T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTIiTUSU

DONDURMA ONCESI VE SONRASI OOSIT VE
EMBRIYOLARDA UPR (UNFOLDING PROTEIN
RESPONSE) SINYAL YOLUNUN ARASTIRILMASI VE
PREIMPLANTASYON EMBRIYO GELISIMINE
ETKISININ ARASTIRILMASI

IDIL BOZKURT

HISTOLOJI VE EMBRIYOLOJI PROGRAMI
YUKSEK LISANS TEZI

[ZMiR-2011

TEZ KODU: DEU.HSI.Msc-2008970020



T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTIiTUSU

DONDURMA ONCESI VE SONRASI OOSIT VE
EMBRIYOLARDA UPR (UNFOLDING PROTEIN
RESPONSE) SINYAL YOLUNUN ARASTIRILMASI VE
PREIMPLANTASYON EMBRIYO GELISIMINE
ETKISININ ARASTIRILMASI

HISTOLOJI VE EMBRIYOLOJI PROGRAMI
YUKSEK LISANS TEZI

IDIL BOZKURT

Danisman Ogretim Uyeleri:
1-Dog. Dr. Isil TEKMEN
2- Dog. Dr. Umit A. Kayisli

TEZ KODU: DEU.HSI.Msc-2008970020



Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali,
Yiiksek lisans programi dgrencisi Idil Bozkurt'un DONDURMA ONCESI VE SONRASI
OOSIT VE EMBRIYOLARDA UPR (UNFOLDING PROTEIN RESPONSE) SINYAL YOLUNUN
ARASTIRILMASI VE PREIMPLANTASYON EMBRIYO GELISIMINE ETKISININ
ARASTIRILMASI Konulu yiksek lisans tezi ..................... tarihinde tarafimizdan

degerlendirilerek basarili/basarisiz bulunmustur.

Dog. Dr. Isil Tekmen

BASKAN
Doc.Dr. Ulker SONMEZ Yrd.Dog.Dr.Nilgiin YENER
UYE UYE
Prof.Dr. Gllgiin OKTAY Doc¢.Dr. Giiven ERBIL

YEDEK UYE YEDEK UYE



ICINDEKILER

TABLOLAR DIZINI eV
OZE T e 1
2.GENEL BILGILER 10
2.1, OVarYUM 10
2.1.1. O0QeNZ 11
2.1.2. FOlKOlOgeNeZ 12
2.1.3. Oosit Maturasyonu 14
2.2, Fertilizasyon 16
2.3. Erken Embriyo Geligimi_ 18
2.3.1 Zigotun YariKlanmasi 18
2.3.2. Blastosist Olusumu______ 20
2.4. Gamet Kriyoprezervasyonu ... .20
2.4.1. Oositlerin Yavas Dondurulmasi ve Vitrifikasyonu 23
2.4.2. Embriyolarin Yavas Dondurulmasi ve Vitrifikasyonu ... 24
2.4.3. Kriyoprezervasyon igin Optimum Embriyonik Evre____..... .. .24

i



2.5. Endoplazmik Retikulum 25

2.5.1. Endoplazmik Retikulum Stresi 25

2.5.2. UPR (Unfolding Protein Response) 27

2.5.3. Katlanamamis Proteinlerin Taninmasi ve ER Bagimli Saperonlar

__________________________________________________________________________________________________________________________ 30
2.5.4. Tunikamisin____ 32
2.5.5. Tunikamisinin Apoptotik Etkisi_______ . . . . . .....33
3.GEREGVEYONTEM 34
3.1 Arastirmanin Tipi 34
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani o35
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calismagruplan.____ 36
3.4. Calisma Materyali 38
3.5. Arastirmanin Degiskenleri 39
3.6. Veri Toplama AracClar 40
3.6.1. Arastirmada kullanilan Demirbas Malzemeler ... .40
3.6.2. Arastirmada Kullanilan Yontemler.__ . o ......40

3.6.2.1. C57BL/6 farelerden in vivo 2- hiicreli embriyolarin elde edilmesi

ve Blastosist KGltGFR)G.. 40
3.6.2.2. C57BL/6 farelerden oositlerin elde edilmesi 41

3.6.2.3. Oositlerin ve Blastosistlerin Dondurulmasi ve Cézilmesi.___



3.6.2.5. Western Blot Teknigi 43

3.6.2.6. Reverse trankripsiyon PCR Teknigi___._................ .44

3.7. Arastirmanin Plani ve Takvimi_____ .46
3.8. Verilerin Degerlendirilmesi_______ .47
3.9. Arastirmanin SinichliKlar 48
3.10. Etik Kurul Onayr Y9
4- BULGULAR 50

4.1. UPR sinyal yolaginin in vitro preimplantasyon embriyo gelisimi {izerine
etkisi 50

4.2. UPR sinyal yolaginin kisa ve uzun dodnem aktivasyonunun

preimplantasyon embriyo gelisimine etkis 52

4.3.Preimplantasyon oncesi blastosistlerde dondurma (kriyoprezervasyon) ve

¢dzme isleminin UPR sinyal yolaginin aktivasyonuna etkisi 54

4.4. Olgun oositlerde dondurma (kriyoprezervasyon) ve ¢ézme isleminin UPR

sinyal yolaginin aktivasyonuna etkisi . o .....58
6. SONUC VE ONERILER 89
8. EKLER 82

iii



TABLOLAR DIZiNi

Tablo 1. Yikama solusyonunun icerigi ve miktarlari 43

iv



SEKILLER DIZINi

Sekil 1: Metafaz II (Olgun 00SIt) e 16
SekKil 2: Fertilizasyon (A5 ) o 18
Sekil 3: Zigotun yariKIanmast 19
Sekil 4: XBP-1'In aktivasyonu, 28
Sekil 5: UPR'In sinyal mekanizmas! . 32

Sekil 6: Preimplantasyon embriyo gelisimine tunikamisinin ve sikloheksimidin

S - 1 A
Sekil 7: Kisa ve uzun dénem tunikamisin preimplantasyon embriyo gelisimine
etkisi 53

Sekil 8: Kontrol (dondurulmamis), vitrifikasyon ve yavas dondurma teknikleri ile
dondurulup gdziilen blastosistlerde BiP immuino reaktivitesi .55
Sekil 9: Kontrol (dondurulmamis), vitrifikasyon ve yavas dondurma teknikleri ile
dondurulup ¢6ziilen blastosistlerde BiP protein seviyesinin Western blot ile
GOSEEIIMES e 50
Sekil 10: Vitrifikasyon ve yavas dondurma teknigi ile dondurulup g¢oziilen
blastosistlerde BiP, XBP-1 ve sXBP-1 mRNA seviyesinin RT-PCR teknigi ile
GOSEEMIMES B
Sekil 11: Kontrol (dondurulmamig), vitrifikasyon ve yavas dondurma teknikleri ile
dondurulup ¢oziilen oositlerde BiP immiino reaktivitesi ... 59
Sekil 12: Kontrol (dondurulmamis), vitrifikasyon ve yavas dondurma teknikleri ile
dondurulup ¢oziilen oositlerde BiP protein seviyesinin Western blot teknigi ile
GOSN ESI 60

Sekil 13: Vitrifikasyon ve yavas dondurma teknigi ile dondurulup c¢oziilen
oositlerde BiP, XBP-1 ve sXBP-1 mRNA seviyesinin RT-PCR teknidi ile gosterilmesi



KISALTMALAR

ATF-6: Activating transcription factor 6
BiP: Binding immunoglobulin protein
BZIP: Basic leucine zipper

CPs: Kriyoprotektan konsantrasyonu

ER: Endoplazmik Retikulum

ERAD: ER associated degradation

FSH: Follicule Stimulating hormone
GnRH: Gonadotropin salgilayici faktor
GRP78: Glucose-regulated protein

GV: Germinal Vezikdl

ICM: Inner cell mass

ICSI: Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
IRE-1: Inositol-requiring 1a

IVF: In Vitro Fertilizasyon

KL: Korpus luteum

LH: Luteinizan Hormon

OMI: Oosit maturasyon inhibitori

PERK: Double stranded RNA dependent protein kinase (PKR)-like ER kinase
SUZI: Subzonal sperm enjeksiyonu

TE: Trofoektoderm

Tg: Transisyon sicaklig

vi



UPR: Unfolded protein Response
XBP-1: X-box binding protein
YUT: Yardimci Ureme Teknikleri

ZP: Zona Pellusida

vii



OZET

DONDURMA ONCESI VE SONRASI OOSIT VE EMBRIYOLARDA UPR
(UNFOLDING PROTEIN RESPONSE) SINYAL YOLUNUN ARASTIRILMASI VE
PREIMPLANTASYON EMBRIYO GELISIMINE ETKISININ ARASTIRILMASI

Idil Bozkurt

Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dal.

AMAC

Bu calismamizda, ER stresinin preimplantasyon embriyo gelisimine olan
etkisini ve dondurma (kriyoprezervasyon) ¢6zme tekniginin oosit ve
embriyolarda yaratabilecegi olasi ER stresine bagli olumsuz etkiyi

Immunofloresan, Western Blot ve RT-PCR ydntemleri ile incelemeyi amacladik.
YONTEM

Deneysel modelimiz C57BL/6 disi farelerden superovulasyonu ve in vivo
fertilizasyonu takiben iki hicreli embriyolar toplandi .Embriyolar Gg¢ gruba
ayrildi: I. Kontrol n=6, II. Tunikamisin (0.5 pg/ml; n=6), III. Sikloheximid (10
HMg/ml; n=6), bu gruplar preimplantasyon sireci boyunca inkiibe edildiler
(2.glinden 4. glne kadar) ve gln glin gruplar arasinda karsilastirmal gelisim
analizi yapildi. Ikinci set deneyimiz, kontrol (n=12), kisa dénem tunikamisin
(n=12) ve uzun donem tunikamisin (n=12) ile inkibe edilen deney
gruplarindan olusturularak, kisa sureli yada uzun sireli UPR aktivasyonunun
etkisi preimplantasyon embriyo gelisiminde arastirildi. Benzeri olarak Uglnc
set deney gruplarimizda elde edilen iki hiicreli embriyolar ve olgun oositler 3
gruba ayrildi; I. grup kontrol, II. grup vitrifikasyon grubu, III. grup yavas
dondurma grubu. Oosit ve embriyolar morfolojik degerlendirmeyi takiben ER
stress molekdlleri olan BiP ile protein diizeyinde ve BiP, XBP-1 ve sXBP-1 ile de

mMRNA seviyesinde analiz edildi.



BULGULAR

Sikloheksimid grubundaki embriyolarin preimplantasyon embriyo
gelisim sidreci boyunca iki hlcreli asamada kaldiklari gézlenirken, kontrol ve
tunikamisin gruplarindaki embriyolarin preimplantasyon (glincli glinde 8
hiicreli agamay! takiben morfolojik bir fark olmaksizin kompaksiyon dlizeyine
geldikleri gdzlendi. Dordincl glinde ise kontrol grup embriyolarin hepsi
blastosist asamasinda iken tunikamisinli medyum ile inkibe edilen
embriyolarin higbirinin blastosist asamasina gelemedigini gdzlemledik. Dahasi
kontrol, kisa donem ve uzun dénem tunikamisinle inkiibe edilen embriyolarda
blastosist formasyon orani sirasiyla; %100, %33, ve %0 idi. Vitrifikasyon ve
yavas dondurma ile dondurulup ¢dziilen oosit/embriyolarda kontrol gruplarina
oranla daha ylksek BiP immino reaktivitesi saptandi. Western blot analizi
sonucunda dondurulup ¢ozilen oosit/embriyolar da dondurulmamis
gruplardaki oosit/embriyolara oranla daha yliksek BiP protein seviyesi gozlendi
ve buna ek olarak RT-PCR analizlerinde dondurulup ¢dziilen
oositler/embriyolarda daha yliksek BiP ve sXBP-1 seviyesi saptandi. Ayrica,
yavas dondurulup ¢éziilen embriyolarda Imminofloresan, Western blot ve RT-
PCR analizlerinde vitrikiasyon ile dondurulup ¢6zlilen embriyolara oranla daha

yuksek BiP seviyesi saptandi.
SONUC

Sonucta bulgularimiz, gelisim strecindeki embriyolarin UPR sinyal
yolagini aktive edebilen ER stresinin, preimplantasyon embriyo gelisim
strecine olan etkisinin ¢ok blylk oldugunu goéstermistir. Kisa veya uzun
dénem UPR sinyal molekdillerinin aktivasyonu embriyolarin kompaksiyon
asamasindan sonra gelisimlerini duraklatmaktadir. Dondurma ¢dzme
deneylerimiz sonrasinda oosit ve blastosistlerin ER stresi aracili UPR sinyal
yolaklarinin aktive olmasinun preimplantasyon gelisimide etkisi oldugunu

gostermistir.



Anahtar Kelimeler: UPR, ER stresi, BiP, sXBP-1, preimplantasyon embriyo,

oosit, vitrifikasyon, yavas dondurma



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
Eyldl 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 pg/ml; n=6) and III.
Cycloheximide (10 pg/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),
I1. 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
mMRNA 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.



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



1. GIRIS VE AMAC

Insanda ilk in vitro fertilizasyon uygulamasindan itibaren, yardimci
tireme tekniklerini (YUT) kullanan hasta sayisi hizla artis gdstermistir. 30 yili
askin siredir, infertilite tedavisi, degisiklie ugramis yeni yardimci lreme
tekniklerinin gelisimi ile saglanmaktadir. 1978'de ilk in vitro fertilizasyon (IVF)
bebegi olan Louise Brown dogmustur (1), daha sonra intra sitoplazmik sperm
enjeksiyonu (2) (ICSI) yontemi ve son donemlerde ‘preimplantasyon genetik
tani” bir teknik (3-5) olarak gelismistir. Bu kompleks teknolojiler butin
dinyada artis goOstermekte olan infertilite tedavisi gbren hastalarda
uygulanmaktadir. Diinya capinda 1 milyondan fazla bebede YUT teknikleri
kullanilarak gebe kalinmistir. (6)

Insan oositlerinin ve embriyolarinin kriyoprezervasyonu YUT’ de uzun
zamandan beri kullanilmakta olan bir yontemdir. Kriyoprezervasyon sonucu ilk
gebelik 25 sene 6nce elde edilmistir(11). IVF siklusu sonrasinda arta kalan
fazla oosit yada embriyolarin dondurulup saklanmasi hormon verilmeden ve
oositlerin toplanmasi gibi invazif bir isleme gerek duyulmadan tekrar transfere
olanak saglamaktadir. Ayrica erken menopoz, cerrahi girisimler yada
kemoterapi/radyoterapi gibi ovaryum islevinin kaybolmasina yol acabilecek
islemler uygulanmadan 6nce oosit yada embriyolarin dondurulup saklanmasi

hem hastaya hem de klinisyene avantaj saglamaktadir.(12)

Endoplazmik Retikulum(ER) dalli tlbdullerden ve yassilasmis keselerden
olusan, bltln okaryotik hicrelerde bulunan bir hiicre organelidir. Hicrenin
sitoplazmasi boyunca uzanir ve sinirini gekirdek kilifi belirler. ER, proteinlerin
biyosentezinden, katlanmasindan, paketlenmesinden ve ¢6zinebilir hiicre
membran proteinlerinin modifikasyonundan sorumludur.(13). Yaklasik %33
oraninda yeni sentez edilmis proteinler ER Iiimenine tasinirlar. ER limenindeki
bu yeni proteinler hedeflenen farkli organellerin yapisina katiimadan yada

hiicre ylizeyine tagsinmadan 6nce 3 boyutlu hale getirilerek katlanirlar.



Proteinlerin katlanma gereksinimleri fizyolojik durumlara bagli olarak
artar yada azalir ve bu gereksinim ER’un proteinleri katlama kapasitesi ile siki
sikiya badlantiidir. Ancak bir stres uyarani katlanan proteinlerin arasindaki
reaksiyonu bozabilir ve bu da ER'un protein katlama ylki ve kapasitesi
arasinda uyumsuzluk yaratabilir. Bunun sonucunda ER liimeninde katlanmamis
proteinler birikir. Bu durum ‘ER stresi’ olarak adlandinhr. Proteinlerin
katlanmasinin devamliligi ve katlanmamis proteinlerin birikiminin 6nlemesi igin
hiicreler; UPR (Unfolded Protein Response) olarak adlandirilan, ER bagimli
hiicresel bir cevabi tetikler. UPR, ER’un stres durumlariyla basa gikabilmesi ve
bu durumlarda meydana gelen protein katlanma hatalarinin ¢éziimlenmesi igin
hiicrenin transkripsiyonel ve translasyonel programlarini diizenlenmesi igin

aktive olan hicresel bir sirectir (14,15).

Memeli hicreleri UPR efektorl olarak fonksiyon gdsteren 3 tane ER
transmembran protein kinazi icerirler. Bunlar: IRE1-a (inositol-requiring 1a),
PERK (double-stranded RNA dependent protein kinase (PKR)-like ER kinase)
ve ATF6 (activating transkription factor 6) (14,15). PERK'in aktivasyonu
Okaryotik translasyon baglatma faktéri 2a (elF2a) ve translasyon
inhibitorinlin fosforilasyonuna onclilik eder (16,17). Buna ek olarak PERK'in
otofosforilasyona onciliik eden kinaz aktivitesi, IRE1 ayni zamanda X-box
baglayici protein (XBP1) 1 mRNA'y1 ucuca baglayan endoribonukleaz
aktivitesini gdsterir. Bu da aktif transkripsiyon faktérii XBP1'in Uretimine yol
acar (18,19). UPRIn ATF-6 aracih kismi, XBP1 mRNA’sinin saliniminin ¢ok

yuksek artmasi sonucunda ortaya cikan IRE1 ile diizenlenir.

UPR aktivasyonundan sonra hiicre doénglsu oncelikle G1 fazinda
duraklamaktadir (20). G1 fazinin ilerlemesi icin, bir yada birden fazla D tipi
siklinlerin (D1,D2,D3) CDK4 veya CDK6 ile etkilesime girerek aktive olmasi
gerekmektedir, bunu siklin E ve A nin bagimsiz kinaz CDK2 aktivasyonu takip
eder. Bu sirada hicreler G1/S gegisindedir (21). G1 fazinda duraklama ile
indiiklenen ER stresinin, D1 siklin spesifik proteinin eksikliginin D1 siklin
translasyonunu inhibe etmesi ile ortaya ¢iktigina isaret etmektedir (20). Son
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glnlerde bildirilen baska bir gelisme de UPR aktivasyonunun siklin D1 in
olusumuna aracilik etmek ve hiicre déngustindeki duraklamay ilerletmek icin

yeterli oldugu yoniindedir (22).

Yapilan calismalarla dondurulup saklandiktan sonra ¢ozllen oositlerin
ve embriyolarin sag kalimlarinin, déllenme oranlarinin, erken bdlinme
oranlarinin ve blastosist olusturma oranlarinin dondurulma islemine tabi
tutulmadan kdlttrd yapilan ayni asamadaki oositler ve embriyolara goére
anlamli sekilde disiik oldugu gosterilmistir (25). Bizim hipotezimiz dondurulup
coziilen oosit ve embryolarda UPR sinyal yolunun aktive oldugu ve bu nedenle

oosit ve embriyo gelisiminden sonraki evreleri negatif etkiledigidir.

Bu projede preimplantasyon embriyonal gelisiminde ve dondurma
isleminde meydana gelebilecek olasi UPR'In etkisi arastirilacaktir. Boylece bu
projenin sonunda dondurulmus embriyolarda bu yolagin aktive oldugunun
ispatlamasi, daha sonra yapilacak arastirmalarda bu sinyal yolunu inhibe eden
faktdrler ile dondurulup ¢6zilen embryo/oositlerin gelisim kalitelerinin
arttinlmasi ve tip bebek merkezlerindeki bu konudaki temel problemin

¢cdziimiline alternatif yaklagimlar getirilmesi amacglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ovaryum

Dogum yapmamis kadinlarda ovaryum cift, badem seklinde, pembe-
beyaz bir yapidadir. Uzunlugu 3 cm, genisligi 1,5 cm ve kalinligi da yaklasik 1
cm’dir. Menopoz sonrasi kadinlarda ovaryum dreme yasamindaki boyutunun
Ya boyutuna geriler. Puberteden O6nce ovaryum ylzeyi dizgin iken lreme

yasami boyunca tekrarlayan ovulasyonlar nedeniyle diizensiz bir hal alir.

Organi en distan tek kath yassi ya da kibik hicrelerden olusmus
germinatif epitel cevreler. Ovaryumun vyuzeyini 6rten germinatif epitel
genglerde tek katl kibik, ileri yaslarda ise tek kath yassidir. Epitelin altinda siki
bir bag dokunun olusturdugu tunika albuginea bulunur (27, 38).

Ovaryum morfolojik olarak iki farkli bélimden olusur. Bunlar, dista
medulla ve icte korteks bolgesidir (26). Ovaryumun merkezi bdlimani
olusturan medulla, gevsek bag dokusu icinde damardan zengin bir yapi
gosterir (26, 27). Medulla bdlgesinde ¢ok sayida bulunan damarlardan baska
hilus hiicreleri, diz kas hiicreleri ve sinir teli demetleri bulunur.Organin
periferal bolimind korteks olusturur. Ergin disilerde kortekste, hicreden
zengin bag doku icine gomiili farkli gelisme donemlerine ait cok sayida follikdil
bulunmaktadir. Ayrica, riptiire olmus atretik follikiller, korpus luteum, korpus
albikans, intersitisyel hiicreler ve bag doku hcreleri bulunur. (27) Cocukluk
cagindaki ovaryum korteksinde primordial folikiiller cok sayida iken; sekstel
olgunluga erismis kadinlardaki ovaryum korteksinde ise riptiire folikillerin

yerini alan korpus luteum’ lar ¢oktur.

Ovaryumlar, diside gametlerin Uretilmesi (gametogenesis) ve steroid

yapidaki hormonlarin sentezlenip salgilanmasiyla yakamladuir.

Ostrojen, i¢ ve dis genital organlarin gelismesi biyiimesi ve

olgunlasmasi icin gereklidir. Ayrica disi seks karakterlerinin 6zelliklerinin

10



belirlenmesinde, meme bezlerinin gelismesinde ve yag dokusunun birikiminin

yonlendirilmesinde rol oynar (29).

Progesteron hormonu, fertilizasyondan sonra uterus endometriyumunu
implantasyona ve gebelije hazir duruma getirir. Gebeligin daha ileri
dénemlerinde de, meme bezlerini lobller proliferasyon ile laktasyon dénemi
icin hazirlar. Fertilizasyon ve implantasyon olmamasi halinde progesteron
hormonunun eksikligi; uterus endometriyumunun stratum fonksiyonalis
kisminin dejenere olarak menstruasyon ile atiimasina neden olur. Her iki
hormon da uterusu implantasyona hazirlayarak menstrual siklusta énemli rol
oynar . Etkileri, dongisel degisikliklerin diizensizlesip, zaman iginde tamamen

kayboldugu siireye (menapoz) kadar azalarak devam eder (29).
2.1.1. Oogenez

Ilkel disi treme hiicrelerinin gelisip olgunlasmasina oogenez denir.
Oogenezin erken basamaklari mitotik aktivite ile oogonia sayisinin arttigi fetal
yasamda gergeklesir. Dogumda kortekste bulunan oositler gelisimin birinci
mayoz bollinmesindedirler. Ovaryumlardan olgun bir oositin olusturularak
atilmasi (ovulasyon) pubertede baslar ve menapoza kadar devam eder.
Puberte boyunca kiiclik folikil gruplan siklik olarak blylime ve gelisim
gosterirler. Insanda ovulasyon menstriiasyonun baslangicindan itibaren 13-14.
gunlerde gergeklesir ve her 28 glinde bir oositin atilmasiyla tekrarlanan bu

olaylar ovariyan siklus olarak bilinir.
,Ovariyan siklus 3 fazdan olusur;
1- Folikil biyime ve gelisiminin gorildugu folikiler faz,
2- Ovulasyon,

3- Korpus Iluteum (KL) olusumuyla birlikte duragan bir siirecin

g6zlendigi luteal faz (31).
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2.1.2. Folikiilogenez

Folikilogenezin en dnemli amaci ovulasyon ve fertilizasyon icin olgun
yumurta hicresi Uretmektir (30). Folikiilogenezin sirekliligini saglayan (g
mekanizma vardir; oosit blylmesi, graniloza hilicre bdlinmesi, tekanin
gelismesi. Folikilogenez; oositlerin, gevresini saran somatik hicre tabakasi
graniiloza hiicreleriyle birlikte gelisip blyldiigu surekli bir gelisim islemidir
(30-32). insanda folikiilogenez fetal hayatta baslar. Yirminci hafta civarlarinda
gelismekte olan ovaryumlar icerisinde primordiyal germ hiicreleri (oogonia)
populasyonu artmaya baslar. Bunlar, dogumdan birkac hafta dncesine kadar
mitoz ile sirekli olarak bélindrler. Bu sireden sonra, yeni oositler lretilmez.
Gestasyonun ortalarinda yaklasik yedi milyon germ hiicresi vardir, ancak ileri
gestasyona kadar programl hiicre 6limi nedeniyle sayilar dramatik olarak
azalir. Bu durumda, insan disisi yenilenemeyen yaklasik bir-iki milyon oosit ile
dogar. Puberteye kadar ovaryumda 400.000 oosit kalir (33).

Erken gestasyon doéneminde, pek c¢ok fetal oogonia mayoza girerek
birinci profaza kadar ilerler ve bloke olur. Bu hiicreler, oosit olarak ifade
edilirler ve blyime asamasina baslayana kadar 50 yila yakin sire profaz
asamasinda kalabilirler. Kiglik caph bir oosit ve pregraniloza adi verilen bazal
membran Uzerinde yerlesmis tek tabaka yassi epitel hilicrelerinden olusan bu
yapi primordiyal folikiil olarak tanimlanir. Toplam sayi yasla birlikte azalsa da

disi ovaryumundaki en fazla folikiil her zaman, primordial agamaya aittir.

Blyumenin erken asamasinda primer folikil olusumu gb6zlenir.
Granlloza hucreleri kibik sekil alir ve hicre bolinmesi goézlenir. Bunun
ardindan, oositi gevreleyen graniloza hiicre tabakasi sayisi artar ve folikil
preantral asamaya ulagir. Grantloza hticreleri oosit maturasyonu icin gerekli
cesitli blylme faktorlerini salgilamaya baslarlar. Ayni zamanda folikdl
cevresindeki bag dokusu da farklilasarak teka folikili adini alir (35). Graniiloza
hiicrelerine yakin olan hicresel tabaka teka interna, stroma ile kaynasan dis

tabaka ise teka eksterna olarak adlandiriir. Capi artmakta olan oosit,
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grantloza hicreleri ile birlikte nonsellller bir matriks sentezler. Zona pellusida
(ZP) denilen bu yapi homojen ve mukopolisakkaritlerden zengin bir madde
icerisinde, oositin ve graniiloza hiicrelerinin ylizeyinden cikarak birbirine dogru

uzanan mikrovilluslari bulundurur. Folikil capi arttikga ZP kalinlasir (36).

Folikilil antral seviyeye ulastiginda, oositin olgun hacmi yaklasik 120 pm
capa kadar ulasir. Graniloza hiicre sayilarinin oldukca arttigi ve oositin tam
olarak gelistigi durumda, sivi dolu bosluk (antrum) gdzlenir ve genislemeye
baglar. Erken antral asamada gdzlenen kiliglik bosluklar, folikil preovulatuvar
asamaya ulastiginda birlesir ve tek, blylik bir bosluk halini alir. Bu asamadaki
folikil Graaf foliklll olarak isimlendirilmektedir. Grantloza hiicreleri foliktlin
periferinde birka¢ tabaka seklinde yerlesir ve membrana graniloza tabakasi
olarak adlandinhirlar. Bir kissm graniiloza hiicreleri ise oositin etrafini sararlar
ve oosite yakin olanlar korona radiata, geri kalanlar ise kiimills hcreleri
seklinde tanimlanirlar. Folikdl riiptiire olup ovulasyon gerceklesecegi anda

olgun oosit, korona ve kiimilis hicreleriyle birlikte atilir (36).

Pubertenin baslamasiyla hipotalamustan salgilanan gonadotropin
salgllayic faktor (GnRH), hipofizer portal sistem yolu ile hipofiz bezinin 6n
lobuna tasinarak, folikil stimule edici hormon (FSH) ve luteinizan hormon (LH)
gibi gonadotropik hormonlarin én lop hicrelerinden salgilanmasini stimule
eder. Her bir siklusun baglangicinda yikselen FSH etkisiyle bir grup antral
folikil uyarimakta ve Graaf folikili asamasina dodru ilerlemesi
gerceklesmektedir. Foliklllerin gelisimi endokrin ve parakrin faktorlerin
kontrollindedir. Foliklller primordial, primer ve antral asamalara kadar geligir.
Antral asamada codu folikil atreziye ugrar, gok azi ise siklik gonadotropinlerin
uyarimi ile preovulatuar asamaya ulasir. Bu Graaf foliklller reprodiktif
dénemdeki kadinda ovaryan Ostrojenlerin ana kaynadidir. Preovulatuar
gonadotropin salinimina cevap olarak her siklusta dominant Graaf folikil,
fertilize olabilecek matur oositi LHIn etkisi ile disari atar. Kalan teka ve

graniiloza hiicreleri, korpus lutemu olusturmak lzere degisiklige ugrar (35).
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2.1.3. Oosit Maturasyonu

Oosit maturasyonu; dogum oOncesi olgunlasma (prenatal maturasyon)
evresi ve dogum sonrasl olgunlasma (postnatal maturasyon) evresi olarak

ikiye ayrilabilir.

Oosit maturasyonu hem mayotik siklus ilerlemesini hem de sitoplazmik
olaylarin yeniden diizenlenmesini iceren kompleks bir siirectir. In vivo'da
maturasyonun son noktasi matur (MII) oositin folikiilden salinmasidir (37). Ilk
disi Greme hiicresi olan oogonia yumurtaliklarda tekrarlayan mitozlarla cogalip
primer oosite donuslr. Primordiyal UGreme hicrelerinin disi gonada ulasip,
oogonyumlara farklanmasi ve primer oositi iceren primordiyal follikillerin
olusmasi sureci prenatal maturasyon evresi olarak adlandinhr. Primer oosit,
etrafi folikll hicreleri ile gevrili olarak primordiyal folikll iginde gelisir (37).
Oositin icinde bulundugu bu ortam oositin bliyime ve gelisimi icin gereken
faktorleri icerir ve ayni zamanda cevresinde bulunan bag dokusuyla olan
baglantisini da gergeklestirir. Oositler bliylime ve gelisimlerini ovaryumlardaki
bu folikiiler ortamlarda tamamlayarak olgunlasir. Olgunlasan oositler

doéllenebilme ve embriyonik gelisime devam edebilme yetenegi kazanir (33).

Dogum sonrasi olgunlasma siireci ise postnatal maturasyon olarak
adlandiriir. Dogumda, tim primer oositler birinci mayoz bdliinmenin profaz
safhasindadir. Ancak, bdlinmenin metafaz ile devam etmesi gerekirken,
primer oositler cekirdek kromatinin seyrek ve diizensiz bir yapilasma gosterdigi
birinci mayoz bdlinmenin profaz safhasinin diploten evresine girerler ve
puberteye kadar dinlenme halinde kalirlar. Bu sire boyunca, oositin
olgunlagmasi, follikiil hicreleri tarafindan salgilanan oosit olgunlagmasini
inhibe eden bir madde olan oosit maturasyon inhibitéri (OMI) tarafindan
baskilanir. Maturasyonun germinal vezikil (GV) asamasinda kabul edilen
oositler ovulasyona kadar hicre siklusunun GO olarak adlandirlan dinlenme
asamasinda bekler. Bu slirede blylime ve gelisimleri sirasinda mayozun

yeniden tamamlanmasi icin nlkleer lokalizasyon ve hicre siklus regulator
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proteinlerinde belirgin artislara ve bunu izleyen translasyonel ve post-
translasyonel modifikasyonlara gereksinim vardir (38,39). Bu asamada, hiicre
bir takim niikleer ve sitoplazmik degisiklikler gecirir. Oosit ancak bu asamalari

gectikten sonra fertilizasyona hazir hale gelebilmektedir.

Oositin  nikleer matlirasyonu esnasinda mayoz yeniden baglar ve
Metafaz II'ye gecis olur. Bu sirada uzun sire foliktl icerisinde bekleyen oositler
hem mayozu yeniden baslatabilme yetenegi, hem de mayotik matiirasyonu
tamamlamayi sadlayacak protein ve RNA yiikini kazanirlar (40). Preantral
foliklillerde bekleyen oositler, mayozu yeniden baslatabilme yetenegine sahip
degildir. Ovulasyonun hemen 0&ncesinde, heniliz olgunlasmamis oosit
niikleusunun bozulmasi (germinal vezikiilin dagiimasi) ile Metafaz T'i
tamamlayarak Anafaza giris yapar ve Metafaz II'ye (MII) ulasarak,

fertilizasyona kadar bu asamada dururlar (41).

Sitoplazmik matirasyonda ise, oositin fertilizasyon ve erken embriyo
gelisimi (preimplantasyon) icin hazirlandigi ve mayotik ilerleme ile dogrudan
ilgisi olmayan diger matiirasyon olaylar gerceklesir (42,43). Bu asamada
oositin sitoplazmasi ve organellerinin i¢ yapisinda degdisiklikler gergeklesir (41).
Bu sekilde inhibitoér bir folikliler ortamda bekleyen oositlerde, folikillerdeki in
vivo luteinizan hormon (LH) artisina baglh olarak bir ‘pozitif sinyal’ gelisir. Bu
sinyal folikiiler inhibisyonu ortadan kaldirarak, primer oositin sitoplazmasinin
asimetrik olarak bolinup, farkli buydklikte iki hlicre olusturmasina yol acar
(44,45). Biiylk olan sekonder oosit (Metafaz II), kiiglik olan ise kutup cisimcigi
(polar cisimcik) olarak adlandirilir. Bu haliyle oosit artik tam olarak fertilizasyon
icin hazir durumdadir (Sekill). Fertilizasyonla birlikte ikinci kutup cisimcigi de
olusur ve olusa zigot mitoz bolinmeler gegirerek hiicre sayisini artirmaya

devam eder (45).
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Sekil 1. Metafaz II (olgun oosit) (116)
2.2. Fertilizasyon

Fertilizasyon; ovaryumdan ovulasyonla atilan oositin normalde tuba
uterinanin 1/3 ik Gst ampullar boélgesinde spermatazoonla karsilasmasi ve
onunla birlesmesine denir. Ovulasyon esnasinda, tuba uterinanin acik olan
infundibulum bdlgesinde fimbrialar ovulasyon vyapilacak bélgeye kayarlar.
Sertlesen fimbrialar genis bir alanda oositi yakalayarak tuba uterinanin igine
cekerler. (29).

Ejakulat icinde bulunan 350-400 milyon kadar spermatozoon
fertilizasyon yonine dogru (vajina , serviks uteri, uterus ve tuba uterina)
harekete gecerler. Vajinanin asidik ortamindan kisa zamanda kurtulan
spermatazoonlar uterusun bazik ortamina gegerler. Spermin oositi fertilize
edebilme potansiyeli kazanmasi igin, kadin genital sistemi igerisine girdikten
sonra kapasitasyon denilen bir stre¢ gecirmesi gereklidir. Kapasitasyon
neticesinde spermde, hiperaktivasyon ve akrozom reaksiyonu gelisir. Akrozom
reaksiyonu; spermin zona pellusidaya baglanmasinin ardindan zona proteinleri
tarafindan baglatilir. Bu reaksiyon, zona pellusidanin penetrasyonu igin gerekli
olup, aralarinda tripsin-benzeri maddelerin ve akrozinin de bulundugu bazi
enzimlerin salgilanmasiyla gergeklesir. Akrozomal reaksiyon spermlerin oositle

karsilastiklari dénemde gecirdikleri bir strectir.

16



Spermatazoonlar, korona radiata ile sarili sekonder oosit ile
karsilastiginda korona radiata hicrelerini gegmek icin, akrozomundan
salgilanan hiyaluronidaz enzimi ile bu hiicrelerin baglayici biyokimyasal yapisini
bozarlar ve sonrasinda, zona pellusidayl da gecerek sekonder oosite ulasirlar.
Spermatazoonlar zona pellusida reseptorlerine baglanabilir, bdylece akrozom
membrani flizyonu ile akrozomal enzimler (hiyaluronidaz, nérominidaz, aril
sulfataz, akrozin, asit fosfotaz, fibrolizin, fibrojenaz, fruktoz, proteaz) zona
pellusidaya nilfuz eder (28). Zona pellusidanin gegirgenligi, sperm basinin
oositin ylizeyine temas etmesiyle degisiklie ugrar. Buradaki ekstraselliiler
glikoprotein ortiiniin icerigi fertilizasyondan sonra degisir. Bu temas ile, oositin
plazma membraninin altindaki kortikal grandllerden lizozomal enzimler
salgilanir. Bu enzimler de, sperm penetrasyonunu engellemek ve zona
ylzeyinde sperm icin tlire 0zgl reseptdr bdlgelerinin inaktivasyonunu
saglamak icin, zona pellusidanin 6zelliklerinde bazi degisiklikler yaratirlar (zona
reaksiyonu) (Sekil 2). Zona pellusida icinde gomili baska spermlere de

rastlanmasina ragmen, bunlardan ancak bir tanesi oositin igine girebilir (47).
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Sekil 2. Fertilizasyon (50)

2.3. Erken embriyo gelisimi (preimplantasyon)
2.3.1. Zigotun yariklanmasi

Zigot; iki hucreli evreye ulastiktan sonra, bir seri mitotik bdllinmeye
girerek hicre sayisini hizla arttirmaktadir. Klivaj adi verilen bu dénemde, her
yariklanma sonrasinda, hacmi giderek kuiglilen bu hiicrelere blastomer denir.
(sirasiyla iki, dort, sekiz, blastomer seklinde devam eder). Bu ddnem,
prontkleuslarin birlesmesi sonrasi olugsan embriyoya ait genomun da devreye
girdigi donemdir. Normal olarak yapilanmamis bir genoma sahip embriyolarin
codu bu dénem sonrasi ileri gelisim gdstermezler (46). Hiicreler arasi baglarin
(siki baglantilar, tutucu baglantilar ve oluklu baglantilar) kuvvetlenerek arttigi
bir dénemdir. Bu baglarin bir kismi hiicreleri birbirine sikica baglayarak
gecirgen olmayan bir tabaka olustururken diger bir kismi secici olarak bazi
molekdllerin taginmasini ve bdylece ileri embriyo gelisim déneminde hcreler
arasi sinyal mekanizmalarinin olusumu sonucu gergeklesen baskalagimlar
saglarlar. Morula (kompaksiyon) olarak da adlandirilan bu dénemde artik
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hicrelerin sinirlarini belirlemek zordur (Sekil 3) (48). Blastomerler sekil
degistirir ve embriyo 16-32 hiicreli siki bir kitle haline gelir. Bu asamadaki bir
embriyo morula adini alir. Implantasyon &ncesi embriyo (preimplantif
embriyo); morula evresi; fertilizasyondan 3 giin sonra olusur ve uterusa gelir
(47).

multi-cell morula blastocyst

D2 D2-3 D3-4
D3 D3-4 D5

* morulanin ig hiicreleri ig hticre kitlesini olusturmakta

A morulanin dis hiicreleri dis hiicre kitlesini(trofoektoderm) olusturmakta

Sekil 3. Zigotun yariklanmasi (48)
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2.3.2 Blastosist olusumu

Morula tuba uterina’dan uterusa ulastiginda preimplantif embriyoda
olusan sivi dolu blastoselin genislemesi ile bir kese-blastosist kesesi olusur. Bu
degisim morulay! blastosiste donistiiriir. Blastosist, uterus boslugunda bir
veya iki glin kalirken daha ileri degisimlerin hazirhgini yapar ve bu esnada
zona pellusida’y1 kaybeder. Merkezde bulunan ve embriyoblastlardan olusan
hicreler-ic hticre kitlesi (inner cell mass-ICM), embriyonun baslangici veya
taslagidir. Birde bu hiicre grubunu cevreleyen trofoblastlardan olusan bir dis
hiicre kitlesi trofoektoderm (TE)'den meydana gelmistir. I¢ hiicre kitlesinden
embriyonun dokulari, dis hilicre kitlesinden de daha sonra plasentayi

olusturacak olan trofoblastlardan farklilasan embriyo disi yapilar gelisir (49).
2.4. Gametlerin dondurulmasi(kriyoprezervasyonu)

Insan oositlerini ve embriyolarinin kriyoprezervasyonu YUT' te uzun
zamandan beri kullanilmakta olan bir yéntemdir. IVF siklusu sonrasinda arta
kalan ekstra oosit yada embriyolarin daha sonra tekrar transfer edilebilmesine
olanak saglamaktadir. Taze oosit ve embriyolar ile karsilastirildiginda diistik
gebelik ve canli dogum orani eldilmesine ragmen kriyoprezervasyon YUT ile

bitlnlesen bir teknik olarak sayllmaktadir.

Oosit ve embriyo kryoprezervasyonu su anda iki temel teknik ile hiikiim
stirmektedir. Ik gelisen teknik yavas dondurmadir (50,51,52,53). Bu teknigi
takiben, embriyolar derceli olarak nispeten dlsik konsantrasyonlarda
kryoprotektanlarin nifuzuna maruz birakilmistir. Bu kryoprotektanlar siklikla
hiicre kiltir medyalarina eklenen oositler icin 1.0- 1.5M, embriyolar igin ise
1.35- 1.5M araliginda kullanilan gliserol ve dimetil siilfoksit (DMSO) dur. Diger
kriyoprotektanlarda tek baslarina veya farkli kombinasyonlarda yaygin bir
kullanima sahiptir. Bunlar permabil olarak etilen glikol ve propilen alkol gibi
(54,55), non-permabil olarakta  slkroz,glukoz ve fruktoz  gibi
kryoprotektanlardir (56,57). Gametler dusuk volimde dondurma pipetlerine

yliklenir ve ekilibrasyon igin birkag¢ dakika tutulacagi -5,-7 dereceye sogutulur.
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Ekilibrasyon sonrasi, solusyona ekstraseliiler sogutma igin seeding denilen bir
yontem uygulanir ve dakikada 0.3, 0.5 °C olmak Uzere -30 ile -65 arasinda bir
dereceye kadar sogutulur. Istenilen sicakida gelindi§i zaman dondurma
pipetleri depolanmak Uzere sivi nitrojene kaldinhr. Ekstraseliiler solusyona
seeding islemi ve yavas sogutma orani dondurma isleminin sadece gametlerin
disinda olmasini saglar. Bu islem, gametlerin intraseliiler matriksinin vitrifiye
olacagi sicakhda ulasincaya kadar ,osmatik olarak aktif suyun ve dereceli

dehidrasyonlarinin gametlerden disari dogru hareketi ile sonuglanir (58).

Ikinci bir teknik olan vitrifikasyon icin {ic dnemli faktér vardir.

1- Sogutma orani: bu teknik sivi nitrojen ile gergeklestirilir. Sivi nitrojen
kullanilirken, 6rnek sivi nitrojene daldirildiginda konteynere, miktara, termal
iletkenlige ve solusyonun kompozisyonuna bagli olarak degisebilen dakikada
10000 ile 100000 °C arasinda sogutma orani meydana gelir (59). Sivi nitrojen
slush yapilmasi icin donma noktasina (-210) yakin bir dereceye kadar
sogutulmasi gerekir. Slush VitMaster (IMT Ltd., Ness Ziona, Israel) tarafindan
uretilen bir cihazdir, bu cihaz negatif basing uygulayarak sivi nitrojenin
sicakligini -205 ve -210 °C arasinda tutar. Sivi nitrojen soguklugu olusturulur
ve sogutma orani ciddi derecede artar. Sogutma orani bu sekilde ilk asamada
(-20,-10) sivi nitrojenli dondurma pipetlerine-OPS yada EM gridlerine oranla 2-
6 kere daha hizli gerceklesir (60). Oosit ve embriyolar icin dondurma oraninin
arttirlmasi yasam oranini %37’e kadar iyilestirdigini gostermistir.

2- Kullanilan medyumlarin vizkozitesi: Bu durum vitrifikasyon sirasinda
farkli kriyoprotektanlarin ve diger eklenen maddelerin davraniglari ve
konsantrasyonlari olarak tanimlanmaktadir. Daha yiksek kriyoprotektan
konsantrasyonu (CPs) ve daha yliksek cam transisyon sicaklidi (Tg) ile buz
nukleasyonu ve kristalizasyonu dusurilebilir. Cesitli  kriyoprotektanlar ve
eklenen maddeler farkh toksisite, penetrasyon, penetrasyon orani ve Tg'ye

sahiptir. Cogu zaman vizkoziteyi arttirmak, Tg'yi disirmek ve toksisite
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dizeyini azaltmak igin kriyoprotektanlarin farkli kombinasyonlari uygulanir
(61).

3- Volim (Miktar-Hacim): Daha dlsik volim, daha ylksek vitrifikasyon
olasiigidir (62,59). Daha distik voliimler; daha iyi 1si transferine bu yol ile de
yiksek sogutma oranina yardimci olur. Son 10 yilda orneklerin saklanma
voliminin azaltimasina yonelik metodlar literatlirde yer almistir. Dondurma
medyumunun  voliminld disirmek ve sodgutma oranini  arttirmak,
kriyoprotektan konsantrasyonunu makul bir sekilde diisiirmeye olanak saglar
ve boylece toksik ve osmatik zararlarin etkileri minimum indirilir (63).

Yavas dondurma ve vitrifikasyonu karsilagtirmak aslinda, temel bir
method ile fiziksel bir islem arasindaki karsilastirmaya dayanir. Bu iki
dondurma ydntemi arasindaki farki; vitrifikasyonda, ytksek dondurma orani ve
yuksek kriyoprotektan konsantrasyonu kullanilirken; yavas dondurmada, yavas
dondurma orani ve dugslk kriyoprotektan kullanilir; seklinde tanimlamak yanlis
ve ylizeysel olur. Basarili bir vitrifikasyon; cok disiik sogutma orani (64) ve
dusuk kriyoprotektan konsantrasyonu (62) ile de gergeklestirilebilir. Yavas
dondurma ile kriyoprezervasyon ekstraselliler suyun kristalize olusu ile
intraselller vitrifikasyonunun olusumuna kadar, osmatik gradient ile suyun
intraselller kompartmandan siriklenisi ile sonuglanan bir yontemdir.
Vitrifikasyon  ile  kriyoprezervasyonda ise  seliler  dehidrasyonun
gerceklesmesinden sonra hem intraseliler hemde ekstraselliler kompartmanlar
vitrifiye olur.

Donduruldugunda ve Vvitrifiye edildiginde, gametler net bir bozulma
olmadan cok uzun slire depolanabilir. Dondurulmus insan embriyolarinin; 20
ylla kadar depolanmasinda, ¢6zme sonrasi canliikta, implantasyon
oranlarinda, klinik gebelik, disik ve canli dogum oranlarinda karsilastirilan

parametrelerde bir etki gostermedigi anlasiimistir (65).
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2.4.1. Oositlerin Yavas Dondurulmasi ve vitrifikasyonu

Kriyoprezerve oositten ilk insan gebelidi (yavas dondurma ile) 1986'da
bildirilmistir. Bu basar diger baska laboratuvarlarda farede (66) ve ratta (67)
elde edilen basarilari takiben gelmistir. Bu ilk raporlarin Ustiinden uzun stire
gecmesine ragmen basari hala c¢ok sinirlidir. Kriyoprezervasyon alaninda bir
cok ilerlemeye karsin Ozellikle oositlerin  (ovule, matir, immatir)
kriyoprezervasyonu hala yerlesik bir prosediir olarak degerlendiriimemektedir
ve buglin deneysel bir teknik olarak
siniflandirilmaktadir  (68). Insan oositlerinde yapilan yavas dondurma
metaanalizlerinin ¢6ziilmlis oosit basina gdstermis oldugu oranlar; %2.4
(95/4000) ve canhi dogum orani ise %1.9 (4000/76) seklindedir (69).
Vitrifikasyon, 2005'ten sonra hiz kazanmistir. Bundan dnce sadece 10 insan
gebeligi vitrifiye oositlerden elde edilmistir (69). Her iki method ile de canli
kalim orani yiiksek olsa da, embriyo transfer orani taze oosit kullanilanlara
oranla oldukca dusuktir (70). Yavas dondurma ile vitrifikasyon
karsilastinldiginda daha yiksek canli  kalim orani vitrifikasyon ile
gerceklestirilmistir (%95,899/948 vs %75,1275/1683) ama oosit basina
gelisen gebelik oranlari hem yavas dondurma (%1.9-8.6) hemde vitrifikasyon
(%3.9-18.8) icin duslktir (71).

Kriyoprezervasyonda oositler sperm ve embriyodan olduk¢a farkhdir.
Memeli oositi spermatozoadan 1000-10000 kat daha buylktir. Bu ylzden
oositlerin ylizey hacim oranlan disik oldugu icin dondurmaya karsi ve
intraselliler buz kristalleri olusumuna karsi fazlaca hassastirlar (72,73). MII
oositlerin plazma membrani distk permeabilite katsayisina sahiptir, dolayisiyla
kriyoprotektanlarin ve suyun hareketi yavastir (73). Oositler zona pellusida ile
cevrilidir, zona pellusida suyun ve kriyoprotektanlarin oositin icine ve disina
dogru hareketine karsi ek bir bariyer olarak davranir. Dondurma ¢dzme
isleminin  sonucunda, zona pellusida’nin  sertlesmesine ve sperm
penetrasyonunu ve fertilizasyonu olanaksiz kilan prematiire kortikal graniil
ekzositozu olusgabilir (74). Bu durum anca ICSI (intracytoplasmic sperm
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injection) yada SUZI (subzonal sperm insertion) teknikleri ile giderilebilir.
Oositler ayrica dondurma hassasiyetini arttiran yiliksek lipid icerigine sahiptirler
(73). Submembrandz aktin mikrofilamentlerine sahip olduklarindan dolayi
daha az saglamdirlar (75). Kriyoprezervasyon hiicre iskeletinde diizensizlige,
kromozom ve DNA anamolilerine sebep olabilir (76). MII safhasi ile olusan
mayotik ig iplikcikleri dondurmaya ve tekrar uyum saglamaya karsi hassastir
(77). In vitro kiiltirde ¢dzme(thaw) veya isitma(warm) sonrasi oositlerin
yenilenmesi yavas dondurmaya oranla vitrifikasyonda daha hizli olmaktadir
(77). Oositler ayrica reaktif oksijen tlrlerinin hasarina karsi da daha
hassastirlar (78). Bu parametrelerin bir cogu fertilizasyondan sonra degisir ve

embriyoyu dondurmaya karsi daha hassas ve kolay dondurulabilir yapar (75).
2.4.2. Embriyolarin Yavas Dondurulmasi ve Vitrifikasyonu

Yeryuziindeki bir c¢ok tir icin, kriyoprezervasyondaki gecerli bilgi
birikimi, sadece erkek gametlerin dondurma yontemi ile korunabildigi,
oositlerin veya herhangi bir gelisim asamasinda olan embriyolarin
korunamadigi yoniinde olabilir. Oositler ve embriyolar boyut, kompozisyon ve
yap! acisindan biyiik farkliliklar gostermektedir. Ozellikle baglica endise,
intraselller buz formasyonu konusudur. Bu formasyondan kacginmak igin;
disuk volliim, yiksek kriyoprotektan konsantrasyonu ve ¢ok hizli dondurma ile
vitrifikasyon hali olusturulmus yada distk kriyoprotektan konsantrasyonu ve
yavas dondurma ile sadece ekstraselller haznede buz formasyonu
saglanmistir. Ilk basarili embriyo kriyoprezervasyonuna ait raporlar 1971-2'de
yayinlanmistir  (50,53). Bir kac yill sonra sogutma oranlarinda yapilan
modifikasyonlar ile olusan temel protokol bugiin hala yaygin olarak
kullanilmaktadir. (79,80). Embriyo kriyoprezervasyonunun en 6nemli avantaji

ise her iki aile fertininde genetik komplemanlarinin korunmasidir.
2.4.3. Kriyoprezervayon icin optimum embriyonik evre

Embriyo kriyoprezervasyon alanindaki bir c¢ok gelismeye ragmen

embriyo kriyoprezervasyonunda optimal gelisim evresine dair heniz bir goris
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birligi bulunmamaktadir. Insan embriyolarinda IVF-ET sonuglarini
karsilastirilarak yapilan bir calismada, pronuklear evrede (birinci glin), klivaj
(Gglinci  glin) ve blastosist asamasinda dondurulmus gruplar arasinda
implantasyon, klinik gebelik, coklu gebelik ve erkek/kadin oranlari arasinda bir
fark bulunmamistir (81).Tek fark, dondurma-cbzme sonrasi, Uglinci gln
embriyolarin canli kalim orani, 1.glin ve blastosist asamalarinda dondurulan
gruplara gére daha dlsik bulunmustur. Bir baska calismada embriyolar; zigot,
ikinci glin ve Gguncl glin evrelerinde dondurulmus, ¢dzme sonrasi transfer
edilmiglerdir (82). Yine bu calismada da klinik gebelik, implantasyon, canli
dogum orani acisindan gruplar arasinda bir farklilik gézlenmezken, diisiik orani
ise zigot grup (%21.3) ve ikinci gliin (%18.3) gruplarina gére Uglncl gin
grubun (%45) daha yuksek bulunmustur. Efisiyan (¢6zllmis embriyo basina
canli dogum) disiik bulunmustur. ( hepsi %7.3, zigot %7.1, ikinci giin %7.6
ve Uglincl gin %4.2). Diger bir yandan ise besinci glin ve altinci gin
blastosistlerin vitrifikasyonunu takiben canli kallm orani, %96.3 ve

implantasyon orani %29.3 acisindan Ustlnlik géstermektedir (83).
2.5. Endoplazmik Retikulum

Endoplazmik Retikulum (ER) dall tibullerden ve yassilasmis keselerden
olusan, bitiin okaryatik hiicrelerde bulunan membran6z agdan olusan bir
hiicre organelidir. Hilcrenin sitoplazmasi boyunca uzanir. ER; sekretuvar ve
membran proteinlerinin, lipidlerin sentez yeri ayrica major intraselller
kalsiyum depolama kompartmanidir. ER, proteinlerin sadece sentez edildigi
degil ayni zamanda proteinlerin dogru bigimlendiriimesinide saglayan bir
organeldir (84). Sentezlenmis proteinler, ER'da katlanir ve olgunlasir.
Proteinler ER'a katlanmamis polipeptid zincirler seklinde giris yapar. ER,
sitosole nazaran olgunlasan proteinlerin disulfid baglarinin olusumlarina olanak
saglayan devaminda da protein yapisini stabilize eden oksidize bir ortamdir
(85). Bu dinamik durumu idare edebilmek icin hicreler kendilerini ER'da
protein katlanma kapasitesi gerekliliklerine uygun olarak ayarlar. Bdyle bir
homeostatik kontrol ER limenine bakan sensorleri olan, hiicrenin diger
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kompartmanlarina mesaj iletebilen ve effektorleri olan sinyal aktarim yolaklari
ile gerceklestiriimektedir. Boyle bir intraseliiler olaylar dizisinin varhigina dair ilk
ipucu, secici ER yerlesimli saperonlar aktive eden katlanmamis ER protein
birikimini arttiran farmakolojik ve genetik manipulasyonlarin arastiriimasi ile

saglanmistir (86).

Bitlin organizmalarda, proteinlerin gbrevlerini yerine getirebilmeleri igin
protein katlanmasi gerekli bir siirectir. Okaryotik hiicrelerde salgi yolaklarina
gidecek olan proteinler, Golgiye gecmeden &nce katlanmak Uzere ER'da
toplanirlar. Proteinlerin kalite kontrolli olarak adlandinlan bu mekanizmanin
amaci, sadece dizgun katlanan proteinlerin ER'den ¢ikmasina izin vererek

dider hiicre ici organellere gitmesini saglamaktir.

ER Iimenine giren, yeni sentezlenmis polipeptid zincirleri amino
uclarindan karbonhidrat yan zincirleri (3glikoz-2Mannoz-2N Asetilglikozamin)
eklenerek translasyon sonrasi degisiklige ugrarlar. Bu reaksiyon
OST(oligosakkarittransferaz enzimi) tarafindan katalizlenir. Daha sonra
devreye Glikozidaz I ve II enzimleri girerek en ugtaki 2 glikoz molekulini
uzaklastirarak tek bir glikoz molekili igeren katlanmamis protein halini
almasini sadlar. ER saperon proteinlerinden Kalneksin ve Kalretikulin, Erp57 ile
birlikte protein katlanmasini gergeklestirir. Duzgln katlanmis proteinler

kalneksin/ kalretikulin dongusiinden c¢ikarak Golgiye gegerler (87).
2.5.1. Endoplazmik Retikulum Stresi

ER'da depolanan proteinler hiicre tlrleri arasinda ve hicrenin yasami
boyunca farklilik gdsterir. Gelisim slireci, hiicre siklus dongisl ve cevresel
ortam ER’da depolanmasi gereken proteinlerin gesidini ve miktarini etkileyebilir
(88). Ancak bir stres uyarani katlanan proteinlerin arasindaki reaksiyonu
bozabilir ve bu da ER'un protein katlama ylkl ve kapasitesi arasinda
uyumsuzluk yaratabilir. Bunun sonucunda ER limeninde katlanmamis yada
yanlis katlanmis proteinler birikir. Bu durum Endoplazmik Retikulum stresi
olarak adlandirilir (88).
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Hicreler yasamlari boyunca proteinlerin katlanma gereksiniminin ER'un
katlama kapasitesini asan ve ER stresi ile sonuclanan durumlar ile karsi karsiya
kalirlar. ER stresi, ekstraseliiler sinyallerdeki degisimlere cevap olarak, hiicrede
gecici gen ekspresyon programinda gelisebilecek bir degisiklik nedeniyle yada
daha kalici olarak sekretuvar yada membran proteinlerinin tam olgunlagmasina
engel olan mutasyonlar ile kargilasmasindan dolayi ortaya cikabilir. ER stresine
aynli zamanda besin eksikligi, anoxia, iskemi, viral enfeksiyon ve proteinleri

degrade edebilen isi gibi cevresel dizensizliklerde neden olabilir (88).
2.5.2. UPR (unfolded protein response)

Proteinlerin katlanmasinin devamliigi ve katlanmamis yada vyanlis
katlanan proteinlerin birikiminin 6énlemesi icin hlicreler UPR olarak adlandirilan,
ER bagimh hiicresel bir cevabi tetikler (89,90). Bu hiicresel cevap

transkripsiyonel ve translasyonel diizeyde gergeklesir.

Son zamanlarda temeli daha iyi tanimlanmis UPR yolaginda, ER’a giren
katlanmamig proteinlerin birikimi ile bu birikimi idare edebilecek hicresel
mekanizma arasindaki dengesizlik 3 ana cevabi harekete gecirmektedir. Ilki
protein sentezini ve ER’a translokasyonunu azaltarak ER’a giren protein
yuklenmesini azaltmak; ikincisi, ER’da katlanmayan proteinler ile basa
cikabilmesi icin uzun ddénem adaptasyon olan, ER protein katlanma
mekanizmasini  fonksiyone eden genler dahil UPR hedef genlerinin
transkripsiyonel aktivasyonuna yol acarak ER kapasitesini azaltmaktir. ER
basarili olamadigi takdirde proteinler ubiquitinlenecegi ve 26S proteozomlari
tarafindan degredasyonu hedeflendigi ERAD (ER associated degredation) adi
verilen silire¢ boyunca sitosole aktarilir (91). Eger homeostaz tekrar kurulamaz

ise Uglincl mekanizma hicre 6limindn tetiklenmesidir (92).

Memeli hiicreleri UPR efektdri olarak fonksiyon gdsteren (¢ tane ER
transmembran protein kinazi icerirler. Bunlar IRE1-a (inositol-requiring 1a),
PERK (double stranded RNA dependent protein kinase (PKR)-like ER kinase)

ve ATF6 (activating transcription factor 6) dir.
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IRE1, yan N terminal kismi ER limeninde yari C terminal kismi sitosolde
konumlanmis tip 1 transmembran proteinidir. Sitosolik bdlgesi bir protein kinaz
ve Rnase dual enzimlerinden olusan efektoér bdlgesidir. Luminal bolgesi, ER
l[imeninde katlanmamis proteinlerin birikimini algiladi§i zaman IRE1,bir stres
reseptdrl gibi davranir (89,90). Bu da, XBP-1 (x-box binding protein) mRNA *
sindan bir parca sekansin kesilmesini tetikler (93,94) ve aktif transkripsiyon
faktdriinin sXBP-1 olusumunu baglatir (Sekil 4). Aktive olmus sXBP-1 UPR’da
gbrev alan ER saperonlarin seviyelerini dizenler.Buna ek olarak, ERAD
mekanizmasinin  komponentlerini  kodlayan genlerin transkripsiyonlarini

aktiflestirerek ER’da protein katlanma kapasitesini arttirir (95,96).

Nonsiressed ER stressed
Monomer Dimer

I
(inactive ) I U ( active) e\'

I

: % %\g/up
..--""""

[Srmer] Q)
i['*"

Targetinu:

XBP1s mRMA

Sekil 4. XBP-1'In aktivasyonu

Diger sensor protein PERK, IREl’e karsilik gelen zayif bir homoloji
gOsteren luminal bir boélge icerir. Sitosolik bdlgesi kinaz aktivitesi gdstererek
elf2nin  (a-subunit of eukaryotic translation initiation factor 2)
fosforilasyonunu ve inaktive edilmesini saglar bu da protein sentez etkinliginin
azalmasi ile sonuclanir (97,98). Bu sekilde ER Ilimenine protein birikimi

engellenmis olur.
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PERK'in protein sentezini azaltma goérevine ek olarak, UPR yolaginda
gorev alan genlerin yaklasik lcte birinin transkripsiyonunu indikler. PERK'in
elF2'i fosforile etmesiyle, transkripsiyon faktor 4 secici translasyon ile aktiflesir.
ATF 4'de UPR vyolaginda gorev alan hedef genlerin transkripsiyonlarini
aktiflestirir (98,99,100).

3. sensor protein ATF 6 BZiP (basic leucine zipper) transkripsiyon faktor
boélgesinden olusmus, sitosolik ylizeye dogru cikinti yapmis N terminal bolgesi
iceren tip II transmembran proteininden olusur. ER stresine bagl olarak ATF6,
ER'dan Golgi'ye COPII vezikilleri aracihdi ile tasinir ve Golgi'de yerlesik S1P
(the serin protease site 1) ve S2P (metalloprotease site 2) proteazlar ile
taginan ATF6'dan parcalar kesilip ayrilir (101). Kesilmig sitosolik bdlgeler
membrandan salinir ve ER saperon ve ERAD bagimli genleri transkripsiyonel

olarak induklemek igin nukleusa taginir (102,103).

UPR aktivasyonundan sonra hiicre doéngisi oncelikle G1 fazinda
duraklamaktadir (20). G1 fazinin ilerlemesi igin, bir yada birden fazla D tipi
siklinlerin (D1,D2,D3) CDK4 veya CDK6 ile etkilesime girerek aktive olmasi
gerekmektedir, bunu siklin E ve A nin bagimsiz kinaz CDK2 aktivasyonu takip
eder. Bu sirada hiicreler G1/S gegcisindedir (21). G1 fazinda duraklama ile
indiiklenen ER stresinin, D1 siklin spesifik proteinin eksikliginin D1 siklin
translasyonunu inhibe etmesi ile ortaya ciktigina isaret etmektedir (20). Son
glnlerde bildirilen baska bir gelisme de UPR aktivasyonunun siklin D1'in
olusumuna aracilik etmek ve hiicre déngusindeki duraklamay: ilerletmek igin

yeterli oldugu yoniindedir (22).

Stressiz kosullarda IRE1, PERK ve ATF6 saperon protein GRP78

(Glucose-regulated protein)/BiP (Binding immunoglobulin protein)’e baglidir.
2.5.3. Katlanamamuis proteinlerin taninmasi ve ER bagimli saperoniar

ER hiicredeki protein sentezi ve transport rollinden dolayr GRP78,

GRP94 ve Calricutilin gibi kalsiyum bagimli molekiiler saperonlardan zengindir.
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Bu saperonlar protein katlanmasini saglayan araci molekiilleri stabilize eder.
Hatal protein katlanmasina engel olmak icin protein tasinimi boyunca yeniden
sentezlenen 2 yada daha fazla aminoasit iceren bilesik madde zincirlerini

tutarlar.

BiP ER limeninde en cok bulunan saperondur ve ER'da protein kalite
kontrolunun surduriilmesinde merkezi bir rol oynamaktadir (104). BiP, HSP70
(heat shock 70 protein) ailesinin Uyesi bir ATPaz'dir ve diger HSP70 saperon
ailesinin Uyeleri gibi dogal polipeptidler ile etkilesime girmez. ER’a transfer
edilecek yeni sentezlenen proteine gegici olarak, glukozillenme slirecinde olan
ve hatali katlanmis ya da katlanmamis proteinlere ise kalic olarak
baglanmaktadir (105).

Stres olmayan kosullarda BiP ¢ stres sensori ile etkilesimde
bulunmaktadir, fakat ER stresine cevaben hizlica salinir (106,107). Stres
olmadigi kosullarda BiP; IRE1, PERK ve ATF6'nin luminal domainlerine
baglanarak ER'da muhafaza edilmelerini saglamaktadir. Ancak katlanmamis
veya hatali katlanmis proteinlerin birikimi durumunda BiP, IRE1, PERK ve
ATF6'dan aynlarak bu proteinlerin spontan olarak oligomerize/ dimerize
olmasina ve kendi kendilerini fosforlayarak sonrasinda da aktivasyonlarina yol
acmaktadir (106,108) (Sekil 5). Bu yolla serbest kalan BiP ise katlanmamis
proteinler tarafindan tutulur. Bipin katlanmamis bir proteine baglanmasi o
proteinin katlanmasina yardimc olmaz ama proteini katlanmaya elverisli bir
bicimde tutar (104).

Memeli hiicrelerinde ve mayalarda yapilan ¢alismalar, UPR indiksiyonu
icin gereken sinyalin, direk olarak katlanmamig polipeptidlerin birikiminden
degil de, katlanmamis proteinler ile olusturduklari kompleks tarafindan
alikonulmasi sonucunda ER’da serbest BiP konsantrasyonunun azalmasina

bagli oldugunu 6nerir (109).

BiP'in IRE1 yada PERK ile birlikteligi ya da ayrilma durumu hiicredeki

aktivasyon ve baskilanma durumu ile bir hayli koralasyon gdsterir (106,108).
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Biyokimyasal kanitlar inaktif durumda IRE1 ve PERK'in luminal bélgelerinin BiP
ile baglantida oldugunu destekler (106,107). ER'da katlanmamis proteinlerin
birikimi Gzerine BiP kompetetif olarak katlanmamig proteinlerin ER'da yiksek
titrasyonuna bagh olarak IRE1 ve PERK'in luminal bdlgelerinden ayrilir (106).
BiPin ATF6'ya baglanmasi ise IREl'de gozlendigi gibi ATF6 dimer/
oligodimerilerinin olusumunu baskilamaktan ziyade ER'den golgiye taginmasini
engeller. BiP'in ATF6’nin luminal bdlgesine baglanmasi Golgi iginde yerlesimli
Golgi transport sinyalini molektler olarak engeller bu yolla Golgi'ye transportu
bloke eder (107). Bu sonuglar BiP’in ER stres sensorlerinin luminal bdlgesine
baglanarak stres ile karsilasincaya kadar inaktif durumda kalmalarini sagladig
ileri strtlmektedir (106,108).

ER'de hatall katlanmis veya katlanmamig protein birikimine ERAD ve
UPR yolaklari ile yanit verilmeye calisilsa da hatali katlanmis protein miktarinin
cok fazla olmasi strese karsi verilen yanitlari yetersiz kilabilmektedir. Boyle bir
durumda ER stresi apopitozu (programli hiicre éliminu) tetiklemektedir. ER
stresi sonunda olusan apopitoz hem mitokondri-bagimli hem de bagimsiz

yolaklardan uyarilabilir (87).
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2.5.4. Tunikamisin

Cesitli  aktinomiset tlrlerinden izole edilen bir antibiyotik olan
tunikamisin, diger antibiyotiklerden farkli olarak memeliler igin yiksek
derecede toksiktir, bu ylzden antibakteriyal ajan olarak kullaniimaz (110).
UDP-Nasetilglukozamin’den dolikol monofosfata N asetilglukozamin-1-fosfatin
transferini inhibe ederek karbohidrat ve protein arasindaki N-glikozidik tip
baglanmay! bloke eder (111). Tunikamisin Post translasyonel glikozilasyonu
inhibe etme kapasitesinden dolayl normal hiicre ylizey morfolojisi ve normal
hicre adezyonunun korunmasi, surdirilmesi, hilicre ylzeyi ile iliskili
proteinlerin salgilanmasi ve hiicre i¢i transportu, virtslerin enfeksiyonu ve
yayllmasi gibi cesitli olaylardaki proteinlerin N-glikozidik bagh oligosakkarit
kisimlarinin  fonksiyonlarini arastirmada kullaniimaktadir. Bunun yani sira,
gelisen fare embriyolarinda insan, fare ve sican myeloid I6semi hiicrelerinin
farklilasmasinda memeli hicrelerinde mutasyona ugramis olan hicrelerin
seleksiyonunda spesifik olarak da tunikamisin kullaniimaktadir (111).

Tunikamisin; urasil, N-asetilglikozamin (GIcNAc), essiz 11-karbon 2-
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aminodiadoz seker (tunicamin), ve degisken uzunlukda N-asil zincirinden
olusmaktadir.Tunikamisinin birgok homologu vardir. Tunikamisin homologlari,
N-asil zincirinin degisik uzunlukta olmasindan dolay! farkllik gdstermektedir.
Tunikamisinin bilesenleri bircok aktiviteyi paylasirken bu aktivitelerde gerekli
olan antibiyotik miktarinda da farkliik gdstermektedir. Homologlarindan bir
kismi lipidlerin N-bagl glikozilasyonunu inhibe etmek icin 5 pg/ml’ ye gerek
duyarken diger homologlari igin 1-2 pg/ml bu inhibisyon icin yeterli olmaktadir
(112). Protein sentezi Uzerine genel bir etkisi olmaksizin protein
glikozilasyonunu tamamen inihibe etme yetenegine sahip olmasi nedeniyle
tunikamisin in vivo da ve biyolojik deneylerde yodun olarak kullaniimaktadir
(113).

2.5.5. Tunikamisinin Apoptotik Etkisi

Tunikamisin; bitki ve memeli hicrelerinde endoplazmik retikulum
stresini uyararak programlanmig hiicre dlimine yol acar. Tunikamisin N- bagh

glikozilasyonu inhibe eder ve bu inhibisyon apoptozisi indikler (114).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Arastirmanin tipi:

Arastirma deneysel bir calismadir.

34



3.2. Aragtimanin yeri ve zamani:

Calismamiz Yale Universitesi Kadin Dogum ve Ureme Bilimi Anabilim
Dali laboratuvarlarinda gegeklestirilmistir. Calisma Nisan 2010 tarihinde

baslamis 10 Mart 2011 tarihinde sonlanmistir.
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3.3. Arastirmanin evreni ve 6rneklemi/caligma gruplari:

UPR sinyal yolaginin in vitro preimplantasyon embriyo gelisimi (zerine

etkisine gérmeyi hedefledigimiz calismada olusturulan gruplar:

I. grup Kontrol grubu: Hi¢c bir uygulamaya maruz kalmayan deney grubu.
(n=6)

II. grup Tunikamisin grubu: 0.5 pg/ml tunikamisinli medyumda inklibe edilen

embriyo grubu. (n=6)

ITII. grup Sikloheksimid grubu: 10 pg/ml sikloheksimidli medyumda inkiibe

edilen embriyo grubu. (n=6)

UPR sinyal yolaginin kisa ve uzun doénem aktivasyonunun preimplantasyon
embriyo gelisimine etkisini goérmeyi hedefledigimiz calismada olusturulan

gruplar:

I. grup Kontrol grubu: Higbir uygulamaya maruz kalmayan embriyo grubu.
(n=12)

I1. grup kisa dénem tunikamisin grubu: 0.5 pg/ml tunikamisinli medyumda 4

saat inklibe edilerek kontrol medyuma aktarilan embriyo grubu. (n=12)

ITI. grup Uzun dénem tunikamisin grubu: 0.5 pg/ml tunikamisinli medyum

deney sonlanincaya kadar inkibe edilen embriyo grubu. (n=12)

Preimplantasyon ©ncesi blastosistlerde dondurma (kriyoprezervasyon) ve
cbzme isleminin UPR sinyal yolaginin aktivasyonuna etkisini gozlemek

istedigimiz calismada olusturulan gruplar:

I. grup Kontrol grubu: Hicbir uygulamaya maruz kalmayan blastosist grubu.
(n=35)

II. grup Vitrifikasyon grubu: Vitrifikasyon teknigi ile dondurulup c¢oziilen
blastosist grubu. (n=40)
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III. grup Yavas dondurma grubu: Yavas dondurma c¢O6zme teknigi ile

dondurulup ¢dztilen blastosist grubu. (n=40)

Oositlerde dondurma (kriyoprezervasyon) ve ¢ozme isleminin UPR sinyal
yolaginin aktivasyonuna etkisini gézlemlemek istedigimiz calismada olusturulan

gruplar:

I. grup Kontrol grubu: Hicbir uygulamaya maruz kalmayan oosit grubu.
(n=70)

I1. grup Vitrifikasyon grubu: Vitrifikasyon teknigi ile dondurulup géziilen oosit
grubu. (n=60)

III. grup Yavas dondurma grubu: Yavas dondurma ¢ozme teknigi ile

dondurulup ¢dziilen oosit grubu. (n=60)
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3.4. Calisma Materyali:

Calisma materyali, Yale Universitesi Deney Hayvanlari
laboratuvarlarindan temin edilen C57BL/6 susuna ait farelerden elde edilen
oosit ve embriyolardir. Calismamiz siiresince Yale Universitesi Etik Kurul
kararlarina uyuldu. Calismada kullanilan 6 haftalik C57BL/6 disi ve 10 haftalik
C57BL/6 erkek fareler Yale Universitesi Deney Hayvanlar Béliimii'nden
saglandi. Bu sus calismamizla ilgili literatiir ile uyumlu olmasindan dolayi
secilmistir. Tim hayvanlar deneyler sonlanincaya kadar Deney Hayvanlari
Labartuvarlarinda 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik 20-22 °C oda sicakliginda
barindirildi. Bu c¢alismada kullanilan fareler eter anestezisi uygulamasini

takiben servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi.
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3.5. Arastirmanin degiskenleri

Arastirmada kontrol gruplarina herhangi bir islem uygulanmamistir. Ilk
deneyimizde, grup 2 deki embriyolar tunikamisinli, grup 3‘teki embriyolar
sikloheksimidli medyumda inkiibe edilmiglerdir. Ikinci deneyimizde grup 2'deki
embriyolar 4 saat grup 3'teki embriyolar 72 saat boyunca tunikamisinli
medyumda tutulmuslardir. Ugiincii deneyimizde grup 2 ve grup 3 embriyolari
blastosist asamasina kadar getirilerek grup 2 vitrifikasyon, grup 3 ise yavas
dondurma teknidi ile dondurulup ¢oziilmistiir. Dordiincli deneyimizde de grup
2 oositler vitrifikasyon grup 3 oositler yavas dondurma teknigi ile dondurulup

¢ozllmuglerdir.
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3.6. Veri toplama araglar
3.6.1. Arastirmada kullanilan demirbas malzemeler

Arastirmada toplanan oositlerin ve iki hiicreli embriyolarin inkibasyonu
icin inkUbator, gametlerin manipulasyonu esnasinda gerekli olan sicak tablali
stereomikroskop, imminofloresan, western blot ve RT-PCR deneyleri icin

otomatik mikropipetler kullaniimistir.
3.6.2. Arastirmada kullanilan yontemler

3.6.2.1 C57BL/6 farelerden in vivo 2- hiicreli embriyolarin elde ediimesi ve

Blastosist Ktiltird

6 haftallk C57BL/6 farelere 7.5 IU PMSG (Folligon, Sigma—Aldrich) ve
46-48 saat sonra da farelerin kendi fizyolojik LH pikleri olusmadan hCG
(Chorulon, Sigma-Aldrich) enjeksiyonu intrapertoneal olarak yapilarak
superovule edildi. hCG enjeksiyonunu takiben ciftlesmenin saglanmasi igin 6
haftalik disiler 10 haftalik erkekler ile ayni kafese konuldu. Ertesi sabah
ciftlesmenin etkinligini gozlemlemek igin vaginal plak kontrolii yapildi. hCG
enjeksiyonundan 36 saat sonra disi fareler eter anestezisi altinda servikal
dislokasyon ile sakrifiye edildi. Oviduktlar disseke edildikten sonra 1.0mg/mL
bovine serum albumin(BSA) eklenmis HEPES'li Quinn’s® Advantage Medyuma
aktarildi. Stereomikroskop altinda ovidukt enjektér yardimi ile parcalanarak 2-
hiicreli embryolarin serbest kalmasi saglandi. UPR sinyal yolaginin in vitro
preimplantasyon embriyo gelisimi Uzerine etkisi gozlemek istedigimiz
calismada hCG enjeksiyonundan 46 saat sonra toplanan 2-hicreli embriyolar
Quinn’s® Advantage Cleaveage medyuma alinarak gruplara ayrildi ve tedaviye
bagland. i) kontrol n=6, ii) UPR tetikleyicisi tunikamisin (0.5 pg/ml) (Sigma-
Aldrich St. Louis MO, USA) n=6, iii) genel protein sentezi inhibitori
sikloheximid (10 pg/ml) ) (Sigma- Aldrich St. Louis MO, USA) n=6, hCG
enjeksiyonundan 68 saat sonra kiltlr ortamindaki embriyolar gruplara goére

hazirlanan i) kontrol n=6, ii) tunikamisin (0.5 pg/ml) n=6, iii) sikloheximid (10
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Hg/ml) n=6 HEPES'li Quinn’s® Advantage Blastosist medyuma aktarilarak
tekrar inklibatére kaldirildi glin giin ayri gruplardaki embriyolar Grillo ve ark.’
nin derecelendirme sistemi kullanilarak karsilastirildi. UPR sinyal yolaginin kisa
ve uzun dénem aktivasyonunun preimplantasyon embriyo gelisimine etkisini
arastirmak istedigimiz calismada ise, i) kontrol n=12, ii) kisa donem
tunikamisin n=12, iii) uzun dénem tunikamisin n=12 olmak Ulzere (g farkl
grup olusturuldu. Yetmis iki saatlik deney sonunda blastosist agamasina gelen
embriyolar Grillo ve ark.” nin derecelendirme sistemi kullanilarak karsilastiridi
(115). XBP1 ve sXBP-1 ve B-aktin mRNA diizeyleri RT-PCR teknigi ile
incelenmek Gzere blastositler gruplarina gbre ayr ayri RNAqueous Microkit
(Ambion, Austin, TX)'ine ait 100 pl lizis buffer icine konuldu. Preimplantasyon
Oncesi blastosistlerde dondurma (kriyoprezervasyon) ve ¢ézme igleminin UPR
sinyal yolaginin aktivasyonuna etkisini arastirmak icin yapilan deneylerde
yukarida anlatildigi gibi toplanan 2 hicreli embriyolar mineral yag ile
kaplanmis HEPES'li medium ile ykandiktan sonra cleavage medyuma
aktarilarak inkubatére (6% CO2:5% 0,:89% N;) kaldinidi. hCG
enjeksiyonundan 68 saat sonra kiltir ortaminda 8 hicreli yada morula
safhasina ulasan embriyolar blastosist medyuma aktarilarak tekrar inkubattre
kaldinldi. hCG enjeksiyonundan 96 saat sonra blastosist asamasina gelen
embriyolarin bir kismi deney gruplarina gére ¢ gruba ayrildi. i)Kontrol
(Dondurulmamig) (n=25), ii)Yavas Dondurma (n=35), iii)Vitrifikasyon (n=35).

3.6.2.2. C57BL/6 farelerden oositlerin elde edilmesi:

6 haftalik C57BL/6 fareler 7.5 IU PMSG (Folligon, Sigma—Aldrich) ve 46-
48 saat sonra da farelerin kendi fizyolojik LH pikleri olusmadan hCG
(Chorulon, Sigma—Aldrich) enjeksiyonu intraperitoneal olarak yapilarak
superovule edildi. hCG enjeksiyonundan 13 saat sonra fareler servikal
dislokasyon ile sakrifiye edildi . Oviduktlarin ampullar bdlgesi disseke
edildikten sonra 1.0mg/mL bovine serum albumin(BSA) eklenmis HEPES'li
Quinn’'s® Advantage Medyuma aktarildi. Kumulus-oosit kompleksi
stereomikroskop altinda oviduktin ampulla boélgesi yirtilirak elde edildi. Oositler
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hyalurinidaz (SAGE,In Vitro Fertilization Inc. Trumbull, CT, USA) ve cam pipet
yardimiyla mekanik ayirma ile kumulus hicrelerinden temizlendi. Ciplak
oositler 37 dereceye ayarlanmis stereomikroskop tablasinda mineral yag ile
kaplanmig HEPES'li medium ile yikandi ve deneyleri beklemek lizere inkibattre
(6% CO2:5% 0,:89% N,) yerlestirildi.

3.6.2.3. Qositlerin ve Blastosistlerin Dondurulmasi ve Cozdlmesi

60 adet oosit, embriyo dondurma medyum kiti (Irvine Scientific, Santa
Ana, CA, USA) ile kitin yavas dondurma protokoll uygulanarak donduruldu.
Diger 60 oosit ise Vitrifikasyon kiti (SAGE Media, Trumbull, CT, USA) ile kitin
protokolli dogrultusunda vitrifiye edildi ve direk olarak sivi nitrojene konuldu.
Yavas dondurma teknigi uygulanan oositler programli dondurucuya analog
olarak sogutulurak sivi nitrojene aktarildi. iki ayri grupta bulunan oositler de 1
hafta silreyle sivi nitrojen tankinda saklandi. 1 haftanin sonunda yavas
dondurulan oositler embriyo warming kit (Irvine Scientific, Santa Ana, CA,
USA) ile, vitrifiye edilen oositler de vitrifikasyon ¢ézme kiti (SAGE Media,
Trumbull, CT, USA) ile ¢ozlldi. Her iki gruba ait ¢bzilen oositler uygulanacak
prosediirlerin uygunluguna gore gerekli sollisyonlara alindi. Yavas dondurma
ve vitrifikasyon icin elde edilen 25’er blastosist ise oositler ile ayni teknikler
kullanilarak fakat blastosistler icin 6zel Uretilen dondurma medyumlar (yavas
dondurma ¢dzme; Irvine Scientific, Santa Ana, CA, USA, vitrifikasyon ve
¢dzme igin ise Vitrolife, Géteborg, Sweden) ile dondurma ve ¢dzme iglemi

uygulandi.
3.6.2.4. Immdinofioresan Teknidi

Dondurulup ¢dzilen oosit/embriyolar 6ncelikle %4'lik paraformaldehid
ile oda sicakliginda 10 dakika fikse edildikten sonra PBS icinde %?2'lik normal
keci-at serumunda (Vector Labs, Burlingame, CA) hazirlanmis yikama
solusyonunda (Tablo 1) 3 defa 5'er dakikalik yilkama agsamalarindan gegirildi ve
arkasindan bloklama icin ayni solusyon icinde 37°C'de inkiibe edildi. Oosit ve

embriyolar 1/100 dilisyonda hazirlanmig anti-PERK ve GRP78 (Cell Signaling
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Technology, Beverly, MA, USA) antikorlari ile 1 saat boyunca oda sicakliginda
inklibe edildikten sonra tekrar 3 defa 5‘er dakikallk ylkama asamalarindan
gecirildi. Yikamanin ardindan, 1/1000 dilusyonda flouresan isaretli anti-tavsan
sekonder antikor (Vector Labs, Burlingame, CA) ile oda sicakliginda 1 saat
inkibe edilen oosit ve embriyolar 3 defa 5er dakikalik ylkama asamalarindan
gecirildikten sonra  Poly-L-lysinli lam Ustiinde DAPI'li kapatma solusyonu

kullanilarak mikroskop altinda incelendi.

Tablo 2. Yikama solusyon igerigi ve miktarlari

Sodyum asitli PBS

500ml
Yagsiz kuru sut
1g
Normal Goat Serum (Vector s-1000)
10ml

Bovine Serum albumin (BSA)
(Sigma-A9647-100G) 59

Glisin (Merk 118478)
3.75¢9

Triton (Sigma T-8787) (%10 stok)
0.5ml

3.6.2.5. Western Blot Teknigi

Kontrol, yavas dondurma ve vitrifikasyon gruplarina ait oosit ve
embriyolar Western Blot analizleri ile dederlendirildi. Oosit ve embriyolar
¢dzme sonrasi 5 Pl PBS ve 5 pl liziz buffer karisimina konularak -80’e kaldirildi.
Deney giini buzun icinde ¢ozdirilen oosit/embriyolar 100°C'de kaynatildi ve
5 dakika buzun iizerinde sogumalari beklendi. Ornekler; +4'te, 12000 rpm’de,
5 dakika santrifiij isleminden gegirildikten sonra, %75 luk SDS jeline
yuklenerek 55 volt'da 15 dakika, 179 voltta 60 dakika olmak uUzere
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elektroforez edildi. Jele vyiklenen proteinler, 32V'DA gece boyu +4'de
Nitroselliloz membrana elektoforetik cihazla transfer edildiler. Protein yuUkli
membranlar %0.1'lik Tween-TBS( T-TBS) te yagsiz kuru sit kullanilarak
hazirlanan solusyonda bloklama isleminden gecirildikten sonra, T-TBS
solusyonunda hazirlanmig 1/1000 dilusyonda GRP78 (78 kDa) (Cell Signaling
Technology, Beverly, MA, USA) antikoru ile +4'te gece boyu inkiibe edildiler.
6 kere 5 dakikallk T-TBS solusyonunda yikandiktan sonra 1/5000 dillisyon
kullanilarak HRP-konjuge goat anti-rabbit sekonder antikorunda 1 saat oda
sicakliginda inkiibasyona birakildilar. Tekrar 6 kere 5 dakikalk yikamadan
sonra kemiluminesans deteksiyon solusyonunda 1 dakikalik inkibasyonun
ardindan kasete vyerlestirilerek orneklerin sinyalleri 15 dakika sonunda film
tzerinde degerlendirildi. Ayni membran strip edilmeden 1 saat oda sicakliginda
B-actin antikoru ile inkibe edilip ylkama asamasindan gegirildikten sonra ayni
sekilde film Gzerinde gorintisu alindi. Goritntilenen GRP78/BiP bantlari her

grubun kendine ait B-actin bandi ile normalize edilerek karsilastirildi.
3.6.2.6. Reverse trankripsiyon PCR Teknigi

Deney sonrasi her gruptaki oosit/embriyolar RNAqueous Microkit
(Ambion, Austin, TX)'ine ait 100 pl lizis buffer icine kondu. RNAqueous
Microkit (Ambion, Austin, TX) ‘deki talimatlara uyulurak total RNA oosit ve
embriyolardan elde edildi. Elde edilen RNA, genomik DNA kontaminasyonu
DNasel(Ambion) kullanilarak uzaklastirildi. Elde edilen RNA’in kalitesi ve
konsantrasyonu 260 ve 280 nm'de absorbans Olglilerek saptand.
Amplifikasyonlar, ilk olarak uygulanan 94 °C'de denaturasyon sonrasinda, 20
MI'lik 1X PCR buffer(Roche) her biri igin 0.125 mM dNTP, her primer igin 0.5
MM, ve 2 birim SuperTaq polimeraz hacminde, 10 siklus 92°C/30 s, 65°C/20 s
(-1°C siklus bagina), ve 72°C/1 dakika kilobaz bagina ve sonra 25 siklus
92°C/30 s, 55°C/20 s, ve en son 72°C/1 dakika olmak Ulizere 35 siklusta
gerceklestirildi. Semi-quantatif RT-PCR GRP78/BiP'in spesifik formu, XBP1'In
spliced ve unspliced spesifik formu ve internal kontrol olarak B-actin primerleri
kullanilarak gergeklestirildi. Amplifikasyonda kullanilan 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 B-aktin 5'-
CGGATGTCAACGTCACACTT-3, ve 5- TGCGTGACATCAAAGAGAAG-3. PCR
urlinleri ve molekdler agirlik belirteci 10 mg/ml ethidium bromid iceren BiP ve
B-aktin icin %1.5 luk ve XBP-1 icin%3.5luk agaroz jelde vyuritildi ve
ultraviolet isik altinda goriintiilendi. Her bandin intansitesi her drnegin B-aktin
bandi ile normalize edildi ve degerler 6rnekler arasinda semi-quantatif sekilde
karsilastirildi.
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3.7. Arastirma plani ve takvimi

Deneysel galisma

Nisan-Mayis 2010

Deneysel materyallerin toplanmasi

Mayis- Agustos 2010

Tekniklerin uygulanmasi:

Eyliil 2010- Ocak 2011

=

Sonuglarin degerlendirilmesi:

Subat-Mart 2011

=

Istatiksel degerlendirme

Mart 2011

-

Tez yazimi:

Mart-Nisan 2011

46



3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Deneylerimizde preimplantasyon embriyolarin gelisimi Grillo ve ark.” nin
skorlama sistemi ile skorlanmis ve dederlendirilmistir. Immiinofloresan
deneyimiz sonunda preperatlar imminofloresan  mikroskop altinda
degerlendirilmislerdir. Western blot sonuglari Komogorov-Smirnov testine gore
olusturulmustur. Deney gruplar arasindaki istatiksel hesaplamalar SigmaPlot

ile gerceklestirilmistir (version 11.0).
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3.9. Arastirmanin sinirhhiklari

Arastirma planlanan dogrultuda ilerlemis, herhangi bir sinirliik durumu

ortaya ¢cikmamistir.
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3.10. Etik Kurul Onayi

Yale UanerSlty Institutional Animal Care and Use
Committee (IACUC)
300 George St.. 6 Floor
New Haven, Connecticut 06511
Telephone: 203 785 5992
Fax: 203-785 5033

June 6, 2009

TIACUC #: 2009-11300

(Please refer to this number when

inquiring about this project)

PRINCIPAL INVESTIGATOR: Umit Kayisli

DEPARTMENT: Ob/Gyn

TITLE OF PROTOCOL: "The Role of Unfolded Protein Rresponse During Oocyte Maturation & Preimplantation Embryo
Development”

APPROVAL PERIOD: 06/04/09 TO 06/30/10

Yale’s Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) granted approval for the use of animals in the project referenced above
on June 4, 2009. A copy of your approved protocol will be sent via campus mail.

According to Federal Regulations, approval of this protocol is effective for one year and approval may be renewed twice. If the
project will extend past three years another new protocol application will be required for IACUC review. Prior to the expiration of
initial approval and each of the two renewal periods, you will be asked to submit a short progress report if you wish approval extended
for an additional year. If you do not renew approval, you will be unable to use or order any animals under this project.

You should retain a copy of both your approved protocol and this letter of approval in your files. In accordance with Federal
regulations, a copy of the approved protocol is also to be filed in all locations where the project is being conducted.

Approval of the IACUC does not, in and of itself, constitute approval for implementation of this project. Other levels of review and

approval may be required (e.g. Environmental Health and Safety, Radiation Safety), and the project should not begin until all required
approvals have been obtained.

The Yale University has an approved Animal Welfare Assurance (#A3230-01) on file with the NIH Office for Protection from
Research Risks. The Assurance was approved May 16, 2007.

If you have any questions, or require any additional assistance, please do not hesitate to phone the IACUC Office at 785-5992.

based D Mg

Carol Murgo
IACUC Coordinator
On behalf of the IACUC
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4. BULGULAR

4.1. UPR sinyal yolaginin in vitro preimplantasyon embriyo gelisimi (zerine

etkisi

UPR sinyal yolaginin preimplantasyon embriyo gelisimi (zerindeki
roliind arastirmak amaciyla ER stres molekiilleri in vitro ortamda uyarildi. Bu
amagla hCG enjeksiyonunu takip eden 46. saatte C57BL/6 disi farelerin tuba
uterina bdlgesinden toplanan iki hiicreli embriyolar kontrol, tunikamisin ve
sikloheksimid gruplarina rastgele ayrildi. Her gruba ait embriyolar iki hticreli
asamada toplanip 24 saat araliklarla Grillo ve ark.nin kriterlerine  gore
skorlanarak degerlendirildi. Deney gruplarindaki embriyolar esit sayida (alti
embriyo) ve ayni kalitede idi (Sekil 6A-C). Preimplantasyon (glnci gln
kontrol grubu embriyolari embriyonik gelisim sirecine uygun olarak
kompaksiyon evresinde goézlendi (Sekil 6D). Tunikamisin grubu embriyolarida
kompaksiyon evresinde olup kontrol embriyolariyla benzer morfolojik kalitede
gozlendi (Sekil 6E). Sikloheksimid grubu embriyolarinin ise Gglincl glinde
hiicre boliinmesine gitmedigi ve hala iki hiicreli asamada olduklar gozlendi
(Sekil 6F).

Preimplantasyon doérdinct gin kontrol grubu embriyolar i¢ hicre
kitlesi ve dis hiicre kitlesi (trofoektoderm) belirgin olarak ayirt edilebilecek
dizeye ulasmis blastosistlerden olusmaktaydi (Sekil 6G). Buna karsin,
tunikamisin grubu embriyolarinin bir kismi hala kompaksiyon asamasinda
nisbeten daha koyu sitoplazmali gérinime sahip blastomerlerden
olusmaktaydi. Geriye kalan tunikamisin grubu embriyolari ise blastosist
acamasina gecemeden dejenere olduklari goézlendi (Sekil 6H). Dérdlnci gln
sikloheximid grubu embriyolarinin ise halen iki hicreli blastomer asamasinda
oldugu ve yodun bir hiicresel dejenerasyon siirecinde olduklari gozlendi (Sekil
61).
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Sekil 6. Preimplantasyon embriyo gelisimine tunikamisinin ve sikloheksimidin etkisi.
hCG enjeksiyonunu takip eden 46. saatte deneye baglanan 2-4 hicreli kontrol (A),
tunikamisin (B) ve sikloheximidle (C) uyarilan embriyolar gérilmekte. 3 gin kontrol
(D), tunikamisin (E), sikloheksimid (F) gruplarina ait embriyolarin preimplantasyon
asamalar golilmekte. 4.glinde blastosist asamasina gelen kontrol embriyolar (G)
tunikamisin grubunda dejenere embriyolar (H) ve Sikloheksimid grubundaki 2 hicreli

asamadaki dejenere olan embriyolar izlenmekte (I).

4.2. UPR sinyal vyolaginin kisa ve uzun doénem aktivasyonunun
preimplantasyon embriyo gelisimine etkisi
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Kisa ve uzun dbénem ER stresinin preimplantasyon embriyolar
tarafindan gelisim siirecinde tolere edilip edilemiyecegini arastirmak igin iki
hicreli embriyolar kontrol, kisa dénem ve uzun dénem tunikamisin ile
uyarilarak ¢ grupta incelendiler. Kisa donem tunikamisin grubu embryolarn 4
saat tunikamisinli medyada kalip akabinde kontrol medyumuna aktarildi. Uzun
ddénem tunikamisin grubu embryolari ise deney boyunca sirekli tunikamisinli
medyumda inklibe edildi. Kontrol grubundaki embriyolarin blastosist olusma
ylizdesi %100 olarak gerceklesti (Sekil 7A). Diger taraftan, tunikamisinli
medyumda 4 saat tutulan embriyolarin kontrol grubu embriyolariyla
kiyaslandiginda blastosist gelisme yilzdesinin sadece %33, geriye kalan
embriyolarin ise dejenerasyon siirecinde oldugu saptandi (Sekil 7B). Uzun
ddénem tunikamisine maruz birakilan embriyolarin hepsi blastosist agsamasina
ulasamadan ilk deneyimiz ile uyumlu olarak dejenere olduklari gdzlendi (Sekil
7C).

Tunikamisinin kisa doénem ve wuzun dénem uyarilmasi sonucu
preimplantasyon embriyolarinda ortaya cikan etkinin ER stres molekiileri
araciligiyla gerceklesip gerceklesmedigini arastirmak amaciyla 72 saatlik
inkiibasyonun sonunda toplanan embriyolarda XBP-1 ve sXBP-1'nin mRNA
seviyeleri RT-PCR teknigi ile tespit edildi (Sekil 7D). RT-PCR sonuglarina gore,
uzun dénem tunikamisin uygulamasi sonucunda embryolarda sXBP-1 mRNA
dizeyinin kontrol ve kisa dénem tunikamisin uygulamasina maruz kalmis
embriyolara gore anlamli diizeyde yiiksek oldugu goézlendi (Sekil 7D). Uzun
dénem tunikamisinin etkisi ile artan sXBP-1 mRNA seviyesi B-aktine normalize
edildikten sonra kontrol grubuna gére 30 kat ve kisa dénem tunikamisin
uyarisi alan embriyo grubuna gore 15 kat oldugu saptandi (Sekil 7D). Buna
ilaveten, kisa dbénem tunikamisin ile inkiibe edilip akabinde kontrol
medyumuna aktarilan embriyolarda ise B-aktinle normalize edilen sXBP-1
seviyesi kontrolle kiyaslandiginda 2 kat daha yliksek oranda saptandi (Sekil
7D). XBP-1 mRNA seviyesinin ise uzun dénem tunikamisin ile inklibe edilen

embriyolarda, kontrol ve kisa dénem tunikamisin ile uyariimis embriyolara
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kiyasla anlaml dizeyde azaldigi gozlendi. Bununla birlikte kisa dénem
tunikamisin grubu embriyolarinda XBP-1 mRNA seviyesinin kontrole gore
azaldigi saptandi (Sekil 7D).
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Sekil 7 Kisa ve uzun dénem tunikamisin preimplantasyon embriyo gelisimine
etkisi. 72 saat sonunda Kontrol grubuna ait blastosistler (A) Kisa dénem tunikamisin
(4 saat) grubuna ait blastosistler ve dejenere embriyolar (B). Uzun dbnem
tunikamisin (72 saat) grubuna ait dejenere embriyolar (C) izlenmekte. 72 saatlik
deney sonunda gruplar arasinda XBP-1, s-XBP-1 ve B-actin mRNA seviyelerinin RT-
PCR ile incelenmesisi (D). Kontrol, kisa ve uzun ddnem tunikamisin grubu
embryolarindaki XBP-1 ve sXBP-1 mRNA seviyeleri gézlenmekte (D). K, kontrol; T4,

kisa donem tunikamisin; T72, uzun dénem tunikamisin.
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4.3. Preimplantasyon dncesi blastosistlerde dondurma (kriyoprezervasyon) ve
cbzme isleminin UPR sinyal yolaginin aktivasyonuna etkisi

Giniimiizde cok yaygin olarak YUTte kullanilan dondurma ¢ozme
teknigi ile elde edilen blastosistlerde implantasyon ve canli dogum
parametreleri ¢ok dusuk oranlardadir. Vitrifikasyonla bu oranin arttirabilir
olduguna dair bir ¢cok data ve calisma bulunsa da, bu oran hala 6nemli
derecede dlguktir. Bu nedenle blastosist agamasina kadar in vitro ortamda
kiltire edilen fare embriyolari dondurulup ¢oézlldikten sonra kontrol,
vitrifikasyon ve yavas dondurma olmak lizere (i¢ grupta ER stres belirteci
BiP'in seviyesi immiinofloresan boyama ile kiyaslandi. Yavas dondurma teknigi
ile dondurulup ¢oziilen blastosistlerde BiP immunoreaktivitesinin kontrol ve
vitrifikasyon gruplarindaki blastosistlerle kiyaslandiginda en yiiksek seviyede
oldugu gozlendi (Sekil 8). Vitrifikasyon ile dondurulup goziilen blastosistlerde
ise BiP ekspresyonu kontrole gére daha ytiksek yavas dondurma grubuna goére
disuk olarak saptandi (Sekil 8).
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Sekil 8. Kontrol (dondurulmamis), vitrifikasyon ve yavas dondurma teknikleri ile
dondurulup ¢oziilen blastosistlerde BiP immiinoreaktivitesi. I. Kolon resimler DAPI
nuklear boyamasi; II. Kolon resimler BiP immunoreaktivitesi; III. Kolon resimler DAPI
ve BIPi birlikte gdstermektedir. KONT: Kontrol; VIT: Vitrifikasyon; YD;Yavas

dondurma

Immiinofloresan isaretlememize ilaveten kontrol, vitrifikasyon ve yavas
dondurma gruplarindaki blastosistlerde, Western blot teknigi ile de BiP'in
hiicrelerdeki seviyesine bakildi. Bip seviyesi, immiinofloresan teknigi ile
uyumlu olarak en ylksek yavas dondurma grubunda saptandi (Sekil 9).

Vitrifikasyon grubundaki blastosistlerde ise BiP ekspresyonu kontrole gore



anlamh dizeyde artis gosterirken, yavas dondurma grubuna kiyalasa daha
disuk diuzeydedi (Sekil 9).
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Sekil 9. Kontrol (dondurulmamis), vitrifikasyon ve yavas dondurma teknikleri ile
dondurulup ¢oziilen blastosistlerde BiP protein seviyesinin Western blot ile
gosterilmesi. Grafik Vitrifikasyon ve yavas dondurma gruplarindaki blastosistlerde BiP
protein seviyesinin kontorle gore sirasiyla 2 kat ve 15 kat arttigi gostermektedir. K,
kontrol; VIT, vitrifikasyon; YD,yavasdondurma-gézme.

Bu deneylere ilaveten dondurulup ¢ozlilen blastosistlerde, ER stresin
etkisinin mRNA dizeyine yansilyip yansimadigini arastirmak igin, BiP, sXBP-1
ve XBP-1'n mRNA dizeyleri RT-PCR teknigi ile analiz edildi. Kontrol
(dondurulmamis), vitrifikasyon ve yavas dondurma gruplari BiP mRNA seviyesi
acisindan kiyaslandiginda, yavas dondurma-¢ézme islemine maruz kalan
blastosistler en yiksek BiP mRNA seviyesine sahipti (Sekil 10A). Ayrica,
Western blot sonuclarinina paralel olarak vitrifikasyon teknigi ile dondurulup

¢Oziulen blastosistlerde ise, BiP mRNA dizeyinin kontrole gére daha yiksek,
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yavas dondurma-c6zme grubundaki blastasistlere gore daha diisiik oldugu
gozlendi (Sekil 10A). Kontrol, vitrifikasyon ve yavas dondurma-cézme islemine
maruz kalan embriyolar XBP-1'In aktif formu olan sXBP-1 mRNA seviyesi
acisindan  kiyaslandiginda,  vitrifikasyon ve yavas dondurma-g6zme
gruplarindaki blastosistlerde kontrol grubuna goére anlamh diizeyde artan
sXBP-1 mRNA seviyesi saptandi (Sekil 10B).
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Sekil 10. Vitrifikasyon ve yavas dondurma teknigi ile dondurulup ¢6ziilen
blastosistlerde BiP, XBP-1 ve sXBP-1 mRNA seviyesinin RT-PCR teknidi ile
gosterilmesi. Grafikler kontrol, vitrifikasyon ve yavas dondurma-¢ézme gruplarindaki
blastotislerin BiP mRNA (A), XBP-1 mRNA ve sXBP-1 mRNA seviyesinin B-aktin
mRNA’sina normalize edilmis seviyelerini gostermektedir (B). K, kontrol; VIT,

vitrifikasyon; YD, yavas dondurma-gézme.



4.4. Olgun oositlerde dondurma (kriyoprezervasyon) ve ¢ézme isleminin UPR

sinyal yolaginin aktivasyonuna etkisi

Dondurulup ¢ozllen oositlerin fertilizasyon kapasitesi ve daha sonraki
asamalarda saglikli blastosist olusturma ve implante olma oranlan ¢ok
dislktir. Oositlerde dondurup ¢6zme tekniginin basarisini  sinirlandiran
nedenlerden bir tanesi, bu sire¢ boyunca oosit endoplazmik retikulumunda
olusturabilecegi stres molekiillerinin aktivasyonu olabilir. Stres molekiillerinin
aktivasyonunu arastirmak icin farelerin tuba uterinasinin ampullar bélgesinden
toplanan oositler kontrol (dondurulmamis), vitrifikasyon ve yavas dondurma
dondurup-¢cbzme islemini takiben ER stresi (zerine etkilerini belirlemek
amaciyla BiP antikoru ile immiinofloresan boyama teknidi ile isaretlendi. Yavas
dondurma ve vitrifikasyon teknigi ile dondurulup c¢o6zilen oositlerde BiP
immunoreaktivitesinin kontrol grubundaki oositlerle kiyaslandiginda daha
yuksek bir immunofloresan sinyali verdikleri gbézlendi (Sekil 11). Vitrifikasyon
ile dondurulup ¢oziilen oositler ise yavas dondurma grubu ile kiyaslandiginda

benzer bir BiP immunofloresan siddetine sahipti (Sekil 11).
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DAPI BiP DAPI+BIiP

Sekil 11. Kontrol (dondurulmamis), vitrifikasyon ve yavas dondurma teknikleri ile
dondurulup ¢6ziilen oositlerde BiP immiino reaktivitesi. I. Kolon resimler DAPI nuklear
boyamasi; II. Kolon resimler BiP immunoreaktivitesi; III. Kolon resimler DAPI ve BIP'i

birlikte gostermektedir. KONT: Kontrol; VIT: Vitrifikasyon; YD;Yavas dondurma
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Immiinofloresan teknigine ek olarak kontrol, vitrifikasyon ve yavas
dondurma gruplarindaki oositlerde, Western blot teknigi ile de BiP protein
diizeyine bakildi. BiP seviyesi en yiiksek vitrifikasyon teknigi ile dondurulup
¢Ozilen oositlerde saptandi (Sekil 12). Yavas dondurma grubundaki oositlerde
de BiP ekspresyonu kontrole gbére anlamh dlizeyde artis g0sterirken,
vitrifikasyon grubundaki oositler ile kiyaslandiginda bir fark gozlenmedi (Sekil

12).
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Sekil 12. Kontrol (dondurulmamisg), vitrifikasyon ve yavas dondurma teknikleri
ile dondurulup ¢oziilen oositlerde BiP protein seviyesinin Western blot teknigi ile
gosterilmesi. Vitrifikasyon ve yavas dondurma-g6zme gruplarindaki oositlerde kontrol
grubundaki oositlere oranla daha fazla BiP seviyesi gdzlendi. Grafik, vitrifikasyon ve
yavas dondurma-cbzme gruplarinin kontrole gére anlaml artisi gdstermekte. K,

kontrol; VIT, vitrifikasyon; YD, yavas dondurma-cézme.
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Dondurma-¢cdzme islemi sonrasi protein dlizeyinde ortaya cikan ER
stresin etkisinin oositlerin  MRNA diizeylerine de vyansiyip yansimadigini
arastirmak icin, BiP, XBP-1 ve sXBP-1n mRNA diizeyleri RT-PCR teknigi ile
analiz edildi. Kontrol (dondurulmamis), vitrifikasyon ve yavas dondurma
gruplarindaki oositler, BiP mRNA seviyesi acisindan kiyaslandiginda, yavas
dondurma-cdzme ve vitrifikasyon islemlerine maruz kalan oositler arasinda BiP
mRNA seviyesi acgisindan anlamh bir fark bulunamadi (Sekil 13A). Diger
taraftan, her iki dondurma grubuna ait oositlerin kontrol grubu oositlerine
oranla daha yuksek bir BiP mRNA seviyesine sahip olduklari gbzlendi (Sekil
13A). Kontrol, vitrifikasyon ve yavas dondurma-g¢dzme islemine maruz kalan
oositler, XBP-1In aktif formu olan sXBP-1 mRNA seviyesi acisindan
kiyaslandiginda ise, vitrifikasyon ve yavas dondurma-¢6zme gruplarindaki
oositler birbirleri ile kiyaslandiginda anlamli bir fark gézlenmezken, kontrol
grubu ile kiyaslandiginda ise sXBP-1 mRNA seviyesinde artis saptandi (Sekil
13B).
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Sekil 13. Vitrifikasyon ve yavas dondurma teknigi ile dondurulup ¢ézilen oositlerde BiP (A),
XBP-1 ve sXBP-1 mRNA seviyesinin RT-PCR teknidi ile gosterilmesi (B). Grafikler kontrol, vitrifikasyon
ve yavas dondurma-¢dzme gruplarindaki oositlerin BiP (A), XBP-1 ve sXBP-1 mRNA seviyesinin -
aktin mRNA’sina normalize edilmis seviyelerini géstermektedir (B). K, kontrol; VIT, vitrifikasyon; YD,

yavas, dondurma-gézme.
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5. TARTISMA

UPR, ER'da vyeni sentezlenmis katlanmamis proteinlerin ve katlama
kapasitesindeki dengesizlige cevap olarak gelisen adaptif bir mekanizmadir. Strese
neden olan bir gok farkli faktdr ve fizyolojik sartlar ER’da katlanmamis protein
birikimine neden olabilir ve UPR yolagindaki ER yerlesimli transmembran proteinleri
indikleyebilir (117,118). Bugtinlerde ER stresinin nérodejenaratif hastaliklar (119,
120), bipolar bozukluk (121,122), diabetes mellitus (123, 124), inflamasyon (125,
126) ve iskemi (127, 128) gibi bir cok hastalikta rol aldigi iyi bilinmektedir. Bu
gelismelere ragmen ER stresinin gametler ve embriyo gelisimi izerindeki biyolojik

roli hakkinda fazla kaynak bulunmamaktadir.

Bizim calismamizda, ilk basamak olarak ER stresinin preimplantasyon
embriyo gelisimine etkisinin dederlendirilmesi icin vivo kaynakh iki hicreli
embriyolarin in vitro kdltlrleri yapiimistir. Bizim galismamiz ER stresinin, BiP-IRE1-
XBP1 yolaginin aktivasyonu ile preimplantasyon embriyo gelisimi {izerinde negative

etkisinin olduguna dair ilk kaniti saglamistir.

Calismamizda in vivo kaynakli iki hicreli embriyolar pre-implantasyon
embriyo gelisimi sirasindaki BiP-IRE1-XBP-1 kaskadini agida ¢ikarmak igin ER stress
baglaticisi olan tunikamisin ile inkibe edilmistir. Her 24 saatte bir embriyolar
yukarida belirtillen Grillo ve ark.'n (115) skorlama sistemine goére skorlanarak
degerlendirilmistir. Ilging olarak (iciincii giinde tunikamisin ve kontrol gruplari
arasinda kompaksiyon evresi skorlandiginda fark gdzlenmemistir (sekil 6, A,B).
Besinci glin ise embriyo kalitesi tunikamisin ile indiklenmis grupta kontrole oranla
onemli 6lcide azalmistir (sekil 6, D,E). Sikloheximid inkiibasyonuna maruz birakilan
iki hiicreli embriyolarin total protein sentezi inhibisyonuna bagli olarak 3.giinde hala
iki hicreli asamada kalmasi (sekil 6, C,F) ve besinci glinde ise tamamen dejenere
olmasi (sekil 6, I) tunikamisinin etkisinin total protein sentezinin inhibisyonuna bagl

olarak degilde UPR yolagina spesifik olarak gelistigini ortaya koymaktadir.
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Kisa dénem tunikamisin ile inklibe edilen embriyolarda ise kontrole gére az
(%33), fakat uzun dénem inkilibe edilen embriyolara oranla daha fazla blastosist
olusumu goézlenmistir (%67) (Sekil 7). Tunikamisinli medyumda 4 saat
inkiibasyondan sonra kontrol medyuma aktariimalari sonucunda embriyolarin
blastosist asamasina kadar gelebilmeleri ve UPR vyolagindaki sXBP-1 mRNA
dizeyinin konrol grubuna gore fazla ama 72 saat tunikamisin grubuna gére azalmis

olmasi bu stresin geri donistirilebildigini destekler nitelikteydi.

BiP(GRP78) ER stresi igin en iyi bilinen belirteg saperondur. Fizyolojik kosullar
altinda BiP IRE1'in luminal domenine baglanir ve IRE1'T inaktif durumda kalmasini
saglar. ER stresi siirecinde ise, protein katlanmasina destek olmak icin IRE1'den
ayriir ve IRE1 in aktivasyonuna sebep olur (109,129). Calismamizda
immunofloresan analizi ile Tunikamisin ile indiklenmis embriyolar daha yiksek

nuklear fragmentasyon ve apoptozis indikatorl gostermistir. (Sekil 7)

Dahas! apopitoz baglantili BAX ve BAK proteinleri IRE1 in sitosolik domeni ile
direk olarak etkilesimde oldugu bulunmus ve bu etkilesimin ER stress cevabini
arttirdidi rapor edilmistir. Bu calismada, Tunikamisinle indiiklenmis embriyolarda
apopitoz indikatorii olan nuklear fragmentasyon daha fazla g6zlendi. Tunikamisin
indliksiyonunun apopitozla sonuglandigini agida ¢ikarmak amaciyla XBP1/sXBP1 ve
RT-PCR analizleri yapilmistir. BiP-IRE1-XBP-1 yolagi (zerinden ise sXBP-1(aktive)
MRNA dizeyi en ylksek uzun ddénem tunikamisinde gdzlenirken, kisa ddnem
tunikamisin grubunda kontrole gére fazla, fakat uzun dénem tunikamisine oranla

daha az sXBP-1 dizeyi saptanmistir (Sekil 7).

BiP ekspresyonunda artis, s-XBP1 formunun dizeyinin artmasi pre-
implantasyon embriyo gelisiminde nuklear fragmentasyon artisi indiklenerek
hiicresel stresin UPR baglantili aktivasyonu blastosist formasyonunu engellemekte
oldudunu gostermektedir. Bu belkide YUT laboratuvarlarinda diisiik blastosist

olusumunun nedenlerinden birtanesi olabilir.
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Bugilin oosit ve embriyo kriyoprezervasyonu, infertilite tedavisinin basari
oranini arttirmada énemli bir role sahiptir. Oosit ve embriyo kriyoprezervasyonu
ovaryumlara tekrarli farmakolojik hiperstimulasyona ve fazla zaman alan,stresli ve
hasta icin riskler barindiran oosit elde etme prosediirtine ihtiyac olmaksizin gebelik
saglayabilmektedir (130). Embriyo kriyoprezervasyonunun her iki aile ferdininde
genetik komplemanlarinin saklanmasi agisindan sagladigi yararin yani sira oosit
kriyoprezervasyonu kemoterapi yada radyoterapi tedavisi goéren kanser hastalarinin
Ureme vyetisini kaybetme ihtimaline karsi veya gebeligi lreme vyasinin ileri
safhalarina ertelemis yada ertelemek zorunda kalmig hastalar igin klinik ve pratik bir

avantaj saglamaktadir (131).

Oosit ve kriyoprezervasyonu sonucu ilk gebelik raporlarinin Ustiinden uzun
ylllar gecmistir (131). Yeni olarakta, kriyoprotektanlar ile iligkili buz kristal
olusumunun hiicresel biyolojisi ve biyofiziksel niteliklerine yonelik gelisen bilgi
birikimi, artan ilgi ve calismalar ile oosit kriyoprezervasyonunda hem yavas
dondurma hemde Vvitrifikasyon tekniklerine odaklaniimistir (132,133). Embriyo
kriyoprezervasyonunda geleneksel olan ybdntem pahali bir ekipman gerektiren
yavas-dondurma kriyoprezervasyonudur. Vitrifikasyon proseduri IVF
laboratuvarlarinda test edilmis olsada (134,135) onceleri kriyoprotektanlarin yiksek
toksik dizeylerine ve hicrelerde olusan osmatik sokun sonucu olarak hizh
dehidrasyonuna bagli olarak diisiik basari oranlari elde edilmistir (136,137). Ancak
daha az toksik kriyoprotektan icerigi ve vitrifiye edilen materyalin depolanmasini
kolaylastiran cihazin gelisimi ile yeni vitrifikasyon protokolleri basari sansini ylksek
oranda arttirmistir (138). Vitrifikasyon ve yavas dondurma-gézme tekniklerindeki
son gelismelere ragmen hala gebelik ve canli dogum oranlari 6nemli derecede
distktir. GUnimizde vyavas dondurma ve Vvitrifikasyon prosedirlerinin
karsilastirmali literatlr tarama (139) ve retrospektif calismalar yapilirken bir yandan

da hayvan modelleri arasinda deneysel galismalar yapilmaktadir (139).
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Bu calismalar kriyoprezervasyon icgin in vitro sartlarin hala yetersiz oldugu ve
bir problemin kriyoprezervasyon prosedirini sinirladigi gostermektedir. Her iki
prosedirde de oosit ve embriyolar sitoplazmik yapi, organel fizyolojisi
bozukluklarina ve hatta hiicre 6limine neden olabilecek mekanik, kimyasal ve
termal  streslere  maruz  kalmaktadir  (140,141). Oositler  agisindan
degerlendirildiginde ise , diisiik blastosist olusum oranlari, genis sitoplazmik hacime
bagll olarak bitiin iyilesmeyi etkileyebilecek hassasiyete sahip olmalarina
baglanabilir. Deneylerimizde ER stresi yaratilan pre-implantasyon embriyolarin
gelisimlerini tamamlayamamasi ve UPR sinyal yolagindaki XBP-1 mRNA seviyelerinin
kontrol gruplarina oranla daha yliksek bulunmasi, dondurulup ¢dzilen oosit ve
embriyolarda ER stresinin taze oositlere ve embriyolara oranla daha aktif

olabilecegini distindlirmisttir.

Bu baglamda ilk basta in vitro ortamda kdltiire edilerek blastosist asamasina
getirilen embriyolar hem vitirfikasyon hemde yavas dondurma teknikleri ile
dondurulup c¢oéziilerek ER stress belirteci olan BiP immiinoreaktivitesi acisindan
degerlendirilmistir. Yavas dondurma teknigi ile dondurulup ¢oziilen blastosistlerde
BiP immiunoreaktivitesinin kontrol ve vitrifikasyon gruplarindaki blastosistlerle
kiyaslandiginda en yiiksek seviyede oldugu gozlendi (Sekil 8). Vitrifikasyon ile
dondurulup ¢oztilen blastosistlerde ise BiP ekspresyonu kontrole gére daha yiiksek
yavas dondurma grubuna gore dlslik olarak saptandi (Sekil 8).
Kontrol(dondurulmamig), vitrifikasyon ve yavas dondurma-cézme gruplarindaki
blastosistlerde Western blot analizi ile tespit edilen BiP seviyeleri immunofloresan
deneyimizin sonuglari ile uyumluluk géstermektedir (Sekil 9). Bu deneylere ek olarak
yapillan RT-PCR teknigi ile bakilan XBP-1, sXBP-1 ve pB-aktin mRNA dizeyleri
karsilastirildiginda yavas dondurma-g6zme islemine maruz kalan blastosistler en
yuksek BiP mRNA seviyesine sahipti (Sekil 10A). Vitrifikasyon ile ¢o6zillen
blastosistlerde ise, BiP mRNA diizeyinin kontrole gobre daha yliksek, yavas
dondurma-¢ézme grubundaki blastasistlere goére daha diisiik oldugu gozlendi (Sekil

10A). Kontrol, vitrifikasyon ve yavas dondurma-¢dzme islemine maruz kalan
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embriyolar XBP-1In  aktif formu olan sXBP-1 mRNA seviyesi agisindan
kiyaslandiginda, vitrifikasyon ve vyavas dondurma-gbézme  gruplarindaki
blastosistlerde kontrol grubuna goére anlamh dlizeyde artan sXBP-1 mRNA seviyesi
saptandi (Sekil 10B).

Oositlerin kriyoprezervasyon yontemi ile dondurulmasi maternal yasa bagimli
oosit rezervinin azalmasi, oosit kaynakli kromozom anomali riskinin artmasi (40 yas
ve sonrasl), oosit fertilize olabilme kapasitesinin azalmasi ve kanser hastalarinda
tedavi sonrasi ovaryumda oosit Uretme yeteneginin ortadan kalkmasi temel
nedenler olarak sayilabilir. Gelismis (lkelerde kadinlarda kansere bagli olarak
kemoterapi ve radyoterapi gerekiligi, veya kariyer ve ileri yasta cocuk sahibi olma
tercihi oosit kriyoprezervasyon teknigini giiniimiizde yaygin olarak tercih edilen bir
yontem haline getirmistir. Dondurulup ¢dziilen oositlerin fertilizasyon kapasitesi ve
daha sonraki asamalarda saglikli blastosist olusturma ve implante olma oranlari gok
disuktir. Oositlerde dondurma tekniklerini sinirlandiran nedenlerden birisinin de,
islem sirasinda bir cok strese maruz kalan oositlerde olusan ER stresinin
olabilecegini  disindigimiz bu c¢alismada immiinofloresan sonuglarina
baktigimizda, Yavas dondurma ve vitrifikasyon teknidi ile dondurulup ¢oziilen
oositlerde BiP immunoreaktivitesinin kontrol grubundaki oositlerle kiyaslandiginda
daha yiliksek seviyede oldugu gozlendi (Sekil 11). Vitrifikasyon ile dondurulup
coziilen oositler ise yavas dondurma grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir fark
saptanmadi (Sekil 11). Immiinofloreasan tekniginin yanisira Western blot analizi ile
dederlendirdigimizde, Bip seviyesi, en yiksek vitrifikasyon grubundaki oositlerde
saptandi (Sekil 12). Yavas dondurma grubundaki oositlerde ise BiP ekspresyonu
kontrole gére anlaml diizeyde artig gosterirken, vitrifikasyon grubu arasinda anlamli
bir fark gozlenmedi (Sekil 12). RT-PCR sonuclarida 6nceki deneyleri destekler
sekildeydi. Kontrol (dondurulmamis), vitrifikasyon ve yavas dondurma gruplarindaki
oositler, BiP mRNA seviyesi acisindan kiyaslandiginda, yavas dondurma-¢ozme ve
vitrifikasyon islemlerine maruz kalan oositler arasinda BiP mRNA seviyesi agisindan

anlamh bir fark saptanmadi (Sekil 13A). Fakat her iki dondurma grubundaki
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oositlerin de kontrol oositlere oranla daha yiksek BiP mRNA seviyesine sahip
olduklar goézlendi. (Sekil 13A). Kontrol, vitrifikasyon ve yavas dondurma-¢ézme
islemine maruz kalan oositler, XBP-1'In aktif formu olan sXBP-1 mRNA seviyesi
acisindan kiyaslandiginda ise, vitrifikasyon ve yavas dondurma-¢6zme gruplarindaki
oositler birbirleri ile kiyaslandiginda anlaml bir fark gézlenmezken yine ayni sekilde
kontrol grubuna kiyaslandiginda sXBP-1 mRNA seviyesinde artis saptandi (Sekil
13B).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu projede ER stres molekillerinin aktive olmasinin preimplantasyon
embriyo gelisimine etkisinin oldugu ve buna. ek olarak YUT te yaygin olarak
kullanilan kriyoprezervasyon tekniginin oosit ve embriyolarda ER stresine bagl
UPR sinyal yolagini aktive ettigi gosterilmistir. Daha sonra yapilacak arastirmalar bu
sinyal yolunu inhibe eden faktérler ile dondurulup ¢6zulen embriyo ve oositlerin
gelisim kalitelerinin arttirilmasi yonunde olmalidir. Ayrica tip bebek merkezlerindeki
bu konudaki temel problemin ¢6zUmune alternatif yaklasimlar getirilmesi

amagclanmaldir.
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Yale UanCrSIty Institutional Animal Care and Use
Committee (IACUC)
300 George St.. 6™ Floor
New Haven, Connecticut 06511
Telephone: 203 785 5992
Fax: 203-785 5033

June 6, 2009

IACUC #: 2009-11300

(Please refer to this number when

inquiring about this project)

PRINCIPAL INVESTIGATOR: Umit Kayisli

DEPARTMENT: Ob/Gyn

TITLE OF PROTOCOL: "The Role of Unfolded Protein Rresponse During Oocyte Maturation & Preimplantation Embryo
Development"

APPROVAL PERIOD: 06/04/09 TO 06/30/10

Yale’s Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) granted approval for the use of animals in the project referenced above
on June 4, 2009. A copy of your approved protocol will be sent via campus mail.

According to Federal Regulations, approval of this protocol is effective for one year and approval may be renewed twice. If the
project will extend past three years another new protocol application will be required for IACUC review. Prior to the expiration of
initial approval and each of the two renewal periods, you will be asked to submit a short progress report if you wish approval extended
for an additional year. If you do not renew approval, you will be unable to use or order any animals under this project.

You should retain a copy of both your approved protocol and this letter of approval in your files. In accordance with Federal
regulations, a copy of the approved protocol is also to be filed in all locations where the project is being conducted.

Approval of the IACUC does not, in and of itself, constitute approval for implementation of this project. Other levels of review and
approval may be required (e.g. Environmental Health and Safety, Radiation Safety), and the project should not begin until all required
approvals have been obtained.

The Yale University has an approved Animal Welfare Assurance (#A3230-01) on file with the NIH Office for Protection from
Research Risks. The Assurance was approved May 16, 2007.

If you have any questions, or require any additional assistance, please do not hesitate to phone the IACUC Office at 785-5992.
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Carol Murgo
IACUC Coordinator
On behalf of the IACUC
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