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ÖZET 

DONDURMA ÖNCESĠ VE SONRASI OOSĠT VE EMBRĠYOLARDA UPR 

(UNFOLDING PROTEIN RESPONSE) SĠNYAL YOLUNUN ARAġTIRILMASI VE 

PREĠMPLANTASYON EMBRĠYO GELĠġĠMĠNE ETKĠSĠNĠN ARAġTIRILMASI 

Idil Bozkurt 

Dokuz Eylül Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Histoloji ve Embriyoloji 

Anabilim Dalı. 

AMAÇ 

Bu çalıĢmamızda, ER stresinin preimplantasyon embriyo geliĢimine olan 

etkisini ve dondurma (kriyoprezervasyon) çözme tekniğinin oosit ve 

embriyolarda yaratabileceği olası ER stresine bağlı olumsuz etkiyi 

Immünofloresan, Western Blot ve RT-PCR yöntemleri ile incelemeyi amaçladık. 

YÖNTEM 

Deneysel modelimiz C57BL/6 diĢi farelerden superovulasyonu ve in vivo 

fertilizasyonu takiben iki hücreli embriyolar toplandı .Embriyolar üç gruba 

ayrıldı: I. Kontrol n=6, II. Tunikamisin (0.5 µg/ml; n=6), III. Sikloheximid (10 

µg/ml; n=6), bu gruplar preimplantasyon süreci boyunca inkübe edildiler 

(2.günden 4. güne kadar) ve gün gün gruplar arasında karĢılaĢtırmalı geliĢim 

analizi yapıldı. Ġkinci set deneyimiz, kontrol (n=12), kısa dönem tunikamisin 

(n=12) ve uzun dönem tunikamisin (n=12) ile inkübe edilen deney 

gruplarından oluĢturularak, kısa süreli yada uzun süreli UPR aktivasyonunun 

etkisi preimplantasyon embriyo geliĢiminde araĢtırıldı. Benzeri olarak üçüncü 

set deney gruplarımızda elde edilen iki hücreli embriyolar ve olgun oositler 3 

gruba ayrıldı; I. grup kontrol, II. grup vitrifikasyon grubu, III. grup yavaĢ 

dondurma grubu. Oosit ve embriyolar morfolojik değerlendirmeyi takiben ER 

stress molekülleri olan BiP ile protein düzeyinde ve BiP, XBP-1 ve sXBP-1 ile de 

mRNA seviyesinde analiz edildi. 



2 

 

BULGULAR 

Sikloheksimid grubundaki  embriyoların preimplantasyon embriyo 

geliĢim süreci boyunca iki hücreli aĢamada kaldıkları gözlenirken, kontrol ve 

tunikamisin gruplarındaki embriyoların preimplantasyon üçüncü günde 8 

hücreli aĢamayı takiben morfolojik bir fark olmaksızın kompaksiyon düzeyine 

geldikleri gözlendi. Dördüncü günde ise kontrol grup embriyoların hepsi 

blastosist aĢamasında iken tunikamisinli medyum ile inkübe edilen 

embriyoların hiçbirinin blastosist aĢamasına gelemediğini gözlemledik. Dahası 

kontrol, kısa dönem ve uzun dönem tunikamisinle inkübe edilen embriyolarda 

blastosist formasyon oranı sırasıyla; %100, %33, ve %0 idi. Vitrifikasyon ve 

yavaĢ dondurma ile dondurulup çözülen oosit/embriyolarda kontrol gruplarına 

oranla daha yüksek BiP immüno reaktivitesi saptandı. Western blot analizi 

sonucunda dondurulup çözülen oosit/embriyolar da dondurulmamıĢ 

gruplardaki oosit/embriyolara oranla daha yüksek BiP protein seviyesi gözlendi 

ve buna ek olarak RT-PCR analizlerinde dondurulup çözülen 

oositler/embriyolarda daha yüksek BiP ve sXBP-1 seviyesi saptandı. Ayrıca, 

yavaĢ dondurulup çözülen embriyolarda Immünofloresan, Western blot ve RT-

PCR analizlerinde vitrikiasyon ile dondurulup çözülen embriyolara oranla daha 

yüksek BiP seviyesi saptandı. 

SONUÇ 

Sonuçta bulgularımız, geliĢim sürecindeki embriyoların UPR sinyal 

yolağını aktive edebilen ER stresinin, preimplantasyon embriyo geliĢim 

sürecine olan etkisinin çok büyük olduğunu göstermiĢtir. Kısa veya uzun 

dönem UPR sinyal moleküllerinin aktivasyonu embriyoların kompaksiyon 

aĢamasından sonra geliĢimlerini duraklatmaktadır. Dondurma çözme 

deneylerimiz sonrasında oosit ve blastosistlerin ER stresi aracılı UPR sinyal 

yolaklarının aktive olmasınun preimplantasyon geliĢimide etkisi olduğunu 

göstermiĢtir. 
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SUMMARY 

The Investigation of UPR (UNFOLDING PROTEIN RESPONSE) Signaling 

Cascade in Oocyte and Embryos Before and After Cryopreservation and Its 

Impact on Preimplantation Embryo Development. 

Idil Bozkurt 

Department of Histology & Embryology, Institute of Health Sciences, Dokuz 

Eylül University. 

PURPOSE 

In this thesis, we aimed to investigate the comparative impact of 

endoplasmic reticulum (ER) stress in normal mature oocyte and 

preimplantation embryo development and in differently cryopreserved oocytes 

and preimplantation embryos using Immunofluorescence staining and 

Western blot techniques at the protein level and RT-PCR technique at the RNA 

level. 

MATERIAL-METHOD 

We used C57BL/6 female mice for our experimental animal model. 

Following standard superovulation protocol and in vivo fertilization in C57BL/6 

mice embryos at two cell stage were collected. Embryos were then divided 

into 3 groups; I. Control (n=6), II. Tunicamycin (0.5 µg/ml; n=6) and III. 

Cycloheximide (10 µg/ml; n=6) and incubated in vitro conditions during the 

preimplantation period ( from day 2 to day 4) to achieve the comparative 

development analysis among the groups in a day to day basis. In the second 

set of the experiments embryos in two cell stage were divided into three 

groups; I. control (n=12), II. short time exposure (4 h) of tunicamycin and 

III. long time exposure (72 h) of tunicamycin to investigate the role of short- 

and long-term effects of UPR stressors on preimplantation embryo 

development. Similarly, in the third set of our experiments embryos and 

mature oocytes (MII) from obtained in vivo conditions as described above 
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were analyzed in three groups as I. Control (no freezing-thawing procedure), 

II. Vitrification and III. Slow freezing-thawing groups. Following morphological 

evaluation embryos and oocytes in all groups were analyzed for ER stress 

molecules BiP at the protein and mRNA level and XBP-1 and sXBP-1 at the 

mRNA level.  

RESULTS 

Embryos treated with cycloheximide were arrested at two cells stage 

during the preimplantation development while control and tunicamycin groups 

were first divided to 8-cell stage and then followed with compaction stage 

without significant morphological differences between these two groups. 

However, there was a significant difference in the number of blastocyst 

formed between two groups on the day of blastocyst formation (on day 4). 

None of tunicamycin-treated embryos could achieve blastocyst formation with 

a clear inner cell mass and outer cell mass while almost all embryos in the 

control group could reach to the blastocyst stage. Moreover, blastocyst 

formation rate in control, short-term and long-term tunicamycin treated 

groups was 100%, 33% and 0%, respectively. In RT-PCR analysis, sXBP-1 

mRNA level was significantly increased with long-term tunicamycin treatment 

compared to short-term and control groups. Embryos and oocytes 

cryopreserved with both slow freezing and vitrification techniques showed 

higher BiP immunofluorescence staining compared to that of control embryos 

and oocytes. Moreover, BiP expression was increased in both protein and RNA 

level in slow frozen and vitrified oocytes and embryos compared to that in 

control oocytes and embryos as determined by Western blot and RT-PCR. 

Compared to XBP-1 form, sXBP1 was predominant with significantly higher 

level in frozen-thawed oocytes and embryos compared to that in control 

oocytes and embryos. Moreover, embryos from slow freezing group showed 

higher BiP expression compared to embryos from vitrification group. 
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CONCLUSION 

In conclusion, these results suggest that activation of ER mediated UPR 

signaling in developing preimplantation embryos is extremely important to 

complete preimplantation development. Either long-term or short-term 

activation of UPR mediated signaling molecules prevents the embryos to 

progress from compacting stage to blastocyst stages suggesting that even a 

shot time activation of ER stress molecules could inhibit embryonic cell 

differentiations. Our freeze-thaw experiments also suggest that these 

processes could activate ER-mediated UPR signaling and in turn could have a 

negative impact on later stage of preimplantation embryo development. 

Keywords: UPR, ER stress, BiP, sXBP-1, preimplantation embryo, oocyte, 

vitrification, slow freezing 



7 

 

1. GĠRĠġ VE AMAÇ 

Ġnsanda ilk in vitro fertilizasyon uygulamasından itibaren, yardımcı 

üreme tekniklerini (YÜT) kullanan hasta sayısı hızla artıĢ göstermiĢtir. 30 yılı 

aĢkın süredir, infertilite tedavisi, değiĢikliğe uğramıĢ yeni yardımcı üreme 

tekniklerinin geliĢimi ile sağlanmaktadır. 1978’de ilk in vitro fertilizasyon (IVF) 

bebeği olan Louise Brown doğmuĢtur (1), daha sonra intra sitoplazmik sperm 

enjeksiyonu (2) (ICSI) yöntemi ve son dönemlerde ‘preimplantasyon genetik 

tanı’ bir teknik (3-5) olarak geliĢmiĢtir. Bu kompleks teknolojiler bütün 

dünyada artıĢ göstermekte olan infertilite tedavisi gören hastalarda 

uygulanmaktadır. Dünya çapında 1 milyondan fazla bebeğe YÜT teknikleri 

kullanılarak gebe kalınmıĢtır. (6) 

Ġnsan oositlerinin ve embriyolarının kriyoprezervasyonu YÜT’ de uzun 

zamandan beri kullanılmakta olan bir yöntemdir. Kriyoprezervasyon sonucu ilk 

gebelik 25 sene önce elde edilmiĢtir(11). IVF siklusu sonrasında arta kalan 

fazla oosit yada embriyoların dondurulup saklanması hormon verilmeden ve 

oositlerin toplanması gibi invazif bir iĢleme gerek duyulmadan tekrar transfere 

olanak sağlamaktadır. Ayrıca erken menopoz, cerrahi giriĢimler yada 

kemoterapi/radyoterapi gibi ovaryum iĢlevinin kaybolmasına yol açabilecek 

iĢlemler uygulanmadan önce oosit yada embriyoların dondurulup saklanması 

hem hastaya hem de klinisyene avantaj sağlamaktadır.(12) 

Endoplazmik Retikulum(ER) dallı tübüllerden ve yassılaĢmıĢ keselerden 

oluĢan, bütün ökaryotik hücrelerde bulunan bir hücre organelidir. Hücrenin 

sitoplazması boyunca uzanır ve sınırını çekirdek kılıfı belirler. ER, proteinlerin 

biyosentezinden, katlanmasından, paketlenmesinden ve çözünebilir hücre 

membran proteinlerinin modifikasyonundan sorumludur.(13). YaklaĢık %33 

oranında yeni sentez edilmiĢ proteinler ER lümenine taĢınırlar. ER lümenindeki 

bu yeni proteinler hedeflenen farklı organellerin yapısına katılmadan yada 

hücre yüzeyine taĢınmadan önce 3 boyutlu hale getirilerek katlanırlar. 
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Proteinlerin katlanma gereksinimleri fizyolojik durumlara bağlı olarak 

artar yada azalır ve bu gereksinim ER’un proteinleri katlama kapasitesi ile sıkı 

sıkıya bağlantılıdır. Ancak bir stres uyaranı katlanan proteinlerin arasındaki 

reaksiyonu bozabilir ve bu da ER’un protein katlama yükü ve kapasitesi 

arasında uyumsuzluk yaratabilir. Bunun sonucunda ER lümeninde katlanmamıĢ 

proteinler birikir. Bu durum ‘ER stresi’ olarak adlandırılır. Proteinlerin 

katlanmasının devamlılığı ve katlanmamıĢ proteinlerin birikiminin önlemesi için 

hücreler; UPR (Unfolded Protein Response) olarak adlandırılan, ER bağımlı 

hücresel bir cevabı tetikler. UPR, ER’un stres durumlarıyla baĢa çıkabilmesi ve 

bu durumlarda meydana gelen protein katlanma hatalarının çözümlenmesi için 

hücrenin transkripsiyonel ve translasyonel programlarını düzenlenmesi için 

aktive olan hücresel bir süreçtir (14,15). 

Memeli hücreleri UPR efektörü olarak fonksiyon gösteren 3 tane ER 

transmembran protein kinazı içerirler. Bunlar: IRE1-α (inositol-requiring 1α), 

PERK (double-stranded RNA dependent protein kinase (PKR)-like ER kinase) 

ve ATF6 (activating transkription factor 6) (14,15). PERK’in aktivasyonu 

ökaryotik translasyon baĢlatma faktörü 2α (elF2α) ve translasyon 

inhibitörünün fosforilasyonuna öncülük eder (16,17). Buna ek olarak PERK’in 

otofosforilasyona öncülük eden kinaz aktivitesi, IRE1 aynı zamanda X-box 

bağlayıcı protein (XBP1) 1 mRNA’yı uçuca bağlayan endoribonukleaz 

aktivitesini gösterir. Bu da aktif transkripsiyon faktörü XBP1’in üretimine yol 

açar (18,19). UPR’ın ATF-6 aracılı kısmı, XBP1 mRNA’sının salınımının çok 

yüksek artması sonucunda ortaya çıkan IRE1 ile düzenlenir. 

UPR aktivasyonundan sonra hücre döngüsü öncelikle G1 fazında 

duraklamaktadır (20). G1 fazının ilerlemesi için, bir yada birden fazla D tipi 

siklinlerin (D1,D2,D3) CDK4 veya CDK6 ile etkileĢime girerek aktive olması 

gerekmektedir, bunu siklin E ve A nın bağımsız kinaz CDK2 aktivasyonu takip 

eder. Bu sırada hücreler G1/S geçiĢindedir (21). G1 fazında duraklama ile 

indüklenen ER stresinin, D1 siklin spesifik proteinin eksikliğinin D1 siklin 

translasyonunu inhibe etmesi ile ortaya çıktığına iĢaret etmektedir (20). Son 
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günlerde bildirilen baĢka bir geliĢme de UPR aktivasyonunun siklin D1 in 

oluĢumuna aracılık etmek ve hücre döngüsündeki duraklamayı ilerletmek için 

yeterli olduğu yönündedir (22). 

Yapılan çalıĢmalarla dondurulup saklandıktan sonra çözülen oositlerin 

ve embriyoların sağ kalımlarının, döllenme oranlarının, erken bölünme 

oranlarının ve blastosist oluĢturma oranlarının dondurulma iĢlemine tabi 

tutulmadan kültürü yapılan aynı aĢamadaki oositler ve embriyolara göre 

anlamlı Ģekilde düĢük olduğu gösterilmiĢtir (25). Bizim hipotezimiz dondurulup 

çözülen oosit ve embryolarda UPR sinyal yolunun aktive olduğu ve bu nedenle 

oosit ve embriyo geliĢiminden sonraki evreleri negatif etkilediğidir.  

Bu projede preimplantasyon embriyonal geliĢiminde ve dondurma 

iĢleminde meydana gelebilecek olası UPR’ın etkisi araĢtırılacaktır. Böylece bu 

projenin sonunda dondurulmuĢ embriyolarda bu yolağın aktive olduğunun 

ispatlaması, daha sonra yapılacak araĢtırmalarda bu sinyal yolunu inhibe eden 

faktörler ile dondurulup çözülen embryo/oositlerin geliĢim kalitelerinin 

arttırılması ve tüp bebek merkezlerindeki bu konudaki temel problemin  

çözümüne alternatif yaklaĢımlar getirilmesi amaçlanmaktadır. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Ovaryum 

Doğum yapmamıĢ kadınlarda ovaryum çift, badem Ģeklinde, pembe-

beyaz bir yapıdadır. Uzunluğu 3 cm, geniĢliği 1,5 cm ve kalınlığı da yaklaĢık 1 

cm’dir. Menopoz sonrası kadınlarda ovaryum üreme yaĢamındaki boyutunun 

¼ boyutuna geriler. Puberteden önce ovaryum yüzeyi düzgün iken üreme 

yaĢamı boyunca tekrarlayan ovulasyonlar nedeniyle düzensiz bir hal alır.  

Organı en dıĢtan tek katlı yassı ya da kübik hücrelerden oluĢmuĢ 

germinatif epitel çevreler. Ovaryumun yüzeyini örten germinatif epitel 

gençlerde tek katlı kübik, ileri yaĢlarda ise tek katlı yassıdır. Epitelin altında sıkı 

bir bağ dokunun oluĢturdugu tunika albuginea bulunur (27, 38). 

Ovaryum morfolojik olarak iki farklı bölümden oluĢur. Bunlar, dıĢta 

medulla ve içte korteks bölgesidir (26). Ovaryumun merkezi bölümünü 

olusturan medulla, gevĢek bağ dokusu içinde damardan zengin bir yapı 

gösterir (26, 27). Medulla bölgesinde çok sayıda bulunan damarlardan baska 

hilus hücreleri, düz kas hücreleri ve sinir teli demetleri bulunur.Organın 

periferal bölümünü korteks oluĢturur. Ergin diĢilerde kortekste, hücreden 

zengin bağ doku içine gömülü farklı geliĢme dönemlerine ait çok sayıda follikül 

bulunmaktadır. Ayrıca, rüptüre olmuĢ atretik folliküller, korpus luteum, korpus 

albikans, intersitisyel hücreler ve bağ doku hücreleri bulunur. (27) Çocukluk 

çağındaki ovaryum korteksinde primordial foliküller çok sayıda iken; seksüel 

olgunluğa eriĢmiĢ kadınlardaki ovaryum korteksinde ise rüptüre foliküllerin 

yerini alan korpus luteum’ lar çoktur.  

Ovaryumlar, diĢide gametlerin üretilmesi (gametogenesis) ve steroid 

yapıdaki hormonların sentezlenip salgılanmasıyla yükümlüdür.  

Östrojen, iç ve dıĢ genital organların geliĢmesi büyümesi ve 

olgunlaĢması için gereklidir. Ayrıca diĢi seks karakterlerinin özelliklerinin 
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belirlenmesinde, meme bezlerinin geliĢmesinde ve yağ dokusunun birikiminin 

yönlendirilmesinde rol oynar (29).  

Progesteron hormonu, fertilizasyondan sonra uterus endometriyumunu 

implantasyona ve gebeliğe hazır duruma getirir. Gebeliğin daha ileri 

dönemlerinde de, meme bezlerini lobüler proliferasyon ile laktasyon dönemi 

için hazırlar. Fertilizasyon ve implantasyon olmaması halinde progesteron 

hormonunun eksikliği; uterus endometriyumunun stratum fonksiyonalis 

kısmının dejenere olarak menstruasyon ile atılmasına neden olur. Her iki 

hormon da uterusu implantasyona hazırlayarak menstrual siklusta önemli rol 

oynar . Etkileri,  döngüsel değisikliklerin düzensizleĢip, zaman içinde tamamen 

kaybolduğu süreye (menapoz) kadar azalarak devam eder (29). 

2.1.1. Oogenez 

Ġlkel diĢi üreme hücrelerinin geliĢip olgunlaĢmasına oogenez denir. 

Oogenezin erken basamakları mitotik aktivite ile oogonia sayısının arttığı fetal 

yaĢamda gerçekleĢir. Doğumda kortekste bulunan oositler geliĢimin birinci 

mayoz bölünmesindedirler. Ovaryumlardan olgun bir oositin oluĢturularak 

atılması (ovulasyon) pubertede baĢlar ve menapoza kadar devam eder. 

Puberte boyunca küçük folikül grupları siklik olarak büyüme ve geliĢim 

gösterirler. Ġnsanda ovulasyon menstrüasyonun baĢlangıcından itibaren 13-14. 

günlerde gerçekleĢir ve her 28 günde bir oositin atılmasıyla tekrarlanan bu 

olaylar ovariyan siklus olarak bilinir. 

,Ovariyan siklus 3 fazdan oluĢur; 

1- Folikül büyüme ve geliĢiminin görüldüğü foliküler faz, 

2- Ovulasyon, 

3- Korpus luteum (KL) oluĢumuyla birlikte durağan bir sürecin 

gözlendiği luteal faz (31). 
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2.1.2. Folikülogenez 

Folikülogenezin en önemli amacı ovulasyon ve fertilizasyon için olgun 

yumurta hücresi üretmektir (30). Folikülogenezin sürekliliğini sağlayan üç 

mekanizma vardır; oosit büyümesi, granüloza hücre bölünmesi, tekanın 

geliĢmesi. Folikülogenez; oositlerin, çevresini saran somatik hücre tabakası 

granüloza hücreleriyle birlikte geliĢip büyüdüğü sürekli bir geliĢim iĢlemidir 

(30-32). Ġnsanda folikülogenez fetal hayatta baĢlar.  Yirminci hafta civarlarında 

geliĢmekte olan ovaryumlar içerisinde primordiyal germ hücreleri (oogonia) 

populasyonu artmaya baĢlar. Bunlar, doğumdan birkaç hafta öncesine kadar 

mitoz ile sürekli olarak bölünürler. Bu süreden sonra, yeni oositler üretilmez. 

Gestasyonun ortalarında yaklaĢık yedi milyon germ hücresi vardır, ancak ileri 

gestasyona kadar programlı hücre ölümü nedeniyle sayıları dramatik olarak 

azalır. Bu durumda, insan diĢisi yenilenemeyen yaklaĢık bir-iki milyon oosit ile 

doğar. Puberteye kadar ovaryumda 400.000 oosit kalır (33).  

Erken gestasyon döneminde, pek çok fetal oogonia mayoza girerek 

birinci profaza kadar ilerler ve bloke olur. Bu hücreler, oosit olarak ifade 

edilirler ve büyüme aĢamasına baĢlayana kadar 50 yıla yakın süre profaz 

aĢamasında kalabilirler. Küçük çaplı bir oosit ve pregranüloza adı verilen bazal 

membran üzerinde yerleĢmiĢ tek tabaka yassı epitel hücrelerinden oluĢan bu 

yapı primordiyal folikül olarak tanımlanır. Toplam sayı yaĢla birlikte azalsa da 

diĢi ovaryumundaki en fazla folikül her zaman, primordial aĢamaya aittir.  

Büyümenin erken aĢamasında primer folikül oluĢumu gözlenir. 

Granüloza hücreleri kübik Ģekil alır ve hücre bölünmesi gözlenir. Bunun 

ardından, oositi çevreleyen granüloza hücre tabakası sayısı artar ve folikül 

preantral aĢamaya ulaĢır. Granüloza hücreleri oosit maturasyonu için gerekli 

çeĢitli büyüme faktörlerini salgılamaya baĢlarlar. Aynı zamanda folikül 

çevresindeki bağ dokusu da farklılaĢarak teka folikülü adını alır (35). Granüloza 

hücrelerine yakın olan hücresel tabaka teka interna, stroma ile kaynaĢan dıĢ 

tabaka ise teka eksterna olarak adlandırılır. Çapı artmakta olan oosit, 
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granüloza hücreleri ile birlikte nonsellüler bir matriks sentezler. Zona pellusida 

(ZP) denilen bu yapı homojen ve mukopolisakkaritlerden zengin bir madde 

içerisinde, oositin ve granüloza hücrelerinin yüzeyinden çıkarak birbirine doğru 

uzanan mikrovillusları bulundurur. Folikül çapı arttıkça ZP kalınlaĢır (36). 

 Folikül antral seviyeye ulaĢtığında, oositin olgun hacmi yaklaĢık 120 μm 

çapa kadar ulaĢır. Granüloza hücre sayılarının oldukça arttığı ve oositin tam 

olarak geliĢtiği durumda, sıvı dolu boĢluk (antrum) gözlenir ve geniĢlemeye 

baĢlar. Erken antral aĢamada gözlenen küçük boĢluklar, folikül preovulatuvar 

aĢamaya ulaĢtığında birleĢir ve tek, büyük bir boĢluk halini alır. Bu aĢamadaki 

folikül Graaf folikülü olarak isimlendirilmektedir. Granüloza hücreleri folikülün 

periferinde birkaç tabaka Ģeklinde yerleĢir ve membrana granüloza tabakası 

olarak adlandırılırlar. Bir kısım granüloza hücreleri ise oositin etrafını sararlar 

ve oosite yakın olanlar korona radiata, geri kalanlar ise kümülüs hücreleri 

Ģeklinde tanımlanırlar. Folikül rüptüre olup ovulasyon gerçekleĢeceği anda 

olgun oosit, korona ve kümülüs hücreleriyle birlikte atılır (36).  

Pubertenin baĢlamasıyla hipotalamustan salgılanan gonadotropin 

salgılayıcı faktör (GnRH), hipofizer portal sistem yolu ile hipofiz bezinin ön 

lobuna taĢınarak, folikül stimule edici hormon (FSH) ve luteinizan hormon (LH) 

gibi gonadotropik hormonların ön lop hücrelerinden salgılanmasını stimule 

eder. Her bir siklusun baĢlangıcında yükselen FSH etkisiyle bir grup antral 

folikül uyarılmakta ve Graaf folikül aĢamasına doğru ilerlemesi 

gerçekleĢmektedir. Foliküllerin geliĢimi endokrin ve parakrin faktörlerin 

kontrolündedir. Foliküller primordial, primer ve antral aĢamalara kadar geliĢir. 

Antral aĢamada çoğu folikül atreziye uğrar, çok azı ise siklik gonadotropinlerin 

uyarımı ile preovulatuar aĢamaya ulaĢır. Bu Graaf foliküller reprodüktif 

dönemdeki kadında ovaryan östrojenlerin ana kaynağıdır. Preovulatuar 

gonadotropin salınımına cevap olarak her siklusta dominant Graaf folikül, 

fertilize olabilecek matur oositi LH’ın etkisi ile dıĢarı atar. Kalan teka ve 

granüloza hücreleri, korpus lutemu oluĢturmak üzere değiĢikliğe uğrar (35). 
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2.1.3. Oosit Maturasyonu 

Oosit maturasyonu; doğum öncesi olgunlaĢma (prenatal maturasyon) 

evresi ve doğum sonrası olgunlaĢma (postnatal maturasyon) evresi olarak 

ikiye ayrılabilir. 

 Oosit maturasyonu hem mayotik siklus ilerlemesini hem de sitoplazmik 

olayların yeniden düzenlenmesini içeren kompleks bir süreçtir. Ġn vivo’da 

maturasyonun son noktası matur (MII) oositin folikülden salınmasıdır (37). Ġlk 

diĢi üreme hücresi olan oogonia yumurtalıklarda tekrarlayan mitozlarla çoğalıp 

primer oosite dönüĢür. Primordiyal üreme hücrelerinin diĢi gonada ulaĢıp, 

oogonyumlara farklanması ve primer oositi içeren primordiyal folliküllerin 

oluĢması süreci prenatal maturasyon evresi olarak adlandırılır. Primer oosit, 

etrafı folikül hücreleri ile çevrili olarak primordiyal folikül içinde geliĢir (37). 

Oositin içinde bulunduğu bu ortam oositin büyüme ve geliĢimi için gereken 

faktörleri içerir ve aynı zamanda çevresinde bulunan bağ dokusuyla olan 

bağlantısını da gerçekleĢtirir. Oositler büyüme ve geliĢimlerini ovaryumlardaki 

bu foliküler ortamlarda tamamlayarak olgunlaĢır. OlgunlaĢan oositler 

döllenebilme ve embriyonik geliĢime devam edebilme yeteneği kazanır (33). 

Doğum sonrası olgunlaĢma süreci ise postnatal maturasyon olarak 

adlandırılır. Doğumda, tüm primer oositler birinci mayoz bölünmenin profaz 

safhasındadır. Ancak, bölünmenin metafaz ile devam etmesi gerekirken, 

primer oositler çekirdek kromatinin seyrek ve düzensiz bir yapılaĢma gösterdiği 

birinci mayoz bölünmenin profaz safhasının diploten evresine girerler ve 

puberteye kadar dinlenme halinde kalırlar. Bu süre boyunca, oositin 

olgunlaĢması, follikül hücreleri tarafından salgılanan oosit olgunlaĢmasını 

inhibe eden bir madde olan oosit maturasyon inhibitörü (OMI) tarafından 

baskılanır. Maturasyonun germinal vezikül (GV) aĢamasında kabul edilen 

oositler ovulasyona kadar hücre siklusunun G0 olarak adlandırılan dinlenme 

aĢamasında bekler. Bu sürede büyüme ve geliĢimleri sırasında mayozun 

yeniden tamamlanması için nükleer lokalizasyon ve hücre siklus regülatör 
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proteinlerinde belirgin artıĢlara ve bunu izleyen translasyonel ve post-

translasyonel modifikasyonlara gereksinim vardır (38,39). Bu aĢamada, hücre 

bir takım nükleer ve sitoplazmik değiĢiklikler geçirir. Oosit ancak bu aĢamaları 

geçtikten sonra fertilizasyona hazır hale gelebilmektedir.  

Oositin nükleer matürasyonu esnasında mayoz yeniden baĢlar ve 

Metafaz II’ye geçiĢ olur. Bu sırada uzun süre folikül içerisinde bekleyen oositler 

hem mayozu yeniden baĢlatabilme yeteneği, hem de mayotik matürasyonu 

tamamlamayı sağlayacak protein ve RNA yükünü kazanırlar (40). Preantral 

foliküllerde bekleyen oositler, mayozu yeniden baĢlatabilme yeteneğine sahip 

değildir. Ovulasyonun hemen öncesinde, henüz olgunlaĢmamıĢ oosit 

nükleusunun bozulması (germinal vezikülün dağılması) ile Metafaz I’i 

tamamlayarak Anafaza giriĢ yapar ve Metafaz II’ye (MII) ulaĢarak, 

fertilizasyona kadar bu aĢamada dururlar (41).  

Sitoplazmik matürasyonda ise, oositin fertilizasyon ve erken embriyo 

geliĢimi (preimplantasyon) için hazırlandığı ve mayotik ilerleme ile doğrudan 

ilgisi olmayan diğer matürasyon olayları gerçekleĢir (42,43). Bu aĢamada 

oositin sitoplazması ve organellerinin iç yapısında değiĢiklikler gerçekleĢir (41). 

Bu Ģekilde inhibitör bir foliküler ortamda bekleyen oositlerde, foliküllerdeki in 

vivo luteinizan hormon (LH) artıĢına bağlı olarak bir ‘pozitif sinyal’ geliĢir. Bu 

sinyal foliküler inhibisyonu ortadan kaldırarak, primer oositin sitoplazmasının 

asimetrik olarak bölünüp, farklı büyüklükte iki hücre oluĢturmasına yol açar 

(44,45). Büyük olan sekonder oosit (Metafaz II), küçük olan ise kutup cisimciği 

(polar cisimcik) olarak adlandırılır. Bu haliyle oosit artık tam olarak fertilizasyon 

için hazır durumdadır (ġekil1). Fertilizasyonla birlikte ikinci kutup cisimciği de 

oluĢur ve oluĢa zigot mitoz bölünmeler geçirerek hücre sayısını artırmaya 

devam eder (45).  
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         ġekil 1. Metafaz II (olgun oosit) (116) 

2.2. Fertilizasyon  

Fertilizasyon; ovaryumdan ovulasyonla atılan oositin normalde tuba 

uterinanın 1/3 lük üst ampullar bölgesinde spermatazoonla karĢılaĢması ve 

onunla birleĢmesine denir. Ovulasyon esnasında, tuba uterinanın açık olan 

infundibulum bölgesinde fimbrialar ovulasyon yapılacak bölgeye kayarlar. 

SertleĢen fimbrialar geniĢ bir alanda oositi yakalayarak tuba uterinanın içine 

çekerler. (29). 

  

Ejakulat içinde bulunan 350-400 milyon kadar spermatozoon 

fertilizasyon yönüne doğru (vajina , serviks uteri, uterus ve tuba uterina) 

harekete geçerler. Vajinanın asidik ortamından kısa zamanda kurtulan 

spermatazoonlar uterusun bazik ortamına geçerler. Spermin oositi fertilize 

edebilme potansiyeli kazanması için, kadın genital sistemi içerisine girdikten 

sonra kapasitasyon denilen bir süreç geçirmesi gereklidir. Kapasitasyon 

neticesinde spermde, hiperaktivasyon ve akrozom reaksiyonu gelisir. Akrozom 

reaksiyonu; spermin zona pellusidaya bağlanmasının ardından zona proteinleri 

tarafından baĢlatılır. Bu reaksiyon, zona pellusidanın penetrasyonu için gerekli 

olup, aralarında tripsin-benzeri maddelerin ve akrozinin de bulunduğu bazı 

enzimlerin salgılanmasıyla gerçekleĢir. Akrozomal reaksiyon spermlerin oositle 

karĢılaĢtıkları dönemde geçirdikleri bir süreçtir.  
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Spermatazoonlar, korona radiata ile sarılı sekonder oosit ile 

karsılastığında korona radiata hücrelerini geçmek için, akrozomundan 

salgılanan hiyaluronidaz enzimi ile bu hücrelerin bağlayıcı biyokimyasal yapısını 

bozarlar ve sonrasında, zona pellusidayı da geçerek sekonder oosite ulasırlar. 

Spermatazoonlar zona pellusida reseptörlerine bağlanabilir, böylece akrozom 

membranı füzyonu ile akrozomal enzimler (hiyaluronidaz, nörominidaz, aril 

sülfataz, akrozin, asit fosfotaz, fibrolizin, fibrojenaz, fruktoz, proteaz) zona 

pellusidaya nüfuz eder (28). Zona pellusidanın geçirgenliği, sperm baĢının 

oositin yüzeyine temas etmesiyle değisikliğe uğrar. Buradaki ekstrasellüler 

glikoprotein örtünün içeriği fertilizasyondan sonra değisir. Bu temas ile, oositin 

plazma membranının altındaki kortikal granüllerden lizozomal enzimler 

salgılanır. Bu enzimler de, sperm penetrasyonunu engellemek ve zona 

yüzeyinde sperm için türe özgü reseptör bölgelerinin inaktivasyonunu 

sağlamak için, zona pellusidanın özelliklerinde bazı değisiklikler yaratırlar (zona 

reaksiyonu) (Sekil 2). Zona pellusida içinde gömülü baska spermlere de 

rastlanmasına rağmen, bunlardan ancak bir tanesi oositin içine girebilir (47). 
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ġekil 2. Fertilizasyon (50) 

 

2.3. Erken embriyo geliĢimi (preimplantasyon) 

2.3.1. Zigotun yarıklanması  

Zigot; iki hücreli evreye ulaĢtıktan sonra, bir seri mitotik bölünmeye 

girerek hücre sayısını hızla arttırmaktadır. Klivaj adı verilen bu dönemde, her 

yarıklanma sonrasında, hacmi giderek küçülen bu hücrelere blastomer denir. 

(sırasıyla iki, dört, sekiz, blastomer Ģeklinde devam eder). Bu dönem, 

pronükleusların birleĢmesi sonrası oluĢan embriyoya ait genomun da devreye 

girdiği dönemdir. Normal olarak yapılanmamıĢ bir genoma sahip embriyoların 

çoğu bu dönem sonrası ileri geliĢim göstermezler (46). Hücreler arası bağların 

(sıkı bağlantılar, tutucu bağlantılar ve oluklu bağlantılar) kuvvetlenerek arttığı 

bir dönemdir. Bu bağların bir kısmı hücreleri birbirine sıkıca bağlayarak 

geçirgen olmayan bir tabaka olustururken diger bir kısmı seçici olarak bazı 

moleküllerin taĢınmasını ve böylece ileri embriyo geliĢim döneminde hücreler 

arası sinyal mekanizmalarının oluĢumu sonucu gerçekleĢen baĢkalaĢımları 

sağlarlar. Morula (kompaksiyon) olarak da adlandırılan bu dönemde artık 
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hücrelerin sınırlarını belirlemek zordur (ġekil 3) (48). Blastomerler Ģekil 

değiĢtirir ve embriyo 16-32 hücreli sıkı bir kitle haline gelir. Bu aĢamadaki bir 

embriyo morula adını alır. Ġmplantasyon öncesi embriyo (preimplantif 

embriyo); morula evresi; fertilizasyondan 3 gün sonra oluĢur ve uterusa gelir 

(47). 

  

 ġekil 3. Zigotun yarıklanması (48) 



20 

 

2.3.2 Blastosist oluĢumu 

Morula tuba uterina’dan uterusa ulaĢtığında preimplantif embriyoda 

oluĢan sıvı dolu blastoselin geniĢlemesi ile bir kese-blastosist kesesi oluĢur. Bu 

değiĢim morulayı blastosiste dönüĢtürür. Blastosist, uterus boĢluğunda bir 

veya iki gün kalırken daha ileri değiĢimlerin hazırlığını yapar ve bu esnada 

zona pellusida’yı kaybeder. Merkezde bulunan ve embriyoblastlardan oluĢan 

hücreler-iç hücre kitlesi (inner cell mass-ICM), embriyonun baĢlangıcı veya 

taslağıdır. Birde bu hücre grubunu çevreleyen trofoblastlardan oluĢan bir dıĢ 

hücre kitlesi trofoektoderm (TE)’den meydana gelmiĢtir. Ġç hücre kitlesinden 

embriyonun dokuları, dıĢ hücre kitlesinden de daha sonra plasentayı 

oluĢturacak olan trofoblastlardan farklılaĢan embriyo dıĢı yapılar geliĢir (49). 

2.4. Gametlerin dondurulması(kriyoprezervasyonu) 

Ġnsan oositlerini ve embriyolarının kriyoprezervasyonu YÜT’ te uzun 

zamandan beri kullanılmakta olan bir yöntemdir. IVF siklusu sonrasında arta 

kalan ekstra oosit yada embriyoların daha sonra tekrar transfer edilebilmesine 

olanak  sağlamaktadır. Taze oosit ve embriyolar ile karĢılaĢtırıldığında düĢük 

gebelik ve canlı doğum oranı eldilmesine ragmen kriyoprezervasyon YÜT ile 

bütünleĢen bir teknik olarak sayılmaktadır.  

Oosit ve embriyo kryoprezervasyonu Ģu anda iki temel teknik ile hüküm 

sürmektedir. Ġlk geliĢen teknik yavaĢ dondurmadır (50,51,52,53). Bu tekniği 

takiben, embriyolar derceli olarak nispeten düĢük konsantrasyonlarda 

kryoprotektanların nüfuzuna maruz bırakılmıĢtır. Bu kryoprotektanlar sıklıkla 

hücre kültür medyalarına eklenen oositler için 1.0- 1.5M, embriyolar için ise 

1.35- 1.5M aralığında kullanılan gliserol ve dimetil sülfoksit (DMSO) dur. Diğer 

kriyoprotektanlarda tek baĢlarına veya farklı kombinasyonlarda yaygın bir 

kullanıma sahiptir. Bunlar permabil olarak etilen glikol ve propilen alkol gibi 

(54,55), non-permabil olarakta sükroz,glukoz ve fruktoz gibi 

kryoprotektanlardır (56,57). Gametler  düĢük volümde dondurma pipetlerine 

yüklenir ve ekilibrasyon için birkaç dakika tutulacağı -5,-7 dereceye soğutulur. 
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Ekilibrasyon sonrası, solusyona ekstraselüler soğutma için seeding denilen bir 

yöntem uygulanır ve dakikada 0.3, 0.5 ˚C olmak üzere -30 ile -65 arasında bir 

dereceye kadar soğutulur. Ġstenilen sıcaklığa gelindiği zaman dondurma 

pipetleri depolanmak üzere sıvı nitrojene kaldırılır. Ekstraselüler solusyona 

seeding  iĢlemi ve yavaĢ soğutma oranı dondurma iĢleminin sadece gametlerin 

dıĢında olmasını sağlar. Bu iĢlem, gametlerin intraselüler matriksinin vitrifiye 

olacağı sıcaklığa ulaĢıncaya kadar ,osmatik olarak aktif suyun ve dereceli 

dehidrasyonlarının gametlerden dıĢarı doğru hareketi ile sonuçlanır (58). 

Ġkinci bir teknik olan vitrifikasyon için üç önemli faktör vardır. 

 

1- Soğutma oranı: bu teknik sıvı nitrojen ile gerçekleĢtirilir. Sıvı nitrojen 

kullanılırken, örnek sıvı nitrojene daldırıldığında konteynere, miktara, termal 

iletkenliğe ve solusyonun kompozisyonuna bağlı olarak değiĢebilen dakikada 

10000 ile 100000 ˚C arasında soğutma oranı meydana gelir (59). Sıvı nitrojen 

slush yapılması için donma noktasına (-210) yakın bir dereceye kadar 

soğutulması gerekir. Slush VitMaster (IMT Ltd., Ness Ziona, Israel) tarafından 

üretilen bir cihazdır, bu cihaz negatif basınç uygulayarak sıvı nitrojenin 

sıcaklığını -205 ve -210 C arasında tutar. Sıvı nitrojen soğukluğu oluĢturulur 

ve soğutma oranı ciddi derecede artar. Soğutma oranı bu Ģekilde ilk aĢamada 

(-20,-10) sıvı nitrojenli dondurma pipetlerine-OPS yada EM gridlerine oranla 2-

6 kere daha hızlı gerçekleĢir (60). Oosit ve embriyolar için dondurma oranının 

arttırılması yaĢam oranını %37’e kadar iyileĢtirdiğini  göstermiĢtir. 

2- Kullanılan medyumların vizkozitesi: Bu durum vitrifikasyon sırasında 

farklı kriyoprotektanların ve diğer eklenen maddelerin davranıĢları ve 

konsantrasyonları olarak tanımlanmaktadır. Daha yüksek kriyoprotektan 

konsantrasyonu (CPs) ve daha yüksek cam transisyon sıcaklığı (Tg) ile buz 

nukleasyonu ve kristalizasyonu düĢürülebilir. ÇeĢitli  kriyoprotektanlar ve 

eklenen maddeler farklı toksisite, penetrasyon, penetrasyon oranı ve Tg’ye 

sahiptir. Çoğu zaman vizkoziteyi arttırmak, Tg’yi düĢürmek ve toksisite 
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düzeyini azaltmak için kriyoprotektanların farklı kombinasyonları uygulanır 

(61). 

3- Volüm (Miktar-Hacim): Daha düĢük volüm, daha yüksek vitrifikasyon 

olasılığıdır (62,59). Daha düĢük volümler; daha iyi ısı transferine bu yol ile de 

yüksek soğutma oranına yardımcı olur. Son 10 yılda örneklerin saklanma 

volümünün azaltılmasına yönelik metodlar literatürde yer almıĢtır. Dondurma 

medyumunun volümünü düĢürmek ve soğutma oranını arttırmak, 

kriyoprotektan konsantrasyonunu makul bir Ģekilde düĢürmeye olanak sağlar 

ve böylece toksik ve osmatik zararların etkileri minimum indirilir (63). 

 YavaĢ dondurma ve vitrifikasyonu karĢılaĢtırmak aslında, temel bir 

method ile fiziksel bir iĢlem arasındaki karĢılaĢtırmaya dayanır. Bu iki 

dondurma yöntemi arasındaki farkı; vitrifikasyonda, yüksek dondurma oranı ve 

yüksek kriyoprotektan konsantrasyonu kullanılırken; yavaĢ dondurmada, yavaĢ 

dondurma oranı ve düĢük kriyoprotektan kullanılır; Ģeklinde tanımlamak yanlıĢ 

ve yüzeysel olur. BaĢarılı bir vitrifikasyon; çok düĢük soğutma oranı (64) ve 

düĢük kriyoprotektan konsantrasyonu (62) ile de gerçekleĢtirilebilir. YavaĢ 

dondurma ile kriyoprezervasyon ekstraselüler suyun kristalize oluĢu ile 

intraselüler vitrifikasyonunun oluĢumuna kadar, osmatik gradient ile suyun 

intraselüler kompartmandan sürükleniĢi ile sonuçlanan bir yöntemdir. 

Vitrifikasyon ile kriyoprezervasyonda ise selüler dehidrasyonun 

gerçekleĢmesinden sonra hem intraselüler hemde ekstraselüler kompartmanlar 

vitrifiye olur. 

 Dondurulduğunda ve vitrifiye edildiğinde, gametler net bir bozulma 

olmadan çok uzun süre depolanabilir. DondurulmuĢ insan embriyolarının; 20 

yıla kadar depolanmasında, çözme sonrası canlılıkta, implantasyon 

oranlarında, klinik gebelik, düĢük ve canlı doğum oranlarında karĢılaĢtırılan 

parametrelerde bir etki göstermediği anlaĢılmıĢtır (65).  
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2.4.1. Oositlerin YavaĢ Dondurulması ve vitrifikasyonu  

 

Kriyoprezerve oositten ilk insan gebeliği (yavaĢ dondurma ile) 1986’da 

bildirilmiĢtir. Bu baĢarı diğer baĢka laboratuvarlarda farede (66) ve ratta (67) 

elde edilen baĢarıları takiben gelmiĢtir. Bu ilk raporların üstünden uzun süre 

geçmesine rağmen baĢarı hala çok sınırlıdır. Kriyoprezervasyon alanında bir 

çok ilerlemeye karĢın özellikle oositlerin (ovule, matür, immatür) 

kriyoprezervasyonu hala yerleĢik bir prosedür olarak değerlendirilmemektedir 

ve bugün deneysel bir teknik olarak  

sınıflandırılmaktadır (68). Ġnsan oositlerinde yapılan yavaĢ dondurma 

metaanalizlerinin çözülmüĢ oosit baĢına göstermiĢ olduğu oranlar; %2.4 

(95/4000) ve canlı doğum oranı ise %1.9 (4000/76) Ģeklindedir (69). 

Vitrifikasyon, 2005’ten sonra hız kazanmıĢtır. Bundan önce sadece 10 insan 

gebeliği vitrifiye oositlerden elde edilmiĢtir (69). Her iki method ile de canlı 

kalım oranı yüksek olsa da, embriyo transfer oranı taze oosit kullanılanlara 

oranla oldukça düĢüktür (70). YavaĢ dondurma ile vitrifikasyon 

karĢılaĢtırıldığında daha yüksek canlı kalım oranı vitrifikasyon ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir (%95,899/948 vs %75,1275/1683) ama oosit baĢına 

geliĢen gebelik oranları hem yavaĢ dondurma (%1.9-8.6) hemde vitrifikasyon 

(%3.9-18.8) için düĢüktür (71). 

Kriyoprezervasyonda oositler sperm ve embriyodan oldukça farklıdır. 

Memeli oositi spermatozoadan 1000-10000 kat daha büyüktür. Bu yüzden 

oositlerin yüzey hacim oranları düĢük olduğu için dondurmaya karĢı ve 

intraselüler buz kristalleri oluĢumuna karĢı fazlaca hassastırlar (72,73). MII 

oositlerin plazma membranı düĢük permeabilite katsayısına sahiptir, dolayısıyla 

kriyoprotektanların ve suyun hareketi yavaĢtır (73). Oositler zona pellusida ile 

çevrilidir, zona pellusida suyun ve kriyoprotektanların oositin içine ve dıĢına 

doğru hareketine karĢı ek bir bariyer olarak davranır. Dondurma çözme 

iĢleminin sonucunda, zona pellusida’nın sertleĢmesine ve sperm 

penetrasyonunu ve fertilizasyonu olanaksız kılan prematüre kortikal granül 

ekzositozu oluĢabilir (74). Bu durum anca ICSI (intracytoplasmic sperm 
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injection) yada SUZI (subzonal sperm insertion) teknikleri ile giderilebilir. 

Oositler ayrıca dondurma hassasiyetini arttıran yüksek lipid içeriğine sahiptirler 

(73). Submembranöz aktin mikrofilamentlerine sahip olduklarından dolayı 

daha az sağlamdırlar (75). Kriyoprezervasyon hücre iskeletinde düzensizliğe, 

kromozom ve DNA anamolilerine sebep olabilir (76). MII safhası ile oluĢan 

mayotik iğ iplikçikleri dondurmaya ve tekrar uyum sağlamaya karĢı hassastır 

(77). Ġn vitro kültürde çözme(thaw) veya ısıtma(warm) sonrası oositlerin 

yenilenmesi yavaĢ dondurmaya oranla vitrifikasyonda daha hızlı olmaktadır 

(77). Oositler ayrıca reaktif oksijen türlerinin hasarına karĢı da daha 

hassastırlar (78). Bu parametrelerin bir çoğu fertilizasyondan sonra değiĢir ve 

embriyoyu dondurmaya karĢı daha hassas ve kolay dondurulabilir yapar (75). 

2.4.2. Embriyoların YavaĢ Dondurulması ve Vitrifikasyonu 

Yeryüzündeki bir çok tür için, kriyoprezervasyondaki geçerli bilgi 

birikimi, sadece erkek gametlerin dondurma yöntemi ile korunabildiği, 

oositlerin veya herhangi bir geliĢim aĢamasında olan embriyoların 

korunamadığı yönünde olabilir. Oositler ve embriyolar boyut, kompozisyon ve 

yapı açısından büyük farklılıklar göstermektedir. Özellikle baĢlıca endiĢe, 

intraselüler buz formasyonu konusudur. Bu formasyondan kaçınmak için; 

düĢük volüm, yüksek kriyoprotektan konsantrasyonu ve çok hızlı dondurma ile 

vitrifikasyon hali oluĢturulmuĢ yada düĢük kriyoprotektan konsantrasyonu ve 

yavaĢ dondurma ile sadece ekstraselüler haznede buz formasyonu 

sağlanmıĢtır. Ġlk baĢarılı embriyo kriyoprezervasyonuna ait raporlar 1971-2’de 

yayınlanmıĢtır (50,53). Bir kaç yıl sonra soğutma oranlarında yapılan 

modifikasyonlar ile oluĢan temel protokol bugün hala yaygın olarak 

kullanılmaktadır. (79,80). Embriyo kriyoprezervasyonunun en önemli avantajı 

ise her iki aile fertininde genetik komplemanlarının korunmasıdır. 

2.4.3. Kriyoprezervayon için optimum embriyonik evre 

Embriyo kriyoprezervasyon alanındaki bir çok geliĢmeye rağmen 

embriyo kriyoprezervasyonunda optimal geliĢim evresine dair henüz bir görüĢ 
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birliği bulunmamaktadır. Ġnsan embriyolarında IVF-ET  sonuçlarını 

karĢılaĢtırılarak yapılan bir çalıĢmada, pronuklear evrede (birinci gün), klivaj 

(üçüncü gün) ve blastosist aĢamasında dondurulmuĢ gruplar arasında 

implantasyon, klinik gebelik, çoklu gebelik ve erkek/kadın oranları arasında bir 

fark bulunmamıĢtır (81).Tek fark, dondurma-çözme sonrası, üçüncü gün 

embriyoların canlı kalım oranı, 1.gün ve blastosist aĢamalarında dondurulan 

gruplara göre daha düĢük bulunmuĢtur. Bir baĢka çalıĢmada embriyolar; zigot, 

ikinci gün ve üçüncü gün evrelerinde dondurulmuĢ, çözme sonrası transfer 

edilmiĢlerdir (82). Yine bu çalıĢmada da klinik gebelik, implantasyon, canlı 

doğum oranı açısından gruplar arasında bir farklılık gözlenmezken, düĢük oranı 

ise zigot grup (%21.3) ve ikinci gün (%18.3) gruplarına göre üçüncü gün 

grubun (%45) daha yüksek bulunmuĢtur. Efisiyan (çözülmüĢ embriyo baĢına 

canlı doğum) düĢük bulunmuĢtur. ( hepsi %7.3, zigot %7.1, ikinci gün %7.6 

ve üçüncü gün %4.2). Diğer bir yandan ise beĢinci gün ve altıncı gün 

blastosistlerin vitrifikasyonunu takiben canlı kalım oranı, %96.3 ve 

implantasyon oranı %29.3 açısından üstünlük göstermektedir (83). 

2.5. Endoplazmik Retikulum 

Endoplazmik Retikulum (ER) dallı tübüllerden ve yassılaĢmıĢ keselerden 

oluĢan, bütün ökaryatik hücrelerde bulunan membranöz ağdan oluĢan bir 

hücre organelidir. Hücrenin sitoplazması boyunca uzanır. ER; sekretuvar ve 

membran proteinlerinin, lipidlerin sentez yeri ayrıca major intraselüler 

kalsiyum depolama kompartmanıdır. ER, proteinlerin sadece sentez edildiği 

değil aynı zamanda proteinlerin doğru biçimlendirilmesinide sağlayan bir 

organeldir (84). SentezlenmiĢ proteinler, ER’da katlanır ve olgunlaĢır. 

Proteinler ER’a katlanmamıĢ polipeptid zincirler Ģeklinde giriĢ yapar. ER, 

sitosole nazaran olgunlaĢan proteinlerin disulfid bağlarının oluĢumlarına olanak 

sağlayan devamında da protein yapısını stabilize eden oksidize bir ortamdır 

(85). Bu dinamik durumu idare edebilmek için hücreler kendilerini ER’da 

protein katlanma  kapasitesi gerekliliklerine uygun olarak ayarlar. Böyle bir 

homeostatik kontrol ER lümenine bakan sensörleri olan, hücrenin diğer 
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kompartmanlarına mesaj iletebilen ve effektörleri olan sinyal aktarım yolakları 

ile gerçekleĢtirilmektedir. Böyle bir intraselüler olaylar dizisinin varlığına dair ilk 

ipucu, seçici ER yerleĢimli Ģaperonları aktive eden katlanmamıĢ ER protein 

birikimini arttıran farmakolojik ve genetik manipulasyonların araĢtırılması ile 

sağlanmıĢtır (86).  

Bütün organizmalarda, proteinlerin görevlerini yerine getirebilmeleri için 

protein katlanması gerekli bir süreçtir. Ökaryotik hücrelerde salgı yolaklarına 

gidecek olan proteinler, Golgiye geçmeden önce katlanmak üzere ER’da 

toplanırlar. Proteinlerin kalite kontrolü olarak adlandırılan bu mekanizmanın 

amacı, sadece düzgün katlanan proteinlerin ER’den çıkmasına izin vererek 

diğer hücre içi organellere gitmesini sağlamaktır. 

ER lümenine giren, yeni sentezlenmiĢ polipeptid zincirleri amino 

uçlarından karbonhidrat yan zincirleri (3glikoz-2Mannoz-2N Asetilglikozamin) 

eklenerek translasyon sonrası değiĢikliğe uğrarlar. Bu reaksiyon 

OST(oligosakkarittransferaz enzimi) tarafından katalizlenir. Daha sonra 

devreye Glikozidaz I ve II enzimleri girerek en uçtaki 2 glikoz molekülünü 

uzaklaĢtırarak tek bir glikoz molekülü içeren katlanmamıĢ protein halini 

almasını sağlar. ER Ģaperon proteinlerinden Kalneksin ve Kalretikulin, Erp57 ile 

birlikte protein katlanmasını gerçekleĢtirir. Düzgün katlanmıĢ proteinler 

kalneksin/ kalretikulin döngüsünden çıkarak Golgiye geçerler (87). 

2.5.1. Endoplazmik Retikulum Stresi 

ER’da depolanan proteinler hücre türleri arasında ve hücrenin yaĢamı 

boyunca farklılık gösterir. GeliĢim süreci, hücre siklus döngüsü ve çevresel 

ortam ER’da depolanması gereken proteinlerin çeĢidini ve miktarını etkileyebilir 

(88).  Ancak bir stres uyaranı katlanan proteinlerin arasındaki reaksiyonu 

bozabilir ve bu da ER’un protein katlama yükü ve kapasitesi arasında 

uyumsuzluk yaratabilir. Bunun sonucunda ER lümeninde katlanmamıĢ yada 

yanlıĢ katlanmıĢ proteinler birikir. Bu durum Endoplazmik Retikulum stresi 

olarak adlandırılır (88). 
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Hücreler yaĢamları boyunca proteinlerin katlanma gereksiniminin ER’un 

katlama kapasitesini aĢan ve ER stresi ile sonuçlanan durumlar ile karĢı karĢıya 

kalırlar. ER stresi, ekstraselüler sinyallerdeki değiĢimlere cevap olarak, hücrede 

geçici gen ekspresyon programında geliĢebilecek bir değiĢiklik nedeniyle yada 

daha kalıcı olarak sekretuvar yada membran proteinlerinin tam olgunlaĢmasına 

engel olan mutasyonlar ile karĢılaĢmasından dolayı ortaya çıkabilir. ER stresine 

aynı zamanda besin eksikliği, anoxia, iskemi, viral enfeksiyon ve proteinleri 

degrade edebilen ısı gibi çevresel düzensizliklerde neden olabilir (88). 

2.5.2. UPR (unfolded protein response) 

Proteinlerin katlanmasının devamlılığı ve katlanmamıĢ yada yanlıĢ 

katlanan proteinlerin birikiminin önlemesi için hücreler UPR olarak adlandırılan, 

ER bağımlı hücresel bir cevabı tetikler (89,90). Bu hücresel cevap 

transkripsiyonel ve translasyonel düzeyde gerçekleĢir. 

Son zamanlarda temeli daha iyi tanımlanmıĢ UPR yolağında, ER’a giren 

katlanmamıĢ proteinlerin birikimi ile bu birikimi idare edebilecek hücresel 

mekanizma arasındaki dengesizlik 3 ana cevabı harekete geçirmektedir. Ġlki 

protein sentezini ve ER’a translokasyonunu azaltarak ER’a giren protein 

yüklenmesini azaltmak; ikincisi, ER’da katlanmayan proteinler ile baĢa 

çıkabilmesi için uzun dönem adaptasyon olan, ER protein katlanma 

mekanizmasını fonksiyone eden genler dahil UPR hedef genlerinin 

transkripsiyonel aktivasyonuna yol açarak ER kapasitesini azaltmaktır. ER 

baĢarılı olamadığı takdirde proteinler ubiquitinleneceği ve 26S proteozomları 

tarafından degredasyonu hedeflendiği ERAD (ER associated degredation) adı 

verilen süreç boyunca sitosole aktarılır (91). Eğer homeostaz tekrar kurulamaz 

ise üçüncü mekanızma hücre ölümünün tetiklenmesidir (92). 

Memeli hücreleri UPR efektörü olarak fonksiyon gösteren üç tane ER 

transmembran protein kinazı içerirler. Bunlar IRE1-α (inositol-requiring 1α), 

PERK (double stranded RNA dependent protein kinase (PKR)-like ER kinase) 

ve ATF6 (activating transcription factor 6) dır. 
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IRE1, yarı N terminal kısmı ER lümeninde yarı C terminal kısmı sitosolde 

konumlanmıĢ tip 1 transmembran proteinidir. Sitosolik bölgesi bir protein kinaz 

ve Rnase dual enzimlerinden oluĢan efektör bölgesidir. Luminal bölgesi, ER 

lümeninde katlanmamıĢ proteinlerin birikimini algıladığı zaman IRE1,bir stres 

reseptörü gibi davranır (89,90). Bu da, XBP-1 (x-box binding protein) mRNA ‘ 

sından bir parça sekansın kesilmesini tetikler (93,94) ve aktif transkripsiyon 

faktörünün sXBP-1 oluĢumunu baĢlatır (ġekil 4). Aktive olmuĢ sXBP-1 UPR’da 

görev alan ER Ģaperonların sevıyelerini düzenler.Buna ek olarak, ERAD 

mekanizmasının komponentlerini kodlayan genlerin transkripsiyonlarını 

aktifleĢtirerek ER’da protein katlanma kapasitesini arttırır (95,96). 

 

ġekil 4. XBP-1’ın aktivasyonu 

 

Diğer sensör protein PERK, IRE1’e karĢılık gelen zayıf bir homoloji 

gösteren luminal bir bölge içerir. Sitosolik bölgesi kinaz aktivitesi göstererek 

eIf2’nın (α-subunit of eukaryotic translation initiation factor 2) 

fosforilasyonunu ve inaktive edilmesini sağlar bu da protein sentez etkinliğinin 

azalması ile sonuçlanır (97,98). Bu Ģekilde ER lümenine protein birikimi 

engellenmiĢ olur. 
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PERK’in protein sentezini azaltma görevine ek olarak, UPR yolağında 

görev alan genlerin yaklaĢık üçte birinin transkripsiyonunu indükler. PERK’in 

elF2’i fosforile etmesiyle, transkripsiyon faktör 4 seçici translasyon ile aktifleĢir. 

ATF 4’de UPR yolağında görev alan hedef genlerin transkripsiyonlarını 

aktifleĢtirir (98,99,100). 

3. sensor protein ATF 6 BZiP (basic leucine zipper) transkripsiyon faktör 

bölgesinden oluĢmuĢ, sitosolik yüzeye doğru çıkıntı yapmıĢ N terminal bölgesi 

içeren tip II transmembran proteininden oluĢur. ER stresine bağlı olarak ATF6, 

ER’dan Golgi’ye COPII vezikülleri aracılığı ile taĢınır ve Golgi’de yerleĢik S1P 

(the serin protease site 1) ve S2P (metalloprotease site 2) proteazları ile 

taĢınan ATF6’dan parçalar kesilip ayrılır  (101). KesilmiĢ sitosolik bölgeler 

membrandan salınır ve ER Ģaperon ve ERAD bağımlı genleri transkripsiyonel 

olarak indüklemek için nukleusa taĢınır  (102,103). 

UPR aktivasyonundan sonra hücre döngüsü öncelikle G1 fazında 

duraklamaktadır (20). G1 fazının ilerlemesi için, bir yada birden fazla D tipi 

siklinlerin (D1,D2,D3) CDK4 veya CDK6 ile etkileĢime girerek aktive olması 

gerekmektedir, bunu siklin E ve A nın bağımsız kinaz CDK2 aktivasyonu takip 

eder. Bu sırada hücreler G1/S geçiĢindedir (21). G1 fazında duraklama ile 

indüklenen ER stresinin, D1 siklin spesifik proteinin eksikliğinin D1 siklin 

translasyonunu inhibe etmesi ile ortaya çıktığına iĢaret etmektedir (20). Son 

günlerde bildirilen baĢka bir geliĢme de UPR aktivasyonunun siklin D1’in 

oluĢumuna aracılık etmek ve hücre döngüsündeki duraklamayı ilerletmek için 

yeterli olduğu yönündedir (22).  

Stressiz koĢullarda IRE1, PERK ve ATF6 Ģaperon protein GRP78 

(Glucose-regulated protein)/BiP (Binding immunoglobulin protein)’e bağlıdır. 

2.5.3. KatlanamamıĢ proteinlerin tanınması ve ER bağımlı Ģaperonlar 

ER hücredeki protein sentezi ve transport rolünden dolayı GRP78, 

GRP94 ve Calricutilin gibi kalsiyum bağımlı moleküler Ģaperonlardan zengindir. 
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Bu Ģaperonlar protein katlanmasını sağlayan aracı molekülleri stabilize eder. 

Hatalı protein katlanmasına engel olmak için protein taĢınımı boyunca yeniden 

sentezlenen 2 yada daha fazla aminoasit içeren bileĢik madde zincirlerini 

tutarlar. 

BiP ER lümeninde en çok bulunan Ģaperondur ve ER’da protein kalite 

kontrolunun sürdürülmesinde merkezi bir rol oynamaktadır (104). BiP, HSP70 

(heat shock 70 protein) ailesinin üyesi bir ATPaz’dır ve diğer HSP70 Ģaperon 

ailesinin üyeleri gibi doğal polipeptidler ile etkileĢime girmez. ER’a transfer 

edilecek yeni sentezlenen proteine geçici olarak, glukozillenme sürecinde olan 

ve hatalı katlanmıĢ ya da katlanmamıĢ proteinlere ise kalıcı olarak 

bağlanmaktadır (105). 

Stres olmayan koĢullarda BiP  üç stres sensörü ile etkileĢimde 

bulunmaktadır, fakat ER stresine cevaben hızlıca salınır (106,107). Stres 

olmadığı koĢullarda BiP; IRE1, PERK ve ATF6’nın luminal domainlerine 

bağlanarak ER’da muhafaza edilmelerini sağlamaktadır. Ancak katlanmamıĢ 

veya hatalı katlanmıĢ proteinlerin birikimi durumunda BiP, IRE1, PERK ve 

ATF6’dan ayrılarak bu proteinlerin spontan olarak oligomerize/ dimerize 

olmasına ve kendi kendilerini fosforlayarak sonrasında da aktivasyonlarına yol 

açmaktadır (106,108) (ġekil 5). Bu yolla serbest kalan BiP ise katlanmamıĢ 

proteinler tarafından tutulur. Bip’in katlanmamıĢ bir proteine bağlanması o 

proteinin katlanmasına yardımcı olmaz ama proteini katlanmaya elveriĢli bir 

biçimde tutar (104).  

 Memeli hücrelerinde ve mayalarda yapılan çalıĢmalar, UPR indüksiyonu 

için gereken sinyalin, direk olarak katlanmamıĢ polipeptidlerin birikiminden 

değil de, katlanmamıĢ proteinler ile oluĢturdukları kompleks tarafından 

alıkonulması sonucunda ER’da serbest BiP konsantrasyonunun azalmasına 

bağlı olduğunu önerir (109). 

BiP’in IRE1 yada PERK ile birlikteliği ya da ayrılma durumu hücredeki 

aktivasyon ve baskılanma durumu ile bir hayli koralasyon gösterir (106,108). 
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Biyokimyasal kanıtlar inaktif durumda IRE1 ve PERK’in luminal bölgelerinin BiP 

ile bağlantıda olduğunu destekler (106,107). ER’da katlanmamıĢ proteinlerin 

birikimi üzerine BiP kompetetif olarak katlanmamıĢ proteinlerin ER’da yüksek 

titrasyonuna bağlı olarak IRE1 ve PERK’in luminal bölgelerinden ayrılır (106). 

BiP’in ATF6’ya bağlanması ise IRE1’de gözlendiği gibi ATF6 dimer/ 

oligodimerilerinin oluĢumunu baskılamaktan ziyade ER’den golgiye taĢınmasını 

engeller. BiP’in ATF6’nın luminal bölgesine bağlanması Golgi içinde yerleĢimli 

Golgi transport sinyalini moleküler olarak engeller bu yolla Golgi’ye transportu 

bloke eder (107). Bu sonuçlar BiP’in ER stres sensörlerinin luminal bölgesine 

bağlanarak stres ile karĢılaĢıncaya kadar inaktif durumda kalmalarını sağladığı 

ileri sürülmektedir (106,108).  

ER’de hatalı katlanmıĢ veya katlanmamıĢ protein birikimine ERAD ve 

UPR yolakları ile yanıt verilmeye çalıĢılsa da hatalı katlanmıĢ protein miktarının 

çok fazla olması strese karĢı verilen yanıtları yetersiz kılabilmektedir. Böyle bir 

durumda ER stresi apopitozu (programlı hücre ölümünü) tetiklemektedir. ER 

stresi sonunda oluĢan apopitoz hem mitokondri-bağımlı hem de bağımsız 

yolaklardan uyarılabilir (87).  
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ġekil 5. UPR’ın sinyal mekanizması 

2.5.4. Tunikamisin 

ÇeĢitli aktinomiset türlerinden izole edilen bir antibiyotik olan 

tunikamisin, diğer antibiyotiklerden farklı olarak memeliler için yüksek 

derecede toksiktir, bu yüzden antibakteriyal ajan olarak kullanılmaz (110). 

UDP-Nasetilglukozamin’den dolikol monofosfata N asetilglukozamin-1-fosfatın 

transferini inhibe ederek karbohidrat ve protein arasındaki N-glikozidik tip 

bağlanmayı bloke eder (111). Tunikamisin Post translasyonel glikozilasyonu 

inhibe etme kapasitesinden dolayı normal hücre yüzey morfolojisi  ve normal 

hücre adezyonunun korunması, sürdürülmesi, hücre yüzeyi ile iliskili 

proteinlerin salgılanması ve hücre içi transportu, virüslerin enfeksiyonu ve 

yayılması gibi çesitli olaylardaki proteinlerin N-glikozidik baglı oligosakkarit 

kısımlarının fonksiyonlarını araĢtırmada kullanılmaktadır. Bunun yanı sıra, 

geliĢen fare embriyolarında insan, fare ve sıçan myeloid lösemi hücrelerinin 

farklılaĢmasında memeli hücrelerinde mutasyona ugramıĢ olan hücrelerin 

seleksiyonunda spesifik olarak da tunikamisin kullanılmaktadır (111). 

Tunikamisin; urasil, N-asetilglikozamin (GlcNAc), eĢsiz 11-karbon 2-
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aminodiadoz Ģeker (tunicamin), ve değiĢken uzunlukda N-asil zincirinden 

oluĢmaktadır.Tunikamisinin birçok homoloğu vardır. Tunikamisin homologları, 

N-asil zincirinin değiĢik uzunlukta olmasından dolayı farklılık göstermektedir. 

Tunikamisinin bilesenleri birçok aktiviteyi paylasırken bu aktivitelerde gerekli 

olan antibiyotik miktarında da farklılık göstermektedir. Homologlarından bir 

kısmı lipidlerin N-baglı glikozilasyonunu inhibe etmek için 5 μg/ml’ ye gerek 

duyarken diğer homologları için 1-2 μg/ml bu inhibisyon için yeterli olmaktadır 

(112). Protein sentezi üzerine genel bir etkisi olmaksızın protein 

glikozilasyonunu tamamen inihibe etme yeteneğine sahip olması nedeniyle 

tunikamisin in vivo da ve biyolojik deneylerde yoğun olarak kullanılmaktadır 

(113). 

2.5.5.Tunikamisinin Apoptotik Etkisi 

Tunikamisin; bitki ve memeli hücrelerinde endoplazmik retikulum 

stresini uyararak programlanmıĢ hücre ölümüne yol açar. Tunikamisin N- baglı 

glikozilasyonu inhibe eder ve bu inhibisyon apoptozisi indükler (114). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

3.1. AraĢtırmanın tipi:  

AraĢtırma deneysel bir çalıĢmadır. 
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3.2. AraĢtımanın yeri ve zamanı:  

ÇalıĢmamız Yale Üniversitesi Kadın Doğum ve Üreme Bilimi Anabilim 

Dalı laboratuvarlarında geçekleĢtirilmiĢtir. ÇalıĢma Nisan 2010 tarihinde 

baĢlamıĢ 10 Mart 2011 tarihinde sonlanmıĢtır. 
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3.3. AraĢtırmanın evreni ve örneklemi/çalıĢma grupları: 

UPR sinyal yolağının in vitro preimplantasyon embriyo geliĢimi üzerine 

etkisine görmeyi hedeflediğimiz çalıĢmada oluĢturulan gruplar: 

I. grup Kontrol grubu: Hiç bir uygulamaya maruz kalmayan deney grubu. 

(n=6) 

II. grup Tunikamisin grubu: 0.5 µg/ml tunikamisinli medyumda inkübe edilen 

embriyo grubu. (n=6) 

III. grup Sikloheksimid grubu: 10 µg/ml sikloheksimidli medyumda inkübe 

edilen embriyo grubu. (n=6) 

UPR sinyal yolağının kısa ve uzun dönem aktivasyonunun preimplantasyon 

embriyo geliĢimine etkisini görmeyi hedeflediğimiz çalıĢmada oluĢturulan 

gruplar: 

I. grup Kontrol grubu: Hiçbir uygulamaya maruz kalmayan embriyo grubu. 

(n=12) 

II. grup kısa dönem tunikamisin grubu: 0.5 µg/ml tunikamisinli medyumda 4 

saat inkübe edilerek kontrol medyuma aktarılan embriyo grubu. (n=12) 

III. grup Uzun dönem tunikamisin grubu: 0.5 µg/ml tunikamisinli medyum 

deney sonlanıncaya kadar inkübe edilen embriyo grubu. (n=12) 

Preimplantasyon öncesi blastosistlerde dondurma (kriyoprezervasyon) ve 

çözme iĢleminin UPR sinyal yolağının aktivasyonuna etkisini gözlemek 

istediğimiz çalıĢmada oluĢturulan gruplar: 

I. grup Kontrol grubu: Hiçbir uygulamaya maruz kalmayan blastosist grubu. 

(n=35) 

II. grup Vitrıfikasyon grubu: Vitrifikasyon tekniği ile dondurulup çözülen 

blastosist grubu. (n=40) 
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III. grup YavaĢ dondurma grubu: YavaĢ dondurma çözme tekniği ile 

dondurulup çözülen blastosist grubu. (n=40) 

Oositlerde dondurma (kriyoprezervasyon) ve çözme iĢleminin UPR sinyal 

yolağının aktivasyonuna etkisini gözlemlemek istediğimiz çalıĢmada oluĢturulan 

gruplar: 

I. grup Kontrol grubu: Hiçbir uygulamaya maruz kalmayan oosit grubu. 

(n=70) 

II. grup Vitrıfikasyon grubu: Vitrifikasyon tekniği ile dondurulup çözülen oosit 

grubu. (n=60) 

III. grup YavaĢ dondurma grubu: YavaĢ dondurma çözme tekniği ile 

dondurulup çözülen oosit grubu. (n=60) 
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3.4. ÇalıĢma Materyali:  

ÇalıĢma materyali, Yale Üniversitesi Deney Hayvanları 

laboratuvarlarından temin edilen C57BL/6 suĢuna ait farelerden elde edilen 

oosit ve embriyolardır. ÇalıĢmamız süresince Yale Üniversitesi Etik Kurul 

kararlarına uyuldu. ÇalıĢmada kullanılan 6 haftalık C57BL/6 diĢi ve 10 haftalık 

C57BL/6 erkek fareler Yale Üniversitesi Deney Hayvanları Bölümü’nden 

sağlandı. Bu suĢ çalıĢmamızla ilgili literatür ile uyumlu olmasından dolayı 

seçilmiĢtir. Tüm hayvanlar deneyler sonlanıncaya kadar Deney Hayvanları 

Labartuvarlarında 12 saat aydınlık, 12 saat karanlık 20-22 ˚C oda sıcaklığında 

barındırıldı. Bu çalıĢmada kullanılan fareler eter anestezisi uygulamasını 

takiben servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi. 
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3.5. AraĢtırmanın değiĢkenleri 

AraĢtırmada kontrol gruplarına herhangi bir iĢlem uygulanmamıĢtır. Ġlk 

deneyimizde, grup 2 deki embriyolar tunikamisinli, grup 3’teki embriyolar 

sikloheksimidli medyumda inkübe edilmiĢlerdir. Ġkinci deneyimizde grup 2’deki 

embriyolar  4 saat grup 3’teki embriyolar 72 saat boyunca tunikamisinli 

medyumda tutulmuĢlardır. Üçüncü deneyimizde grup 2 ve grup 3 embriyoları 

blastosist aĢamasına kadar getirilerek grup 2 vitrifikasyon, grup 3 ise yavaĢ 

dondurma tekniği ile dondurulup çözülmüĢtür. Dördüncü deneyimizde de grup 

2 oositler vitrifikasyon grup 3 oositler yavaĢ dondurma tekniği ile dondurulup 

çözülmüĢlerdir. 
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3.6. Veri toplama araçları 

3.6.1. AraĢtırmada kullanılan demirbaĢ malzemeler 

AraĢtırmada toplanan oositlerin ve iki hücreli embriyoların inkübasyonu 

için inkübator, gametlerin manipulasyonu esnasında gerekli olan sıcak tablalı 

stereomikroskop, immünofloresan, western blot ve RT-PCR deneyleri için 

otomatik mikropipetler kullanılmıĢtır.  

3.6.2. AraĢtırmada kullanılan yöntemler 

3.6.2.1 C57BL/6 farelerden in vivo 2- hücreli embriyoların elde edilmesi ve 

Blastosist Kültürü  

6 haftalık C57BL/6 farelere 7.5 IU PMSG (Folligon, Sigma–Aldrich) ve 

46-48 saat sonra da farelerin kendi fizyolojik LH  pikleri oluĢmadan hCG 

(Chorulon, Sigma–Aldrich) enjeksiyonu intrapertoneal olarak yapılarak 

superovule edildi. hCG enjeksiyonunu takiben çiftleĢmenin sağlanması için 6 

haftalık diĢiler 10 haftalık erkekler ile aynı kafese konuldu. Ertesi sabah 

çiftleĢmenin etkinliğini gözlemlemek için vaginal plak kontrolü yapıldı. hCG 

enjeksiyonundan 36 saat sonra diĢi fareler eter anestezisi altında servikal 

dislokasyon ile sakrifiye edildi. Oviduktlar disseke edildikten sonra 1.0mg/mL 

bovine serum albumin(BSA) eklenmiĢ HEPES’li Quinn’s® Advantage Medyuma 

aktarıldı. Stereomikroskop altında ovidukt enjektör yardımı ile parçalanarak 2-

hücreli embryoların serbest kalması sağlandı. UPR sinyal yolağının in vitro 

preimplantasyon embriyo geliĢimi üzerine etkisi gözlemek istediğimiz 

çalıĢmada hCG enjeksiyonundan 46 saat sonra toplanan 2-hücreli embriyolar 

Quinn’s® Advantage Cleaveage medyuma alınarak gruplara ayrıldı ve tedaviye 

baĢlandı. i) kontrol n=6, ii) UPR tetikleyicisi tunikamisin (0.5 µg/ml) (Sigma- 

Aldrich St. Louis MO, USA) n=6, iii) genel protein sentezi inhibitörü 

sikloheximid (10 µg/ml) ) (Sigma- Aldrich St. Louis MO, USA) n=6,  hCG 

enjeksiyonundan 68 saat sonra kültür ortamındaki embriyolar gruplara göre 

hazırlanan i) kontrol n=6, ii) tunikamisin (0.5 µg/ml) n=6, iii) sikloheximid (10 
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µg/ml) n=6 HEPES’li Quinn’s® Advantage Blastosist medyuma aktarılarak 

tekrar inkübatöre kaldırıldı gün gün ayrı gruplardaki embriyolar Grillo ve ark.’ 

nın derecelendirme sistemi kullanılarak  karĢılaĢtırıldı. UPR sinyal yolağının kısa 

ve uzun dönem aktivasyonunun preimplantasyon embriyo geliĢimine etkisini 

araĢtırmak istediğimiz çalıĢmada ise, i) kontrol n=12, ii) kısa dönem 

tunikamisin n=12, iii) uzun dönem tunikamisin n=12   olmak üzere üç farklı 

grup oluĢturuldu. YetmiĢ iki saatlik deney sonunda blastosist aĢamasına gelen 

embriyolar Grillo ve ark.’ nın derecelendirme sistemi kullanılarak  karĢılaĢtırıldı 

(115). XBP1 ve sXBP-1 ve β-aktin mRNA düzeyleri  RT-PCR tekniği ile 

incelenmek üzere blastositler gruplarına göre ayrı ayrı RNAqueous Microkit 

(Ambion, Austin, TX)’ine ait 100 µl lizis buffer içine konuldu. Preimplantasyon 

öncesi blastosistlerde dondurma (kriyoprezervasyon) ve çözme iĢleminin UPR 

sinyal yolağının aktivasyonuna etkisini araĢtırmak için yapılan deneylerde 

yukarıda anlatıldığı gibi toplanan 2 hücreli embriyolar mineral yağ ile 

kaplanmıĢ HEPES’li medium ile yıkandıktan sonra cleavage medyuma 

aktarılarak inkubatöre (6% CO2:5% O2:89% N2) kaldırıldı. hCG 

enjeksiyonundan 68 saat sonra kültür ortamında 8 hücreli yada morula 

safhasına ulaĢan embriyolar blastosist medyuma aktarılarak tekrar inkubatöre 

kaldırıldı. hCG enjeksiyonundan 96 saat sonra blastosist aĢamasına gelen 

embriyoların bir kısmı deney gruplarına göre üç gruba ayrıldı. i)Kontrol  

(DondurulmamıĢ) (n=25), ii)YavaĢ Dondurma (n=35), iii)Vitrifikasyon (n=35). 

3.6.2.2. C57BL/6 farelerden oositlerin elde edilmesi: 

6 haftalık C57BL/6 fareler 7.5 IU PMSG (Folligon, Sigma–Aldrich) ve 46-

48 saat sonra da farelerin kendi fizyolojik LH  pikleri oluĢmadan hCG 

(Chorulon, Sigma–Aldrich) enjeksiyonu intraperitoneal olarak yapılarak 

superovule edildi. hCG enjeksiyonundan 13 saat sonra fareler servikal 

dislokasyon ile sakrifiye edildi . Oviduktların ampullar bölgesi disseke 

edildikten sonra 1.0mg/mL bovine serum albumin(BSA) eklenmiĢ HEPES’li 

Quinn’s® Advantage Medyuma aktarıldı. Kumulus-oosit kompleksi 

stereomikroskop altında oviduktın ampulla bölgesi yırtılırak elde edildi. Oositler 
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hyalurinidaz (SAGE,In Vitro Fertilization Inc. Trumbull, CT, USA) ve cam pipet 

yardımıyla mekanik ayırma ile kumulus hücrelerinden temizlendi. Çıplak 

oositler 37 dereceye ayarlanmıĢ stereomikroskop tablasında mineral yağ ile 

kaplanmıĢ HEPES’li medium ile yıkandı ve deneyleri beklemek üzere inkübatöre 

(6% CO2:5% O2:89% N2) yerleĢtirildi. 

3.6.2.3. Oositlerin ve Blastosistlerin Dondurulması ve Çözülmesi 

60 adet oosit, embriyo dondurma medyum kiti (Irvine Scientific, Santa 

Ana, CA, USA) ile kitin yavaĢ dondurma protokolü uygulanarak donduruldu. 

Diğer 60 oosit ise Vitrifikasyon kiti (SAGE Media, Trumbull, CT, USA) ile kitin 

protokolü doğrultusunda vitrifiye edildi ve direk olarak sıvı nitrojene konuldu. 

YavaĢ dondurma tekniği uygulanan oositler programlı dondurucuya analog 

olarak soğutulurak sıvı nitrojene aktarıldı. Ġki ayrı grupta bulunan oositler de 1 

hafta süreyle sıvı nitrojen tankında saklandı. 1 haftanın sonunda yavaĢ 

dondurulan oositler embriyo warming  kit (Irvine Scientific, Santa Ana, CA, 

USA) ile, vitrifiye edilen oositler de vitrifikasyon çözme kiti (SAGE Media, 

Trumbull, CT, USA) ile çözüldü. Her iki gruba ait çözülen oositler uygulanacak 

prosedürlerin uygunluğuna gore gerekli solüsyonlara alındı. YavaĢ dondurma 

ve vitrifikasyon için elde edilen 25’er blastosist ise oositler ile aynı teknikler 

kullanılarak fakat blastosistler için özel üretilen dondurma medyumları (yavaĢ 

dondurma çözme; Irvine Scientific, Santa Ana, CA, USA, vitrifikasyon ve 

çözme için ise Vitrolife, Göteborg, Sweden) ile dondurma ve çözme iĢlemi 

uygulandı.  

3.6.2.4. Ġmmünofloresan Tekniği 

Dondurulup çözülen oosit/embriyolar öncelikle %4’lük paraformaldehid 

ile oda sıcaklığında 10 dakika fikse edildikten sonra PBS içinde %2’lik normal 

keçi-at serumunda (Vector Labs, Burlıngame, CA) hazırlanmıĢ yıkama 

solusyonunda (Tablo 1) 3 defa 5’er dakikalık yıkama aĢamalarından geçirildi ve 

arkasından bloklama için aynı solusyon içinde 37˚C’de inkübe edildi. Oosit ve 

embriyolar 1/100 dilüsyonda hazırlanmıĢ anti-PERK ve GRP78 (Cell Signaling 
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Technology, Beverly, MA, USA) antikorları ile 1 saat boyunca oda sıcaklığında 

inkübe edildikten sonra tekrar 3 defa 5’er dakikalık yıkama aĢamalarından 

geçirildi. Yıkamanın ardından, 1/1000 dilusyonda  flouresan iĢaretli anti-tavĢan 

sekonder antikor (Vector Labs, Burlingame, CA) ile oda sıcaklığında 1 saat 

inkübe edilen oosit ve embriyolar 3 defa 5’er dakikalık yıkama aĢamalarından 

geçirildikten sonra  Poly-L-lysinli lam üstünde DAPĠ’li kapatma solusyonu 

kullanılarak mikroskop altında incelendi. 

Tablo 2. Yıkama solusyon içeriği ve miktarları  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.6.2.5. Western Blot Tekniği 

Kontrol, yavaĢ dondurma ve vitrifikasyon gruplarına ait oosit ve 

embriyolar Western Blot analizleri ile değerlendirildi. Oosit ve embriyolar 

çözme sonrası 5 µl PBS ve 5 µl liziz buffer karıĢımına konularak -80’e kaldırıldı. 

Deney günü buzun içinde çözdürülen oosit/embriyolar 100˚C’de kaynatıldı ve 

5 dakika buzun üzerinde soğumaları beklendi. Örnekler; +4’te, 12000 rpm’de, 

5 dakika santrifüj iĢleminden geçirildikten sonra, %7’5 luk SDS jeline 

yüklenerek 55 volt’da 15 dakika, 179 volt’ta 60 dakika olmak üzere 

Sodyum asitli PBS 

500ml 

Yağsız kuru süt 

1 g 

Normal Goat Serum (Vector s-1000) 

10ml 

Bovine Serum albumin (BSA) 

(Sigma-A9647-100G) 5g 

Glisin (Merk 118478) 

3.75g 

Triton (Sigma T-8787) (%10 stok) 

0.5ml 
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elektroforez edildi. Jele yüklenen proteinler, 32V’DA gece boyu +4’de 

Nitroselüloz membrana elektoforetik cihazla transfer edildiler. Protein yüklü 

membranlar %0.1’lik Tween-TBS( T-TBS) te yağsız kuru süt kullanılarak 

hazırlanan solusyonda bloklama iĢleminden geçirildikten sonra, T-TBS 

solusyonunda hazırlanmıĢ 1/1000 dilusyonda GRP78 (78 kDa) (Cell Signaling 

Technology, Beverly, MA, USA)  antikoru ile +4’te gece boyu inkübe edildiler. 

6 kere 5 dakikalık T-TBS solusyonunda yıkandıktan sonra 1/5000 dilüsyon 

kullanılarak HRP-konjuge goat anti-rabbit sekonder antikorunda 1 saat oda 

sıcaklığında inkübasyona bırakıldılar. Tekrar 6 kere 5 dakikalık yıkamadan 

sonra kemiluminesans deteksiyon solusyonunda 1 dakikalık inkübasyonun 

ardından kasete yerleĢtirilerek örneklerin sinyalleri 15 dakika sonunda film 

üzerinde değerlendirildi. Aynı membran strip edilmeden 1 saat oda sıcaklığında  

β-actin antikoru ile inkübe edilip yıkama aĢamasından geçirildikten sonra aynı 

Ģekilde film üzerinde görüntüsü alındı. Görüntülenen GRP78/BiP bantları her 

grubun kendine ait β-actin bandı ile normalize edilerek karĢılaĢtırıldı. 

3.6.2.6. Reverse trankripsiyon PCR Tekniği 

Deney sonrası her gruptaki oosit/embriyolar RNAqueous Microkit 

(Ambion, Austin, TX)’ine ait 100 µl lizis buffer  içine kondu. RNAqueous 

Microkit (Ambion, Austin, TX) ’deki talimatlara uyulurak total RNA oosit ve 

embriyolardan elde edildi. Elde edilen RNA, genomik DNA kontaminasyonu 

DNase1(Ambion) kullanılarak uzaklaĢtırıldı. Elde edilen RNA’in kalitesi ve 

konsantrasyonu 260 ve 280 nm’de absorbans ölçülerek saptandı. 

Amplifikasyonlar, ilk olarak uygulanan 94 ˚C’de denaturasyon sonrasında, 20 

µl’lik 1X PCR buffer(Roche) her biri için 0.125 mM dNTP, her primer için 0.5 

µM , ve 2 birim SuperTaq polimeraz hacminde, 10 siklus 92°C/30 s, 65°C/20 s 

(-1°C siklus baĢına), ve 72°C/1 dakika kilobaz baĢına ve sonra 25 siklus  

92°C/30 s, 55°C/20 s, ve en son 72°C/1 dakika olmak üzere 35 siklusta 

gerçekleĢtirildi. Semi-quantatif RT-PCR GRP78/BiP’in spesifik formu, XBP1’ın 

spliced ve unspliced spesifik formu ve internal kontrol olarak β-actin primerleri 

kullanılarak gerçekleĢtirildi. Amplifikasyonda kullanılan primerler:  fare 
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GRP78/BiP, 5’-AGTGGTGGCCACTAATGGAG-’3, ve 5’-

CAATCCTTGCTTGATGCTGA-‘3 fare XBP1, 5’-ACACGCTTGGGAATGGACAC-’3, 

ve, 5’ CCATGGGAAGATGTTCTGGG’3; ve fare β-aktin 5’- 

CGGATGTCAACGTCACACTT-’3, ve 5’- TGCGTGACATCAAAGAGAAG-’3. PCR 

ürünleri ve moleküler ağırlık belirteci 10 mg/ml ethidium bromid içeren BiP ve 

β-aktin için %1.5 luk ve XBP-1 için%3.5’luk agaroz jelde yürütüldü ve 

ultraviolet ıĢık altında görüntülendi. Her bandın intansitesi her örneğin β-aktin 

bandı ile normalize edildi ve değerler örnekler arasında semi-quantatif Ģekilde 

karĢılaĢtırıldı. 
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3.7. AraĢtırma planı ve takvimi 

Deneysel çalıĢma 

Nisan-Mayıs 2010 

 

Deneysel materyallerin toplanması 

Mayıs- Ağustos 2010 

 

Tekniklerin uygulanması: 

Eylül 2010- Ocak 2011 

 

Sonuçların değerlendirilmesi: 

ġubat-Mart 2011 

 

Ġstatiksel değerlendirme 

Mart 2011 

 

Tez yazımı: 

Mart-Nisan 2011 
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3.8. Verilerin Değerlendirilmesi 

Deneylerimizde preimplantasyon embriyoların geliĢimi Grillo ve ark.’ nın 

skorlama sistemi ile skorlanmıĢ ve değerlendirilmiĢtir. Ġmmünofloresan 

deneyimiz sonunda preperatlar immünofloresan mikroskop altında 

değerlendirilmiĢlerdir. Western blot sonuçları Komogorov-Smirnov testine göre 

oluĢturulmuĢtur. Deney grupları arasındaki istatiksel hesaplamalar SigmaPlot 

ile gerçekleĢtirilmiĢtir (version 11.0). 
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3.9. AraĢtırmanın sınırlılıkları 

AraĢtırma planlanan doğrultuda ilerlemiĢ, herhangi bir sınırlılık durumu 

ortaya çıkmamıĢtır. 
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3.10. Etik Kurul Onayı 
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4. BULGULAR 

4.1. UPR sinyal yolağının in vitro preimplantasyon embriyo geliĢimi üzerine 

etkisi 

UPR sinyal yolağının preimplantasyon embriyo geliĢimi üzerindeki 

rolünü araĢtırmak amacıyla ER stres molekülleri in vitro ortamda uyarıldı. Bu 

amaçla hCG enjeksiyonunu takip eden 46. saatte C57BL/6 diĢi farelerin tuba 

uterina bölgesinden toplanan iki hücreli embriyolar kontrol, tunikamisin ve 

sikloheksimid gruplarına rastgele ayrıldı. Her gruba ait embriyolar iki hücreli 

aĢamada toplanıp 24 saat aralıklarla Grillo ve ark.nın kriterlerine  göre 

skorlanarak değerlendirildi. Deney gruplarındaki embriyolar eĢit sayıda (altı 

embriyo) ve aynı kalitede idi (ġekil 6A-C).  Preimplantasyon üçüncü gün 

kontrol grubu embriyoları embriyonik geliĢim sürecine uygun olarak 

kompaksiyon evresinde gözlendi (ġekil 6D). Tunikamisin grubu embriyolarıda 

kompaksiyon evresinde olup kontrol embriyolarıyla benzer morfolojik kalitede 

gözlendi (ġekil 6E). Sikloheksimid grubu embriyolarının ise üçüncü günde 

hücre bölünmesine gitmediği ve hala iki hücreli aĢamada oldukları gözlendi 

(ġekil 6F). 

Preimplantasyon dördüncü gün kontrol grubu embriyoları iç hücre 

kitlesi ve dıĢ hücre kitlesi (trofoektoderm) belirgin olarak ayırt edilebilecek 

düzeye ulaĢmıĢ blastosistlerden oluĢmaktaydı (ġekil 6G). Buna karĢın, 

tunikamisin grubu embriyolarının bir kısmı hala kompaksiyon aĢamasında 

nisbeten daha koyu sitoplazmalı görünüme sahip blastomerlerden 

oluĢmaktaydı. Geriye kalan tunikamisin grubu embriyoları ise blastosist 

açamasına geçemeden dejenere oldukları gözlendi (ġekil 6H). Dördüncü gün 

sikloheximid grubu embriyolarının ise halen iki hücreli blastomer aĢamasında 

olduğu ve yoğun bir hücresel dejenerasyon sürecinde oldukları gözlendi (ġekil  

6Ġ). 
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ġekil 6.  Preimplantasyon embriyo geliĢimine tunikamisinin ve sikloheksimidin etkisi. 

hCG enjeksiyonunu takip eden 46. saatte deneye baĢlanan 2-4 hücreli kontrol (A), 

tunikamısin (B) ve sikloheximidle (C) uyarılan embriyolar görülmekte. 3 gün kontrol 

(D), tunikamisin (E), sikloheksimid (F) gruplarına ait embriyoların preimplantasyon 

aĢamaları gölülmekte. 4.günde blastosist aĢamasına gelen kontrol embriyolar (G) 

tunikamisin grubunda dejenere embriyolar (H) ve Sikloheksimid grubundaki 2 hücreli 

aĢamadaki dejenere olan embriyolar izlenmekte (Ġ). 

 

 

4.2. UPR sinyal yolağının kısa ve uzun dönem aktivasyonunun 

preimplantasyon embriyo geliĢimine etkisi 
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Kısa ve uzun dönem ER stresinin preimplantasyon embriyolar 

tarafından geliĢim sürecinde tolere edilip edilemiyeceğini araĢtırmak için iki 

hücreli embriyolar kontrol, kısa dönem ve uzun dönem tunikamisin ile 

uyarılarak üç grupta incelendiler. Kısa dönem tunikamisin grubu embryoları 4 

saat tunikamisinli medyada kalıp akabinde kontrol medyumuna aktarıldı. Uzun 

dönem tunikamisin grubu embryoları ise deney boyunca sürekli tunikamisinli 

medyumda inkübe edildi. Kontrol grubundaki embriyoların blastosist oluĢma 

yüzdesi %100 olarak gerçekleĢti (ġekil 7A). Diğer taraftan, tunikamisinli 

medyumda 4 saat tutulan embriyoların kontrol grubu embriyolarıyla 

kıyaslandığında  blastosist geliĢme yüzdesinin sadece %33, geriye kalan 

embriyoların ise dejenerasyon sürecinde olduğu saptandı (ġekil 7B). Uzun 

dönem tunikamisine maruz bırakılan embriyoların hepsi blastosist aĢamasına 

ulaĢamadan ilk deneyimiz ile uyumlu olarak dejenere oldukları gözlendi (ġekil 

7C). 

Tunikamisinin kısa dönem ve uzun dönem uyarılması sonucu 

preimplantasyon embriyolarında ortaya çıkan etkinin ER stres moleküleri 

aracılığıyla gerçekleĢip gerçekleĢmediğini araĢtırmak amacıyla 72 saatlik 

inkübasyonun sonunda toplanan embriyolarda XBP-1 ve sXBP-1’nın mRNA 

seviyeleri RT-PCR tekniği ile tespit edildi (ġekil 7D). RT-PCR sonuçlarına göre, 

uzun dönem tunikamisin uygulaması sonucunda embryolarda sXBP-1 mRNA 

düzeyinin kontrol ve kısa dönem tunikamisin uygulamasına maruz kalmıĢ 

embriyolara göre anlamlı düzeyde yüksek olduğu gözlendi (ġekil 7D). Uzun 

dönem tunikamisinin etkisi ile artan sXBP-1 mRNA seviyesi β-aktine normalize 

edildikten sonra kontrol grubuna göre 30 kat ve kısa dönem tunikamisin 

uyarısı alan embriyo grubuna göre 15 kat olduğu saptandı (ġekil 7D). Buna 

ilaveten, kısa dönem tunikamisin ile inkübe edilip akabinde kontrol 

medyumuna aktarılan embriyolarda ise β-aktinle normalize edilen sXBP-1 

seviyesi kontrolle kıyaslandığında 2 kat daha yüksek oranda saptandı (ġekil 

7D). XBP-1 mRNA seviyesinin ise uzun dönem tunikamisin ile inkübe edilen 

embriyolarda, kontrol ve kısa dönem tunikamisin ile uyarılmıĢ embriyolara 
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kıyasla anlamlı düzeyde azaldığı gözlendi. Bununla birlikte kısa dönem 

tunikamisin grubu embriyolarında XBP-1 mRNA seviyesinin kontrole göre 

azaldığı saptandı (ġekil 7D). 

  

ġekil 7  Kısa ve uzun dönem tunikamisin preimplantasyon embriyo geliĢimine 

etkisi. 72 saat sonunda Kontrol grubuna ait blastosistler (A) Kısa dönem tunikamisin 

(4 saat) grubuna ait blastosistler ve dejenere embriyolar (B). Uzun dönem 

tunikamisin (72 saat) grubuna ait dejenere embriyolar (C) izlenmekte. 72 saatlik 

deney sonunda gruplar arasında XBP-1, s-XBP-1 ve β-actin mRNA seviyelerinin RT-

PCR ile incelenmesisi (D). Kontrol, kısa ve uzun dönem tunikamisin grubu 

embryolarındaki XBP-1 ve sXBP-1 mRNA seviyeleri gözlenmekte (D). K, kontrol; T4, 

kısa dönem tunikamisin; T72, uzun dönem tunikamisin.  
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4.3. Preimplantasyon öncesi blastosistlerde dondurma (kriyoprezervasyon) ve 

çözme iĢleminin UPR sinyal yolağının aktivasyonuna etkisi 

Günümüzde çok yaygın olarak YÜT’te kullanılan dondurma çözme 

tekniği ile elde edilen blastosistlerde implantasyon ve canlı doğum 

parametreleri çok düĢük oranlardadır. Vitrifikasyonla bu oranın arttırabilir 

olduğuna dair bir çok data ve çalıĢma bulunsa da, bu oran hala önemli 

derecede düĢüktür. Bu nedenle blastosist aĢamasına kadar in vitro ortamda 

kültüre edilen fare embriyoları dondurulup çözüldükten sonra kontrol, 

vitrifikasyon ve yavaĢ dondurma olmak üzere üç grupta ER stres belirteci 

BiP’in seviyesi immünofloresan boyama ile kıyaslandı. YavaĢ dondurma tekniği 

ile dondurulup çözülen blastosistlerde BiP immunoreaktivitesinin kontrol ve 

vitrifikasyon gruplarındaki blastosistlerle kıyaslandığında en yüksek seviyede 

olduğu gözlendi (ġekil 8). Vitrifikasyon ile dondurulup çözülen blastosistlerde 

ise BiP ekspresyonu kontrole göre daha yüksek yavaĢ dondurma grubuna göre 

düĢük olarak saptandı (ġekil 8).  
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ġekil 8. Kontrol (dondurulmamıĢ), vitrifikasyon ve yavaĢ dondurma teknikleri ile 

dondurulup çözülen blastosistlerde BiP immünoreaktivitesi. I. Kolon resimler DAPI 

nuklear boyaması; II. Kolon resimler BiP immunoreaktivitesi; III. Kolon resimler DAPI 

ve BĠP’i birlikte göstermektedir. KONT: Kontrol; VIT: Vitrifikasyon; YD;YavaĢ 

dondurma 

 

Ġmmünofloresan iĢaretlememize ilaveten kontrol, vitrifikasyon ve yavaĢ 

dondurma gruplarındaki blastosistlerde, Western blot tekniği ile de BiP’in 

hücrelerdeki seviyesine bakıldı. Bip seviyesi, immünofloresan tekniği ile 

uyumlu olarak en yüksek yavaĢ dondurma grubunda saptandı (ġekil 9). 

Vitrifikasyon grubundaki blastosistlerde ise BiP ekspresyonu kontrole göre 
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anlamlı düzeyde artıĢ gösterirken, yavaĢ dondurma grubuna kıyalasa daha 

düĢük düzeydedi (ġekil 9). 

 

 

ġekil 9. Kontrol (dondurulmamıĢ), vitrifikasyon ve yavaĢ dondurma teknikleri ile 

dondurulup çözülen blastosistlerde BiP protein seviyesinin Western blot ile 

gösterilmesi. Grafik Vitrifikasyon ve yavaĢ dondurma gruplarındaki blastosistlerde BiP 

protein seviyesinin kontorle göre sırasıyla 2 kat ve 15 kat arttığı göstermektedir. K, 

kontrol; VIT, vitrifikasyon; YD,yavaĢdondurma-çözme.  

 

Bu deneylere ilaveten dondurulup çözülen blastosistlerde, ER stresin 

etkisinin mRNA düzeyine yansıyıp yansımadığını araĢtırmak için, BiP, sXBP-1 

ve XBP-1’ın mRNA düzeyleri RT-PCR tekniği ile analiz edildi. Kontrol 

(dondurulmamıĢ), vitrifikasyon ve yavaĢ dondurma grupları BiP mRNA seviyesi 

açısından kıyaslandığında, yavaĢ dondurma-çözme iĢlemine maruz kalan 

blastosistler en yüksek BiP mRNA seviyesine sahipti (ġekil 10A). Ayrıca, 

Western blot sonuçlarınına paralel olarak vitrifikasyon tekniği ile dondurulup 

çözülen blastosistlerde ise, BiP mRNA düzeyinin kontrole göre daha yüksek, 
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yavaĢ dondurma-çözme grubundaki blastasistlere göre daha düĢük olduğu 

gözlendi (ġekil 10A). Kontrol, vitrifikasyon ve yavaĢ dondurma-çözme iĢlemine 

maruz kalan embriyolar XBP-1’ın aktif formu olan sXBP-1 mRNA seviyesi 

açısından kıyaslandığında, vitrifikasyon ve yavaĢ dondurma-çözme 

gruplarındaki blastosistlerde kontrol grubuna göre anlamlı düzeyde artan 

sXBP-1 mRNA seviyesi saptandı (ġekil 10B).  

 

ġekil 10. Vitrifikasyon ve yavaĢ dondurma tekniği ile dondurulup çözülen 

blastosistlerde BiP, XBP-1 ve sXBP-1 mRNA seviyesinin RT-PCR tekniği ile 

gösterilmesi. Grafikler kontrol, vitrifikasyon ve yavaĢ dondurma-çözme gruplarındaki 

blastotislerin BiP mRNA (A), XBP-1 mRNA ve sXBP-1 mRNA seviyesinin β-aktin 

mRNA’sına normalize edilmiĢ seviyelerini göstermektedir (B). K, kontrol; VIT, 

vitrifikasyon; YD, yavaĢ dondurma-çözme.  
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4.4. Olgun oositlerde dondurma (kriyoprezervasyon) ve çözme iĢleminin UPR 

sinyal yolağının aktivasyonuna etkisi 

Dondurulup çözülen oositlerin fertilizasyon kapasitesi ve daha sonraki 

aĢamalarda sağlıklı blastosist oluĢturma ve implante olma oranları çok 

düĢüktür. Oositlerde dondurup çözme tekniğinin baĢarısını sınırlandıran 

nedenlerden bir tanesi, bu süreç boyunca oosit endoplazmik retikulumunda 

oluĢturabileceği stres moleküllerinin aktivasyonu olabilir. Stres moleküllerinin 

aktivasyonunu araĢtırmak için farelerin tuba uterinasının ampullar bölgesinden 

toplanan oositler kontrol (dondurulmamıĢ), vitrifikasyon ve yavaĢ dondurma 

dondurup-çözme iĢlemini takiben ER stresi üzerine etkilerini belirlemek 

amacıyla BiP antikoru ile immünofloresan boyama tekniği ile iĢaretlendi. YavaĢ 

dondurma ve vitrifikasyon tekniği ile dondurulup çözülen oositlerde BiP 

immunoreaktivitesinin kontrol grubundaki  oositlerle  kıyaslandığında daha 

yüksek bir immünofloresan sinyali verdikleri gözlendi (ġekil 11). Vitrifikasyon 

ile dondurulup çözülen oositler ise yavaĢ dondurma grubu ile kıyaslandığında 

benzer bir BiP immunofloresan Ģiddetine sahipti (ġekil 11). 
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ġekil 11. Kontrol (dondurulmamıĢ), vitrifikasyon ve yavaĢ dondurma teknikleri ile 

dondurulup çözülen oositlerde BiP immüno reaktivitesi. I. Kolon resimler DAPI nuklear 

boyaması; II. Kolon resimler BiP immunoreaktivitesi; III. Kolon resimler DAPI ve BĠP’i 

birlikte göstermektedir. KONT: Kontrol; VIT: Vitrifikasyon; YD;YavaĢ dondurma 
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Immünofloresan tekniğine ek olarak kontrol, vitrifikasyon ve yavaĢ 

dondurma gruplarındaki oositlerde, Western blot tekniği ile de BiP protein 

düzeyine bakıldı. BiP seviyesi en yüksek vitrifikasyon tekniği ile dondurulup 

çözülen oositlerde saptandı (ġekil 12). YavaĢ dondurma grubundaki oositlerde 

de BiP ekspresyonu kontrole göre anlamlı düzeyde artıĢ gösterirken, 

vitrifikasyon grubundaki oositler ile kıyaslandığında bir fark gözlenmedi (ġekil 

12). 

 

 

ġekil 12. Kontrol (dondurulmamıĢ), vitrifikasyon ve yavaĢ dondurma teknikleri 

ile dondurulup çözülen oositlerde BiP protein seviyesinin Western blot tekniği ile 

gösterilmesi. Vitrifikasyon ve yavaĢ dondurma-çözme gruplarındaki oositlerde kontrol 

grubundaki oositlere oranla daha fazla BiP seviyesi gözlendi. Grafik, vitrifikasyon ve 

yavaĢ dondurma-çözme gruplarının kontrole göre anlamlı artıĢı göstermekte. K, 

kontrol; VIT, vitrifikasyon; YD, yavaĢ dondurma-çözme. 



61 

 

Dondurma-çözme iĢlemi sonrası protein düzeyinde ortaya çıkan ER 

stresin etkisinin oositlerin mRNA düzeylerine de yansıyıp yansımadığını 

araĢtırmak için, BiP, XBP-1 ve sXBP-1’ın mRNA düzeyleri RT-PCR tekniği ile 

analiz edildi. Kontrol (dondurulmamıĢ), vitrifikasyon ve yavaĢ dondurma 

gruplarındaki oositler, BiP mRNA seviyesi açısından kıyaslandığında, yavaĢ 

dondurma-çözme ve vitrifikasyon iĢlemlerine maruz kalan oositler arasında BiP 

mRNA seviyesi açısından anlamlı bir fark bulunamadı (ġekil 13A). Diğer 

taraftan, her iki dondurma grubuna ait oositlerin kontrol grubu oositlerine 

oranla daha yüksek bir BiP mRNA seviyesine sahip oldukları gözlendi (ġekil 

13A). Kontrol, vitrifikasyon ve yavaĢ dondurma-çözme iĢlemine maruz kalan 

oositler, XBP-1’ın aktif formu olan sXBP-1 mRNA seviyesi açısından 

kıyaslandığında ise, vitrifikasyon ve yavaĢ dondurma-çözme gruplarındaki 

oositler birbirleri ile kıyaslandığında anlamlı bir fark gözlenmezken, kontrol 

grubu ile kıyaslandığında ise sXBP-1 mRNA seviyesinde artıĢ saptandı (ġekil 

13B). 
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ġekil 13. Vitrifikasyon ve yavaĢ dondurma tekniği ile dondurulup çözülen oositlerde BiP (A), 

XBP-1 ve sXBP-1 mRNA seviyesinin RT-PCR tekniği ile gösterilmesi (B). Grafikler kontrol, vitrifikasyon 

ve yavaĢ dondurma-çözme gruplarındaki oositlerin BiP (A), XBP-1 ve sXBP-1 mRNA seviyesinin β-

aktin mRNA’sına normalize edilmiĢ seviyelerini göstermektedir (B). K, kontrol; VIT, vitrifikasyon; YD, 

yavaĢ, dondurma-çözme. 
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5. TARTIġMA 

UPR, ER’da yeni sentezlenmiĢ katlanmamıĢ proteinlerin ve katlama 

kapasitesindeki dengesizliğe cevap olarak geliĢen adaptif bir mekanizmadır. Strese 

neden olan bir çok farklı faktör ve fizyolojik Ģartlar ER’da katlanmamıĢ protein 

birikimine neden olabilir ve UPR yolağındaki ER yerleĢimli transmembran proteinleri 

indükleyebilir (117,118). Bugünlerde ER stresinin nörodejenaratıf hastalıklar (119, 

120), bipolar bozukluk (121,122), diabetes mellitus (123, 124), inflamasyon (125, 

126) ve iskemi (127, 128) gibi bir çok hastalıkta rol aldığı iyi bilinmektedir. Bu 

geliĢmelere rağmen ER stresinin gametler ve embriyo geliĢimi üzerindeki biyolojik 

rolü hakkında fazla kaynak bulunmamaktadır.  

Bizim çalıĢmamızda, ilk basamak olarak ER stresinin preimplantasyon 

embriyo geliĢimine etkisinin değerlendirilmesi için vivo kaynaklı iki hücreli 

embriyoların in vitro kültürleri yapılmıĢtır. Bizim çalıĢmamız ER stresinin, BiP-IRE1-

XBP1 yolağının aktivasyonu ile preimplantasyon embriyo geliĢimi üzerinde negative 

etkisinin olduğuna dair ilk kanıtı sağlamıĢtır.  

ÇalıĢmamızda in vivo kaynaklı iki hücreli embriyolar pre-implantasyon 

embriyo geliĢimi sırasındaki BiP-IRE1-XBP-1 kaskadını açığa çıkarmak için ER stress 

baĢlatıcısı olan tunikamisin ile inkübe edilmiĢtir. Her 24 saatte bir embriyolar 

yukarıda belirtililen Grillo ve ark.’ın (115) skorlama sistemine göre skorlanarak 

değerlendirilmiĢtir. Ġlginç olarak üçüncü günde tunikamisin ve kontrol grupları 

arasında kompaksiyon evresi skorlandığında fark gözlenmemiĢtir (Ģekil 6, A,B). 

BeĢinci gün ise embriyo kalitesi tunikamisin ile indüklenmiĢ grupta kontrole oranla 

önemli ölçüde azalmıĢtır (Ģekil 6, D,E). Sikloheximid inkübasyonuna maruz bırakılan 

iki hücreli embriyoların total protein sentezi inhibisyonuna bağlı olarak 3.günde hala 

iki hücreli aĢamada kalması (Ģekil 6, C,F) ve beĢinci günde ise tamamen dejenere 

olması (Ģekil 6, Ġ) tunikamisinin etkisinin total protein sentezinin inhibisyonuna bağlı 

olarak değilde UPR yolağına spesifik olarak geliĢtiğini ortaya koymaktadır.  
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Kısa dönem tunikamisin ile inkübe edilen embriyolarda ise kontrole göre az 

(%33),  fakat uzun dönem inkübe edilen embriyolara oranla daha fazla blastosist 

oluĢumu gözlenmiĢtir (%67) (ġekil 7). Tunikamisinli medyumda 4 saat 

inkübasyondan sonra kontrol medyuma aktarılmaları sonucunda embriyoların 

blastosist aĢamasına kadar gelebilmeleri ve UPR yolağındaki sXBP-1 mRNA 

düzeyinin konrol grubuna göre fazla ama 72 saat tunikamisin grubuna göre azalmıĢ 

olması bu stresin geri dönüĢtürülebildiğini destekler nitelikteydi. 

BiP(GRP78) ER stresi için en iyi bilinen belirteç Ģaperondur. Fizyolojik koĢullar 

altında BiP IRE1’in luminal domenine bağlanır ve IRE1’I inaktif durumda kalmasını 

sağlar. ER stresi sürecinde ise, protein katlanmasına destek olmak için IRE1’den 

ayrılır ve IRE1 in aktivasyonuna sebep olur (109,129). ÇalıĢmamızda 

immunofloresan analizi ile Tunikamisin ile indüklenmiĢ embriyolar daha yüksek 

nuklear fragmentasyon ve apoptozis indikatörü göstermiĢtir. (ġekil 7) 

Dahası apopitoz bağlantılı BAX ve BAK proteinleri IRE1 in sitosolik domeni ile 

direk olarak etkileĢimde olduğu bulunmuĢ ve bu etkileĢimin ER stress cevabını 

arttırdığı rapor edilmiĢtir. Bu çalıĢmada, Tunikamisinle indüklenmiĢ embriyolarda 

apopitoz indikatörü olan nuklear fragmentasyon  daha fazla gözlendi. Tunikamisin 

indüksiyonunun apopitozla sonuçlandığını açığa çıkarmak amacıyla XBP1/sXBP1 ve 

RT-PCR analizleri yapılmıĢtır. BiP-IRE1-XBP-1 yolağı üzerinden ise sXBP-1(aktive) 

mRNA düzeyi en yüksek uzun dönem tunikamisinde gözlenirken, kısa dönem 

tunikamisin grubunda kontrole göre fazla, fakat uzun dönem tunikamisine oranla 

daha az sXBP-1 düzeyi saptanmıĢtır (ġekil 7). 

BiP ekspresyonunda artıĢ, s-XBP1 formunun düzeyinin artması pre-

implantasyon embriyo geliĢiminde nuklear fragmentasyon artıĢı indüklenerek 

hücresel stresin UPR bağlantılı aktivasyonu blastosist formasyonunu engellemekte 

olduğunu göstermektedir. Bu belkide YÜT laboratuvarlarında düĢük blastosist 

oluĢumunun nedenlerinden birtanesi olabilir.  
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Bugün oosit ve embriyo kriyoprezervasyonu, infertilite tedavisinin baĢarı 

oranını arttırmada önemli bir role sahiptir. Oosit ve embriyo kriyoprezervasyonu 

ovaryumlara tekrarlı farmakolojik hiperstimulasyona ve fazla zaman alan,stresli ve 

hasta için riskler barındıran oosit elde etme prosedürüne ihtiyaç olmaksızın gebelik 

sağlayabilmektedir (130). Embriyo kriyoprezervasyonunun her iki aile ferdininde 

genetik komplemanlarının saklanması açısından sağladığı yararın yanı sıra oosit 

kriyoprezervasyonu kemoterapi yada radyoterapi tedavisi gören kanser hastalarının 

üreme yetisini kaybetme ihtimaline karĢı veya gebeliği üreme yaĢının ileri 

safhalarına ertelemiĢ yada ertelemek zorunda kalmıĢ hastalar için klinik ve pratik bir 

avantaj sağlamaktadır (131).  

 Oosit ve kriyoprezervasyonu sonucu ilk gebelik raporlarının üstünden uzun 

yıllar geçmiĢtir (131). Yeni olarakta, kriyoprotektanlar ile iliĢkili buz kristal 

oluĢumunun hücresel biyolojisi ve biyofiziksel niteliklerine yönelik geliĢen bilgi 

birikimi, artan ilgi ve çalıĢmalar ile oosit kriyoprezervasyonunda hem yavaĢ 

dondurma hemde vitrifikasyon tekniklerine odaklanılmıĢtır (132,133). Embriyo 

kriyoprezervasyonunda geleneksel olan yöntem pahalı bir ekipman gerektiren 

yavaĢ-dondurma kriyoprezervasyonudur. Vitrifikasyon prosedürü IVF 

laboratuvarlarında test edilmiĢ olsada (134,135) önceleri kriyoprotektanların yüksek 

toksik düzeylerine ve hücrelerde oluĢan osmatik Ģokun sonucu olarak hızlı 

dehidrasyonuna bağlı olarak düĢük baĢarı oranları elde edilmiĢtir (136,137). Ancak 

daha az toksik kriyoprotektan içeriği ve vitrifiye edilen materyalin depolanmasını 

kolaylaĢtıran cihazın geliĢimi ile yeni vitrifikasyon protokolleri baĢarı Ģansını yüksek 

oranda arttırmıĢtır (138). Vitrifikasyon ve yavaĢ dondurma-çözme tekniklerindeki 

son geliĢmelere ragmen hala gebelik ve canlı doğum oranları önemli derecede 

düĢüktür. Günümüzde yavaĢ dondurma ve vitrifikasyon prosedürlerinin 

karĢılaĢtırmalı literatür tarama (139) ve retrospektif çalıĢmaları yapılırken bir yandan 

da hayvan modelleri arasında deneysel çalıĢmalar yapılmaktadır (139). 
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Bu çalıĢmalar kriyoprezervasyon için in vitro Ģartların hala yetersiz olduğu ve 

bir problemin kriyoprezervasyon prosedürünü sınırladığı göstermektedir. Her iki 

prosedürde de oosit ve embriyolar sitoplazmik yapı, organel fizyolojisi 

bozukluklarına ve hatta hücre ölümüne neden olabilecek mekanik, kimyasal ve 

termal streslere maruz kalmaktadır (140,141). Oositler açısından 

değerlendirildiğinde ise , düĢük blastosist oluĢum oranları, geniĢ sitoplazmik hacime 

bağlı olarak bütün iyileĢmeyi etkileyebilecek hassasiyete sahip olmalarına 

bağlanabilir. Deneylerimizde  ER stresi yaratılan pre-implantasyon embriyoların 

geliĢimlerini tamamlayamaması ve UPR sinyal yolağındaki XBP-1 mRNA seviyelerinin 

kontrol gruplarına oranla daha yüksek bulunması, dondurulup çözülen oosit ve 

embriyolarda ER stresinin taze oositlere ve embriyolara oranla daha aktif 

olabileceğini düĢündürmüĢtür.  

Bu bağlamda ilk baĢta in vitro ortamda kültüre edilerek blastosist aĢamasına 

getirilen embriyolar hem vitirfikasyon hemde yavaĢ dondurma teknikleri ile 

dondurulup çözülerek ER stress belirteci olan BiP immünoreaktivitesi açısından 

değerlendirilmiĢtir. YavaĢ dondurma tekniği ile dondurulup çözülen blastosistlerde 

BiP immünoreaktivitesinin kontrol ve vitrifikasyon gruplarındaki blastosistlerle 

kıyaslandığında en yüksek seviyede olduğu gözlendi (ġekil 8). Vitrifikasyon ile 

dondurulup çözülen blastosistlerde ise BiP ekspresyonu kontrole göre daha yüksek 

yavaĢ dondurma grubuna göre düĢük olarak saptandı (ġekil 8). 

Kontrol(dondurulmamıĢ), vitrifikasyon ve yavaĢ dondurma-çözme gruplarındaki 

blastosistlerde Western blot analizi ile tespit edilen BiP seviyeleri immünofloresan 

deneyimizin sonuçları ile uyumluluk göstermektedir (ġekil 9). Bu deneylere ek olarak 

yapılan RT-PCR tekniği ile bakılan XBP-1, sXBP-1 ve β-aktin mRNA düzeyleri 

karĢılaĢtırıldığında yavaĢ dondurma-çözme iĢlemine maruz kalan blastosistler en 

yüksek BiP mRNA seviyesine sahipti (ġekil 10A). Vitrifikasyon ile çözülen 

blastosistlerde ise, BiP mRNA düzeyinin kontrole göre daha yüksek, yavaĢ 

dondurma-çözme grubundaki blastasistlere göre daha düĢük olduğu gözlendi (ġekil 

10A). Kontrol, vitrifikasyon ve yavaĢ dondurma-çözme iĢlemine maruz kalan 
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embriyolar XBP-1’ın aktif formu olan sXBP-1 mRNA seviyesi açısından 

kıyaslandığında, vitrifikasyon ve yavaĢ dondurma-çözme gruplarındaki 

blastosistlerde kontrol grubuna göre anlamlı düzeyde artan sXBP-1 mRNA seviyesi 

saptandı (ġekil 10B).   

Oositlerin kriyoprezervasyon yöntemi ile dondurulması maternal yaĢa bağımlı 

oosit rezervinin azalması, oosit kaynaklı kromozom anomali riskinin artması (40 yaĢ 

ve sonrası), oosit fertilize olabilme kapasitesinin azalması ve kanser hastalarında 

tedavi sonrası ovaryumda oosit üretme yeteneginin ortadan kalkması temel 

nedenler olarak sayılabilir. GeliĢmiĢ ülkelerde kadınlarda kansere bağlı olarak 

kemoterapi ve radyoterapi gerekiliği, veya kariyer ve ileri yaĢta çocuk sahibi olma 

tercihi oosit kriyoprezervasyon tekniğini günümüzde yaygın olarak tercih edilen bir 

yöntem haline getirmiĢtir. Dondurulup çözülen oositlerin fertilizasyon kapasitesi ve 

daha sonraki aĢamalarda sağlıklı blastosist oluĢturma ve implante olma oranları çok 

düĢüktür. Oositlerde dondurma tekniklerini sınırlandıran nedenlerden birisinin de, 

iĢlem sırasında bir çok strese maruz kalan oositlerde oluĢan ER stresinin 

olabileceğini düĢündüğümüz bu çalıĢmada immünofloresan sonuçlarına 

baktığımızda, YavaĢ dondurma ve vitrifikasyon tekniği ile dondurulup çözülen 

oositlerde BiP immunoreaktivitesinin kontrol grubundaki  oositlerle  kıyaslandığında 

daha yüksek seviyede olduğu gözlendi (ġekil 11). Vitrifikasyon ile dondurulup 

çözülen oositler ise yavaĢ dondurma grubu ile kıyaslandığında anlamlı bir fark 

saptanmadı (ġekil 11). Immünofloreasan tekniğinin yanısıra Western blot analizi ile 

değerlendirdiğimizde, Bip seviyesi, en yüksek vitrifikasyon grubundaki oositlerde 

saptandı (ġekil 12). YavaĢ dondurma grubundaki oositlerde ise BiP ekspresyonu 

kontrole göre anlamlı düzeyde artıĢ gösterirken, vitrifikasyon grubu arasında anlamlı 

bir fark gözlenmedi (ġekil 12). RT-PCR sonuçlarıda önceki deneyleri destekler 

Ģekildeydi. Kontrol (dondurulmamıĢ), vitrifikasyon ve yavaĢ dondurma gruplarındaki 

oositler, BiP mRNA seviyesi açısından kıyaslandığında, yavaĢ dondurma-çözme ve 

vitrifikasyon iĢlemlerine maruz kalan oositler arasında BiP mRNA seviyesi açısından 

anlamlı bir fark saptanmadı (ġekil 13A). Fakat her iki dondurma grubundaki 
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oositlerin de kontrol oositlere  oranla daha yüksek BiP mRNA seviyesine sahip 

oldukları gözlendi. (ġekil 13A). Kontrol, vitrifikasyon ve yavaĢ dondurma-çözme 

iĢlemine maruz kalan oositler, XBP-1’ın aktif formu olan sXBP-1 mRNA seviyesi 

açısından kıyaslandığında ise, vitrifikasyon ve yavaĢ dondurma-çözme gruplarındaki 

oositler birbirleri ile kıyaslandığında anlamlı bır fark gözlenmezken yine aynı Ģekilde 

kontrol grubuna kıyaslandığında sXBP-1 mRNA seviyesinde artıĢ saptandı (ġekil 

13B).
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6. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

Bu projede ER stres moleküllerinin aktive olmasının preimplantasyon 

embriyo gelişimine etkisinin olduğu ve buna. ek olarak YÜT’ te yaygın olarak 

kullanılan kriyoprezervasyon  tekniğinin oosit ve embriyolarda ER stresine bağlı 

UPR sinyal yolağını aktive ettiği gösterilmiştir. Daha sonra yapılacak araştırmalar bu 

sinyal yolunu inhibe eden faktörler ile dondurulup çözülen embriyo ve oositlerin 

gelişim kalitelerinin arttırılması yönünde olmalıdır. Ayrıca tüp bebek merkezlerindeki 

bu konudaki temel problemin çözümüne alternatif yaklaşımlar getirilmesi 

amaçlanmalıdır.  
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