilizasyon sirasinda oosit aktivasyonunda etkinlik gosterir. Oosit
aktivasyonundan sonra ER membraninda bulunan InsP3-R aracihigiyla Ca™ salgilanir.
Oosit olgunlagmasi sirasinda ER diizeninde meydana gelen degisikliklere ilave olarak
InsP3;-R miktar1t GV evresine gére MII oositlerde %50 oraninda artar (Mann ve ark.

2010, Marteil ve ark. 2009).
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2.5.3. Hiicre Iskeleti Dinamikleri

Hiicre iskeleti ii¢ tip filamandan olusur. Bunlar; mikrotiibiiller, mikrofilamanlar
ve ara filamanlardir (Marteil ve ark. 2009). Mikrotiibiiller ve mikrofilamanlar globiiler
alt birimlerin polimerleridir. Ara filamanlar ise fibr6z polipeptitlerin tetramerlerinden
olusur. Bu filamanlar i¢cinde oosit olgunlasmasi ile yakindan iligkili olanlar ise
mikrotiibiiller ve aktin filamanlaridir. Nuklear olgunlasma sirasinda hiicre iskeletinin

yeniden diizenlenmesi gergeklesir. Bunlar;

1- Kromozomlara bagli mikrotiibiillerin ig ipligini olusturmalari,
2- Sitoplazmik mikrotiibiillerin gecici varligi,
3- Mikrofilamanlarin sitoplazmadan oosit korteksine ve kromatin

etrafina lokalize olmalar1 seklinde tanimlanir (Marteil ve ark. 2009).

Oosite ait iskelet elemanlarinin yeniden organizasyonu sadece nuklear
olgunlasma i¢in degil oositin gelisim yeterliligini kazanabilmesi i¢cin de gereklidir

(Marteil ve ark. 2009).

2.5.3.1. Mikrotiibiiller

Mikrotiibiiller, a ve [ tiibiilin dimerlerinin polimerizasyonu ile olusan ve
dinamik bir yapiya sahip olan elemanlardir. Esas olarak organellerin 6zellikle de
mitokondrinin konumlanmasinda ve kromozomlarin ayrilmasinda etkin rol alirlar.
Mayotik olgunlasma sirasinda kromozomlarin uygun pozisyona gelmelerini ve
ayrilmalarmi saglarlar (Marteil ve ark. 2009). Insan oositinin olgunlasmasi sirasmnda
farkli gelisim evrelerinde mikrotiibiillerin sitoplazmik diizeni a-tiibiilinin floresan

isaretlemesi ile gosterilmistir.

GV evresindeki bir oositin sitoplazmasinda organize olmus bir mikrotiibiil agi
goriilmez ama korteks ve GV ¢evresinde yogun tiibiilin boyanmasi izlenir. GVBD’den
sonra kondanse kromatinin yakininda kii¢iik mikrotiibiil asterleri goriliir. Prometafaz
evresinde her kromatin partikiilii ile iliskili mikrotiibiil asterleri olusur. Birinci mayozun
metafazinda asterler uzar ve 1§ ipligini olustururlar. Anafaz ve telofaz evrelerinde
mikrotiibiiller organize olmus ig ipliginin ortasinda bulunur. Ikinci mayozun
metafazinda mikrotiibiiller mayotik 1§ ipliginde ve kutup cisminin g¢evresinde

konumlanir. insan mayotik ig ipligi fare, inek ve domuzda oldugu gibi simetrik, fic1
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sekillidir ve anastral genis kutuplar1 vardir. Mayotik metafaz ig ipliginin boyutu 18-21
pm’dir (Kim ve ark. 1998).

Mikrotiibiiller sitoplazma i¢cinde bulunan MTOC’ler tarafindan iiretilirler.
Okaryotik hiicre sitoplazmalarinda bulunan MTOC sentrozomdur. Sentrozom, fibroz
PCM ile iligkili bir ¢ift sentriolden olusur. Sentrioller 0,3 — 0,6 um uzunlugunda ve 0,2
um c¢apinda simetrik olarak diizenlenmis 9 adet mikrotiibiil tripletinden olusan silindir
seklinde yapilardir. Iki sentriol birbirine dik sekilde konumlanmustir. Sentrozom
membran icermez ve siirekli olarak hiicresel elemanlarla iletisim halindedir. PCM,
yapisal proteinler, diizenleyici molekiiller, sentrozomla iliskili proteinler ve 1s1 sok
proteinlerini iceren 100 kadar proteinden olusan fibroz bir kafestir. Bu karmasik yapi
icinde y - tiibiilin halka kompleksi (y-TURC), esas olarak y — tiibiilin ile birlikte
aksesuar proteinlerden olusur ve mikrotiibiil nukleasyonundan sorumludur. y -TURC,
PCM i¢ine gomiili olarak bulunur ve sentrozom proteinlerinden perisentrine

baglanmstir.

Diger organellerle kiyaslandiginda sentrozomun belirgin bir sekli, boyutu ve
sinirmin olmadig1 goriiliir. Hiicre tipine, hiicre dongiisiiniin evrelerine, organizmanin
tiirtine bagl olarak molekiiler ve yapisal degisime giren bir organeldir. PCM’de oldukca
dinamik bir yapiya sahiptir ve miitkemmel fertilizasyonun gerceklesmesi i¢in gerekli
olan farkli konfigiirasyonlara degisebilir. (Schatten ve Sun 2010, Manandhar ve ark.

2005).

Erkek ve disi gametler oldukga farklilagsmis hiicrelerdir. Hem oogenez hem de
spermatogenez siireclerinin son asamalarinda erkek ve disi gametlerdeki sentrozomlar
dejenerasyon ve modifikasyona gider. Boylece gamet fonksiyonlarini ve fertilizasyonu

basar1 ile gerceklestirebilecek hale getirilirler. Bu olaya sentrozom indirgenmesi denir.

Spermatogenez sirasinda spermatidlere ait sentrozomlar erken evrede ilk olarak
mikrotiibiil nukleasyon yeteneklerini yitirirler. y — tiibiilin, spermiasyon evresinde
meydana gelen sitoplazmik artik cisimler igerisinde atilir. Olgun bir spermatozoa
hiicresinde sentrozomal proteinler tiire bagl olarak kismen veya tamamen yok olmustur.
Sentriol ¢iftinden distal sentriolde dejenerasyon goriilse de varligimi siirdiiriir. Distal
sentriol sperm kuyrugunda bulunan 9+2 aksonem yapisin1 olusturan MTOC dir.
Spermatogenez siirecinde distal sentriolde goriilen kismi dejenerasyon epididimde

meydana gelmeye baslar, mikrotiibiillerinin %50’sini yitirir ve olgun bir sperm
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hiicresinde artik cisim olarak kalir. Proksimal sentriol ise biitiinliiglinti korur. Proksimal
sentriol fertilizasyondan sonra olusan sperm asterlerinin organizasyon merkezi olarak
gorev yapar. Olgun bir spermin sentrozomal elemanlarinda defekt olmas1 erkek faktorli

infertiliteye neden olur (Manandhar ve ark. 2005).

Oogenez sirasinda ise sentrioller yok olur. Oogonyum ve fetal oositler pakiten
evresine kadar sentriole sahip olsalar da sonraki evrelerde sentriol kaybolur. GVBD
sirasinda sitoplazma icinde cok sayida periniiklear MTOC olusur ve bunlar zaman
icinde bir araya gelerek meydana gelen metafaz ig ipliginin kutuplarini olustururlar.
Olusan periniiklear MTOC]Ier ve ig ipligi kutuplarinda sentriol bulunmaz. Esas olarak
fare oositinde olmak iizere tavsan, inek, denizyildizi, Xenopus ve insan oositinde de
metafaz 11 1g ipligi kutuplarinda sentriol olmadigi bilinmektedir. Bu asentriolar
sentrozomlar c¢ok sayida sentrozomal protein (y — tiiblilin ve NUMA gibi) igerir.
Mayotik ig ipligi kutuplarina ek olarak ooplazma igerisinde sentrozomal elemanlar
bulunur. Immiinfloresan ¢alismalarda aktive olan oosit sitoplazmasinda sentrozomal
elemanlarin ilk olarak kiiclik sayisiz nokta olarak belirdigi, aktivasyonun ilerleyen
evrelerinde ise daha az ama biiylik sentrozomal odaklar halinde toplandiklar:

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

Fertilizasyonun basarili olabilmesi i¢in sperm ve yumurtaya ait indirgenmis
sentrozom elemanlarinin eksiksiz bir sekilde bir araya gelerek fonksiyonel sentrozomu
olusturmalar1 gerekmektedir. Birgok omurgali ve omurgasiz tiirde spermin ¢ok az PCM
ile ¢evrili sentriolii, oosite ait sentrozomal proteinlerin bir araya toplanmasi i¢in
dominant yap1iy1 olusturur. y- tiibiilin molekiillerinin kii¢iik bir boliimii sperm sentriolii
ile ilgili olsa da, déllenmis yumurtada zigot sentrozomuna devsirilen y- tiibiilinin biiyiik
miktar1 ooplazmadan gelir. Spermin ooplazma i¢ine girisinden kisa siire sonra sperme
ait sentriolar kompleks oosit sitoplazmasindan y- tiibiilin, sentrin, perisentrin ve
NUMA’y1 toplar. Dekondanse olan erkek PN’nin etrafindaki asir1 y- tiibiilin birikimi
sperm asterini olusturma yetenegine sahiptir. Ooplazmadaki sentrozomal proteinlerin
sperm sentriolii ¢evresinde toplanmasmi saglayan mekanizma tam olarak
anlagilamamistir, ancak y- tiibiilinin sentrozomun toplanmasinda ana rol oynadigi,
mikrotiibiil nukleasyonu ve zigot asterinin sayisini ve boyutunu arttirdigi bilinmektedir.
Maternal y- tiiblilinin paternal sentrozoma dogru sekilde tasmmmasi ¢ok 6nemlidir.

Yetersiz y- tiibiilin sperm aster olusumunda bozulmaya ve singamide hataya sebep olur.
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Asir1 y- tiibiilin birikimi ise asir1 mikrotiibiil nukleasyonu ve segmentasyon sirasinda

kromozomlarin esit dagilmamasi ile sonuglanir (Schatten ve Sun 2009; 2010).

2.5.3.2. Mikrofilamanlar

Aktin, memeli oositindeki ana proteinlerinden birisidir. Mikrofilamanlar,
globiiler aktin (G-aktin) monomerlerinin polimerizasyonu ile olusan filament6z
aktinden (F-aktin) olusurlar. Oosit olgunlasmasi, fertilizasyon ve embriyo gelisimi
sirasinda aktin filamanlar1 6nemli rol oynar. Oosit olgunlasmasi ve fertilizasyon
sirasinda  kortikal graniil, endoplazma retikulumu sisternalari, mitokondri, Golgi
kompleksi gibi organellerin dagilimi ve kromozomlarmn pozisyonunu gibi dinamik
olaylar1 kontrol ederler. Ayrica kutup cisminin atilmasi da filament6z aktinin dagilimina
baghdwr. Bu olaylar aktin filamanlarin polimerizasyon ve depolimerizasyonuna, yani
aktin dinamiklerine baghdir. Bir¢ok hiicre tipinde sitoplazmada biiyiik G-aktin havuzu
vardir ve c¢evresel uyarilara bagli olarak hizla F-aktin polimerizasyonunu
gergeklestirebilirler. Mayotik maturasyon sirasinda insan da dahil olmak {izere bir¢cok
tiirlin oositinde aktin filamanlarinin yeniden organize oldugu bilinmektedir. GV
evresinde mikrofilamanlar tiim sitoplazmaya dagilmis halde bulunurken GVBD
sirasinda oosit korteksine ve kromatinin etrafina dogru go¢ ederler. Metafaz II’de
mikrofilamanlar oosit membraninin altinda ve yogun olarak da mayotik ig ipligininin
iizerinde konumlanmistir (Marteil ve ark. 2009, Wang ve ark. 2000). Domuz olgun
(MII) oositinde yapilan caligmalarda oosit korteksinde kalin ve ince aktin filaman
agmdan olusan iki farkli bdlge tespit edilmistir. Insanda yapilan calismada da metafaz I
evresinde bulunan oositlerin korteksinde kalin ve ince mikrofilaman bdlgesi oldugu ve
kromozomlarm kalin mikrofilaman bdlgesinde konumlandig: bildirilmistir. Kalin aktin
filaman alaninda kromozomlar yer aldig1 i¢cin bu bdlgenin kutup cisminin atilmasi ve
fertilizasyonun normal ger¢eklesebilmesi i¢in dnemli oldugu diisiintilmektedir (Wu ve
ark. 2001, Kim ve ark. 1998). Anafaz ve telofazda kardes kromatidlerin arasinda
mikrofilamandan zengin yariklanma olugu vardir. Kutup cisminin atilmasindan sonra
mikrofilamanlar hem metafaz II kromatinin ¢evresinde hem de kutup cisminde izlenir
(Kim ve ark. 1998). 2 — 4 hiicreli embriyolarda plazma membranmin altinda ve
perinuklear sitoplazmada bolca aktin filaman bulunur. Yapilan ¢alismalarda Sitokalasin
B uygulamasi ile mikrofilaman polimerizasyonunun baskilanmasmin GVBD ve

metafaz ilizerine etki etmedigi, ancak mayotik ig ipliginin oosit korteksine go¢
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edememesi sonucu kutup cisminin atilmasimnin baskilandig: bildirilmistir. (Kim ve ark.

2000, Longo ve Chen 1985, Marteil ve ark. 2009, Wang ve ark. 2000).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. 3 Pronukleuslu Oositlerin Temini:

Calismamizda kullandigimiz materyal International Hospital, Zeynep Kamil
Kadin ve Cocuk Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma Hastanesi ve 29 Mayis Hastanesinde
bulunan yardimla iireme teknikleri merkezlerine bagvurmus 23 — 47 yas arasi (ortalama
32 yas) hastalardan ICSI uygulamasi sonucu 3PN olusan toplam 21 adet oosit

bilgilendirilmis onam formu ile temin edilmistir.

3.2. Elektron Mikroskobu Incelemesi:

Elde edilen 3 pronukleuslu oositler i¢in primer fiksasyon +4°C %1’lik
Gluteraldehit (Sigma G-7776) soliisyonu ile yapildi. Fosfat tamponu (PBS) (Sigma —
P4417) ile yikama siirecinden sonra oositler ancak mercek altinda goriilebilecek boyuta
sahip oldugu i¢cin materyal kaybi yasamadan elektron mikroskop takibinin devam
ettirilebilmesi amaciyla yeni siizilmiis yumurta aki damlasi i¢ine yerlestirilerek damla
asma yontemi ile sekonder fiksatif olan %1 Osmiyum tetroksit (Merck 124505)
buharina maruz birakildi. Osmiyum tetroksit buharinin etkisi ile hem sekonder
fiksasyon uygulandi hem de yumurta akinin sertlesmesi sonucu oositin yumurta aki
icinde stabilizasyonu saglandi. Oositi igeren yumurta aki parcasi PBS ile yikandiktan
sonra 10 dakikalik uygulamalar ile yiikselen (%30, %50, %70, %90, %100) aseton
serilerinden geg¢irildi. 1 saat stire ile 1:1, 1:3 aseton - epon karisimi ve yine 1 saat siire
ile saf epon ile muamele edildikten sonra Epon-812 (Fluka - 45359) doldurulmus kapsiil
icine gomiildii. Kapsiiller epon polimerizasyonu i¢in 60 °C’lik etiivde 18 saat inkiibe
edildi. Kapsiil yiizeyinin bistiiri ile triminden sonra ultramikrotom ile alinan yar1 ince
kesitler toluidin mavisi ile boyanarak 1tk mikroskobu ile oositin yeri belirlendi.
Sonrasinda ultra mikrotom ile seri olarak alnan ince kesitler nikel veya bakir gridler
iizerine yerlestirildi. Gridler, uranil asetat damlas1 lizerinde 30 dakika ve kursun sitrat
damlas1 lizerinde 10 dakika inkiibe edilerek kesitlerin kontraslamasi yapildi. Kesitler
Jeol JEM 1011 transmisyon elektron mikroskobu ile incelendi. Goriintiiller Megaview
IIT djjital kamera ile Soft Imaging System Analysis programi ile bilgisayara aktarild:.
Fotograflar ¢ekilerek ince yap1 degerlendirildi.
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3.3. Immiinfloresan Cahsmast:

Immiinfloresan c¢alismasi icin elde edilen tiim 3 pronukleuslu oositler %4 liik
paraformaldehit soliisyonu ile tespit edildi. PBS ile yikandiktan sonra uygulanacak
antikorun plazma membranini gegerek sitoplazma i¢ine girebilmesi ve uygun antijene
baglanabilmesi i¢in PBS’te hazirlanan % 0.5 Triton — X (Fluka 93418) soliisyonu ile 30
dakika muamele edildi. PBS ile tekrar yikama yapildiktan sonra spesifik olmayan
boyanmalar1 6nlemek amaciyla PBS ile hazirlanan %1°lik Insan Serum Albumini
(HSA) (Sigma A1653) i¢inde 20 dakika boyunca bekletildi. Gama tiibiilin isaretlemesi
icin anti gama — tiibiilin antikoru (Sigma - T5192) %1’lik HSA iceren PBS ile 1/400
oraninda sulandirilarak hazirlandi. Oositler antikor damlasi i¢ine koyularak 1 saat
boyunca oda 1sisinda muamele edildi. Siire sonunda PBS ile yikanan oositlere %1’lik
HSA igeren PBS ile 1/1000 oraninda sulandirilan FITC isaretli sekonder antikor (Sigma
— FO0382) 1 saat boyunca oda 1sisinda ve karanhikta uygulandi. Aktin iskeletin
goriintiilenebilmesi i¢in ise HSA uygulamasindan sonra Phalloidin — FITC isaretleyicisi
(Sigma P5282) 1:1000 oraninda %]1°lik HSA iceren PBS ile sulandirilarak 1 saat
boyunca oositler muamele edildi. Uygulamalari bitiminde oositler PBS ile yikandi.
Nukleus boyamasi i¢in, lam lamel aras1 preparat hazirlanirken DAPI igeren ve solmay1
onleyen kapatici ajan (Invitrogen Molecular Probes — P36935) kullanildi. Ornekler 1.U.
Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali’nda DP72 kamera sistemi ile donatilmis
Olympus DP-TWAIN yazilimi ile kontrol edilen Olympus BX51 Arastirma Floresan

mikroskobu ile degerlendirildi ve fotograflar1 sayisal ortama kaydedildi.

3.4. Mitokondri Membran Potansiyelinin Degerlendirilmesi:

Mitokondri i¢ membran potansiyeli, potansiyele duyarli floresan boya JC-1 ile
Olgiildii. Calismada JC-1 mitokondri boyama kiti (Sigma — CS0390) kullanildi
Boyamadan 6nce toz JC-1 boyas1 10mg/ml konsantrasyonda dimetilsiilfoksit (DMSO)
icinde ¢oziilerek stok soliisyon halinde hazirlandi, -20°C’de muhafaza edildi. Calisma
soliisyonu i¢in 1ml distile su igerisine 6pl JC-1 stok soliisyonu eklendi ve vorteks ile 1-2
dakika karistirildi. Bunun tlizerine boyama kiti igeriginde olan x5 boyama tamponundan
0.25 ml eklendi. Elde edilen soliisyon oositlerin i¢inde bulundugu kiiltiir medyumu ile
1:1 oraninda karistirilarak 37 °C’de 20 dakika siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon
sirasinda 5X boyama tamponu distile su ile 1:4 oraninda sulandirilarak 1X boyama

soliisyonu elde edildi ve inkiibasyondan ¢ikarilan oositler buz iizerinde bu soliisyon ile
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yikand1. Oositler lam-lamel arasi preperat haline gitirildi. Ornekler 1.U. Istanbul Tip
Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali’nda DP72 kamera sistemi ile donatilmis Olympus
DP-TWAIN yazilim ile kontrol edilen Olympus BX51 Arastirma Floresan mikroskobu
ile degerlendirildi ve fotograflar1 sayisal ortama kaydedildi. Yiiksek membran
potansiyeline sahip mitokondriyumlar FITC kanalinda turuncu- kirmizi renkte gézlendi.

Diisiik membran potansiyelinde sahip olanlar ise yesil renkte goriildii.
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4. BULGULAR

4.1. Elektron Mikroskobu Bulgular:

Elde edilen ve elektron mikroskobu calismasi i¢in incelenen oositlerin plazma
membranlarinda c¢ok sayida mikrovilli mevcuttu. Oositin kortikal bdlgesinde
sitoplazmik hale ya kismen mevcuttu ya da yoktu (Resim 4.1a ve Resim 4.1b).
Incelenen baz1 oositlerin kortikal bdlgelerinde mitokondri ile iliskili biiyiik diiz yiizlii
endoplazma retikulumu vesikiilleri ve diiz yiizlii endoplazma retikulumu tiibiil kiimeleri
mevcuttu (Resim 4.2a, 4.2b ve 4.2c). Baz1 oositlerde hem kortikal alanda hem de
subkortikal alanda oosit aktivasyonu siirecinde ekzositoz ile atilmasi gereken kortikal
graniillerin, az sayida olmakla birlikte varligini siirdiirdiigii izlendi (Resim 4.3). Kortikal
alanda biiyiik vakuol olusumlar1 vardi (Resim 4.4a ve 4.4b). Bazi oositlerde endoplazma
retikulumu sisternalarinda sisme ve membranlarinda yirtilmalar goriildii (Resim 4.5a ve
4.5b). Oosit ve sperme ait genetik materyali barindiran, olusumunu tamamlamis erkek
ve disi pronukleuslar ile iigilincii pronukleus bir oositte periferde konumlanmalarina
ragmen (Resim 4.6a) genel olarak incelenen diger oositlerde ooplazmanin merkezinde
grup halinde bulunmaktaydilar (Resim 4.6b). Periferde konumlanmis olan
pronukleuslardan birinin halen olusumunu tamamlayamadig: goriildii (Resim 4.7a). Bir
araya gelmis olan pronukleuslarm iginde nukleolar prekiirsor cisimler (NPC) vard
NPC’lerin bazilarmin fibriller formda olmakla birlikte, bazilar1 graniiler yapida izlendi
(Resim 4.7b). Ultramikrotom ile alman seri kesitler incelendiginde NPC’lerin her
pronukleusta 3’ten fazla sayida oldugu gorildi. NPC’lerin ¢ogunlugu nuklear
membrana yakin bir sekilde kutuplasma gostermekle birlikte bazi NPC’ler
pronukleuslarin birbirlerine komsu olan yiiziine dogru bazilar1 ise tam zit yonde
kutuplasma sergiliyordu. Ayrica kutuplagsma gostermeyen NPC’ler de bulunmaktaydi
(Resim 4.8). Pronuklear membran bazi bdlgelerde kesintili olmakla beraber genelde
biitiinliigi bozulmamis sekilde izleniyordu. Pronukleuslarin yakininda sitoplazmik
birikimler halinde (Resim 4.9a, 4.9b, 4.9c ve 4.9d) ve pronukleus i¢cinde kromatin
materyali ile iligkili olacak sekilde internalize olmus annulat lamel dizileri mevcuttu
(Resim 4.10a, 4.10b). Incelenen oositlerden birinde nuklear membranin bazi
bolgelerinde invajinasyonlar goriildii (Resim 4.11). Mitokondri dagilimi merkezde
konumlanmis pronukleuslarin ¢evresinde yogun ve subplazmalemmal bolgede seyrek

olmakla birlikte tiim sitoplazmada mevcuttu. Mitokondri genellikle yuvarlak veya oval
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bi¢imliydi. Ooplazma igerisinde kristalar1 ve ¢ift membranlar1 belirgin olan diizgilin
morfolojiye sahip olan mitokondrinin yanisira, asir1 yogun matriksleri ile dikkati ceken
morfolojiye sahip olanlara da rastlandi (Resim 4.12a). Bazi mitokondriyumlarda
kristalar belirgin degildi; matrikslerinde vakuolizasyon ve dejenerasyon mevcuttu
(Resim 4.12b, 4.12c, 4.12d ve 4.12e). Dejenere olan mitokondri matriksinde
multilamellar olusumlar vardi (Resim 4.13a ve 4.13b). Ayrica pronuklear evrede
olusmaya baslamasi beklenen uzamis mitokondriler izlenmedi. Sitoplazmada
pronukleuslarin yakminda ve kortikal bolgede birkag adet Golgi aygit1 izlendi (Resim
4.14). Incelenen tiim oositlerde ooplazma igerisinde ¢ok sayida lipofuskin graniilii
goriildiic (Resim 4.15a ve 4.15b). Ooplazma igerisinde oOzellikle pronukleuslarin
yakinlarinda ve tiim sitoplazmaya yayilmis sekilde mikrotiibiillere rastlandi (Resim
4.16a ve 4.16b). Sperm’e ait olan sentriol pronukleuslarmn yakininda izlendi (Resim

4.17).
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Resim 4-1: U¢ pronukleuslu oositin kortikal alaminda sitoplazmik hale olusumu. la:
Kortikal bolgede yildiz ile isaretlenen alanda sitoplamik hale bulunmamaktadir. 1b: Kortikal

alanda yildiz ile isaretlenen bolgede sitoplazmik hale mevcuttur. PN: pronukleus, mv: mikrovilli, ZP:
zona pellusida, PVA: perivitellin aralik
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Resim 4-2a-b: Baz1 3 pronukleuslu oositlerin kortikal alanindaki DER vesikiillerinin ince
yapisal goriintiisii. 2a: Biiyiik DER vesikiilleri (DER-V) mitokondri ile birlikte goriilmektedir.
2b: Biiyiik DER vesikiilleri ve DER tiibiil kiimeleri (DER-T) izlenmektedir. m: mitokondri
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Resim 4-2c¢: Baz1 3 pronukleuslu oositlerin kortikal alamndaki DER vesikiillerinin ince
yapisal goriintiisii. 2¢: Kortikal alanda DER tiibiil kiimeleri (DER-T) mevcut.

Resim 4-3: Ekzositoz olmamus kortikal graniiller. Ug pronukleuslu oositin kortikal

bolgesinde ekzositoz olmamis az sayida kortikal graniil izlenmektedir. PVA: Perivitellin aralik, mv:
mikrovilli, KG: kortikal grantil
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Resim 4-4: Kortikal alandaki vakuoller. 4a ve 4b: 3 Pronukleuslu oositlerin kortikal alaninda

vakuolizasyon izlenmektedir. PVA: perivitellin aralik, ZP: zona pellusida, V: vakuol, DER-V: biiyiik diiz
yiizlii endoplazma retikulumu vesikiilleri, PN: pronukleus
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Resim 4-5: Diiz yiizlii endoplazma retikulumu anormallikleri. 5a: Oositin kortikal alaninda
geniglemis biiyiik DER vesikiilleri bulunmaktadir. 5b: Genislemis DER vesikiil membranlarinda

yirtilmalar (ok) izlenmektedir. PVA: perivitellin aralik, der: diiz yiizlii endoplazma retikulumu, yildiz:
genislemis DER vesikiilleri, m: mitokondri, ok: membran yirtilmalart
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Resim 4-6: Pronukleuslarin ooplazma icerisindeki konumu. 6a: 3PN periferde konumlanmig

olarak izlenmektedir. 6b: 3PN oositin merkezinde izleniyor. PN: pronukleus, npc: nukleolar prekiirsor
cisim

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



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

33

Resim 4-7: Pronukleus ve NPClerin olusum durumuna ait elektron mikroskop fotografi.
7a: Kare i¢ine almmis alanda PN olusumunu tamamlayamamig, nuklear membran daginik
izlenmektedir (oklar). Nukleolar prekiirsor cisimler fibriller (daire) ve graniiler (kesikli daire)
formda izleniyorlar. 7b: Pronukleus olusumunu tamamlamig, diizgiin nuklear membrani ile
izleniyor. NPC’ler fibriller ve graniiler formda izlenmektedir. npc: nukleolar prekiirsér cisim
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2.PN

3.PN

Resim 4-8: Seri kesitler iizerinden incelen nukleolar prekiirsor cisimlerin konumlarina ait
sekil. Farkli daire renkleri ardisik farkli kesitlerde ortaya ¢ikmig graniiler ve fibriller formdaki

NPC’leri ifade etmektedir. Tam daire: fibriller form, yildiz sekilli daire: graniiler form, Siyah: Tk kesit, kirnzi:
ikinci kesit, mavi: liglincii kesit, mor: doérdiincii kesit.
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Resim 4-9a-b: Sitoplazmik annulat lamel birikimine ait elektron mikroskobu fotografi. 9a

ve 9b: Perinuklear alanda Annulat lamel birikimi var. AL: Annulat lamel, PN: pronukleus, npc: nukleolar
prekiirsor cisim, m: mitokondri
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Resim 4-9c-d: Sitoplazmik annulat lamel birikimine ait elektron mikroskobu fotografi. 9c

ve 9d: Perinuklear alanda Annulat lamel birikimi var. AL: Annulat lamel, PN: pronukleus, npc: nukleolar
prekiirsor cisim, m: mitokondri
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Resim 4-10a-b: intrapronuklear annulat lamel birikimine ait elektron mikroskop

fotografi. 10a ve 10b: Pronukleus i¢inde kromatin ile iligkili Annulat lamel birikimi mevcut. PN:
pronukleus, AL: Annulat lamel, nm: nuklear membran, npc: nukleolar prekiirsor cisim, m: mitokondri, k: kromatin
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Resim 4-11: Pronukleus nuklear membranindaki invajinasyona ait elektron mikroskop
fotografi. Nuklear membrandaki invajinasyon (oklar) goriiliiyor. PN: pronukleus

Resim 4-12a: Mitokondri ince yap1 anormalliklerine ait elektron mikroskobu fotografi.
12a: Ooplazmada yogun matriksli mitokondri (beyaz yildiz) ile dejenere mitokondri (siyah
yildiz) bir arada izleniyor.
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Resim 4-12b-c: Mitokondri ince yapr anormalliklerine ait elektron mikroskobu
fotograflari. 12b: Mitokondride vakuolizasyonun baglangici (ok) goriilityor. 12c: Mitokondri
matriksindeki vakuoller (y1ldiz) izleniyor. m: mitokondri, der: diiz yiizlii endoplazma retikulumu
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Resim 4-12d-e: Mitokondri ince yap1 anormalliklerine ait elektron mikroskobu
fotograflari. 12d ve 12e: PN yakinindaki mitokondride vakuolizasyon (yildiz) goriilityor. PN:

pronukleus, npc: nukleolar prekiirsor cisim, m: mitokondri, nm: nuklear membran
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Resim 4-13a-b: Multilamellar cisimlere ait elektron mikroskop fotografi: 13a ve 13b:

Mitokondri matriksinde multilamellar cisim olusumu mevcut. m: mitokondri, yildiz: dejenere
mitokondri, mlc: multilamellar cisim
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Resim 4-14: Golgi aygitina ait elektron mikroskobu fotografi. Ooplazmanin kortikal
alaninda yerlesmis Golgi aygit1 izleniyor. PVA: Perivitellin aralik, mv: mikrovili, m: mitokondri, G: Golgi
aygiti
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Resim 4-15a-b: Lipofuskin graniillerine ait elektron mikroskop fotograflari. 15a ve 15b:

Ooplazma igerisinde yag damlasi birikimleri ile biiyiikk lipofuskin graniilleri mevcut. LPG:
lipofuskin graniilii, m: mitokondri, der: diiz yiizlii endoplazma retikulumu
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Resim 4-16: Mikrotiibiillere ait elektron mikroskobu fotograflari. 16a ve

Pronukleuslarm c¢evresinde nuklear membrana uzanan mikrotiibiiller (ok) izleniyor.

pronukleus, m: mitokondri, nm: nuklear membran, ok: mikrotiibiil
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Resim 4-17: Sentriole ait elektron mikroskop fotografi. Pronukleus yakininda sentriol
mevceut. se:sentriol, m: mitokondri

4.2. immunfloresan Cahsmasiin Bulgular:

Aktin filamanlarin dagilimi esas olarak oositin kortikal alaninda yogunlagmisti.

Pronukleuslarin ¢evresinde herhangi bir aktin filaman birikimine raslanmadi (Resim

4.18a, 4.18b ve 4.18c).

Gama tiibiilin plazma membraninin altinda tiim oositi ¢evreleyecek sekilde ¢ok
sayida kiigiik tanecikler halinde isaretlenme sergiledi (Resim 4.19a, 4.19b, 4.19¢ ve
4.19d).
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Magnification: 40x

Magnification: 40x

Resim 4-18a-b: Ug¢ pronukleuslu oositlerde FITC — falloidin ile isaretlenen aktin
filamanlarin diizenini gosteren floresan mikroskop fotografi. 18a: Oositin yiizey ekseninden
aktin filamanlarin immiinfloresan reaksiyonu 18b: Oositin merkez ekseninden aktin filamanlarin

immiinfloresan reaksiyonu. (x40) PN: pronukleus (DAPI ile mavi renk), aktin filamanlar (FITC — falloidin ile
yesil renk)
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Magnification: 100x

Resim 4-18c: Uc¢ pronukleuslu oositlerde FITC — falloidin ile isaretlenen aktin
filamanlarin diizenini gosteren floresan mikroskop fotograf. 18c: Merkezde bulunan
pronukleuslarin diizleminde aktin filamanlar kortikal alanda mevcut (ok), pronukleuslarin

cevresinde isaretlenme yok (yildiz). (x100) PN: pronukleus (DAPI ile mavi renk), aktin filamanlar (FITC —
falloidin ile yesil renk)
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Resim 4-19a-b: Uc pronukleuslu oositlerde gama — tiibiilin dagiimim gosteren floresan
mikroskop fotografi. 19a: Ug¢ pronukleuslu oositin merkez diizleminden kortikal alanda
konumlanmig gama — tiibiilin immiinfloresan isaretlenmesi. 19b: Ug¢ pronukleuslu oositin

kortikal yiizeyinde yogun gama — tiibiilin immiinfloresan isaretlenmesi. PN: pronukleus, ok: gama -
tiibiilin
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Resim 4-19¢-d: Ug pronukleuslu oositlerde gama — tiibiilin dagihmim gosteren floresan
mikroskop fotografi. 19c: Ug¢ pronukleuslu oositin merkez diizleminden kortikal alanda
konumlanmig gama — tiibiilin immiinfloresan isaretlenmesi. 19d: Ug¢ pronukleuslu oositin

kortikal yiizeyinde yogun gama — tiibiilin immiinfloresan isaretlenmesi. PN: pronukleus, ok: gama -
tiibiilin
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4.3. Mitokondri Membran Potansiyeli Calismas1 Bulgular:
Sari-turuncu floresan isareti ile kendini belli eden yiiksek membran
potansiyeline sahip mitokondri birikimi subplazmalemmal alanda izlendi. Oositin

merkezinde toplanmis mitokondri yaydigi yesil floresan ile diisik membran

potansiyelinin varhigini isaret ediyordu (Resim 4.20a, 4.20b).

Resim 4-20a: U¢ pronukleuslu oositlerde mitokondri membran potansiyelinin floresan
mikroskop fotografi. JC-1 agregat birikimi ile sari-turuncu renkli goriilen yiiksek membran
potansiyeline sahip mitokondri (y1ldiz) dzellikle oositin subplazmalemmal alaninda mevcut.
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Resim 4-20b: Uc pronukleuslu oositlerde mitokondri membran potansiyelinin floresan
mikroskop fotografi. JC-1 agregat birikimi ile sari-turuncu renkli goriilen yiiksek membran
potansiyeline sahip mitokondri (y1ldiz) 6zellikle oositin subplazmalemmal alaninda mevcut.
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5. TARTISMA

Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu uygulamasi sonrasi oosit aktivasyon
sirecine girer. Bunlar swrasiyla, kortikal graniillerin ekzositozu, reseptdr aracili
endositozun artigi, kortikal alanda bulunan endoplazma retikulum sisternalarinin
yeniden diizenlenmesi (tlibiiler sisternalarm dagilmasi, biiylik vesikiillerin i¢
sitoplazmaya gitmesi), ikinci kutup cisminin atilmasi ile mayozun tamamlanmasi ve
erkek pronukleusun olusumudur. Bu olaylarin herhangi birinde meydana gelen bir

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

Mayoz sirasinda memeli oositi arada replikasyon evresi olmaksizin 2 adet hiicre
boliinmesi gecirir. Iki boliinme de asimetriktir ve sonugcta iki adet kii¢iik kutup cismi ve
bir adet bliylik haploid kromozom igeren yumurta olusur. Asimetrik boliinmelerin
kusursuz bir sekilde gerceklesebilmesi i¢in mayotik 1g ipliginin oositin kortikal alaninda
kutup cisminin digariya atilacagi bolgeye oldukca yakin bir sekilde konumlanmasina
ithtiya¢ vardir (Yi ve ark. 2011, Brunet ve Verlhac 2011, Levi ve ark. 2011). Ovulasyon
ile graaf folikiiliinden atilan M-II evresinde bekleyen oosit belirli bir siire igerisinde
dollenmek zorundadir (Miao ve ark. 2009). Memeliler de dahil olmak iizere bir¢ok
omurgalida oosit MII evresinde, fertilizasyonun gergeklesmesi i¢in saatler veya
glinlerce bekler (Brunet ve Maro 2005). Optimal fertilizasyon siiresi tiirler arasinda
farklilik gostermekle birlikte bu siire insan oositi i¢in 24 saatten daha kisadir. Eger bu
siire igerisinde bir sperm tarafindan dollenemezse oositin kalitesinde zamana baglh
olarak bozulmalar meydana gelir. Bu duruma oosit yaslanmasi denir. Yasl oositlerde
fertilizasyon oranmin azalmasi, polispermi, dijini, partenogenez, kromozomal
anormallikler, apoptoz, aktivasyon uyarisina asiri hassasiyet, 1. mayoz anafazinin
baslamasi, kortikal graniillerin kismi ekzositozu, zona pellusida’da yapisal degisim ve
sertlesme, MPF ve mitojen-aktive protein kinaz (MAPK) aktivitesinin azalmasi,
epigenetik degisimler ve anormal ve/veya gerileyen embriyo/fetiis gelisimi gibi
fonksiyonel degisimler izlenir (Miao ve ark. 2009). Oositte yaslanma ister in vitro ister
in vivo gerceklessin, oositin morfolojik Ozelliklerinde degisimlere neden olur. Zona
pellusida’da sertlesme (Nogues ve ark. 1988), perivitellin aralikta genisleme (Miao ve
ark. 2004), plazma membraninda hem fertilizasyon 6ncesi hem de fertilizasyon sonrasi

anormallikler (Dalo ve ark. 2008), normalde hemen plazma membraninin altinda
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konumlanmig olan kortikal graniillerin diizeninde sapmalar (Diaz ve Esponda 2004,
Miao ve ark. 2009), aktin filamanlarin diizeninde ve ig ipliginin konumunda bozulmalar
(Jin ve ark. 2010), ooplazma icerisinde dominant organel olarak bulunan mitokondri
yapisinda ve ATP iiretiminde degisiklikler (Bruin ve ark. 2004, Hao ve ark. 2009) ve
fertilizasyon sonras1 Ca™ dalgalanmalarinda degisiklikler oldugu (Takahashi ve ark.
2009) bildirilmistir. Ovulasyon sonras1 ampullada fertilizasyon i¢in bekleme siiresinin
uzamasi sonucu meydana gelen oosit yaslanmasina bagli morfolojik degisimler,
oositlerin yardimcei tireme tekniklerinin uygulanmasi i¢in kiiltiir ortaminda bekletilmesi
sirasinda meydana gelen yaslanmaya bagli degisimler ile aymdir. Fertilizasyon icin
bekleme siirecinde asimetrik konumlu ig ipligi pozisyonunun devam ettirilmesi
gerekmektedir. Diisiik kaliteli ve ovulasyon sonrasi yaslanmaya maruz kalan oositlerde
bu asimetrinin bozulmasi s6z konusudur (Sun ve ark. 2011). Ig ipligi ve kromozomlarin
asimetrik pozisyonundaki kayip yash kadinlarda {ireme potansiyelinin diismesine neden

olmaktadir (Y1 ve ark. 2011).

In vivo ya da in vitro yaslanma siirecinin asimetrik boliinmede birbirini izleyen
olaylar1 kontrol eden hiicre iskeleti elemanlar1 mikrofilamanlar ve mikrotiibiiller
iizerinde olumsuz etkileri vardir. MII evresindeki tiim memeli oositlerin kortikal
alaninda ince ve kalin mikrofilaman bdlgeleri vardir. I§ ipligi kalin mikrofilaman
bolgesinde bulunur ve bu bolgenin varligi asimetrik boliinme ile olusan kutup cisminin
atilmasi i¢in onemlidir. Jin ve arkadaslarmin (2010) yaptig1 ¢calismada in vitro ortamda
yaslandirilan kedi oositlerinde MII evresindeki kalin mikrofilaman bdlgesinin
olugsmadig1 ve bu alanda bulunan ig ipliginin ise oositin merkezine go¢ etmis oldugu
bildirilmistir. Bu oositlerde sitokinez gerceklesmis ama ikinci kutup cismi digariya
atilamayarak ekstra disi pronukleusu olusturmustur (Jin ve ark. 2010). Yash domuz
oositlerinde de metafaz kromatininin mikrofilamandan zengin periferal pozisyonundan
oositin merkezine go¢ ettigi bildirilmistir (Kim ve ark. 1996b). Suzuki ve ark. (2002)
yaptiklar1 calismada gen¢ domuz oositlerinde aktin filamanin tiim sitoplazmada dagilim
gosterdigini ve Ozellikle de kortikal bolgede yogun oldugunu belirtmis, yaslanmis
oositlerde ise hem ooplazma hemde kortikal alandaki mikrofilaman dagilimmin
azaldigin1 bildirmistir. Bu calismalarla uyumlu olarak bir¢ok calismada da oosit
yaslanmasi1 sirasinda ig ipligini oosit korteksine baglayan periferal aktin filamanlarin
onemli derecede azaldig1 bildirilmistir (Webb ve ark. 1986, Kim ve ark. 1996a; 1996b).

Calismamizda ikinci kutup cismini atamamig pronuklear evredeki oositler incelenmistir.
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Pronuklear evredeki oositlerde mikrofilamanlar oositin korteksinde ve birbirine
yaklagmis merkezdeki pronukleuslarin ¢evresinde izlenir (Kim ve ark. 1997, Branzini
ve ark. 2007). Calismamizda 3 pronukleuslu oositlerde FITC - falloidin ile
isaretlendigimiz aktin filamanlar yalnizca oositin kortikal alaninda izlenirken
pronukleuslarin ¢evresinde isaretlenmeye rastlanmadi. Bu bulgu inceledigimiz
oositlerde aktin dinamiginin bozulmus oldugunun gostergesi olabilir. Calismamizda etik
kurallar sebebi ile 2 pronukleuslu kontrol grubu olarak degerlendirebilecegimiz oositler
kullanilamamigtir. Bununla birlikte literatiir bilgileri ile karsilastirildiginda
calismamizda kullanilan oositlerdeki aktin filamanlarin pronukleuslarin ¢evresinde
olmamas1 yaslt oositlerde oldugu gibi aktin filaman yogunlugundaki azalmanin

gostergesi olabilir.

ICSI uygulamalar1 sonucunda 3 pronukleuslu oosit olusum orani yaklasik olarak
% 3’tlir (De Vos 2000). M-II evresindeki bir oositte genel olarak metafaz ig ipligi
birinci kutup cisminin olduk¢a yakininda konumlanmis olarak bulunur. ICSI
uygulamasi sirasinda 1. kutup cismi saat 12 ya da 6 hizasina almir ve 90 derece ag1 ile
tek bir sperm ooplazma igerisine enjekte edilir. Boylece mikromanipulasyon sirasinda ig
ipliginin biitiinliigiine zarar verilmez. Normal fertilizasyon orani1 yliksek olan oositlerde
bu sekildeki konumlanma yiizdesi yiiksek olmasina ragmen (Moon ve ark. 2005) bazi
oositlerde ig ipligi ile kutup cismi arasinda farkl acilarda biiyiiyen mesafeler izlenebilir.
Rienzi ve ark. (2003) yaptig1 calismada kutup cismi ile ig ipligi arasinda 90°’den biiyiik
act olan oositlerde ikinci kutup cismini atamadigi i¢in 3 PN zigot olusturma oraninin
yiiksek oldugunu belirtmistir. Ote yandan ig ipligi ile kutup cismi arasindaki uzakligin
oositin in vitro yaslanmasiyla dogrudan iliskili oldugu gosterilmistir (Miao ve ark.
2004). Yaptigimiz ¢alismada kullanilan oositlerde in vivo veya in vitro sartlara bagh
olarak meydana gelebilecek yaslanma siireci sonucu metafaz ig ipliginin kutup cismine
yakin olas1 konumundan ayrilip plazma membrani boyunca uzaklagsmasi miimkiin
olabilir. Buna bagli olarak saat 3 yoniinden yapilan ICSI manipulasyonu bu bolgeye
kaymis olan ig ipliginin yapisini bozmus ve 2. kutup cisminin atilma siirecini olumsuz

etkilemis olabilir.

Asimetik boliinmenin gerceklesebilmesi i¢in i1g ipliginin kortekse tasmmasi
gerekmektedir. Insanda oldugu gibi anastral sistemlerde ig ipligi gdcii mikrotiibiillerden

bagimsizdir (Ai ve ark. 2009). Oositlere mikrotiibiil polimerizasyon inhibitorii
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nokodazol uygulandiginda ig ipligi olusumu bozulsada kondanse kromozomlarin
kortekse gog ettigi bildirilmistir (Ai ve ark. 2009, Verlhac ve ark. 2000, Sun ve ark.
2001). Mikrofilamanlar sentrozom lokasyonu, ig ipliginin perifere hareketi, oosit
polaritesinin kazanilmasi gibi bir¢cok kortikal siirecte Onemli rol oynar. Oositin
merkezinde meydana gelen ig ipligi boliinmenin asimetrik olarak gerceklesebilmesi i¢in
aktin filamanlar araciligiyla oositin korteksine tasinir (Yi ve ark. 2011, Brunet ve
Verlhac 2011, Levi ve ark. 2011, Ai ve ark. 2009). Sitokalasin B veya Jasplakinolid gibi
ajanlar ile mikrofilaman dinamiginin bozulmasi ig ipliginin kortekse gociinii engeller
(Dumont ve ark. 2007, Terada ve ark. 2000). Kromozomlarin mikrofilamanlar araciligi
ile gb¢ etme siireci hemstir (Terada ve ark. 1995), sigir (Kim ve ark. 2000), domuz (Sun
ve ark. 2001) ve insan (Kim ve ark. 1998) gibi cesitli tiirlerde gosterilmistir. Gogiin
gerceklesebilmesi i¢in dinamik bir aktin filaman aginin olusmast gereklidir. Non-
filamentdz globular aktinin, filamentdz aktine polimerizasyonu ve aktin agmin olusumu
Aktin related protein (Arp 2/3) kompleksi, Formin — 2, Cell division cycle - 42 (CDC-
42), ve Spire (Spire - 1 ve Spire - 2) proteinleri gibi sinyallesme molekiillerine baglhdir.
Kortekse yerlesme gerceklestikten sonra ig ipliginde konumlanmis olan kromozomlarin
Ran-GTPaz sinyal yolag: lizerinden etkilesimi ile ig ipliginin hemen {izerinde olan
kortikal bolge filament6z aktinden zengin bir 6zellik kazanir. Bu bolgeye kortikal aktin
kep denir ve kutup cisminin atilmasinda rol oynar (Y1 ve ark. 2011, Verlhac 2011).
Metafaz — anafaz gecisinde yariklanma olugu ig ipliginin orta zonunu gevreleyecek
sekilde kortikal bolgede olusur ve birinci kutup cismi atilir. Ikinci mayoz bdliinmeye
baslayan oosit, II. metafaz evresinde durur ve ancak fertilizasyon ile oositin aktive
edilmesi bu evreden ¢ikip II. mayozu tamamlamasini saglar. Insan MII oositinin ig
ipligi, ekseni plazma membranma dik olacak sekilde filament6z aktinden zengin
kortikal aktin kepin hemen altinda konumlanmistir. Fertilizasyon ile oositte asimetrik
olarak yariklanma olugu olusur, II. kutup cismi atilir ve boylece metafaz evresinde
durakladig: II. mayozunu tamamlar (Y1 ve ark. 2011, Brunet ve Verlhac 2011, Levi ve
ark. 2011). Asimetrik bolinmenin kusursuz sekilde gerceklesebilmesi i¢in 1§ ipliginin
ekzantrik olarak pozisyon almasinda aktin iskeletin lokal reorganizasyonu gorev yapar
(Brunet ve Verlhac 2011). Y1 ve ark. (2011) fare oositleri lizerinde yaptiklar: ¢aligmada
MII ig ipliginin kortikal lokalizasyonunun devam ettirilmesinin aktin nukleasyonundan
sorumlu olan Arp 2/3 kompleksine bagli oldugunu bildirmistir. Arp 2/3 etkinligi ile

metafaz I evresindeki oositlerde zenginlesen aktin filamanlar kortikal kepten plazma

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



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

56

membranina paralel olacak sekilde siirekli bir akim halindedir. Akim sirasinda
sitoplazmik partikiiller de aktin akimma paralel olacak sekilde hareket ederler. (Yi ve
ark. 2011, Verlach 2011). Bu olayda aktin akimi, kortikal kepten baslar, lateral korteks
boyunca asag1 dogru devam eder, oositin merkezine doniip tekrar yukariya yani kortikal
kepe dogru yonelir. Boylece aktin akimi, 1§ ipliginin kortekste kalmasini saglayacak
sekilde ona baski uygular. Kortikal aktin akimi sitokinezin gerceklesebilmesi ig¢in
onemlidir. F-aktin, miyozin-2 ve mikrotiibiil hasar1 meydana getirildiginde aktin
akimmin bozuldugu bildirilmistir. (Fishkind ve ark. 1996, Shelton ve ark. 1999).
Canman ve arkadaslarinin (1997) Xenopus oositi iizerinde yaptiklar1 c¢alismada
sitokalasin — D ve latrunculin — B gibi ajanlarla F-aktin hasara ugratildiginda kortikal
akimm durdugu bildirilmistir. Ayrica yine ayni ¢alismada miyozin inhibitdrlerinin de
aktinin kortikal akimini bloke ettigi gosterilmistir. Yapilan calismalar kortikal aktin
akimmin hiicre yiizey proteinlerinin yeniden diizenlenmesi ile ilgili oldugunu
gostermistir. Hiicre ylizey proteinlerinde yiiksek konsantrasyonlarda lektinler ile capraz
baglarmm olusturulmast kortikal aktin akimimi baskilar ve dolayisiyla sitokinez
gergeklesmez (Benink ve ark. 2000, Canman ve Bement 1997). Ayrica aktin filaman
nukleasyonundan sorumlu Arp 2/3 kompleksinin baskilanmasi da aktin akimmi bozar
(Y1 ve ark. 2011). Sun ve ark. (2011) fare oositi ile yaptiklar1 ¢alismada Arp 2/3
kompleksinin ip ipligi gocii, asimetrik boliinme ve sitokinez iizerine etki ederek oosit
polarizasyonunu kontrol ettigini bildirmistir. Arp 2/3 kompleksinin baskilanmas1
asimetrik boliinmeyi, ig ipligi gbgiinii ve dolayisiyla sitokinez siirecini bozmaktadir.
Sun ve ark. (2012) asimetrik boliinme i¢in 6nemli olan aktin kep olusumu ile
tanimlanan oosit polaritesinin yashh fare oositlerindeki kaybinin molekiiler
mekanizmasini arastirmistir.  Sonu¢ olarak in vitro ortamda yaslandirilan fare
oositlerinde kortikal aktin kepte meydana gelen azalmanin aktin nukleasyonundan
sorumlu olan Arp2/3 kompleksinin mRNA ve protein diizeyindeki azalmaya bagh
oldugunu buna bagli olarak ip ipliginin korteks ile olan baglantisinin da etkilenecegini
bildirmistir.

Postmature insan oositleri iizerinde yapilan calismada oositler 8 — 12 saat IVF
ortaminda bekletilerek yaslanma elde edildiginde yaslandirilan tiim oositlerin
ooplazmasinda c¢ok sayida kiigiik kortikal mikrotiibiil odagi oldugu ve ooplazmik
mikrotiibiillerin asir1 derecede arttigi, kontrol grubunu olusturan geng oositlerde ise ig

ipligi kutuplar1 disinda kortikal mikrotiibiil odagina rastlanmadigi ve mikrotiibiillerin
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minimal diizeyde oldugu bildirilmistir. Ayn1 durum insan koryonik gonadotropin (hCG)
enjeksiyonundan 19 saat sonra toplanarak in vivo yaslanma olusturulan fare oositlerinde
de izlenmistir (Goud ve ark. 2004). George ve ark. (1996) yaptiklar1 ¢alismada taze ve
yaslt insan ve fare oositlerinde alpha ve gama tiibiilin dagilimini incelemislerdir.
Yaslanma ile mikrotiibiil proliferasyonunun gerceklestigi ve gama-tiibiilin dagiliminin
bozuldugu belirtilmistir (George ve ark. 1996). In vitro kiiltiir ortaminda yaslandirilan
oositler de geng oositlerle kiyaslandiginda tiibiilin isaretlenmesinin tiim sitoplazmaya
yayildig1 ve sitoplazmik tiibiilinin kalin filamanlar olusturdugu belirtilmistir (Suzuki ve
ark. 2002). Calismamizda 3 pronukleuslu oositlerde anti - gama tiibiilin antikoru
kullanilarak mikrotiibiil organize edici merkezler isaretlenmistir. iki adet pronukleus
iceren yani normal bir asimetrik boliinme siireci gegirerek ikinci kutup cismini disari
atabilen oositlerde gama tiibiilin isaretlenmesi yalnizca merkezde bir araya gelmis olan
pronukleuslarin ¢evresinde bir veya iki adet isaretlenme halinde izlenir (Van Blerkom
ve ark. 1995). Calismamizda inceledigimiz oositlerde kortikal alanda asir1 miktarda
gama — tiibiilin sinyaline rastlandi. Bu bulgu daha 6nce bahsedilen yasli oositlerde
goriilen kortikal alanda asmr1 artmis tiibiilin odaklar1 ile benzerlik gostermektedir.
Calismamizda kullanilan oositler yardimei tireme teknikleri ile ¢ocuk sahibi olmaya
calisan hastalardan elde edilmistir. Bu oositler kiiltiir ortaminda uzun siire tutulmus
veya preovulator ve postovulator yaslanma silirecine girmis olabilir. Sonu¢ olarak
oositler in vivo veya in vitro ortamda yaslanma siirecine girmis olabilirler ve gama —
tiibiilin yani mikrotiibiil organize edici odaklarinda izledigimiz asir1 miktardaki artis

oosit yaslanmasina bagli olabilir.

Yapilan calismalar mikrotiibiil dinamiginin de aktin akimina etkisi oldugunu
gostermektedir. Mikrotiibiil polimerizasyonundaki artig kortikal F-aktin agregasyonunu
azaltmaktadir. Tibiilin dinamiklerinin baskilanmasindan ¢ok tiibiilin polimer
seviyesindeki degisimin kortikal akimin degisiminden sorumlu oldugu gosterilmistir.
(Canman ve Bement 1997). Xenopus oositinde nokodazol kullanilarak mikrotiibiil
depolimerizasyonu meydana getirildiginde aktin akimi hizinin iki katma ¢iktigi,
mikrotiibiil stabilizasyonuna sebep olan veya polimerizasyonunu saglayan taxol’iin
kullaniminin ise kortikal aktin akimini baskiladigi bildirilmistir (Canman ve Bement

1997, Benink ve ark. 2000).
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Calismamizda incelenen oositlerin kalitesinin diisiik oldugu ve yaslanma
siirecine girmis olabilecekleri elektron mikroskobu ile yapilan ince yapisal arastirma
sonucunda ooplazma igerisinde izlenen lipofuskin graniilleri, multilamellar cisimlerin
yogunlugu ve dejenere mitokondrinin varhigi, sitoplazmik halenin ise kismen veya

tamamen yoklugu bulgular1 ile desteklenmistir.

Son yillarda yardimci lireme uygulamalarindan en iyi sonucun alinabilmesi
amaciyla canlilik ve gelisim yeterliligi agisindan en iyi embryolarin segilebilmesi i¢in
pronuklear evre morfolojisi incelenmektedir. Incelenen zigotlar pronuklear diizen,
boyut, sayi, esitlik, nukleoluslarin diizeni, sitoplazmik heterojenite ve sitoplazmik
halenin varlig1 veya yokluguna gore skorlanirlar (Depa-Martynow ve ark. 2007).
Fertilizasyon sonucu olusan 2 pronukleuslu insan oositinin pronuklear evredeki ince
yapisal o6zellikleri Zamboni ve ark. (1966) tarafindan aciklanmistir. Pronuklear evre
oositlerinin sitoplazmasi kortikal bdlge disinda bol miktarda organel icerir. Organelden
yoksun olan kortikal bolgeyr Payne ve ark. (1997) subplazmalemmal saydam
sitoplazma bdlgesi olarak tanimlamislardir. Kortikal sitoplazmadaki bu odaksal alan
genellikle genisler ve tiim sitokorteksi kaplar. Bu bolgeye sitoplazmik hale ismi verilir.
Sitoplazmik hale fertilizasyon sonrasi meydana gelen oosit aktivasyonu ile mitokondri
ve diger sitoplazmik organellerin mikrotiibiiller araciligiyla konum degistirmesi sonucu
meydana gelir (Depa-Martynow ve ark. 2007). Mitokondri ve diger organellerin hiicre
iskeleti elemanlarindan mikrotiibiiller aracilig1 ile perinuklear alana tagmnmasi ve
boylece sitoplazmik halenin varligi olusan embriyonun kalitesi ile ilgilidir. Yapilan
calismalarda ICSI’nin hale olusumu iizerine olumsuz bir etkisi goriilmemistir.
Sitoplazmik haleler konsantrik olabildigi gibi kutuplagsmista olabilir ama hale tipinin
embriyo gelisimi iizerine herhangi bir etkisi bulunmamaktadir, halenin varligi veya
yoklugu gelisim lizerine etkilidir (Ebner ve ark. 2003). Halenin yoklugu gelisimin yavas
ve zayif olmasina ve fragmentasyonun artmasina sebep olmaktadir. Depa Martynow ve
ark. (2007) yaptiklar1 ¢alismada hale icermeyen zigotlardan elde edilen embriyolarda
blastomer sayisinin az oldugunu ve fragmentasyonun arttigini bildirmistir. Bu
calismayla uyumlu olarak hale icermeyen zigotlardan elde edilen blastokist kalitesinin,
blastokist oraninin ve gebelik oranmin hale i¢eren zigotlarla kiyaslandiginda diisiik
oldugu bildirilmistir (Ebner ve ark. 2003, Zollner ve ark. 2002, Stalf ve ark. 2002).
Yaptigimiz calismada transmisyon elektron mikroskobu ile 3 pronukleuslu oositlerin

ince yapisini inceledigimizde sitoplazmik haleye kismen rastlandi veya rastlanmadi.
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Elde edilen bu bulgular literatiir sonuclar1 ile birlikte degerlendirildiginde incelenen
oositlerin diisiik kaliteye sahip olduklarmin gostergesidir. Sitoplazmik halenin olusumu
bu bolgede bulunan organellerin mikrotiibiiller aracilig ile subkortikal alana tasinmasi
ile gerceklesmektedir. Bu oositlerde halenin kismen goriilmesi veya hi¢ goriillmemesi
hiicre iskeletinde veya organelin sitoplazmik taginma siirecinde meydana gelmis olan

bir bozuklugun gostergesi olabilir.

Annulat lameller (AL), omurgasiz ve omurgali hayvanlarin iireme hiicreleri ve
neoplastik hiicreler gibi hizli ¢ogalan hiicrelerde tanimlanmis bir organeldir (Gtiltekin
ve Canbilen 2011). Ince yapisal olarak nuklear zara benzeyen ¢ift membranli birkac
diziden olusur. AL esas olarak nuklear membran yenilenme doniisiimii hizinin yiiksek
oldugu, dollenmis pronuklear evredeki yumurtada ve blastomerlerde nukleusun
yakinlarinda bulunur. AL, nadiren GV ve gelisen pronukleus icerisinde kromatin ile
iligkili olarak bulunur (Sathananthan ve ark. 2006). AL membranlar1 tizerinde nuklear
por kompleksleri yer alir ve mitotik hiicrelerde nukleusun, embriyoda pronukleusun
olusumu sirasinda nuklear membranin por ihtiyacim1 karsilar (Giiltekin ve Canbilen
2011). Sutovsky ve ark. (1998) yaptig1 calismada oosit aktivasyonu sonucu meydana
gelen pronukleuslarin ¢evresinde AL birikiminin meydana geldigini bildirmistir. Bu
alandan nuklear por komplekslerinin olusan nuklear membrana aktarildigi
gdsterilmistir. Hiicre i¢i Ca™ dengesi ve mikrotiibiil diizeni bozuldugunda AL normal
morfolojide meydana gelse bile peripronuklear alanda konumlanmadig1 ve pronukleus
gelisiminin bozuldugu bildirilmistir. 2 pronukleuslu duraksamis zigotlarda AL yapist
incelendiginde pronukleus ¢evresinde, kontrol zigotlara gore daha fazla AL birikimi ve
pronukleus igerisinde internalize olmus AL membranlar1 oldugu belirtilmistir.
Duraksamis zigotlarin nuklear membranlarinda nuklear por komplekslerinin olmadigi
gosterilmistir (Rawe ve ark. 2003). Calismamizda pronukleuslar ¢evresinde, {izerinde
cok sayida nuklear por bulunan AL membranlarma raslandi. Ayrica pronukleuslarin
icinde kromatin materyali ile iligkili olan AL birikimleri de izlendi. Yaptigimiz
calismada normal fertilizasyon siireci ile olusan biri anneye digeri babaya ait olan 2 PN
iceren oositler etik olarak kullanilamadigi i¢in bir kontrol grubu olusturamadik. Bu
nedenle inceledigimiz 3 pronukleuslu oositlerde izledigimiz annulat lamel
olusumlarinin nitel ve nicel 6zellikler agisindan normal veya anormal olup olmadiklar1
hakkinda sonug¢ bildirememekteyiz. Literatiirde annulat lamellerin boliinme siirecinde

olan ve nuklear membran olusturan hiicrelerin sitoplazmasinda gorildigi
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belirtilmektedir (Sutovsky ve ark. 1998). Bizim calismamizda da oositler pronuklear
evrede ve pronukleuslar olusmus ve/veya halen olusum siirecini siirdiirmektedir.
Annulat lamelin nukleoplazma igerisinde nuklear membran ve kromatin ile iliskili
goriilmesi nuklear membran yapim siirecinin bir parcasi olabilir. Bu sekildeki
lokalizasyon bazi caligmalarda duraksamis zigotlarda goriilmesine ragmen, literatiirde

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

Nuklear membran proliferasyon siirecinde olan hiicrelerde invajinasyonlar
sergiler. Kondanse kromatinin iizerine sarilip onu ¢evreledikten sonra yeni olusmus olan
nuklear membran kiiresel bir yap1 halinde genisler. Bu genisleme sirasinda nuklear
membran asir1 invajinasyonlar ve ice katlanmalar olusturur. Bu bdlgelerin lamin — B
reseptorii acisindan zengin oldugu bildirilmistir (Ellenberg ve ark. 1997). Calismamizda
incelenen oositler pronuklear evrede olan boliinme siirecine girmeye hazirlanan

hiicrelerdir ve nuklear membranlarinda invajinasyon goriilmesi normaldir.

Insan  pronuklear zigotlarmm gelisimi sirasmda  bircok  morfolojik
transformasyon meydana gelir. Bunlardan nukleolar prekiirsor cisimciklerin (NPC) bir
araya toplanmasi, biliylimesi ve filizyonu gibi olaylar1 iceren nukleogenezin erken
evreleri insan zigotunun degerlendirilmesi agisindan 6nemlidir. Bu siire¢, pronuklear
transkripsiyonel aktiviteye ve oosit olgunlagmasi sirasinda olusan ooplazmik faktorlerin
varligima baghdir. Tim bu Ozellikler, nukleolar prekiirsor cisimciklerin gelisimini

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

Pronukleus i¢inde goriilen nukleolinin kiiciik ve dagmik olmasi kromatin
kondansasyonunun olusmadigmin gostergesi olabilir. Bu durum nuklear veya
sitoplazmik olgunlasmanin yavas olmasi nedeniyle gelisimin geciktigini isaret eder
(Gianaroli ve ark. 2007, Scott ve ark. 2000, Wittemer ve ark. 2000). Esit olmayan
sayida nukleolus iceren zigotlarda zayif klinik sonuglar elde edilmistir. Bu durum
pronukleuslar arasindaki gelisimsel asenkronizasyonun gostergesi, kromozomal
anormalliklerin ve bozulmus mayotik silirecin belirteci olabilir (Scott ve ark. 2000).
Déllenen oositte ortaya cikan en erken transkripsiyonel aktivite, nukleolar onciil
(prekiirsor) cisimcikler i¢indeki pre-rRNA sentezidir. Pronukleus icerisindeki nukleolus,
NPC’ler tarafindan olusturulur (Terasik ve Kopecny 1990). NPC’lerin say1 ve
pozisyonlari, pronuklear evredeki oosit kalitesini belirlemek i¢in kullanilan bir 6lgiittiir.

Buna gore oositler 0-5 olacak sekilde 6 kategoriye ayrilir.
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Normal morfoloji 0 olarak kabul edilir ve dort karakteristik 6zellik sergiler.

1- Tim pronukleuslardaki NPC’lerin sayist 3’ten fazla farklilik

goOstermemeli,

2- NPC sayis1 7’den az oldugunda her zaman kutuplasma

gostermeli, 7°den fazla oldugunda ise kutuplasma gostermemeli,

3- Pronukleus i¢indeki NPC sayis1 asla 3’ten az olmamals,
4- Tiim pronukleuslarda kutuplasmis veya kutuplasmamis olsa da
NPC bulunmali.

Yukarida siralanan bu 4 morfolojik diizene uymayan zigotlar anormal kabul

edilir ve 5 kategoriye ayrilir.
1- Tiim pronukleuslarda NPC sayisi asir1 fazlalik (>3) gosterir.

2- En az bir pronukleustaki NPC’ler az sayida (<7) olmalarina

ragmen kutuplagma sergilemez.

3- En az bir pronukleusta 7 den fazla sayida ve kutuplasmig NPC

bulunur.
4- En az bir pronukleusta 3’ten az sayida NPC bulunur.
5- Bir pronukleusta kutuplagsma varken digerinde kutuplagsma yoktur

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

Calismamizda 3 pronukleuslu oositlerden alinan seri kesitlerde pronukleuslar
icerisindeki NPC’ler incelendiginde olusumlarinin ilk agamasimin belirteci olan fibriller
ve ileri gelisim agamasinin gostergesi olan graniiler formda (Maddox-Hyttel ve ark.
2007, Laurincik ve ark. 2000; 2003) olmak iizere iki farkli formda goriildiiler. NPC
sayist her PN icin 3’ten fazlaydi. Kutuplasma gosteren ve gdstermeyen NPC’ler bir
arada bulunuyordu. Yapilan c¢alismalarda kutuplasmis NPC iceren zigotlarda
implantasyon oranmin daginik NPC diizenine sahip olan zigotlara gore yiliksek oldugu
gosterilmistir (Salumets ve ark. 2001). Calismamizda izlenen NPC’lerde goriilen kismi
kutuplagsma diizeni zaten fertilizasyon bozukluguna sahip olan ve 3 PN iceren

oositlerdeki gelisimsel anormalligin bir baska isareti olabilir.
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Elektron mikroskobu ¢alismalarimizda 3PN oositlerin sitoplazmalar1 iginde
dagilmis bir sekilde artik cisimlere raslandi. Artik cisimler insan oosit sitoplazmasi
icinde goriilebilecek ana morfolojik anormalliklerden birisidir. Bu artik cisimler lipid
damlalari, kii¢iik otofajik vakuoller ve lipofuskin cisimleri igerebilir. Bunlar
otofloresansa sahip olabilirler. Yaptigimiz immiinfloresan ¢aligmalarda kirmizi renk
floresans veren partikiiller otofloresansa sahip olan artik cisimler olabilir. Artik cisim
iceren oositlerin IVF uygulamalar: ile zayif dollenme orani sergiledikleri ancak ICSI
uygulamasi swrasinda dollenme iizerinde herhangi bir olumsuz etkisinin olmadigi
bildirilmistir (Serhal ve ark. 1997, De Sutter ve ark. 1996). Artik cisimlerin yapisinda
bulunan lipofuskin otofloresansa sahiptir ve noron ve kardiyak miyosit gibi post mitotik
hiicrelerde zamanla biriken, yaslanma ile 1ilgili bir maddedir. Yapilan caligmalar
hiicredeki lipofuskin birikiminin oksijen konsantrasyonundaki artis ile ve lizozomal
proteaz ve lipaz inhibitorleri ile arttigmi gostermektedir. Yani oksidatif stres ve
otofagositik materyalin tamamlanamayan dejenerasyonu, perokside lipidlerin ve
proteinlerin sekonder lizozomlarda birikmesine sebep olarak lipofuksinogeneze sebep
olabilir. Yardimci iireme teknikleri ile tedavi goren kadmnlarin yasi, oosit
sitoplazmasinda lipofuskin birikimi ile 1ilgili degildir. Bu durumda oositteki
yaslanmanin lipofuskinogeneze sebep olabilecegi belirtilmistir. Insan oositinde
lipofuskin birikimine sebep olacak {i¢ ana faktor vardir. Bunlar; oksidatif stres, anormal
lipit metabolizmas1 ve proteolitik dejenerasyondur (Otsuki ve ark. 2007). Calismamizda
inceledigimiz oositler anormal déllenme siireci sonucu 3 pronukleus igeren oositlerdir
ve sitoplazmalarinda ince yapisal olarak go6zlemledigimiz ve immiinfloresan
calismalarinda otofloresans Ozellikleri ile belirledigimiz lipofuskin graniilleri bu
oositlerin sitoplazmik 6zellikler agisinda diisiik kalite sergilediginin gostermektedir. Bu
durum maternal yas ile alakali olmayan oosit yaslanmasi ve kiiltiir ortamindan

kaynaklanabilecek oksidatif stres ile alakali olabilir.

MII evresindeki bir oositin kortikal bolgesinde hemen plazma membranmin
altinda 1-2 swra kortikal graniil yer alir. Kortikal alanda mitokondriyumlarin yani sira
DER bulunur. MII evresindeki olgun bir oositte DER, DER tiibiil kiimeleri, biiylik DER
vesikiilleri, kiigiik DER vesikiilleri ve izole DER tiibiilleri olacak sekilde 4 farkl
bicimde diizenlenmistir. DER tiibiil kiimeleri ve biiyiik DER vesikiilleri her zaman
mitokondriler ile iligkilidir. Kiigiik DER vesikiilleri izole formda veya mitokondri ile

iligkili olabilir. Oosit aktivasyonu sirasinda kortikal alanda bircok degisme olur ve bu
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degisimler oosit aktivasyonunun diizgiin bir sekilde gerceklestiginin gostergesidir. Oosit
aktivasyonunda kortikal alanda meydana gelen en onemli degisiklik kortikal graniillerin
ekzositoz ile atilmasi, bliyilk DER vesikiillerinin ve DER tiibiil kiimelerinin tamamen
yok olmasidir. Aktive olmus bir oositte kortikal alanda sadece kii¢iik DER vesikiilleri
ve izole olmus DER tiibiilleri bulunur (EI Shafie ve ark. 2000 pp. 83-93). Calismamizda
baz1 oositlerin kortikal bélgesinde plazma membraninin hemen altinda konumlanmis az
sayida kortikal graniiller izlenmistir. Kortikal graniillerin ¢ok fazla sayida olmamak sarti
ile dollenmis oositlerde goriilmesi normal bir olay olarak kabul edilebilir. Bunun
disinda inceledigimiz oositlerde biiyiik ve mitokondri ile iligkili olan DER vesikiilleri ve
cok seyrekte olsa DER tiibiil kiimeleri goriilmiistiir. Elde ettigimiz bulgular bu oositlerin

kismi aktivasyon gecirdiklerinin gostergesi olabilir.

Anne yasmin ilerlemesi sonucu meydana gelen ovaryum yaslanmasinda da in
vitro yaglanma silirecinde izlenen morfolojik degisimlere rastlanir. Bruin ve
arkadaslarinin (2004) yaptiklar1 ¢alismada 38 - 45 yaslar1 arasindaki orta yash saglikl
kadinlardan elde ettikleri yumurtalik biyopsileri ve geng¢ bireylerden alinan kontrol
biyopsiler taramali elektron mikroskobu ile karsilastirilarak incelemislerdir. Yash
bireylere ait oositlerde mitokondri yikiminda artis ile mitokondri sitoplazmik
fraksiyonunda azalma oldugu, ayrica matriks yogunlugunda onemli derecede artis
oldugu bildirilmistir. Calismada ayrica yaslanma sonucu sitoplazmada vakuolizasyonun
arttig1 belirtilmistir. 3PN igeren oositlerde ince yapisal diizeyde yaptigimiz ¢alismada
sitoplazma i¢indeki mitokondride yogun matrikse sahip olanlarin yanisira matriksinde
vakuol olusumu baglayan ve tamamen vakuolize olmus ¢ok miktarda dejenere
mitokondri goriildii. Ayrica DER sisternalarinda genisleme ve membranlarda yirtilma
izlendi. Yaptigimiz ¢alismada mitokondri ve DER morfolojisine iliskin elde ettigimiz
bulgular yash bireylerdeki oositler ile yapilan bu ¢alismadaki bulgular ile ile uyumluluk
gostermektedir. Bruin ve ark. (2004) yaptig1 calismada genc (25 - 32 yas) ve yash
kadinlardan (38 - 45 yas) ovaryum biyopsileri alarak fizyolojik yasin oosit morfolojisi
iizerindeki etkilerini incelemistir. Calismamizda kullandigimiz oositler ortalama 32
yasinda olan hastalardan elde edilmistir. Bu calisma ile karsilastirdigimizda elde
ettigimiz oositler fizyolojik olarak yaslhi hastalardan elde edilmemistir. Yapilan ¢esitli
calismalarda in vitro ortammn geng oositlerde yaslanma siirecini tetiklediginin
gosterildigi (Takahashi ve ark. 2009, L ve ark. 2009) dikkate alindiginda,

inceledigimiz oositlerde goriilen ve Bruin ve arkadaslarimin (2004) ¢alismasindaki yash
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oositlere 6zgli morfolojik bozulmalarm, in vitro oosit kiiltlir ortamindaki uygunsuz
kosullara bagli olarak gelisen in vitro oosit yaslanmasi sonucunda ortaya c¢iktigi

diistiniilebilir.

Mitokondri, insan dahil olmak iizere memeli oositinde baskin olarak bulunan
organeldir. Zamboni ve ark. (1966) pronuklear insan oositinin ince yapisini agikladigi
calismasinda oosit sitoplazmasinda en fazla miktarda bulunan organel olan
mitokondrinin 6zellikle pronukleuslarin etrafinda diizenlendigi bildirilmistir. Daha 6nce
yapilan ¢aligmalarda mitokondri membran potansiyeli yiiksek olan mitokondriyumlarin
dollenmis bir oositin subplazmalemmal bolgesinde lokalize oldugu, merkezde bir araya
gelmis pronukleuslarmn ¢evresinde konumlanmigs olan mitokondrinin ise dislk
membrane potansiyeli sergiledigi bildirilmistir (Van Blerkom 2006). Subplazmalemmal
yerlesimli yiiksek polarize ve perinuklear yerlesimli diisiik polarize mitokondri insan ve
fare oositinde ve erken preimplantasyon evresindeki embriyolar i¢in karakteristik bir
ozelliktir. Birbirlerinden farkli membran potansiyeline sahip olan bu mitokondri
gruplarmin ooplazma igerisindeki dagilim Oriintiisti, farkli aktiviteleri ve diizenleyici
rolleri isaret ediyor olabilir (Van Blerkom 2006). Ornegin MII evresindeki insan
oositlerinde subplazmalemmal alanda yerlesmis olan yiiksek polarize mitokondrinin diiz
yiizlii endoplazma retikulumu kiimeleri ile bir arada bulunmasi lokal serbest Ca*"
seviyesinin dinamik olarak diizenlenmesini saglar (Van Blerkom ve ark. 2002; 2003).
Van Blerkom ve ark. (2003) fare oositi iizerinde yaptiklar1 ¢alismada MII oositlerde
perikortikal sitoplazmadaki yiiksek membran potansiyelinde meydana gelecek kisa
siireli bir kaybm hiicre i¢i serbest Ca™ seviyesini diisiirdiigiinii bildirmistir. Yine fare
oositleri iizerinde yapilan bir ¢aligmada subplazmalemmal alandaki yiliksek polarize
mitokondrinin, spermin ooplazmaya penetrasyonu ve kortikal graniil ekzositozunun
gerceklesmesinde rol oynadigi bildirilmis spermin oolemmaya tutunmasinda fonksiyonu
olmadig1 gosterilmistir. Yiiksek membran potansiyeline sahip mitokondrinin oositin
subplazmalemmal bdlgesinde diizenlenmeleri oosit olgunlagsma silirecinin  ilk
asamalarindan birisidir ve bu bdlgede meydana gelecek bir bozulma fertilizasyon
anormalliklerine sebep olabilir (Van Blerkom ve Davis 2007). Pronuklear embriyolarda
yiiksek polarize mitokondrinin ¢ogunlugunun veya tiimiiniin elimine olmasi boliinmenin
durmasma neden olmaktadir (Van Blerkom 2006). Calismamizda 3 pronukleuslu
oositler JC-1 boyasi ile muamele edildiginde literatiir ile uyumlu olarak yiiksek

membran potansiyeline sahip mitokondrilerin subplazmalemmal alanda yerlesmis
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oldugu goriildii. Pronukleuslarin ¢evresinde ise yine literatiir ile uyumlu olarak diigiik
membran potansiyeline sahip mitokondri mevcuttu. FElde edilen bu bulgu
subplazmalemmal alanda yerlesmis olan ve bu bolgede fertilizasyon siirecindeki bir¢ok
olayin diizenlenmesinde aktivite gosteren yliksek polarize mitokondri toplulugunun
ikinci kutup cisminin atilmasinda dogrudan etkin bir rol oynamadig: diislincesini akla

getirmektedir.

Oksidatif stres in vitro ortamda yaslanma stirecini tetikleyen dnemli etmenlerden
birisidir. Yapilan ¢aligmalarda reaktif oksijen tiirevlerinin geng¢ oositlerde mikrotiibiil
dinamiklerini arttirdig1 ve kortikal graniil kaybina sebep oldugu bildirilmistir. Ayrica
yash oositlerin antioksidan kapasitelerindeki azalma nedeni ile ROT’un yaslanma
siirecini tetikleyen etkilerine kars1 daha duyarli olduklar1 belirtilmistir (Goud ve ark.
2008). Calismamizda inceledigimiz oositlerdeki ROT yogunlugu {izerine herhangi bir
calisma yapilmamistir. Oksidatif stresin mitokondri matriks yogunlugunda azalmaya
sebep oldugu (Cole ve ark. 2010) ve mitokondri membran potansiyelini diigiirdigi
(Vayssler Taussat ve ark. 2002) daha Once yapilan caligmalarda bildirilmistir.
Calismamizda incelenen 3 pronukleuslu oositlerdeki mitokondri membran potansiyeli
seviyesi, literatiirde belirtilen 2 pronukleuslu normal oositlerdeki mitokondri membran
potansiyeli seviyesi ile kiyaslandiginda aralarinda herhangi bir fark goriilmedi. Ayrica
ince yap1 ¢caligmasinda mitokondri matriks yogunlugu halen yiiksek olan mitokondrinin
mevcut oldugu saptandi. Pronuklear evrede goriilen yogun matrikse sahip olan
mitokondriyumlar bu hiicrelerin oksidatif stresin zararli etkilerinden korunabilmeleri
icin oksidatif fosforilasyonun minimal seviyede tutuldugunun gostergesidir. Gelisimin
bu evresindeki embriyo diisiik seviyeli oksijen tiiketimi sergiler. Glikoz tiiketimi
siirlidir ve esas enerji kaynag piriivattir (irez ve ark. 2010 pp. 212-213). Bu bulgular
inceledigimiz 3 pronukleuslu oositlerde yaslanmayi1 oksidatif stresin tetiklemedigi
fikrini dogurabilir. Yaslanma siireci sadece in vitro kosullara veya annenin fizyolojik
yasina bagli degildir. Ovulasyon 6ncesi ve sonras1 hormonal kosullar ve folikiil gelisim
siirecinin ve optimal fertilizasyon siiresinin de oosit morfolojisi ve kalitesi lizerine etkisi

vardir ve bu kosullardaki anormalliklerde yaslanma siirecini tetikleyebilir.

Elde ettigimiz elektron mikroskobik bulgular inceledigimiz 3 pronukleuslu
oositlerin yaslanma siirecine girmis olduklarmi gostermektedir. Ug pronukleuslu bu

oositler ortalama 32 yasinda olan hastalardan temin edilmistir bu nedenle oositlerde
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izlenen yaslanma siirecinin ileri anne yasina bagli olmadigi kesindir. Ovulasyonun veya
fertilizasyonun gecikmesi sonucu olusan preovulator ve postovulatdr yaslanma her
yastaki fertil bireyde meydana gelebilir (Bittner ve ark. 2011). In vivo veya in vitro
ortamda  fertilizasyonun gecikmesi postovulator yaslanmayr tetikler. IVF
laboratuarlarinda ICSI uygulamalar1 sirasinda elde edilen ¢ok sayida oosit ICSI
manipulasyonun yapilacagi ana kadar in vitro ortamda bekletilebilmektedir. Oositler
taze elde edilmis olmalarina ragmen ICSI uygulamasi i¢in bekleme sirasinda optimal
fertilizasyon sliresinin asilmasi oositlerde ince yapisal anormalliklerin meydana

gelmesine neden olmus ve yaslanmayi tetiklemis olabilir.

Preovulator yaslanma ovulasyonun olmasi gereken zamandan sonra
gergeklesmesi ile tetiklenir. Yardimla lireme tedavisinde bazal gonadotropin degerleri
normal olanlar da dahil olmak iizere tiim IVF sikluslarinda Gonadotropin releasing
hormon agonistleri kullanilmaktadir. Bu ajanlar LH salgilanmasini baskilayarak
ovulasyonun laboratuar kosullarina uygun bir zamanda ger¢eklesmesini miimkiin kilar
(Serdaroglu 2008 pp. 47-48). Bu sekilde baskilanan ovulasyon ile folikiiler evrenin
uzamas1 folikiil i¢1 oositlerde preovulator yaslanma siirecini tetikliyor olabilir. Siganlar
iizerinde yapilan c¢aligmalarda intrafolikiiler oosit yaslanmasmin kromozomal
anormalliklere, RNA ve protein sentezinde degisikliklere neden oldugu ve bu
oositlerden gelisen embriyolarda gelisim defektleri ve Oliimlerin arttigi bildirilmistir
(Butcher ve Fugo 1967, Peluso ve Butcher 1974). Insanda da siiresi uzayan folikiiler
fazin dogmalik malformasyon riskini artirdig1 rapor edilmistir (Spira ve ark. 1985). Disi
fareler iizerinde ovulasyonun GnRH agonisti olan Cetrorelix ile baskilanmasi ile
embriyo gelisiminin olumsuz etkilendigi gosterilmistir (Bittner ve ark. 2011).
Calismamizda elde ettigimiz yaslanmaya silirecine ait bulgular yardimla iireme
tekniklerinde uygulanan stimulasyon protokollerine bagli olarak ta meydana gelmis

olabilir.

Calismamizda wuyguladigimiz immiinfloresan ve elektron mikroskobik
incelemeler, {i¢ pronukleuslu oositlerde yasli oositlerde rastlanan morflojik
degisikliklerin bulundugunu gostermistir. Yardimci iireme tekniklerinin uygulanmasi
sirasinda oositin in vitro yaslanma siirecine girip morfolojik ve dinamik degisiklikler
sergiledigi cesitli caligmalarla belirtilmistir (Petrova ve ark. 2004, Hao ve ark. 2009).

Calismamizda ince yapisal diizeyde elde ettigimiz bulgular ile arastirdigimiz 3
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pronukleuslu oositlerin kalitesinde zayiflik oldugunu ve yash oosit kategorisinde
degerlendirilebilecegini gdrdiik. In vitro kosullar da dahil olmak iizere cesitli nedenlerle
oositlerde tetiklenebilen yaslanma siireci, hiicre i¢i iskelet elemanlarmdan mikrotiibiil
ve mikrofilaman diizeninde bozulmalara sebep olmus olabilir. Asir1 mikrotiibiil agi
olgun oositlerde goriilen ve mitotik i1 ipliginin ekzantrik konumunu korumasini
saglayan kortikal aktin akimini baskilamaktadir (Benink ve ark. 2000). Ayrica oositte
yaslanmanin aktin nukleasyonundan ve aktin akimindan sorumlu olan Arp2/3
kompleksinin seviyesinde azalmaya sebep oldugu bilinmektedir (Sun ve ark. 2012).
Elde ettigimiz bulgular ve literatiir 15131nda inceledigimiz oositlerdeki aktin filaman
diizenindeki bozulma dogrudan yaslanma siirecinin Arp2/3 kompleksi iizerindeki
baskilayici etkisi ile veya kortikal alanda bulunan asir1 gama — tiibiilin odaklarinin asir1
mikrotiibiil ag1 olusumuna sebep olmasi sonucu dolayli olarak kortikal aktin filaman
diizenini ve aktin akimimi1 olumsuz yonde etkilemis olabilir. Sonug¢ olarak ekzantrik
konumlu mitotik ig ipligi yerinden ayrilarak oositin merkezine gelmis ve 2. PB disariya

atilamadig1 i¢in oositin i¢inde kalarak 3. pronukleusu olusturmus olabilir.

Calismamiz 3 pronukleus olusumunda hiicre iskeleti dinamigini ilgilendiren bir
aksakligin rolii olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu siireci aragtirmaya doniik daha
kapsamli ¢aligmalarin konusunu aktin polimerizasyonundan sorumlu molekiillerin (Arp
2/3, Formin-2, Cdc-42) proteomigi ve sentezi olusturacaktir. Kapsamli genetik ve
molekiiler biyolojik ¢alismalarin embriyo prognozunu gostermeye yonelik yeni
arastrma alanlar1 agmasi ve embriyo kalite parametrelerini gelistirmesi miimkiin

olabilecektir.
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Ozet Kitaby, p.114, Karadeniz Teknik Universitesi —- TRABZON, 22-25 Haziran
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yap1 diizeyinde arastirilmasi. 20. Ulusal Elektron mikroskobu kongresi: p. 357,
PBIII-37, ANTALYA, 25-28.Ekim 2011
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2- 18. Ulusal Elektron Mikroskobu Kongresi, Eskisehir, 26-29 Agustos 2007

3- Uluslar aras1 katilimli IX. Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi, Adana, 20-
23 Mayis 2008

4- 19. Ulusal Elektron Mikroskobu Kongresi, Trabzon, 22-25 Haziran 2009
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Eylil 2010
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1- Tubitak destekli proje: “Vaccinium Arctostaphylos Infusyonunun Streptozotocin ile
Diyabet Olusturulan Siganlarda In Vivo Antidiabetik Etkisi” Dr. Cenk Sesal, Prof.Dr.
Ismail Peker, Uzman patolog Dr. Seza Tetikkurt, Med.Dr. Figen ¢iloglu,Yrd. Dog. Dr.
Kiibra Elcioglu, M.Sc. Tugba Kotil, Phd. Nazan Deniz Y6n, Nezih Muslu, Mustafa
Keskin. Marmara Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii; Nisan 2009

G- Verdigi Seminerler:

1- Kan-Testis Engeli — 5 Ocak 2006

2- Sperm anomalileri ve infertilite — 28 Aralik 2006

3- Sperm hiicresi ve Spermatid arasi baglant1 yapilar1 — 29 Mart 2007

4- Oviduct — sperm iliskisi ve sperm reservuari— 15 Kasim 2007

5- Oosit — Granulosa hiicresi etkilesimi ve oosit olgunlagsmasi — 20 Mart 2008
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Embriyo ve Mitokondri— 27 Kasim 2008

Oosit mayotik arresti ile hiicre iskeleti arasindaki iligki — 12 Mart 2009
Oksidatif stresin oosit olgunlagmasi tizerine etkileri— 17 Aralik 2009

Deride erken yaslanma: metodoloji ve morfolojik inceleme yontemleri — 30
Aralik 2010

Oksidatif stres ve erkek infertilitesindeki rolii — 5 Mayis 2011

Oositte Yaslanma — 2 Ocak 2012

H- Katildig1 Kurslar:

1-
2-

3-

4-
5.

Uygulamali Deney Hayvanlar1 Kursu — 25 Mart 2005

II. Kok Hiicre Biyolojisinde Giincel Kavramlar ve Klinik Uygulamalar
Sempozyumu — 7. Eyliil 2006

Apoptozis, Hastaliklarla Iliskisi ve Giincel Belirleme Y&éntemleri Kursu — 7 — 8.
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10. Ulusal Stereoloji Kursu — 25-29 Haziran 2007

Programl1 Hiicre Oliimii Sempozyumu — 9 Nisan 2008
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