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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

FARKLI SICAKLIKLARDA in vitro OLGUNLASTIRILAN SIGIR
OOSITLERINDE ISI SOK PROTEINI 70°’IN BELIRLENMESI

Leyla BENER
Ondokuz May1s Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali
Danigsman: Prof.Dr. Mehmet KURAN

Bu ¢aligsma, sigir oositlerinin in vitro olgunlastiriimasinda (IVM) uygulanan 36,5 °C
ve 38,5 °C Kkiiltiir sicakliklarinin 1s1 sok protein 70 {iizerine etkisini belirlemek
amaciyla yapilmistir. Calismada sigir kumulus oosit kompleksleri (KOK), % 10 fetal
calf serum eklenmis bikarbonat tamponlu medyum-199°da 36,5 °C veya 38,5°C de
ve % 5 CO;igeren igeren nemlendirilmis ortamda 24 saat IVM’na birakilmistir. IVM
sonunda KOK’lerinin olgunlagmalari tam kumulus genislemesine gore belirlenmistir.
Olgunlagan KOK’larin kumulus hiicreleri % 0,1 hyrulinidaz enzimi igeren hepes
tamponlu TCM-199’da 10 dakika vortekslenerek uzaklastirildiktan sonra % 9,6’lik
fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisinde (PBS) yikanip protein izolasyonuna gegilmistir.
Protein orneklerinin konsantrasyonunu arttirmak igin ornekler 24 saat -80 °C’de
dondurulduktan sonra liyofilizatérde 0.140 hPA basing altinda lyofilize edilip —20
°C’de depolanmistir. Oositlerin 70 kDa agirliktaki proteinlerin seviyesi SDS- PAGE
yontemi ile belirlenmistir. IVM’de uygulanan 36,5 °C (% 81,11) veya 38,5°C (%
84,41) inkiibasyon sicakliklar1 arasinda kumulus genislemesi bakimindan bir farklilik
tespit edilmemistir. Western blot sonucunda farkli sicakliklarda olgunlagtirilan sigir
oositlerinin 1s1 sok 70 proteini bant goriintiisii elde edilemediginden dolay:1 farkli
inkiibasyon sicakliklariin sigir oositlerinin 1s1 sok proteinin 70 iizerine olabilecek
etkileri tespit edilememistir.

Haziran 2018, 83

Anahtar kelimeler: Oosit Olgunlagtirma, Kiiltiir Sicakligi, Is1 Sok Proteini 70,
Western Blot



ABSTRACT

Master Thessis

DETERMINATION OF HEAT SHOCK PROTEIN 70 IN BOVINE OOCYTES
MATURED DIFFERENT CULTURE TEMPERATURES in vitro

Leyla BENER
Ondokuz Mayis University
Institute of Science
Department of Agricultural Biotechnology
Supervisor: Proff. Dr. Mehmet KURAN

This study was conducted to determine the effect of 36,5 or 38,5 °C culture
temperatures during vitro maturation (IVM) on heat shock protein 70 in cattle
oocytes. In the study, bovine cumulus oocyte complexes (COC) were subjected to
IVM in bicarbonate-buffered TCM-199 supplemented with 10% FCS for 22 hours
with a humidified 5% CO; in air at either 36,5 or 38,5 °C. Maturation of COCs was
determined according to fully cumulus expansion at the end of in vitro maturation
period. The cumulus cells of matured COCs were removed by vortexing in TCM-199
with hepes buffered TCM-199 containing 0,1% hyaluronidase enzyme, following
washing in 9,6 % phosphate buffered saline solution for protein isolation. To
increase the concentration of isolated protein samples, the samples were frozen at -80
°C for 24 hours and lyophilized at 0,140 hPa in lyophilizer, and stored at -20 °C. The
level of 70 kDa proteins in oocytes was determined by SDS-PAGE method. There
were no significant differences between 36,5 ° C (81,11%) or 38,5 ° C (84,41%)
incubation temperatures in IVM in terms of full cumulus expansion. Since the heat
shock 70 protein band image of bovine oocytes maturated at different temperatures
could not be obtained after Western blot analysis, the effects of different incubation
temperatures on bovine oocytes of heat shock protein 70 could not be determined.

June 2018, 83

Key Words: Oocyte Maturation, Culture Temprature. Heat Shock Protein 70,
Western Blott
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1.GIRIS

Uzun yillardir ¢iftlik hayvanlarinda verim seviyesinin hizli bir sekilde artirilmasi ve
tireme performansimi iyilestirilmesi amaciyla gesitli biyoteknolojik ydntemlerden
yararlanilmaktadir (Akyol, 2006). Ciftlik hayvanlarinda siiperovulasyon, embriyo
transferi, embriyo, oosit ve sperm dondurma, in vitro embriyo kiiltiirii, klonlama,
transgenik hayvan iretimi ve kok hiicre uygulamalar1 gibi ¢esitli biyoteknolojik
calismalar yapilmaktadir (Gordon, 2003). Biyoteknolojik gelismelere paralel olarak
memelilerde fertilizasyonun anlasilmasiyla birlikte iireme biyoteknolojilerinin
gelisim siireci ve in vitro kosullarda embriyo gelistirme fikri ortaya ¢ikmustir
(Gordon, 2003).

Giintimiizde tireme biyoteknolojilerinin uygulanmasindaki basari diizeyinde
istenilen seviyeye ulasilamamistir (Lojki¢ vd, 2016). Ornegin in vitro embriyo
tiretiminde ulasilan blastosist verimi diizeyi % 30-50 arasinda degismekte olup
gebelik oran1 ise embriyo transferinden sonra dogal ¢iftlesmedeki gebelik oralarindan
cok diisiiktiir (Lojki¢ vd, 2016). In vitro ortamda kumulus oosit komplekslerinin
(KOK) olgunlastirilmast ortamin in vivo kosullara uyumlu veya benzer olmasini
gerektirmektedir. KOK’lar in vitro olgunlasma ortaminda strese girmemeli ve

gelisimini basar1 ile devam ettirebilmesi i¢in kosullar uygun hale getirilmelidir.

Yapilan ¢aligmalar sigir (Badinga vd, 1985), domuz (Omtvedt vd, 1971) ve
koyun (Dutt, 1963) gibi ¢iftlik hayvanlarinda yaz mevsiminde fertilitenin diger
mevsimlerden daha diisiik oldugu bildirilmistir (Wang vd, 2009). Is1 stresinin fertilite
siirecinde sadece hormonal salgiyr (Wolfenson vd, 2000) ve embriyo gelisimini
(Edward ve Hansen, 1997; Rivera ve Hansen, 2001) etkilemedigi, ayn1 zamanda
oosite de zarar verdigi belirlenmis. Al katanani vd (2002) yaz mevsiminde sigir
ovaryumlarindan toplanan oositlerin in vitro kosullarda blastosist ve fertilizasyon

oranini diigiirdiigli belirlenmis.

Memeli oositlerinde basarili bir in vitro olgunlastirma (hem sitoplazmik hem
de niikleer olgunlagsma) embriyonik ve fotal gelisim tizerine olumlu etki yapmaktadir
(Sagirkaya vd, 2007). In vitro kosullarda saglikli embriyo elde edilmesi ve yiiksek

basar1 orani KOK’lerinin viicut igerisindeki olgunlagsma siire¢lerinin tam olarak

1



bilinmemesiyle yiiksek oranda iliskili oldugu bildirilmektedir (Akyol, 2005). In vitro
olgunlastirma da KOK olgunlagsmasini1 veya embriyonun gelisimini sadece kdltiir
ortamina ilave edilen katki maddeleri degil ayn1 zamanda kiiltiir ortamin sicakligi da

onemli oranda etkileyebilmektedir (Sen, 2014).

Yapilan calismalar hiicre Kkiltiirlerinde hiicrelerin  stres durumundan
korunmak igin stres proteini drettigi bildirilmistir (Whitley vd, 1999;Lopes ve
Hansen 2002). Organizmay1 ¢evresel stresten koruyan 1s1 sok proteinlerinin yiiksek
sicaklik ve diger stres faktorlerine maruz kalindiginda yiiksek oranda sentezlendigi
belirlenmigtir (Neuer, 1999). Yapilan calismalar memeli embriyo gelisimi ve
fertilizasyon siirecinde bu proteinlerin 6nemli rolii oldugunu belirlenmistir (Matwee
vd, 2001). Sicakliga bagh stres durumunda 1s1 sok proteinleri ilk kez 1974 yilinda
drosiphila’da (sirke sinegi) tespit edilmistir (Tissiéres vd, 1974). Daha sonra bugiine
kadar hiicrelerin olgunlasma, gelisim ve biiylime siirecinde meydana gelen
degisiklikleri belirlemek ve stres sartlarinda proteinlerin hiicredeki miktarini ve
gorevini belirlemek i¢in bir¢ok arastirma gergekletirilmistir (Morimoto vd, 1986;
Feige vd, 1996; Camargo vd, 2007; Edwards ve Hansen 1996; Whitley vd, 1999;
Petrof vd, 2004; Zhang vd, 2009). Yardimci iireme tekniklerden biri olan in vitro
embriyo iretim siirecinin herhangi bir asamasinda strese maruz kalan oosit veya
embriyonun 1s1 sok proteini lretip tretmedigini belirlemek in vitro embriyo

tiretimindeki basar1 oranini biiyiik oranda etkileyebilir.

Is1 sok proteini 70 hiicrelerin yiiksek 1s1 maruziyetine karsi kendilerini
korumak ve herhangi bir hiicresel yapisina veya sahip oldugu genetik materyale
(DNA, RNA) zarar vermemesi igin trettigi bir proteindir (Verbeke vd, 2001). Bu
sebeple bu proteinlerin yiiksek miktarlardaki varlig: hiicrenin stres altinda oldugunun
en biiyiik gostergelerindendir. Son zamanlarda giiniimiiz in vitro embriyo iiretiminin
olgunlastirma asamasinda oositin ve sonraki kiiltiir ortaminda embriyonun metabolik
veya biyokimyasal aktivitesini degistirebilecek sicakliklarin kullanildigr iddia
edilmektedir (Edwards ve Hansen, 1996). Yapilan ¢alismalar ovaryum igeresinde
bulunan folikiillerin viicut sicakligindan yaklasik 1,5-2 °C daha soguk oldugunu ve
yumurta kanali boyunca sicakligin kademeli olarak (ishmus ampulladan yaklasik
0,43 °C daha soguk ve her ikisi rektal sicakliktan yaklagsik 1-1,5°C daha soguk) viicut
sicakligina yiikseldigini saptamistir (Einer-Jensen ve Hunter, 2006; Ye vd, 2007).
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Fakat gliniimiiz in vitro embriyo {iretiminin olgunlastirma asamasinda ve kiltiir
asamasinda sadece viicut sicakligi kullanilmakta bu da oositin veya embriyonun
metabolik veya biyokimyasal aktivitesini degistirebilecek serbest oksijen radikallerin
ortaya ¢ikmasina ve oosit ve embriyoda DNA hasarlarina ve bunun bir sonucu olarak
Olime varan durumlar ile karsilasilmaktadir. Yapilan caligmalar diisiik kiltiir
sicakliginda olgunlastirilan  si8ir  oositlerinin ~ geleneksel kiiltiir  sicakliginda
olgunlagtirilan oositler ile benzer oranda niikleer olgunlagsma sergiledigini
gostermistir (Ravindranatha vd, 2003; Sen ve Kuran, 2013). Dahas1 diisiik kiiltiir
sicakliginda olgunlastirilan sigir oositlerinin in  vitro fertilizasyon sonrasida
geleneksel kiiltlir sicakliginda olgunlastirilanlar ile benzer embriyonik gelisim

sergiledigi bildirilmistir (Sen ve Kuran, 2013).

Bu c¢alisma, in vitro olgunlastirma asamasinda uygulanan farkli kiiltiir
sicakliklarin oositlerde firetilen 1s1 sok protein 70 iizerine olabilecek etkilerini
belirlemek amaciyla yapilmistir. Boylece, farkli kiiltiir sicakliklarinda olgulastirilan
sigir oositlerinde bir stres gostergesi olan 1s1 sok protein 70 in belirlenmesi oositlerin
farkli sicakliklardaki kiiltiir ortamlarinda strese girip girmediginin 6nemli bir
gostergesi olacaktir. Boylece farkli sicaklilara oositlerin verdigi tepkileri belirlemek
ciftik hayvanlarinda maksimum embriyo iiretimi saglayabilecek optimum
olgunlastirma sicakliginin belirlenmesinde 6nemli rol oynayacaktir. Dolayisiyla in
vitro embriyo iretiminin olgunlastirma asamasma uygulanan disiik sicakligin
kiltiirdeki gelisimi iyilestirmek suretiyle blastosist eldesini artirmakla birlikte erken

embriyonik 6liimlerin oniine gecilebilmesi miimkiin olabilir.



2. LITERATUR CALISMASI

2.1 Oosit Olgunlagmasi

Oosit olgunlasma siireci niikleer olgunlasma ve sitoplazmik olgunlagsma olmak {izere
iki farkli sekilde gerceklesmektedir. Oositler, mayoz boliinme ile disi germ hiicresi
olan oositin, 2n kromozom sayisini yartya indirgeyerek n kromozomlu hiicre
olusumu ile biten bolinme siirecidir. Mayoz bolinme disilerde fotal gelisim ile
baslar ve mayoz bdliinmenin profaz I evresinde durur. Disi pubertas c¢agina
ulastiginda ise bu siire¢ devam eder. Mayoz germinal vezikiiliin yikimlanmasi ve
kutup cisimciginin atilmasi ile tekrar baslar. Bu donemde ovulasyona ugrayan oosit
mayozun metafaz II safhasinda durur ve fertilizasyon ile mayoz bdliinme tamamlanir
ve proniikleuslar olusur. Sigir oositlerinin in vitro olarak olgunlagtirilma siireci
bir¢ok arastirmaci tarafindan; 18-20 saat (Van der Westerlaken vd, 1992; Semple vd,
1993), 22 saat (Duby vd, 1995), 20-22 saat (Birler vd, 1998), 24-26 saat (Saeki vd,
1990) olarak bildirilmistir.

2.1.1. Cekirdek (Niikleer) olgunlasma

Cekirdek olgunlagmasi, oosit ¢ekirdeginin germinal vezikiil safhasindan metafaz II
(M II) safhasimna gecisi olarak tamimlanmaktadir (Sen, 2014). Oosit ¢ekirdegi
germinal vezikill (GV) olarak tanimlanmaktadir. Mayoz boliinmenin diakinesis
asamasindan diploten asamasina gegisi ile germinal vezikiil yikimlanmasi (GVBD)
gerceklesir. Diakinesis boyunca ¢ekirdek zar1 katlanmaya baslar ve ¢ift kath lipit zar
erimesiyle birlikte porlar kaybolmaya baglar. Memeli oositlerinde ¢ekirdek
olgunlagsmasi mayozun metafaz Il safhasinda durmaktadir. Sigir oositlerinin ¢ekirdek
olgunlagmasi yaklagik 24 saatte tamamlanmaktadir (Sirard vd, 2007). Sigirlarda
GVBD, oositin follikiilden ayrilmasi esnasinda ya da LH uyarimmdan hemen sonra
gerceklesmektedir. GVBD’ yi takiben kromozomlar daha yogun hale gelmekte ve
Anafaz 1 safhasinda kromozomlarin ayrilmast ve kutuplara ¢ekilmesi
gerceklesmektedir. Telofaz | safhasinda ise kromozomlar kutuplarda niikleer zarla
sartl bir sekilde bulunmaktadirlar. Ikinci mayotik béliinme kromozom replikasyonu
gerceklesmeden olusur ve oositler M II sathasina ulasir. Oositler fertilizasyona kadar

metafaz II safhasinda kalirlar. In vitro ortamda kiiltiire edilen kumulus-oosit
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kompleksinin kendiliginden mayozu devam ettirme yetenegine sahip oldugu

bildirilmistir (Sen. 2014). Oosit olgunlagsma sathalar1 sekil 2.1 de gosterilmistir.

Germinal VezikullG Metafaz 1 asamasinda Metafaz 2 asamasinda
(GV) Oosit (M1)Oosit (M2)Oosit

Sekil 2.1. Memeli oositinin niikleer olgunlagsmasi

2.1.2. Sitoplazmik olgunlasma

Sitoplazmik olgunlagma, oositin GV safhasindan M-II safhasina, olgun bir oosit
oluncaya kadar gecirmis oldugu hiicresel degisimleri ifade etmektedir (Akyol, 2006).
Oositte kutup cisimcigin olusmasiyla birlikte perivitellin boslugun geniglemesi,
mitokondrilerin sayilarinin artmast ve golgi kompleksinden kortikal graniil
salinmasiyla birlikte sitoplazmik olgunlagma goriliir. Stoplazmik olgunlagsma {i¢
asamada gerceklesmektedir. Ilk asamada mitokondriler oositin gelisimi ile hiicre
icerisinde dagilmaya baslar ve endoplazmik retikulumala yakinlasmaktadir (Sen,
2014). Mitokondrilerin hiicrede kortikal graniillerin, golgi kompleksinin ve zona
pellusidanin olusumundan sorumlu oldugu bildirilmistir (Shamsuddin vd, 1993).
Ikinci asamada lipit keseleri ve lipid damlaciklar1 azalmakta ve sitoplazmanin hiicre
zarina yakin bolgelerine yonelirler. Ugiincii asamada kortikal graniiller hiicre zarmna

dogru hareket etmeleri ile sitoplazmik olgunlagma tamamlanmaktadir (Shamsuddin
vd, 1993).



2.2. In Vitro Olgunlagmayi Etkileyen Faktorler
2.2.1.Vericisinin yasi ve fizyolojik durumu

Pubertasa ulasmis diiveler ve inekler oosit vericisi olabilirler. OQosit vericisi
olabilmek igin, ovaryumlarda antral follikiillerin bulunmas: yeterlidir. Say1 ve kalite
bakimindan vericilerden toplanan oositlerde farklilik olabilmektedir. Bunun nedeni
vericilerin genetik karakterleri, bakim ve beslenme kosullarindaki farkliliklardir.
Saglik durumu ve beslenme sartlar1 iyi olan vericilerden toplanan oositin say1 ve
kalitesi yiiksek olmaktadir (Galli ve Lazzari, 1996). Hayvanlardan pubertas oncesi
oosit toplanabilse de elde edilen oositlerde yeteri diizeyde hormon reseptori
bulunmamasi nedeniyle bunlarin olgunlasma yetenekleri diisiik olabilmektedir
(Nagai, 2001). Al-Katanani vd (2002) sicaklik stresi altindaki sigirlarin
ovaryumlarindan elde edilen oositlerin, olgunlasma ve embriyo olusturma

yetenekleride azalma oldugunu bildirmistir..
2.5.2. Kizginhk dongiisii ve follikiiler dalgalanma

Kizginlik doéngiistiniin follikiiler safthasinda folikiiler gelisimle birlikte gonadotropin
salgilanmasinda yiikselis goriilmektedir (Akyol ve Sulu, 2004). ineklerin ortalama %
70’inde iki, % 30’unda ise ii¢ follikiiler dalgalanma olurken, dort follikiiler dalga
nadiren goriilmektedir (Hagemann, 1999). Gonadotropin yiikselisinin ardindan
follikiiler gelisim baglar ve bir grup follikiil ayn1 anda gelismeye baslar. Bu
follikiillerin gaplar1 2-4 mm kadar olmaktadir. Gelismeye baglayan follikiil grubunun
icinden bir follikiil dominant hale gelir. Dominant follikiiliin biiyiime siireci
igerisinde ikincil follikiiller (subordinate follicles-SF) ve ardisik follikiiler dalga
baskilanir. Gelisimi baskilanan ikincil follikiiller atrezi olurlar. Dolayisiyla atrezi
safhasma giren ve ikincil folikiillerden elde edilen oositlerin in vitro gelisim
kapasiteleri diisitk olmaktadir (Akyol vd, 2005). Bu yiizden, heniiz folikiiler fazda
yani atrezi donemine girmeden Onceki safhada, oosit toplanmasinin daha yiiksek

olgunlagma oran1 saglayacagi bildirilmistir (Kojima, 1999).



2.2.3. Follikiil ve oosit biiyiikliigii

In vitro olgunlastirmada embriyo iiretimi amaciyla 2-8 mm ¢apindaki follikiiller
kullanilmaktadir. Antral follikiillerden ¢ap1 2 mm’ye kadar olanlarda gelisim i¢in
gerekli mikro c¢evre sartlar1 heniliz olusmadigindan, olgunlasma yetenekleri ¢ok
diisiik olmaktadir. Bunun nedenlerinden biri biiyiime siirecinde olan oositin yeteri

diizeyde RNA sentezi yapamamis olmasidir (Akyol vd, 2005).

2.2.4. Kumulus oosit biiyiikliigii

Ovaryumda bulunan follikiiler ii¢ ¢esit hiicreden olusmaktadir. Bunlar; granuloza
hiicreleri ve teka (interna ve eksterna) hiicreleridir. Granuloza ve teka hiicreleri
birlikte mayotik dinlenme siireci iginde oositin ihtiyaglarmin karsilanmasina,
olgunlagmaya baslayan oositlerin gelisim yetenegi kazanmasina yardim ederler.
Granuloza hiicreleriyle birlikte oosite kumulus oosit kompleksi (KOK) denilmektedir
(Akyol ve Sulu 2004). Granuloza hiicreleri araciligi ile oosit, parakrin, otokrin
hormonlar ve biiyiime faktorleri ile dolayli olarak iliski halindedirler. Ayrica
kumulus hiicreleri ile oosit, kendine has bir baglanti sistemi sayesinde dogrudan
baglanti halindedir (Hagemann, 1999). Kumulus hiicreleri, RNA sentezinde
ayarlayici bir role sahiptir (Gordon, 2003; Kanagawa vd, 1995). Teka ve granuloza
hiicreleri follikiiler steroid sentezinde Onemli rol oynamaktadir. Teka hiicreleri,
progestinlerden androjenleri sentezleyebilmekte fakat aromataz yetenekleri diisiik
olmaktadir. Granuloza hiicreleri ise progestinlerden androjenleri
sentezleyememelerine ragmen sahip olduklar1 yiliksek aromataz aktivitelerinden
dolay1 eksojen androjenleri Ostrojenlere ¢evirebilirler. Bu o6zelliklerinden dolay:
kumulus hiicreleri uzaklastirilmis folikiillerde olgunlasma ve fertilizasyon
yetenekleri ¢ok disiik kaldigi bildirilmistir (Akyol ve Sulu, 2004). Kumulus
hiicreleri oositin yeterli gelisim kapasitesine ulasmast ve beslenmesi agisindan
onemli bir role sahiptir. Olgunlasmamis oositte, glutasyon orani diisiik olmakla
birlikte bu oran olgunlasma siirecinde yiikselir ve ikinci metafaz safhasinda en
yiiksek seviyesine ulagir. Glutasyon, fertilizasyonda spermatozoon kromatinlerinin
dekondenzasyonu ve histonlar tarafindan protaminlerin yer degistirmesi siiresince

disiilfit baglarinin azaltilmasindan sorumludur.



2.2.5. Oosit kalitesi

Brackett ve Zuelke (1993) oositlerin kalitelerini degerlendirirken, kumulus hiicreleri
ve sitoplazmay1 dikkate alimiglardir. Memeli oositlerinin kalite siniflandirmasi dort
farkli (1, 2, 3, 4 veya A, B, C, D) sckilde yapilmaktadir (Brackett ve Zuelke, 1993).
Bu smiflamaya gore ii¢ ve dordiincii grup ¢ok diisik in vitro olgunlagsma
yetenegindedir. Homojen goriiniimlii bir sitoplazma, oositi ¢evreleyen, bozulmamis
ve kompakt yapida kumulus hiicreleri, olgunlasmamis olan oositin olgunlagsma ve
embriyonik gelisim yeteneginin en 6nemli belirtisi oldugu sdylenmistir (Younis vd,
1989). Dolayisiyla sitoplazmast homojen goriiniiste, zona pellusidaya sikica
tutunmus ve kompakt yapida kumulusa sahip oositler iyi kalitede (1, 2 veya A, B),
heterojen sitoplazmali ve genislemis kumulus hiicrelerine sahip oositler de diisiik (3,

4 veya C, D) kalitede oositler olarak siniflandirilmaktadir (Akyol, 2005).

2.2.6. Olgunlasma siiresi

In vitro olgunlasmaya birakilan olgunlasmans sigir oositlerinde, 0-6 saatlerde
germinal vezikiil olusumu, 6-8 saatlerde germinal vezikiil yikimi, 10-15 saatler
arasinda birinci metafaz, 15-18 saatler arasinda birinci anafaz ile telofaz ve 18-24
saatler arasinda da ikinci metafaz safhasina gecilir. GVBD ve birinci polar cisimcigin
atilmasi, kumulus hiicrelerinin ekspansiyonu ile ilgilidir. Sigir oositlerinin in vitro
olgunlagmasinda, olgunlagsma zamani olarak 18 saatten 27 saate kadar degisen
stirelerin etkili oldugu ve ¢ogunlukla 22-24 saat dilimleri kullanilmaktadir (Gordon,
1994; Birler vd, 1998).

2.2.7. Nem ve cevresel gaz bilesimleri

Inkiibatér ortaminda, olgunlasmaya alinan oositlerin inkiibatér ortaminin pH’s1
cevresel nemin % 95’in tlizerinde olmasi gerektigi bildirilmistir (Nagai, 1999).
Yiiksek oksijen konsantrasyonunun, oositler iizerindeki olumsuz etkisini azaltmak
amaciyla in vitro embriyo kiiltiir ortaminda % 5 CO,, % 5 O, ve % 90 N; bilesimi
kullanilmaktadir. Yiiksek oksijen konsantrasyonu, 00Sit olgunlasmasini disiirdiigi

bildirilmistir (Nagai, 1999). Oosit olgunlastirilmasinda in vitro kiiltiir kosullarinda



atmosferik oksijen orani (% 20) yiiksek kabul edilmekle birlikte % 5 oksijen

diizeylerinin en uygun olgunlagsma oranini sagladigi bildirilmistir (Sen, 2014).
2.2.8. Olgunlasma ortamlarinin ozmotik degeri

In vitro kiiltiir ortamlarmin oosit i¢in optimum olmas1 gerekmektedir. Bu amagla
kullanilan ortamlarin ozmotik basinci, viicut sivilarinin sahip oldugu degere yakin
olarak hazirlanmasi gerekmektedir. Hiperozmotik olgunlasma medyumu igerisinde
yapilan kiiltiiriin de belirgin oranda, dejenere oosit varhigi gézlenmistir (Bae vd
Foote, 1980). Yiiksek ozmolariteye sahip kiiltir medyumlarinda oositin gelisme
yeteneginin 6nemli oranda distigi bildirilmistir (Mazur ve Schneider, 1986;
Gardner, 1998).

2.2.9. In vitro olgunlasma ve olgunlasma sistemleri

Oositler, olgunlastirma ortamlarma degisik sekillerde yerlestirilerek inkiibe
edilebilmektedir. Kiiltiir ortaminda bulunan besin miktarinin yeterlilik oranina goére
oosit inkiibasyona alinir. Bunun i¢in; 35 mm petri kutularinda 50- 100 pl medyum
20- 30 oosit sayist tercih edilirken, pH’in daha stabil tutulabildigi 600 pl medyum
100 oosit tercih edilmektedir (Kanagawa vd, 1995).

2.2.10. Olgunlasma amaciyla kullanilan in vitro ortamlar

Sigir oositlerinin olgunlastirilmasinda kullanilan ortamlar; basit ve bilesik olarak
siniflandirthir (Abdoon, 2003). Basit olgunlagsma ortamlari, bikarbonat tampon
sistemlerinin kullanildigi temel fizyolojik tuzlardan olusan sistemlerdir. Bu ortamlara
piruvat, laktat tuzlari ve glukoz da ilave edilebilir. Basit olgunlagsma ortamlari
arasindaki farklilik, icerdikleri iyon diizeyleri ve enerji verici kaynaklarinnin
cesitlilik gostermesindendir (Abdoon, 2003). Bilesik olgunlasma ortamlari; basit
ortam igeriklerine ilave olarak amino asitler, vitaminler, piirinler ve serum igerisinde
bulunan diger maddeleri igermektedirler. Bilesik olgunlagsma ortamlarindan en
yaygin olarak kullanilani TCM-199’dur. Ham’s F-10, Menezo-B2 vasat1 ise bilesik
olgunlagsma ortamlarina drnek verilebilir (Brackett vd, 1989; Liu vd, 1991).



2.2.11. Protein (fotal buzagi serumu ve serum albumin) katkilari

Embriyo kiiltlirlinde, ortamda protein olmamasi durumunda istenmeyen degisik tlirde
metabolik aktiviteler ve gelisim yeteneginin dismesi gibi olumsuzluklar
gozlenebilmektedir. Fotal buzagi serumu (FCS), Ostrustaki inek serumu (ECS),
stiperovulasyon olusturulmus inek serumu, kastre Okiiz serumu gibi serumlar
olgunlagsma ortamlarma eklenebilmektedirler. Serum kaynagi olarak f{otus, yeni
dogan buzagi ve seksiiel siklusunun degisik evrelerinde olgun inek ve diiveler
kullanilabilir. Ancak bu degisik donemlerde, hayvanlardan elde edilen serum igerigi
Ozellikle de hormon diizeylerinin dogal olarak farklilik gosterebildigi bildirilmistir.
Omegin, fotusta kan parametreleri anne ile biiyilk oranda benzerlik gosterdigi
belirlenmistir (Nakada vd, 2000). Kiiltiir ortamlarina, serum ve sigir serum albumini
(BSA) eklenmesi oositlerin olgunlasmasina yardimci olmaktadir. [n vitro 00sit
olgunlastirmasinda en ¢ok tercih edilen protein kaynagi fotal buzagr serumudur
(Ocana vd, 1999; Gomez ve Diez, 2000). /n vitro olgunlasma da fotal buzag
serumunun (FCS) sigir serum albiimininden (BSA) daha yiiksek basariya sahip
oldugu tespit edilmistir. Ayrica LH ve Ostrustaki inek serumu (ECS) ile birlikte
kullanildiginda elde edilen fertilizasyon oranmin yiiksek oldugu, Ostrustaki inek
serumu katkistyla da ilk boliinme oraninin 6nemli 6l¢iide arttigr bildirilmistir
(Schellander vd, 1990; Zuelke ve Brackett, 1990). Olgunlagsma ve kiiltiir
asamalarinda serum kullanimi, bir¢ok riski de beraberinde getirmektedir. Serum gibi
biyolojik iiriinlerin kullanimryla, mikrobiyal kontaminasyonlar olusabilmektedir. n
vitro fertilizasyon teknigi ile elde edilen gebelik siiresinin degiskenlik gdstermesi,
yavru atimi oraninin yiiksek olmasi ve normalden biiyiik fotus gelisimi (large
offspring sendromu) gibi anormalliklerin in vitro oosit olgunlastirmasinda kiiltiir
ortamina serum ilavesinden kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Bu olumsuzluklarin
onlenmesi amaciyla serumsuz kiiltiir ortamlar1 ve ya farkli protein kaynaklar

gelistirlmeye ¢alisilmistir (Hoshi, 2003).

2.2.12. Sicaklik

Olgunlasma ortamimin sicakligi, oositin olgunlasma ve fertilizasyon yetenegini
etkileyen 6nemli faktorlerden birisidir. Germinal vezikiil yikimlanmasi (GBVD) ve

birinci metafazin (MI) son safhalart oosit olgunlasma siirecinde en hassas
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donemlerdir. Diisiik sicakliklarda mayoz sathasinda ig iplikgiklerinin olusumunu
durdurmaktadir. Sigirlarda in vitro olgunlasma siireci igerisinde, 39 °C viicut
sicakligina yakin sicaklik degerlerinde normal ig iplikgikleri morfolojisinin
korundugu ve olgunlasma oraninin optimum oldugu bildirilmektedir (Ocana vd,

1999).

Memeli testislerinde spermatogenesis’in viicut sicakligindan yaklasik 2-2,5
°C altinda gergeklestigi ve yiiksek sicakliktan kaynakli stresin spermatogenesisi ve
semen Kkalitesini olumsuz etkiledigi bilinmektedir (Leese vd, 2008). Ancak, tavsan,
domuz ve sigir gibi memeli hayvanlarin ovaryumundaki olgunlasmis graff
follikiillerin viicut i¢ sicakligindan yaklasik 1,5-2,0 °C daha soguk olmasi memeli
fertilitesinde ve in vitro embriyo iiretiminde pek fazla dikkate alinmamaktadir (Leese
vd, 2008). Cesitli ¢iftlik hayvanlarinda yapilan bazi galismalarda ovaryum tizerindeki
olgunlagsmig graff follikiillerin viicut sicakligindan tavsanlarda yaklasik 1,4 °C
(Grinsted vd, 1980), domuzlarda 2,4 °C (Hunter ve Nichol, 1986) ve sigirlarda 2,0
°C (Grondahl vd, 1996) daha soguk oldugu bildirilmistir. Dahasi, (Hunter vd, 2006)
ile (Ye vd, 2007) domuz ovaryumundaki follikiillerin, ovaryum stromasindan daha
soguk oldugunu laparoskopik ultrason kullanarak termografik olarak goriintiilemistir

(Sekil 2.2).

8
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Sekil 2.2. Domuz ovaryumunun termografik fotografi (Hunter vd, 2006’dan
alinmistir)

Domuz ve ¢esitli kemirgenler iizerine yapilan ¢alismalarda ovidukt boyunca

olan sicakligin kademeli olarak viicut sicakligina ulastigini bildirmistir (David vd,
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1971; Hunter ve Nichol, 1986). Hunter ve Nichol, (1986) domuzlarda ovulasyon
oncesi isthmus’un ampulladan yaklasik 0,43 °C daha soguk (0,2-0,7 °C araliginda)
oldugunu ve ciftlesmeyi takiben bu sicaklik farkinin yaklasik 0,69 °C’ye kadar (0,2—
1,6 °C araliginda) yiikseldigini tespit etmislerdir. Benzer olarak, (Bahat vd, 2005)
tavsan ve ratlarda isthmus (spermin depolandig1 yer) ile ampulla (fertilizasyonun
gerceklestigi yer) arasindaki sicaklik farkinin ovulasyon oncesinde yaklasik 0,8 °C
ovulasyon sonrasinda yaklasik 1,6 °C kadar yiikseldigini tespit etmislerdir. Ayrica bu
calismada isthmus ve ampullanin rektal sicakliktan sirasiyla yaklasik 3,1 ve 2,0 °C
daha soguk oldugu rapor edilmistir. Isthmustaki bu diisiik sicakligin spermanin
ampulladaki fertilizasyon esnasindaki hiperaktivasyonundan onceki depolanmasi
esnasinda dinlenmesinde O6nemli bir role sahip oldugu iddia edilmektedir. Ayrica
oviduktaki sicaklik farkinin spermatozoa tarafindan hissedilerek sperm hiicrelerinin
depolanma alanindan fertilizasyon alanma gecisinde yol gosterici oldugu da iddia

edilmektedir (Bahat vd, 2003; Eisenbach ve Giojalas, 2006).

Ovidukt kanali boyunca olan sicaklik farkinin sperm hiicrelerinin
fonksiyonlar1 i¢in 6nemli bir role sahip olmasinin yaninda oosit ve erken embriyonik
donemdeki metabolizmay1 diisiirmesi agisindan 6nemli bir role sahip oldugu iddia
edilmektedir (Leese vd, 2008). Ciinkii biyolojik organizmalarin ¢ogu “Q10” sicaklik
katsayist denilen 10 °C’ye kadar olusan sicaklik degisikliklerine kimyasal ya da
biyolojik siireclerinde 2-3 kata kadar azalan veya artan oranda cevaplar
gosterebilmektedir (Leese vd, 2008). Insanlarda viicut i¢i sicakligi ile ovidukt
kanalinin sicakligi arasindaki sicaklik farki konusunda tespit edilen herhangi bir
calisma bulunmamasina ragmen kademeli sicaklik degisiminin diger memeli tiirleri
ile benzerlik gosterecegi diisiiniilmektedir (Eisenbach ve Giojalas, 2006). Tahmini
olarak insanlarda ovulasyon sonrasi ovidukt kanalinin sicakligmin viicut ig
sicakligindan yaklasik 1,5 °C soguk oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica, insan oositinin
ve erken donemdeki embriyo metabolizmasinin viicut i¢ sicakligindakine (37 °C)
gore % 15 daha diisiik olacag: diisiiniilmektedir. Bu bilgiler 1s18inda in vitro embriyo
tiretimindeki siireclerin (in vitro olgunlasma ve in vitro fertilizasyon) 37 °C viicut
sicakligt yerine 35,5-36 °C’de gerceklestirilebilir mi sorusunu giindeme

getirmektedir.
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McEvoy vd, (2000) in vitro olgunlastirmada kullanilan inkiibasyon
sicakliginin in vivo gergeklikten uzak oldugunu ileri siirmektedir. Ciinkii, 6rnegin
sigir ve domuz oositlerinin in vitro olgunlastirilmasinda uygulanan inkiibasyon
sicakliginin viicut sicakligima gore ayarlandiglr ancak olgunlasmis oositi barindiran
graff follikiilin i¢ sicakliginin ovaryum stromasindan veya viicut sicakligindan
yaklagik 2-3 °C daha diisiik olmasinin dikkate alinmadigi bildirilmistir (Grondahl
vd, 1996; Hunter vd, 1997). Yapilan ilk ¢alismalarda sigir ve domuz embriyolarin
disiik sicaklikta (37 °C’de geleneksel 39 °C olanin aksine) gelistirildiginde,
blastosist safhasina ulagma oraninda degigsme olmaz iken amino asit tiiketimi ve
tiretimi bakimidan metabolizmayi yavaslattig1 bildirilmistir (Sturmey vd, 2009). Bu
baglamda in vitro olgunlastirma veya kiiltiir asamalarinda uygulanan inkiibasyon
sicakliklarinin embriyonik gelisim iizerine olabilecek etkilerinin incelenmesi dnem
arz etmektedir. In vitro embriyo iiretiminin oosit olgunlastirma asamasinda
uygulanan inkiibasyon sicakligindaki degisimlere kars1 (graff follikiil sicakligi veya
viicut sicaklig) ileriki donemde embriyolarin verdigi tepkilerin belirlenmesi, saglikli
bir embriyonik gelisim i¢in in vitro uygulamalardaki inkiibasyon sicakliklarinin
yeniden tasarlanmasina yardimei olacagi diistinilmektedir (Leese vd, 2008). Sicaklik
stresinin  embriyonunun hayatta kalmasi iizerine olan etkilerinin incelendigi
calismalar 15181nda (Hansen, 2007) farkli inkiibasyon sicakliklarinin gamet hiicreleri

veya embriyonik gelisim tizerine olan etkileri belirlenebilir.

2.6. Is1 Sok Proteinleri

Ritossa (1962) Drosophila melanogaster n tiikiiriik salgisindan yiiksek 1siya bagli
bir protein sentezledigini tespit etmistir (Ritossa, 1962). Bu dogrultuda laboratuvar
sartlarinda hiicrenin stres etkeni ile karsilastigi zaman yapisinda protein miktarinda
artiglar meydana geldigini belirlenmis ve bu proteinler 1s1 sok proteinleri (HSP)
olarak isimlendirmistir (Yilmaz vd, 2005). Stresin hiicrede protein yapisinda
molekiiler hasar meydana getirdigi ve anormal protein katlanmasi sonucunda hiicrede
protein birikimine neden oldugu gézlemlenmistir ((Whitley vd, 1999). Bu proteinler
molekiil agirliklarma goére boyutlart 8- 150 kd arasinda degisen 1s1 sok (HSP100,
HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 ve kiicik HSP’ler) proteinleri olarak

isimlendirilmislerdir. HSP’ler hiicre i¢i, hiicre dis1 ve plazma membrani yerlesimli
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olabilirler ((Whitley vd, 1999). Hiicre i¢inde bulunanlar, hemen hemen her hiicrenin
sitoplazma, mitokondri, ¢ekirdek gibi organellerinde bulunmaktadir (Petrof vd,
2004). HSP’ler hiicre metabolizmasi kontroliinde anahtar rol oynamaktadirlar. Hiicre
metabolizmasinda, sitoplazmasinda, hiicre ylizeyinde, hiicresel redoks tepkimeleri
durumunda, hiicre iskeletinde, DNA sentezi siirecinde bir stres etkeni ile karsilastig
zaman protein yapisinda modifikasyonlar meydana gelebilmektedir. Bu durumda
stres proteinleri hiicre igerisinde birikir ve hiicrede bir dizi ardisik stres yanitinin
aciga c¢ikmasma neden olur (Verbeke vd, 2001). HSP hiicrede; yeni sentezlenen
proteinlerin  katlanmasinin  diizenlenmesi, niikleer biitiinliigiin ve matriks
materyalinin korunmasi, yapist bozulmus proteinlerin onarilmasi, hasar gormiis
proteinlerin elimine edilmesi, proteinlerin organellerde lokalizasyonu, organele
alinmasi ya da organelden atilmasi gibi ¢ok sayida goreve sahiptir (Kaufmann,
1990). Ayrica bu proteinler geri doniisiimsiiz olarak hasara ugramis polipeptidlerin
de sindirilmesine yardime1 oldugu bildirilmistir (Whitley vd, 1999).

HSP’ler 1s1 stresine yamit olarak sentezlenirken, farmakolojik ajanlara,
metabolik ve ¢evresel stresleri igeren iskemia, agir metal iyonlari, etanol, nikotin,
viral enfeksiyonlar gibi durumlarda da sentezlenirler. HSP ailelerinden bazilar
hiicrede siirekli olarak sentezlenirken, bazilari ise yalnizca stres etkisi sonucunda
sentezlenmektedir (Samali ve Orrenius, 1998). Biiyilk molekiiler agirlikli 1s1 sok
proteinlerinin (HSP 100, HSP 90 gibi) molekiiler saperonlar, 1s1 sokuna maruz kalan
hiicrelerin protein kiimelenmesi ve katlanmalari durumlarinda goérev aldigi
gozlemlenmistir (Otaka vd, 2006). HSP’lerin bir kismmin da yanlizca proteaz
aktivitesi gosterdikleri ya da yikilmasi gereken polipeptidlerin proteazlarla
etkilesmelerine yardim ettikleri belirlenmistir (Feder ve Hofmann, 1999). Cekirdekte
ve kromatinin korunmasinda hiicre yapisi ile iliskilendirilen 1s1 sok proteinlerinin
onemli lokasyonlarindan dolay1 strese karsi hiicreyi korudugu disiiniilmektedir

(Velazquez ve Lindquist, 1984).

Organizmanin yagami boyunca HSP ailesi ve amino asit dizileri evrimlesme
stireci boyunca oOnemli Ol¢lide korunmustur (Sreedhar ve Csermely, 2004).
Organizmalarda en iyi korunan ve en ¢ok c¢alisilan grup HSP70 protein ailesidir
(Neuer vd, 1999). HSP70 protein ailesi insanda en az 11 gen tarafindan kodlanan
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molekiiler agirlig1 66 ile 78 kD arasinda degisen proteinleri icermektedir. Bu protein
ailesinin indiiklenebilir HSP70 (HSP72) ve bazal metabolizmada sentezlenen HSC70
gibi tiyeleri sitoplazmada lokalize olurken, bir grup HSP70’de mitokondride
(mtHSP70) ve diger bir grup iiyesi de endoplazmik retikulum iizerine yerlesmistir
(Jaitteld vd, 1998). Okaryotik HSP70 proteini iki islevsel bolgeye sahiptir. Bunlar;
ATP’ye baglanan -NH2 terminal bolge (ABD) ve peptide baglanan -COOH terminal
bolge (PBD)’dir. Normal kosullarda HSP70 ailesine ait proteinler yeni sentezlenen
proteinlerin diizglin katlanmalari, multiprotein komplekslerin olusmasi, hiicresel
membranlardan proteinlerin taginmasi gibi islevlere sahip ATP bagimli molekiiler
saperonlardir (Shi ve Thomas, 1992). Bu proteinler HSP70’in PBD ya da ABD
bolgelerine baglanarak bu proteinin saperon aktivitesini diizenleyebilir. Anti-kanser
ilaclart hiicreyi uyararak uyartinin oranina bagli olarak stresle indiiklenen HSP70
sentezini artirabilecegi bildirilmistir (Schmitt vd, 2003). Enflamasyonu 6nlemek igin
hasar goren hiicrelerin uzaklagtirilmasi i¢in apoptozis meydana gelir, 1s1 soku ya da
stres yanit1 hiicreyi hayatta tutmak {izere hasar goéren hiicrelerin kurtarilmasini
saglamaktadir. Stresin biyolojik sonuglar1 lizerinde baskin etkilere sahip olan bu iki
stireg hiicrenin gelecegini belirlemektedir (Beere vd, 2000). HSP’ler farkli apoptotik
proteinler ile etkileserek apoptozisin kritik durumlarda diizenleyici etki
yapmaktadirlar (Parcellier vd, 2003). Apoptozisin diizenlenmesinde olduk¢a onemli
role sahip olan 1s1 sok proteinleri hiicresel koruyucu 6zelliklerinden dolay1 apoptotik
yanit1 inhibe etmektedirler. Ayrica apoptozisin baslamasi ve ilerlemesinde 6nemli
gorevler alan sinyal proteinlerinin saperonlar1 olarak gorev alabilir ya da dogrudan

apoptozisin ilerlemesine neden olabilirler (Sreedhar ve Csermely, 2004).

2.3.1. Is1 50K protein cesitleri

2.3.1.1. Is1 sok protein 100 (HSP 100)

HSP100, golgi kompleksin de bulunur ve 1s1 stresi durumunda niikleusa transloke
olmaktadir (Whitley vd, 1999). HSP100, molekiiler saperon Ozelligi gostererek
protein kiimelerinin ayrilmasi ve yeniden katlanmasinda rol almaktadir. HSP100,
aktin baglayici proteinler kategorisinde capraz aktin baglayici yetenegine sahip

oldugu bildirilmistir (Al-Katanani vd, 2002).
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2.3.1.2. Is1 sok protein 90 (HSP 90)

Memeli hiicrelerinde en fazla bulunan 1s1 sok protein ailesidir. Molekiiler saperon
ozelliginde olup, sinyal iletimi ve tiimor yayilmasmin 6nlenmesinde, proteinlerin
katlanmasinda gorev aldigi ve hiicrede bulunan en fonksiyonlu stres proteinidir
(Zhang vd, 2009). HSP90 daha ¢ok sitoplazmada niikleus ¢evresinde ve memrana
yerlesmistir. Endoplazmik retikulum iizerinde en ¢ok bulunan proteindir (Whitley vd,
1999). HSP90’in ¢esitli  ajanlarla  inhibisyonu mitokondri ~membraninda
depolarizasyona neden olabilmektedir. Bu da HSP90’in normal hiicre
mitokodrilerinde degil de tiimdr hiicrelerindeki mitokondrilerde saperon islevlerinin
kanser tedavisinde kullanilmasi bakimindan 6nemli olabilecegi dusiiniilmektedir

(Kang vd, 2007).

2.3.1.3. Is1 sok protein70 (HSP 70)

Omurgalilarda HSP ailelerinde en 6nemli ti¢ protein ailesi HSP70, HSP90 ve kiigiik
1s1 sok proteinleridir (Morimoto vd, 1986; Feige vd, 1996). Organizmalarda en iyi
korunan ve en ¢ok galisilan grup HSP70 protein ailesidir (Neuer vd, 1999). HSP70.1,
memelilerde dort izoform tarafindan kodlanan 70 kDa proteinidir. Bunlar; HSPA-1A,
1B, 1C ve 1D genleri tarafindan ifade edilmektedirler (James vd, 1997). Son
zamanlarda HSP70 genin ifadesi amfibiler dahil (Simoncelli vd, 2010) domuz
embriyolar1 (Bernardini vd, 2003), sigir oositleri (Camargo vd, 2007) ve embriyolari
gibi farkli hayvan modellerinde ¢alisilmistir (Edwards ve Hansen, 1996; Tavares vd,
2005). HSPA-1A, kimyasal, gevresel ve beslenme gibi ¢esitli streslere karsi
termotolerans saglar ve sigir embriyolarinda stres gostergesi olarak kullanilabilir
(Wrenzycki vd, 2001; Oliveira vd, 2006). Tim HSP'ler arasinda, en fazla bulunan
HSPA-1A ¢evre 1sisina karsi duyarlidir. Kemirgenlerde (Christians vd, 1995) sigirlar
(Chandolia vd, 1999) ve at embriyolarinda (Mortensen vd, 2010) embriyonik
hiicreleri stresten onemli 6l¢iide korur (Sharma vd 2012). HSP70’in fertilizasyon
oncesi spermatozoayr korudugu (Miller vd, 1992) ve gamet interaksiyonun da rol
oynayabilecegi diisiiniilmektedir (Matwee vd, 2001). HSP70’in hiicre i¢i gorevi
bilinmemekle birlikte hiicrenin termotoleransinin gelismesi ile iliskilendirilmistir
(Whitley vd, 1999). Insan HSP70 ve e-coli de amino asit zincirinin % 50’snin benzer

oldugu ve yiiksek 1s1da denatiire oldugu belirlenmistir (Schlesinger, 1990). HSP70 1s1
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sok faktorlerinin aktivitesini diizenler ve bu proteinlerin transkripsiyon kontroliinii
saglarlar. HSP70 hiicrede sitoplazma, ¢ekirdek, endoplazmik retikulum (ER) ve
mitokondride bulunmakta ve protein tasinmasina katilmaktadir (Askar vd, 2007).
DNA’da 5’ tarafinda bulunan 4 sekans motifi insan HSP70 geni, serum faktorii, agir
metaller ve adeno virlis proteini olan E1A proteininden sorumlu oldugu

distintilmektedir (Schlesinger, 1990).

2.3.1.4. Is1 sok protein 60 (HSP 60)

HSP60’in apoptozizin (toplu hiicre oliimii) gerg¢eklesmesinde kilit rol oynayadigi
diisiiniilmektedir. Insan arteriokloritik lezyonlarda yiiksek oranda bulunur (Whitley
vd, 1999). HSP60, okaryot hiicrelerin mitokondri ve kloroplastlarinda bulunur
(Petrof vd, 2004). Normal sartlarda HSP60 enzimlerin bir araya gelmesinde ve
baglanmasinda islev goriir ve bu da hiicrenin enerji metabolizmasi ile ilgilidir. Cevre
sartlarindaki degisiklikler hiicrede HSP60’m sentezini yiikseltir ve biyolojik
aktivitenin devam edebilmesi icin hasar gdren proteinlerin agregasyonlarini
engellemek suretiyle hasar1 onarir (Choi vd, 2008). Okaryotlar da HSP60 mitokondri
ve kloroplast gibi sitoplazmik organellerde bulunur. HSP60 mitokondri memraninda
proteinlerin kompleks olusturmasini ve apoptozisi inhibe edebilmektedir (Gething ve

Sambrook, 1990).

2.3.1.5. Kiiciik 1s1 sok proteinler (HSP 60>)

Biiytikliikleri 8 ile 50 kDA arasinda degisen protein ailesidir. Baz1 kiigiik HSP’ler
vaskiiler sistemde 6nemli role sahiptir. HSP32 miyokardiyal hiicrede bol miktarda
bulunan protein ailesidir. HSP25/27 hiicre iskeletinde aktin polimerizasyonunu
etkiler ve hiicre gogiinde yer alabilir. HSP20 diiz vaskiiler kasta bulunur. Ubiquitin (8
KDA) proteini hedeflenen ve stres esnasinda denatiire olan diger proteinlerin
uzaklastirilmasinda gorev alir (Whitley vd, 1999). Kiigiik HSPler gelisimsel olarak
blastula sathasinda ve 1s1 sokuna duyarli olan noral tiip kapanisi sirasinda yiiksek
seviyede yapisal olarak ifade edilir. Gastrulasyon siirecinde HSP47/27’nin
baslangigtaki kolajen ve aktin molekiillerine baglandigi ve katlanma gosterdigi
belirlenmistir (Walsh vd, 1997;Carcy vd, 1991). HSP27 ifadesinin artis1 hiicre ici

glutasyon miktarini arttirip, demir igerigini azaltarak, hidroksil radikallerinin ve
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okside proteinlerin olusumunu azaltarak, antioksidan gibi gorev yapar (Jaattela,
1999). HSP40 en ¢ok baliklarda, midye ve salyangoz gibi sucul organizmalarda
bulunur (Lyons vd, 2003).

2.4. 1s1 Sok Proteinlerin Genel Ozellikleri

HSP’ler, prokaryot, 6karyot, insan dahil tiim organizmalarda artan ani sicakliga tepki
olarak iretilmektedirler. HSP ailesinin farkli organizmalarda verdigi yanit benzer

ozellik gosterebilmektedir (Kaufmann, 1990).

HSP’lerin iki 6nemli fonksiyonu bulunmaktadir. Birincisi, fizyolojik kosullar
altinda molekiiler saperon olarak islev goriirler. Saperonlar (hiicre i¢i protein
korunmasi) hiicre i¢i proteinlerin katlanmasina aracilik ederler ve bazi durumlarda
bunlarin oligomerik (iki veya daha fazla polipeptid) yapilara yerlestirilmesi gibi
gorevleride bulunur. Ayrica erken katlanma gosteren ya da yikimlanan proteinlerde,
hiicre i¢i transfer ve inaktif protein formunun devaminin saglanmasi gibi 6nemli
rolleri bulunmaktadir. HSP’ler hiicresel yanit olarak sicaklik degisimlerinden
kaynaklanan hiicresel hasarlar, serbest oksijen radikalleri, enfeksiyonlar, agir
metaller, etanol ve iskemi gibi durumlarda sentezlenmektedirler (Lindquist, 1986;
Welch, 1992).

Mikrobiyal HSP’ler, baskin antijenleri temsil ederler. Bu yiizden, insanlarda
olduk¢a immiinojeniktirler. Bircok kadinda mikrobiyal enfeksiyon durumunda
hasassiyet gdzlemlenmistir. Infertilite tedavisi siirecinde kadinlarda HSP’lerin

antibadisinin yaygin oldugu gozlemlenmistir (Neuer vd, 1999).

2.5. Is1 Sok Proteinlerinin Gorevleri

Stres proteinleri trankripsiyon siirecinde (mRNA’nin iriiniiniin DNA’da olugmast )
ve translasyon (mRNA’nin proteine doniisiimii) mekanizmasinin aktive olmasi
stirecinde rol aldigi distinilmistir (Welch vd, 1983). Ayrica hiicre igerisinde
peptidleri sararak sinirlandirirlar ve bu peptidler HSP yardimi ile hiicre igerisine
alinirlar. Stres proteinleri hiicre i¢erisinde proteinin {i¢ boyutlu katlanmasinda 6nemli

rol oynamaktadir ve yeni olusan polipeptidlerin katlanmasinin dogru bir sekilde
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olmasmi saglamaktadirlar (Pockley, 2001; Whitley vd, 1999). Bu proteinler ayni
zamanda stres sonrasi ya da yaralanmalarda protein yikiminin olmamasini ya da
protein denaturasyonun tamir edilmesine yardimci olurlar. Bu 6zelliginden dolay1
“molekiiler saperon” olarak adlandirilmiglardir (Sekil 2.3). Bu proteinler ATP
bagimli saperonlardir, kendi konformasyonlarinin diizenlenmesi ve ATP’nin
baglanmasi i¢in yardimei saperonlara ihtiyag duyarlar. Ancak kiigiik saperonlardan
HSP27 gibi proteinler ATP’ye bagimli degildirler (Parcellier vd, 2003). Hiicre
sitoplazmasinda bulunur ve hiicre i¢i stire¢lerde gorev alarak proteinin katlanmasinda
ve ortamdaki ihtiyaca gore proteinin olusmasina yardimci olarak hiicre i¢i dengenin

korunmasini saglarlar (Ciocca ve Calderwood, 2005).
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Dogru katlanmis protein Denatiire  protein  Dogru sekilde katlanmis protein

Yeni protein

Sekil 2.3. Ist sok proteinin protein katlanmasindaki rolii (Whitley, 1999)

Baz1 bakteriyel HSP’lerin 6zellikle HSP60 ve HSP70’in yiiksek hassasiyetin
geciktirilmesinde ve otoimmun sisteme cevap verilmesinde sorumlu oldugu
belirlenmistir (Dobson ve Ellis, 1998). HSP’lerin ayni zamanda hiicre iginde
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fagositik olan etkiye karsi da koruyucu gorevi oldugu diisiiniilmektedir (Fields vd,
1986). HSP’ler hidrojen baglari, gii¢lii hidrofobik etkilesimleri ve ¢ift kutuplu heliks
yapisindan dolay1 denatiire olmazlar (Askar vd, 2007). Cekirdekte ve kromatinin
korunmasinda hiicre yapisi ile iliskilendirilen 1s1 sok proteinlerinin strese karsi

hiicreyi korudugu diistiniilmektedir (Velazquez ve Lindquist, 1984).

HSP70 ve HSP90 tiim dokularda bulunur ancak bazi kii¢iik stres proteinleri
sadece vaskiiler sistemde 6nemli gorevler yapar (Whitley vd, 1999). Is1 sok faktorii
(HSF) sensor ozellik gosterdiginden, farkli sicakligi aktive etmek i¢in tiirler arasinda
1s1 sok faktor yapisi farklilik gostermektedir. Ornegin 30 °C de drosphila’da, 43-45
°C kuslarda 1s1 sok proteini goriildiigii belirlenmistir (Rougvie ve Lis, 1988). Yapilan
caligmalarda saflastirilan ve ¢alisilan proteinlerin 1s1 sok geninin iki 6nemli sonucu
oldugu belirlenmistir (Walsh vd, 1997). Birincisi 1s1 sok proteinleri farkli
organizmalar arasinda yiiksek oranda korunmustur. Ornegin major protein olan
HSP70’in, insan ile E. Coli arasinda % 50 oraninda benzerligini korudugu
gozlemlenmistir. Ancak bazi domainlerinin de % 96 oraninda benzerlik gosterdigi
belirlenmis. Ikincisi ¢ogu durumda hiicre i¢in temel olan major 1s1 sok proteinlerine
ait 1s1 sok gen ailesidir. HSP70, hiicrede porlardan tasmirken katlanmamis veya
kismen katlanmis olmasi gerekmektedir (Schlesinger, 1990). Yapilan galismalar,
HSP70°in protein baglama ve ATP’de bulunma, protein kompleksinin ayrigmasinda
rol alabilecegi bildirilmistir (Samali ve Orrenius, 1998). Yapilan calismalarda
HSP70‘in hiicreyi koruyarak apoptozisin etkilerinde de rol aldig1 tespit edilmisir
(Samali ve Orrenius, 1998). Endoplazmik retikulum iizerinde protein baglama ve
anormal oligomerik proteinin ve quarterner yapisinin korunmasinda rol aldig
bildirilmistir (Gething ve Sambrook, 1992). HSP70’in iki majér domaini
bulunmaktadir. Bunlar yiiksek oranda korunmus olan kompakt amino terminal ATP
baglama bolgesi ve zayif ATPaz aktivitesi; kalmodiiliin baglama bolgesi proteaz
hassasiyeti ile iligskilendirilmistir. Katlanmamis proteinlerde HSP70 ve HSP60
polipeptidlerin katlanmasinda rol alirlar. HSP70 ile HSP40 esleserek mitokondrinin
dis membranina lokalizasyonu engeller ve mitokondrinin dig membranin
gecirgenligini korurlar (Stankiewicz vd, 2005). HSP’lerin molekiiler biiytikliikleri,

hiicrede bulunma yeri ve hiicredeki gérevleri Cizelge 2.1’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.1. Is1 sok proteinlerin molekiiler biiyiikliigii, hiicredeki yeri ve gorevi

(Whitley, 1999)

Isim Molekiiler Hiicrede Hiicredeki Gérevleri
Biiyiikligii Bulunma Yeri
(kDa)
Ubiquitin 8 Sitozol/Niikleus  Denatiire olan proteinin
uzaklagtirilmasi
HSP10 10 Mitokondri HSP60 i¢in kofaktor gorevi goriir.
HSP20-40 20-40 Sitozol/Niikleus Bazis1 hiicresel hiicre iskeleti ve
hiicre goclinden sorumlu bazis1 da
damar sisteminde gorev almaktadir.
HSP56 56 Sitozol Steroid hormon reseptor
kompleksini baglar ve stabillize
eder.
HSP60 60 Mitokondri Molekiiler saperon
HSP70 70 Sitozol/Niikleus Molekiiler saperon ve
termotolerans 6zellik gosterir.
HSP90 90 Sitozol/Niikleus Molekiiler saperonun ekspresinde
HSP100 100 Golgi kompleksi  Molekiiler saperon ozelligi

gostererek  protein  kiimelerinin

ayrilmast

kDa = kilo dalton, HSP = 1s1 sok proteini
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2.5.1. Is1 sok proteinleri ve homeostazis

HSP’ler, organizma yiiksek 1siya maruz kaldiginda organizmanin siddetli ve 6limciil
etkilerinden korur. Bu yiizden termotolerans olarak adlandirilmistir. Bir HSP baska
bir proteinin hasarin1 azaltmak i¢in destek saglayabilir. Buna karsi tolerans
denilmektedir. Ornegin stres proteini lokal hipertemi araciligiyla agir metale maruz
kalan arteriyal yaralanmalarda iskemik yaralanma veya 1siya karsi korumaya neden
olmaktadir (Suzuki vd, 1997).

HSP’ler sadece proteinlerin tekrar katlanmasi ya da yanlis katlanmis, denatiire
olmus proteinlerin elimine edilmesine yardimei olmaz, aynt zamanda bir¢ok agidan
hiicrenin yasaminda kritik rolii olan hiicresel proteinin sentezlenmesini de saglar.
Hiicresel homeostazin saglanmasinda HSP’lerin pek c¢ok rolii bulunmaktadir
(Sreedhar ve Csermely, 2004). Hayvanlarin maruz kaldigi sicakliga karsi
noroendokrinal ve fiziksel yanitlar hemoostasinin korunmasinda ve adaptasyonun
saglanmasinda stres 6nemli bir faktordiir. Istya bagl stres gonadotropinler ve gonad
hormonlarindaki degisim iireme dongiisiine zarar vericidir. Buna bagli olarak
fertilizasyon dongiisiiniin diisiik olmasina neden oldugu diisiiniilmiistiir. Is1 stresi disi
hayvanda iireme kapasitesinin diisiik olmasi, iireme kanali ve dokular iizerinde
degisikliklere, gebelik oraninin diisiik olmasi gibi zararli sonuglara neden olabilecegi
diistinilmistir (Alves vd, 2013). Lopes ve Hansen’e (2002) goére maternal 1s1
stresine yanit verme gelisme doneminde ve embriyoda kritik periyot; ovulasyon,
oosit gelisimi ve fertilizasyonun ilk giinlerine baglidir. Embriyonun ¢evresindeki
degisikliklere cevap verme yetenegi embriyonun genomunun c¢ogunlukla inaktif
oldugu difiizyon aninda sinirlidir (Lopes ve Hansen, 2002). Oositler 1s1 stresine
maruz kaldiginda, hiicresel yapilarini korumak i¢in HSP70 sentezini gergeklestirirler
(Chemelikova vd, 2006). Olgunlagma siirecini tamamlamis olan oositlerin HSP70’1
sentezleyemedigi belirlenmistir (Sharma vd, 2012). Stres durumunda HSP70’in
izotoplar1 olan HSP72 ve HSP73 homeostasinin saglanmasi ve hiicrenin hayati
devamliligi saglamak amaciyla sitoplazmadan gekirdege gegip hiicresel yikimi

engelledigi ve proteini denatiire ettigi diisiiniilmektedir (Naughton vd, 2006).
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2.5.2. Is1 stresi ve in vitro embriyo

Is1 stresi, follikiil, dstrus, streroid ve gonadropin konsantrasyonlarinin yani sira uterus
ve ovidukt iizerine olumsuz etkileri bulunmaktadir (Wolfenson vd, 2000). Dinlenme
halindeki hayvanin viicut 1s1sim1 artiran dig etkenlere 1s1 stresi denilmektedir (Ergene,
2009). Yapilan ¢alismalarda kisa siirede (42 °C’de 30 dakika) 1s1 stresine maruz
birakilan sigir oositlerinde vitellin membranin yapisinda degisimlerin oldugu ve
sitoplazmada genisleme oldugu bildirilmistir (Susuki vd, 1998; Tseng vd, 2006).
Domuz oositlerinde (41,5 °C’de 4 saat ) 1s1 stresinin mikrotiibiillerin depolarize
olmasina neden oldugu gozlemlenmistir (Tseng vd, 2006). Is1 sokunun fare (Komar,
1973), tavsan (Whittingham, 1980) ve sigir oositlerinde partenogenetik gelisimi
etkiledigi gozlemlenmistir (Suzuki vd, 1998; Whittingham, 1980). Is1 stresi altindaki
hayvaninin dominant follikiiliiniin biiyiime olasiliginin diistiigii bildirilmistir. Stres
altindaki follikiiler hiicrelerin steriodogenik kapasiteleri ile Ostradiol sentezi igin
granuloza hiicrelerinden androjen liretiminin azaldigi bildirilmistir (Wolfenson vd,
1997). Progesteron konsantrasyonun diisiik olmasi dominant follikiilde korpus
luteumda steroid salinimini etkileyerek anormal oosit olgunlasmasina neden olur. Bu
da endometriyal morfolojiyi etkileyerek embriyo oliimlerine neden olabilmektedir
(Ahmad vd, 1995). Is1 stresi durumunda endometriyumdan 1s1 sok proteini tiretimi

artmaktadir (Ergene, 2009).

2.5.3. Stres durumunda serbest radikal oksijenleri (SOR)

Serbest oksijen radikallerinin tiretimi i¢ ve dis kaynakli olabilmektedir. Bunlar;
oksidatif fosforilasyon, NADPH oksidaz, ksantin oksidaz, glikolat oksidaz,
ortamdaki oksijen konsantrasyonu, metalik katyonlar, giin 151¢1na maruz kalma, amin
oksidazlar ve spermatozoa olarak siralanabilir (Guerin vd, 2001; Trimarchi vd,
2000). SOR’lar kararl bilesikler haline gecebilmek i¢in hiicrede protein, lipit, DNA
ve niikleotid koenzimler gibi bir¢ok biyolojik materyaleden elektron kopartip kararh
hale gegmeye calisirken bu yapilara zarar vermektedirler (Johnson ve Nasr—Esfahani,
1994). Oksidatif stres nedeniyle asir1 diizeyde SOR’lar olusturulmakta ve bu serbest
radikaller, hiicre membranimi gecerek lipit, protein, niikleik asit gibi hiicresel
molekiillerin yapisinin degismesine, mitokondride degisimlere, embriyonal hiicre
gelisiminde bloklanmaya, asir1 diizeyde ATP tiikketimine ve apoptozise yol
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acmaktadir (Guerin vd, 2001; Johnson ve Nasr-Esfahani, 1994). Cogu memeli
tiiriinde 1s1 sok embriyoda fizyolojik fonksiyonlar iizerine ciddi etkileri olmaktadir
(Biggers vd, 1987). Bunun serbest oksijen radikalleri ile ilgili olabilecegi
diistiniilmiistiir. /n vitro kosullarda hidrojen peroksit (H,05), siiperoksit anyon (O,
ve radikal oksitler (OH) gibi serbest oksijen radikalleri embriyo gelisimini
baskilamaktadir (Sakatani vd, 2004; Tseng vd, 2006). Yiiksek miktardaki serbest
oksijen radikalleri preimplantasyon donemindeki embriyoyu etkilemekte ve bununla
birlikte 1s1 sok olgunlagma siirecinde sadece organelleri degil ayn1 zamanda hiicre
isketine de zarar verebilmektedir (Tseng vd, 2006). Leese (2002)’e gore kiiltiir
ortaminda bulunan saglikli embriyolarin daha yavas, sagliksiz embriyolarin daha
hizli metabolizmaya sahiptir (Leese, 2002). /n vivo veya in vitro fertilizasyon sonrasi
elde edilen memeli embriyolariin blastosist sathasina ulagincaya kadarki embriyo
kiiltiirtinde glikoz tiiketimi, piruvat tiretimi ve tiikketimi, oksijen tiiketimi, amino asit
tilketimi ve Uretimi, laktik asit tiretimi gibi metabolik aktivitelerini belirlemek i¢in
verilere dayali sessiz embriyo hipotezi ortaya ¢ikmustir. /n vitro olgunlastirmadan in
vitro kiiltiire kadar in vitro embriyo {iretim sistemlerinde uygulanan cevresel
sartlarin, sicaklik, besin igerigi, gaz dengesi gibi stres etmenlerinin oosit ve
fertilizasyon sonrasi embriyonun metabolizma hizi ve gelisimi iizerine dogrudan
etkili olabilecegi diistiniilmektedir (Leese vd, 2007). Stres durumunda, niikleik asit
hasar1 ve 1s1 soku gibi etkiler olusarak embriyonal hiicrelerde heterojenligi artirmakta
ve bu heterojenlik embriyo icerisinde hizli bir sekilde yayilarak embriyo gelisimini
olumsuz etkileyebilmektedir. Kiiltiir ortamindaki saglikli embriyoda molekiiler
diizeyde genom, transkriptom (Transkriptlerin tamami) ve proteom (genomdaki
toplam protein) siiregleri sorunsuz bir sekilde devam etmektedir. Bu durumdaki
embriyo daha az besin ve oksijen tiikettiginden daha sessiz bir metabolizmaya

sahiptir (Leese vd, 2008; Sen, 2014)

2.5.4. Is1 sok proteininin gen transkripsiyonu

Is1 sok proteinin gen transkripsiyonu, is1 sok transkripsiyon faktorleri ile 1s1 sok
protein gen promotor bolgelerindeki 1s1 sok elementlerinin etkilesimi araciligi ile
gerceklesmektedir. Normal kosullar altinda sitoplazma icinde 1s1 sok faktorl (HSF1)

DNA’ya bagli olmayan bir monomer molekiil gibi bulunmaktadir. Stres durumunda
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HSF1, DNA’ya baglanma kapasitesine sahip olmak i¢in ii¢ fosfatli forma
donistiiriiliir ve sitoplazmadan ¢ekirdege gecer. Cekirdekte DNA’nin promotor
bolgelerine HSF’leri baglanir. Béylece HSP geninin transkripsiyonunu saglanip,

HSP sentezi ger¢eklesmektedir ( Askar 2007).

2.6. Is1 Sok Proteinleri ve Gametogenesis

2.6.1. Is1 sok proteinlerin ifadesi ve spermatogenezis

Spermatogenezis ii¢ ayri1 faz olarak farklilasmaktadir. Bunlar; spermatogonianin
mitotik proliferasyonu, spermatositlerin mayotik gelisimi ve mayoz sonrasi spermatit
gelisimi ve spermatozoonun olgunlagmasidir (Eddy vd, 1991). Is1 sok proteinlerinin
ekspresyonu transformasyon ve hiicresel farklilasmanin oldugu spermatogenesis
gelisim siirecinde dogrudan iligkili olmasa da (Dix, 1997; Miller vd, 1992) fare ve rat
spermatogenesis  siirecinde HSP70’in  yapisal formunun (HSC70) biriktigi
gozlemlenmistir (Neuer vd, 1999). Ayni1 zamanda proteinleri kodlayan mRNA’nin
HSPS86 ile iliskili oldugu rat ve insan testislerinde goézlemlenmistir (Lee, 1990).
Infertil erkeklerde HSP60 ekspresiyonunun spermatogonia ile spermatojenik
fonksiyon ile paralellik gosterdigi bildirilmistir (Werner vd, 1997). Bu gozlemler
sonucunda diisiik miktardaki HSP60 ekspresiyonu spermatogonyayi korumaya neden
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica fare spermatitlerinde mayoz béliinme esnasinda
basarili spermatogenez icin HSP70 ve HSP72’nin gerekli oldugu diislintilmiistiir
(Neuer vd, 1999).

2.9.2. Is1 sok proteini ve oogenesis

Erkek germ hiicreleri gibi disi germ hiicreleride hipertermik ve diger c¢evresel stres
faktorlerine karst duyarlidir (Ambrosio ve Schedl, 1984). Bocekler, balik,
stiringenler ve memelilerin dahil bir¢cok canli tiirinde oogenesis siirecinde ve
spermatogenesiste stres proteinin ifade edilmesinde 1s1 sok proteini onemli rol
oynamaktadir (Heikkila vd, 1986). Yapilan ¢alismalar fare oositinde 1s1 sok yanitinin
oositin biiyiime periyodunda olustugu belirlenmis ve oosit gelisimini tamamladiktan
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sonra miktarinin azaldigi tespit edilmistir (Neuer vd, 1999). HSP’ler follikiiliin erken
biiyiime siirecinde etkili olmakta ve ovulasyondan once miktari azalmaktadir (Curci
vd, 1987). Ovulasyon oncesinde, HSP 70 ve HSP 90 proteinlerinin sentezinin yiiksek
miktarda oldugu belirlenmistir (Curci vd, 1991). Germinal vezikiil yikimlanmasindan
kisa siire sonra HSP 70 ve HSP 90 sentezinin durdugu gézlemlenmis ve fertilize olan
oositlerde de tespit edilememistir (Curci vd, 1991). HSC70’in sentezi, mayozdan
sonra durur. /n vitro ortamlarda sicaklik artis1 oositin metafaz II safhasina gelme
stirecini azaltig1 ve fertilizasyon oranini diisiirdiigii belirlenmistir (Baumgartner vd,
1981). Ist sok proteinlerinin ovulasyon siireci ve ovulasyon sonrasi metabolik
aktivite ve oositin yasam siirecinde rol oynayabilecegi diistiniilmektedir (Neuer vd,

1999).

2.7. Is1 Sok Proteinlerinin Analizinde Kullanilan Y ontemler

2.7.1. Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Elektroforez teknigi: protein, peptid, seker ve niikleik asit gibi yiikli taneciklerin
iyonize ortamda belirli bir pH ve elektriksel alan icerisinde molekiil agirliklar1 ve
yik farklhiliklarina gore saflastirilmast ve ayristirilmasi islemidir. SDS-PAGE
tekniginde anyonik bir deterjan olan sodyum dodesil stilfat (SDS) ile kombine edilen
indirgeyici ajanlar (B-mercaptoetanol veya ditiyotretol) proteinleri lic boyutlu
yapidan tek boyutlu yapiya doniistiirerek poliakrilamid jelde ayrimlanmasini
saglamaktadir. Jelin ayrigtirma giicii ve molekiil biiyiikliigii akrilamid ve ¢apraz
baglayici olarak kullanilan bisakrilamidin yogunlugu ve polimerizasyonu ile ilgilidir.
Polimerizasyon islemi stabilizator N,N,N’,N’ tetrametiletilendiamin (TEMED) ve bir
serbest radikal olan amonyum persiilfatin (APS) 20 °C iizerindeki sicaklikta
akrilamidi katalize etmesiyle gerceklesmektedir. Anyonik deterjan olan SDS,
proteinlerin dordiinciil, tgiincil ve ikincil yapilarini bozarak proteinleri peptid
zincirlerine doniistiirmektedir. Peptidler SDS ile sarilarak misel goriinlimii kazanir.
Zincirde yer alan her 2 aminoasit artigina 1 molekiil SDS baglanarak proteinlerin
hepsi (-) yiikle yiiklenmesini saglar. SDS-PAGE ile proteinler, net yiik ve sekillerine

gore degil sadece molekiil biiyiikliiklerine gore birbirinden ayrilmaktadir. Boylece
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molekiillerin elektriksel alandaki hareketi gii¢ kaynaginin sagladigi akimla negatif (-)
kutuptan pozitif (+) kutba dogru gerceklesmektedir. Jeldeki akrilamid yogunlugu
arttiginda gozenekler daha sik olusacagindan biiyilk molekiil agirligina sahip
molekiillerin jelde hareket etme hizimi azaltmaktadir (Baykalir, 2017). Molekiil
agirliklar bilinen standart proteinden (markir), molekiil agirligi bilinmeyen proteinin
(6rnek) molekiil agirligi bulunur. Markir proteinin jelde goc ettigi mesafe, 6rnekler
ile kiyaslanarak molekiiler agirlk Da veya kDA olarak hesaplanir. Standart
elektroforez uygulamalar1 dikey elektroforez seklinde gerceklestirilir (Aygan, 2008;
Balkan, 2008). Elektroforez uygulamasinda kullanilan jel, genellikle stacking
(y1gma) ve seperating (ayirma) jeli olmak iizere iki kisitmdan olusur. Her iki jel de
icerdikleri akrilamid konsantrasyonlar1 bakimindan birbirlerinden farklilik gosterir.
Bu iki jeldeki pH ve konsantrasyon farkliligi, protein karisgimlarinin birbirlerinden

ayrilmasini ve belirgin bantlar olugsmasini saglamaktadir (Aygan, 2008 ).

2.7.2. Western blot yontemi

Western blot; hiicre ve molekiiler biyolojide kullanilan belirli proteinleri, kompleks
proteinlerden ayrimlanmasini saglayan bir tekniktir. Bu teknik proteinleri boyutuna
(Philips vd, 2018) gore ayirma, jele aktarma (Mahmood ve yang, 2012) ve
hedeflenen proteinin belirlenmesi i¢in antibadinin kullanilmasi esasina dayanir.
Istenilen protein igin spesifik antibadi kullanilir. Antibadi belirli molekiil
agirh@indaki istenilen kDA araligindaki proteinin belirlenmesini saglar. Istenilen
araliktaki proteinin elde edilip edilmedigini anlamak igin goriintiileme yapilmalidir
(Mahmood ve Yang, 2012). Western blotta iki farkli jel kullanilir. Bunlar; yigma ve
yiikleme jelleridir. Yigma jeli daha asidik ve diisiik akrilamid konsantrasyonuna
sahiptir. Buda jelin porlu yapiya sahip olmasini saglar. Yiikleme jeli, ayirma jeli
olarak da bilinir. Yiiksek poliakrilamid igerigine sahiptir. Bundan dolay1 jelin daha
sik1 porlu yapiya sahip olmasina neden olur. Protein jele yiiklenip kosturulduktan
sonra membrana aktarilir. Aktarim yapilirken jelin yilizeyine dik olan proteinlerin
jelin disina ve zarin iizerine hareket etmesi elektrik alandan yararlanilarak yapilir.
Membran jel yiizeyi ve pozitif elektrot arasina yerlestirilir. Negatif yiikli proteinlerin

jelden zara gog ettirilmesi saglanir. Bu transfer islemine elektroforetik transfer denir.
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Membran yerlestirilirken dokunmamaya dikkat edilmelidir (Mahmood ve Yang,
2012).

2.8. Amag¢

Sigirlarda in vitro embriyo tliretimindeki basar1 oraninin artirilmasi in vitro kosullarda
gerceklesen oosit olgunlagsmasinin in vivo kosullara yakin olmasina baghdir. In vitro
olgunlastirmada sicaklik, medyumun besin igerigi ve gaz dengesi ve kiiltiir
medyumuna kadar in vitro embriyo iiretim sistemlerinde uygulanan ¢evresel sartlar
stres etmeni olabilmektedir. Stres, oositin olgunlagsmasi ve fertilizasyon sonrasi
embriyonun metabolizma hizi ve gelisimi iizerine etkili olabilmektedir. Yapilan
calismalarda ovaryum igeresinde bulunan folikiillerin viicut sicakligindan yaklasik
1,5-2 °C daha soguk oldugu ve yumurta kanali boyunca sicakligin kademeli olarak
(isthmus ampulladan yaklasik 0,43 °C daha soguk ve her ikisi rektal sicakliktan
yaklagik 1-1,5°C daha soguk) viicut sicakligina yiikseldigini belirlenmistir (Einer-
Jensen ve Hunter, 2006; Ye vd, 2007). Ancak in vitro ortamlarinda genellikle viicut
sicakligi tercih edilmektedir. Bunun sonucunda, 0osit ve embriyonun metabolik ve
biyokimyasal aktivitenin degismesine ve serbest radikallerin ortaya ¢ikmasina neden
olabilmektedir. Bu da oosit ve embriyoda, DNA hasarlarina hatta hiicre 6liimlerine
neden olabilmektedir (Ravindranatha vd, 2003; Sen ve Kuran, 2013). In vivo
sartlarda viicut sicakligindan daha diisiik sicaklikta olgunlasan o0ositin, metabolizma
hizinin in vitro sartlarda yiikselebilecegi diistiniilebilir. Bu sebeple, oosit in vitro
sartlarda in vivo sartlara gore daha yiiksek sicakliga maruz kalmasi metabolizmasini
hizlanarak daha fazla stres proteini HSP70 iiretilmesine neden olabilir. /n vitro
olgunlagtirmada uygulanacak farkli sicakliklarin 1s1 sok protein miktarina olabilecek
etkileri western blot yonteminden yaralanilarak belirlenebilir. Dolayisiyla, bu
caligmanin amaci, in Vitro olgunlastirmada igin kullanilan geleneksel sicaklik
(38,5°C) ile diisiik sicaklikta (36,5 °C) olgunlastirilan sigir oositlerinde olgunlasma
sonrasi farkli sicakliklarin uygulanmasinin sonucu sentezlenen 1is1 sok proteini 70’in

(HSP70) western blot yonteminden yararlanarak belirlenmesidir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Mevcut calisma Ondokuz Mayis Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal
Biyoteknoloji Anabilim Dalinda 2017-2018 yillar1 arasinda, Hayvansal Biyoteknoloji
laboratuvarlarinda yiiriitilmustiir. Calismada kullanilan ovaryumlar Samsun ili
Ondokuz Mayis ilgesine bagli 6zel bir mezbahaneden (Florya) temin edilmistir.

Calismada kullanilan medyum ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi asagida belirtilmistir.

3.1. Kullanilan Medyum ve Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.1.1. Ovaryum tasima cozeltisinin (Serum fizyolojik) hazirlanmasi

Ovaryum tasima ¢ozeltisi 11t distile suda 9,6 gr (% 0,96) sodyum kloriir’iin (Sigma
S-9888;NaCl) ¢ozdiiriilmesi ile hazirlanmis ve 4 °C’de depolanmistir. Kullanim giinii
% 0,1 oraninda antibiyotik antimikotik (Sigma A-5966) soliisyon ilave edilmis ve

ovaryumlarin taginmast i¢in 37 °C’ye 1sitilmastir.
3.1.2. Oosit arama medyumunun hazirlanmasi

Oosit arama medyumu igin Hepes tamponlu (Sigma M-7528) medyum-199 kiiltiir
medyumuna %] antibiyotik antimikotik soliisyon ilave edilerek hazirlanmis ve 4

°C’de depolanmustir.
3.1.3. Stok Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisinin (PBS) Hazirlanmasi

Stok PBS (Sigma P-4417; PBS) 1 It gift distile suda 9,6 gr (% 0,96) PBS’in

¢ozdiiriilmesiyle elde edilmis ve 4 °C’de depolanmustir.
3.1.4. In vitro 00sit olgunlastirma medyumunun hazirlanmasi

Olgunlasma medyumu 15’lik falkon tiip igerisinde sodyum bikarbonat tamponlu
medyum-199 kiiltiir medyumundan (Sigma M-4530) 4425 ml, fetal calf serum (FCS;
Sigma C-8056)’dan 500 ml, sodyum piruvat’tan (Sigma P- 4562) 25 ml (27,5
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ug/ml), antibiyotik antimikotik soliisyondan (Sigma A-5966) 50 ml birlestirilmis ve
0,22 um por capindaki filtre (TPP, 99722) kullanilarak filtre islemi yapilmistir.
Hazirlanan olgunlastirma medyumundan-dort gozlii petrinin her bir goziine 500 ml
medyum aktarilmistir ve tizeri 300 ml mineral yag (Sigma M-5904) ile kapatilip

1sinmasi ve gazlanmasi i¢in inkiibatore birakilmistir.

3.1.5. Hyarulinidaz c¢ozeltisinin hazirlanmasi

Hyarulinidaz ¢6zeltisi 4 mg Hyarulinidaz enziminin (H-3506) 4 ml sodyum

bikarbonat tamponlu medyum-199°da ¢ozdiiriilmesiyle taze olarak hazirlanmistir.

3.1.6.Tris-HCI 1,5 molar c¢ozeltisinin hazirlanmasi

Tris-HCI 1.5 Molar ¢o6zeltisi 54,51 gr Tris Base (Sigma T-5941), 300 ml distile suda
¢ozdiiriilmiis ve pH HCl ile 8,8’¢ ayarlanip 4 °C’de depolanmustir.

3.1.7. Amonyum persulfat (APS ) hazirlama

Amonyum persulfat ¢ozeltisi 1000 ml ¢ift distile suda 0,1 gr APS (Akkim 193148)

¢ozdiiriilmesiyle taze olarak hazirlanmistir.

3.1.8. Tris-HCI 0,5 molar ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Tris-HCI, 0,5 Molar Cozeltisi 6 gr Tris Base (Sigma T-5941), 60 ml ¢ift distile suda
¢ozdirilip pH 8,8’¢ ayarlanmis ve ¢ozelti ¢ift distile su ile 100 ml tamamlanarak 4

°C’de depolanmastir.

3.1.9. Akrilamid -bisakrilamid ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Akrilamid-Bisakrilamid (Sigma A-3553) ¢ozeltisi 146 gr akrilamid ve 4 gr N-N
Metil bisakrilamidin 500 ml ¢ift distile suda ¢ozdiriliip filtre kagidindan

gecirilmesiyle hazirlanmis ve 4 °C’de depolanmustir.
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3.1.10. Destaining tampon (500 ml) ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Destaining tampon 50 ml metanol ve 50 ml glasial asetik asitin (Sigma R27225) 500

ml ¢ift distile su ile karistirilmasi ile hazirlanmis ve 4 °C’de depolanmuistir.

3.1.11. Coomasie R-250 (250 ml) ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Coomasie R-250 (Thermo Fisher 20278) ¢ozeltisini hazirlamak igin 0,25 gr coomasie
R-250, 125 gr metanol ve 25 ml glasial asetik asit (Sigma R27225) 100 ml ¢ift distile

suda karistirilmis ve 4 °C’de depolanmuistir.

3.1.12. Running tampon (5X) ¢ozeltisinin hazirlanmasi

5X’1lik Running tampon ¢ozeltisi hazirlamak igin 15 gr Trisbase, 72 gr Glisin (Sigma
50046) ve 5 gr sodyum dodesil siilfat (SDS) (Merc Kod. 8.17034.1000) 1 It cift

distile suda karistirilmis ve 4 °C’de depolanmustir.

3.1.13. Running tampon (1X) ¢ozeltisinin hazirlanmasi

1X’1lik running tampon ¢ozeltisi hazirlamak igin 200 ml 5 X Running tampon, 800

ml ¢ift distile su ile karistirilmis ve 4 °C’de depolanmastir.

3.1.14. 1X Lyzis tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Lyzis tampon ¢ozeltisi igin pH 7,4 olan 50 milimolar Tris- HCI’den 25 ml (1 Molar),
%5 Triton-X 100’den (Sigma T 8787) 2500 ml, 250 milimolar NaCI’den 25 ml ( 5
Molar), 5 milimolar EDTA’dan (Sigma 1233508) 5 ml ( 0.5 molar), %0.1 SDS (Kod.
8.17034.2500), 10 ml DTT (Sigma 3483-12-3) taze olarak eklenip 4 °C’de

depolanmustir.

3.1.15. Transfer tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi 1X (TBS)

Transfer tampon i¢in 24,5 g tris baz, 11,2 g glisin, ve running tampona % 20 metanol

1 It hazirlanip oda sicaklifinda depolanmustir.
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3.1.16. Transfer tampon tween 20 ¢ozeltisinin hazirlanmasi (TBST)(500 ml)

TBS yikama ¢ozeltisinden 500 ml alinarak 250 pl tween 20 eklenerek hazirlanmstir.

Her western blot isleminde yeni ¢6zelti hazirlanmistir.
3.1.17. Blocking tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Blotting tampon igin % 5 siit tozu 1X TBS, % 0,1 tween 20 hazirlanmistir. Filtre
edilerek hazirlanip 4 °C’de depolanmustir.

3.1.18. Bradford cozeltisinin hazirlanmasi

100 mg Commassie Brilant Blue G-250, 50 ml % 95°lik etanolde ¢oziildii. Uzerine
100 ml % 85°lik fosforik asit ilave edildi. Filtre kagidi ile siiziilerek saf su ile 1L’ye

tamamlandi.

3.1.19. Stok standart protein ¢ozeltilerinin hazirlanmasi (Bradford yontemi i¢in)

Standart protein ¢6zeltilerinin hazirlanmasinda 100 pg sigir serum albumin, 1000 ul

distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

3.1.20. Fosfat tuz tampon ¢ozeltinin hazirlanmasi (PBS 1X)

Fosfat tuz tampon ¢ozeltisi i¢in 0,454 g Na; HPO4, 0,068 g KH,PO4, 0,097 g KCI ve
7, 88 g NaCl hassas terazide tartilarak 800 ml de pH 7,4 ayarlanarak hazirlanip oda

sicakliginda saklanmistir.

3.1.21. immiinolojik saptama cézeltinin hazirlanmasi

Immiinolojik saptama ¢dzeltinin hazirlanmasi igin 0,030 g diaminobenzidin 50 ml
PBS’te ¢ozdiiriilmis ve Kkullanilacagi zaman % 30’luk 10 pl hidrojen peroksit

eklenmistir. Her islem igin taze hazirlanmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1 Ovaryumlarin laboratuvara getirilmesi

Calismada ineklerin kesimden hemen sonra ovaryumlar bir bigak yardimi ile disi
{ireme sisteminden almmus (Sekil 3.1. B) ve igerisinde 37 °C’de serum fizyolojik
bulunan termos icerisine konulmustur. Ovaryumlar kesimi takip eden 3 saat
igerisinde laboratuvara ulastirilmistir. Laboratuvara getirilen termosun igerisindeki
serum fizyolojigin son sicakligi 34,0 = 2,0 °C olarak tespit edilmistir. Ovaryumlar

beher igerisinde 37 °C’deki distile su ile birkag¢ kere yikanip iizerine 37 °C’de serum

fizyolojik eklenip su banyosuna (BM 402) aspire edilmek iizere birakilmistir (Sekil
3.1A).

Sekil 3.1. A) Ovaryumlarin su banyosuna birakilmasi B) Ovaryumun goriintiisii

3.2.2. Oosit aspirasyonu ve oositlerin se¢imi

Aspirasyon islemi 18 gaugle igne takilmis 5 ml’ lik enjektorlerle gergeklestirilmistir.
Enjektore onceden hazirlanmis olan o00sit arama medyumu alinip aspirasyona
baslanmigtir (Sekil 3.2 A). Aspirasyonda ovaryumlar kagit havlu ile kurulandiktan
sonra yiizeyindeki 2—8 mm c¢apindaki follikiiller toplanmistir Elde edilen folikiiler
igerik tabani karelere boliinmiis 35 mm’lik petri kaplarina dikkatlice bosaltilip stereo
mikroskop altinda pipet ile kumulus oosit kompleksi (KOK) arama islemi
yapilmistir. Secilen KOK’lar oosit arama medyumu ti¢ defa ile yikanmistir (Sekil 3.2
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B). Her yikama asamasinda pipet ucunun degistirilmesine 6zen gosterilmistir.
KOK’lar olgunlasgtirma medyumu ile iki kez yikanmigtir. Yikama igsleminden sonra
oositler ayr1 ayr1 4 gozli kiiltiir kabinin her bir kuyusuna yaklasik 30—40 adet olacak
sekilde aktarilmis ve olgunlasmasi i¢in inkiibatore (Panasonic MCO-5M-PE)
konulmustur (Sekil 3.3 C).

Sekil 3.2. A) Oositlerin enjektor yardimi ile aspire edilmesi. B) Oositlerin stereo
mikroskopta incelenmesi ve pipet yardimu ile alinip yikama iglemi i¢in baska bir
petriye alinmasi

3.3. Kiiltiir Sartlar

Tiim gruplarda kullanilan medyumlar, oosit olgunlagtirmaya baslamadan en az 2 saat
once inkiibatore birakilmistir (Sekil 3.3 D). KOK’larin in vitro olgunlagtirmasi iki
farkli inkiibator sicakliginda gergeklestirilmistir. Birinci grupdaki KOK’lar 36,5
°C’de, %5 CO2 ve %95 oraninda nem iceren atmosferde, ikinci gruptaki KOK’lar
38,5 °C’de, %5 CO2 ve %95 oraninda nem igeren atmosferde kiiltlire alinmislardir.

Her iki gruptaki KOK’lar 22 saat siireyle inkiibatorde tutlmuslardir.
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Sekil 3.3. A) Olgunlasma medyumuna antibiyotik eklenmesi B) Olgunlasma
medyumunun filtre edimesi C) Olgunlasma medyumunun dort gozlii
petriye aktarilmasi D) Olgunlagma medyumunun inkiibasyona

birakilmasi (Panasonic MCO-5M-PE)

Sekil 3.4. A) Oosit yikama medyumunun goriintiisii B) Stereo mikroskopta (Leica
MZ6) kumulus hiicrelerinin goriintiisii

3.4. Olgunlasma Kriterinin Belirlenmesi

Olgunlasma siiresinin tamamlanmasinin ardindan KOK’larin kumulus genislemesi

kaydedilmigtir. Tam kumulus genislemesi gosteren KOK’lar olgunlasmis olarak

degerlendirilmistir. Olgunlasmis oositler, 6nceden hazirlanmis hyrulinidaz ¢ozeltisi
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ile muamele edilip kumulus hiicrelerinin uzaklastirilmasi i¢in 15 dakika inkiibatorde
inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra oositler ii¢ defa 5nceden hazirlanmis PBS ile
yikanmistir. Daha sonra KOK’lar 0.5’lik ependorf (Sigma Z- 763004) icerisindeki
100 ul PBS’e aktarilip 15 dakika vorteks (Labart Mult-Mixer) yapilmistir. Daha

sonra tekrar PBS ile yikanip kumulus hiicreleri uzaklastirilan oositler protein

izolasyonuna tabi tutulmustur.

Sekil 3.5. Olgunlagsmaya birakilan oositlerin kumulus oosit kompleksinin
genislemesinin stereo mikroskop altindaki goriintiisii

3.5. Oositlerde Protein izolasyonu

Kumulus hiicreleri uzaklastirilan oositler buz {izerine alinip 6nceden hazirlanmis
lysis tampondan 2,5 ml ependorflara (Sigma Z763020) konulmustur. Daha sonra 2 pl
DTT (Sigma 3483-12-3) eklenip pipet yardimiyla iyice karistirilmistir. Buz
tizerindeki 6rnekler, PBS’in uzaklastirilmasi i¢in 4 °C’de 5 dakika 300 g de santrifiij
(Ependorf Centrifuge 5804 R) edilmis ve PBS pipet yardimiyla uzaklastirilmistir.
Elde edilen protein 6rneklerinin her birine 100 ml lyzis tampondan eklenip 15 dakika
buz iizerinde bekletilmistir. Ornekler buz {izerinde behere alinip 30 dakika
calkalayictya birakilmistir. Daha sonra tekrar 4 °C’de 13000 rpm 5 dakika santrifiij
yapilmistir. Ependorflarn sist kisminda protein igeren siipernatant alinip — 20 °C’de

depolanmastir.

36



3.6. Bradford Protein Analiz Y 6ntemi

Caligmada in vitro olgunlastirilan si8ir oositlerinden elde edilen protein tayini igin
Bradford yontemi kullanilmistir. Bu yontemde bir organik boyar madde olan
Commassie brillant blue G-250’nin proteini renklendirme 6zelliginden yararlanildi.
Commassie brillant blue G-250, negatif yiikli olan ve proteindeki (+) yikli gruplara
baglanan bir boyadir (Ernst ve Zor 2010). Boya proteine baglaninca mavi renk

olusmaktadir.

3.7. Poliakrilamid Jel Hazirlama

Farkli sicakliklarda olgunlastirilan sigir oositlerinden her bir gruba ait oositler
olgunlastirmadan sonra protein izolasyonu i¢in lyzis edilip santrifiij edilerek protein
izole edilmistir. SDS-PAGE jelde iyi goriintii alabilmek i¢in ependorf tiip igerisinde -
20 °C’de saklanan protein Orneklerinin konsantrasyonunu yiikseltmek amaciyla
ornekler -80 °C’de 24 saat dondurulup 0,140 hPA basing altinda 6 saat boyunca
liyofilizatorde liyofilize edilmislerdir. Liyofilize 6rneklerde protein tayini igin, ilk
olarak yigma jeli % 10’luk hazirlanmistir. Bunun igin akrilamid-bisakrilamid
¢ozeltisinden 3,33 ml, 1,5 M’lik tris-HCI ¢ozeltisinden 2,08 ml, 4,65 ml distile su,
SDS’den (Kod. 8.17034.2500) 83 ul, son olarak % 10’luk APS (Akkim 193148)
cozeltisinden 41 pl ve 4,16 pl Temed eklenip pipet yardimi ile hizlica karistirilmis ve
elektroforezin (Sekil 3.7) iki cam plag1 arasina pipet yardimi ile iistte taragin
takilabilecegi yere kadar eklenmistir. Hava ile temasiin kesilmesi i¢in tizeri alkol
ile doldurulmustur. Jelin donmasi ig¢in 35-40 dakika beklenmis ve jel donduktan
sonra yiikleme jeli i¢in akrilamid-bisakrilamid ¢ozeltisinden 650 pl, 0,5 M tris-HCI
¢ozeltisinden 625 pl, % 10’luk SDS’den 50 pl, 3,05 ml distile su ve son olarak %
10’luk APS’den 25 pl ve Temed’den 5 pl eklenerek pipet yardimi ile hizlica
karistirllmistir. ' Yigma jelin iistiine eklenmis ve tarak yerlestirilmistir. Hava ile
temasinin kesilmesi i¢in {izeri alkol ile doldurulmustur. Jelin donmasi igin 30-45
dakika beklenmis ve jel donduktan sonra tarak dikkatlice alinip, cam plaklar yiiriitme
tamponu tankina yerlestirilmistir. Ornekler spin edilmis ve 3 dakika 1sitici {izerinde
protein denaturasyonu i¢in 1sitilmistir. Protein 6rnekleri jele yiikleme yapilirken 50
ng ve 100 pg olacak sekilde (Sekil 3.6) yiikleme yapilmistir. Membrana aktarma

stirecinde 250 ug ve 500 pg protein aktarimi gergeklestirildi (Sekil 3.9). Kosturma
37



tamponunda 1,5 saat 140 A’(amper) de yiiriitiildii. Yiiriitme isleminden sonra iki cam
plak arasindan jel dikkatlice alinip boyama islemine tabi tutuldu. Yarim saat sonra jel
yikama islemine tabi tutuldu. Bunun i¢in destaining tamponda yarim saat bekletildi

ve bu islen iki defa tekrarlandi. Ikinci islem den sonra protein bantlarinin iyice

goriintiilenebilmesi i¢in jel destaining tamponda bir giin bekletildi.

38,5 36,5
100 pg 50 pg M

70 kDa

Sekil 3.6. Poliakrilamid jel goriintiisii

Sekil 3.7. Poliakrilamid jelinin hazirlanmasinda kullanilan elektroforez (Bio Rad
Mini- Proteon Cell, 4-Gel System 1658004)
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Sekil 3.8. A) Diisiik sayidaki oosit sayisinin jel goriintiisii B) Fazla sayidaki
oositlerin jeldeki goriintiisii

Deney sonucunda direkt olarak -20 de saklanan oositler ¢oziilerek lysis edilen
orneklerin SDS-PAGE’de goriintiilenmesi saglandi (Sekil 3.8 A). Buna gore 36,5 °C
de (sekil 3.8 A) goriilen protein bant goriintiisiiniin belirgin olmadigi, 38,5 °C’de
ptotein bant goriintiisiiniin (sekil 3.8 A) belirgin olmadigi goézlemlendi. Kiiltiir
ortaminda olgunlastirthip hemen lyzis edilen sonra jel goriintiilenmesi yapilan (Sekil
3.8 B) 38,5 °C’de olgunlastirilan sigir oositlerinden elde edilen protein bant
goriintlisiinlin, 36,5 °C’de olgunlastirilan sigir oositlerinden elde edilen protein bant

goriiniimiinden daha belirgin oldugu gézlemlenmistir (100 adet oosit).

3.8. Bradford Analiz Sonucunun Degerlendirilmesi

Yapilan Bradford analiz yontemine gore her bir 6rnekteki protein miktar1 36,5 °C’de
28,8 ng ve 38,5 °C’de 32,3 pug ve mikrogram oldugu belirlenmistir. Is1 sok 70
proteini tespiti igin yapilan western blot analizi 6ncesinde Bradford analizi ile farkli
konsantrasyonlarda (5 ug, 10 pg,20 pg, 50 pg ve 100 pg ) protein Ornekleri
hazirlanmigtir
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3.9. Western Blott Analizleri

Western Blott analizinde blottlama islemi igin ilk olarak platform olusturuldu ve
platform {izerine sirasiyla siinger, watman kagidi, jel, membran, watman kagidi, kaba
filtre kagid1 ve stinger olacak sekilde sistem hazirlandi. Transfer tamponun igerisinde
gerceklesen bu islem i¢in Oncelikle protein jelde kosturulan protein bantlarnin
membrana aktarmak i¢in, membran TBS tampon ile islatilip ve filtre kagitlar1 ve
stingerler 1slatildi. Transfer tamponda hazirlanan sandivi¢ 40 voltta bir gece i¢in 4
°C’de transfer gergeklestirildi. Bloklama islemi igin blocking tamponda 1 saat
calkalayict da birakilir. Sistem transfer tampon 4 derecede 40 voltta 12 saat
kosturuldu. Tranfer sistemden alinan membran blocking tamponda 1 saat
calkalayiciya birakildi. Daha sonra memran yikama tamponu ile 3 dafa 5’er dakika
arayla yikama islmine tabi tutuldu. Daha sonra 20 ml blocking tamponda 1/100
oraninda primer (Santa Cruz Sc- 32229 Lot G0815) antibadi eklenerek 3 saat 40 rpm,
28 °C’ de calkalayiciya birakildi. Bu iglemden sonra membran tekrar 3 dafa 5’er
dakika yikama iglemine tabi tutuldu. Daha sonra 20 ml blocking tampon igine
konjuge antibadi (Skonder antibadi) eklenip, membran 1 saat ¢alkalayicida inkube
edildi. Protein bant gériintiisiinii sabitlemek i¢in memran {izerine diamino benzidin

cozeltisi eklendi ve immiino goriintiileme saglanmistir.

M M

70 kDa

Sekil 3.9. Western blot analizi sonucu membran goriintiisii
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3.10. istatistik Analiz

Calisma boyunca elde edilen veriler Ondokuz Mayis Universitesi lisansi ile
kullanilan SPSS 20,0 (2014) paket programi kullanilarak analiz edilmistir. Farkli
sicakliklarda (36,5 °C ve 38,5 °C) olgunlagtirmaya alimmis sigir oositlerinin
olgunlastirma verilerinin normallik varsayimi Shapiro Wilk testi ile belirlenmis ve
normal dagilmadig: tespit edilmistir. Bu nedenle veriler ag1 transformasyonuna tabi
tutulmus ve transformasyon sonrasi normal dagilim gosterdigi belirlenmistir. Ayrica
Levene testi ile verilerin varyans homojenligi testleri belirlenmis ve varyanslarin
homojen oldugu bulunmustur. Deneme gruplari agi degerleri {izerinden t testi ile
karsilastirilmis olup veriler geriye dogru transforme edilmis ve ¢izelgelerde gercek

degerler sunulmustur.
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4. BULGULAR

4.1. Kullanilan Sigir Ovaryumu ve Elde Edilen KOK’larin Sayilari

Mevcut projede mezbahadan toplam 297 adet sigir ovaryumu laboratuara getirilmis,
bunlar icerisinden 36 tanesi follikiiler ve luteal kistli yapilar i¢cerdiginden veya KOK
elde etmek icin uygun follikiiler yapiya sahip olmadigindan deneme dis1
birakilmistir. Dolayisiyla, c¢alisma boyunca toplam 261 adet sigir ovaryumu
kullanilmistir. Kullanilan ovaryumlar iizerindeki 2—8 mm c¢apindaki folikiillerden
toplam 2894 (ovaryum basma 9,7 adet) adet KOK elde edilmistir. Her iki
olgunlastirma sicakliginda (36,5 °C veya 38,5 °C) 910 oosit kumulus hiicrelerinden

uzaklastirildiktan sonra lysis islemine tabi tutulmustur.
4.2. Sigir Oositlerinin Kumulus Genislemesi

36,5 °C (disik) veya 38,5 °C (geleneksel) inkiibasyon sicakliklarinda in vitro
olgunlastirilan sigir KOK’larinin olgunlastirma periyodu sonunda goézlemlenen
kumulus hiicrelerinin genisleme oranlar1 Cizelge 4.1°de sunulmustur. Sigir
oositlerinin in vitro olgunlastirilmasinda uygulanan disiik (36,5 °C; % 81,11) veya
geleneksel (38,5 °C; %84,41) inkiibasyon sicakliklarinin olgunlagtirma periyodunun
sonunda gozlemlenen tam kumulus hiicre genislemesi {izerine benzer etkiye sahip

oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. Farkli sicakliklarda (36,5 °C veya 38,5 °C) olgunlastirilan sigir
oositlerinin kumulus ekspansiyonuna gore olgunlagsma oranlari.

Sicaklik Toplam Olgunlagsan  Olgunlasma
Std Hata P
(°C) Oosit Sayist  Oosit Sayis1  Orani (%)
36,5 C° 1393 1121 81,11 3,41
0.554
38,5C° 1501 1325 84,41 2,26

Hiicresel ¢evredeki sicaklik metabolik aktivite ve gelisim i¢in temel degisken

olup sigirlarda sicaklik stresinin veya viicut sicakligindaki artisin d6l veriminde
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diisiislere neden oldugu bilinmektedir (Zeron vd, 2001; Sen, 2014). Sen (2014)
yaptig1 caligmada sigir oositlerinin diisiik (36,5 °C) veya geleneksel (38,5 °C)
inkiibasyon sicakliklarinda olgunlastirilmalarinin metafaz 11 safhasina ulasarak
niikleer olgunlagmalarin1 tamamlamis oositlerin orani iizerine herhangi bir etkiye
sahip olmadigmi bildirmistir ( % 75,2 ve % 84,3). Benzer olarak ¢alismamizda sigir
oositlerinin in vitro olgunlastirilmasinda uygulanan diisiik (36,5 °C ) veya geleneksel
(38,5 °C) inkiibasyon sicakliklarinin olgunlastirma periyodunun sonunda
gbzlemlenen kumulus hiicrelerinin genisleme orami iizerine benzer etkiye sahip

oldugu tespit edilmistir.

4.3. Is1 Sok Proteini 70 Seviyesi

Calismada 36,5 °C veya 38,5 °C inkiibasyon sicakliklarinda olgunlagtirilan sigir
oositlerinde, sicaklik stresi sonucunda sentezi artan 1s1 sok proteini 70 belirlemek
amaciyla yapilan western blot analizi sonucu elde edilen goriintii Sekil 3.9’da
sunulmustur. Western blot analizi sonucunda farkli kiltiir sicakliklarinda
olgunlastirilan s18ir oositlerinde 1s1 sok 70 proteini tespit edilememistir. Bu sonug
sonrasinda farkli konsantrasyonlardaki protein orneklerinin (1ul’de 50 1ul’de,
1ul’de100 pg, 1ul’de 250 pg ve 1ul’de 500 nug) sodyum dodesil sulfat poliakrilamid
jele yiiklemesi gergeklestirilmis ve Western blot yontemi ile membrana aktarimi
gerceklestirilmistir.  Mevcut ¢alismada farkli  konsantrasyonlardaki — protein

orneklerinde de 1s1 sok 70 proteini goriintiisii elde edilememistir.
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5. TARTISMA

Sigir oositlerinin olgunlagsmas1 fonksiyonel ve yapisal degisiklikler ile ilgilidir
(Bevers vd, 1997). Kromatinlerin yapisal degisimleri oositin niikleer olgunlagsmas1 ya
da mayoz bdliinme asamasinda gergeklesmektedir. Oositlerin son olgunlasma
(sitoplazmik olgunlasma) sathasinda fonksiyonel degisimleri ise fertilize olabilme ve
ileriki embriyonik gelisim yetenegi ile dolayli olarak iliskilendirilebilmektedir
(Bevers vd, 1997; Gordon, 2003). [n vitro kosullarda sigir oositleri metafaz 11
(niikleer olgunlasma) safhasina kolayca ulasabilmelerine ragmen, in vivo olgunlasmis
oositler ile kiyaslandiginda sonraki embriyonik gelisimleri sinirhidir (Hyttel vd, 1997,
Shi vd, 1998). Bu durum oositlerin alistk olmadiklart in vitro olgunlagtirma

sistemlerinden kaynakli olabilir.

Yiiksek gevre sicakligi 00sit gelisimi ve erken embriyonik donemde dogrudan
etkili oldugundan dolay:1 siit sigirlarindada fertiliteyi disiirmektedir (Rispoli vd,
2013). Dolayisiyla, sigir oositlerinin in vitro olgunlastirmasinda biiyiik etkisi olan 1s1
stresinin, hiicresel etkilerinin aydinlatilmasi bu biyoteknolojik uygulamanin
hayvansal tiretim ve hayvan islahi tizerine etkilerinin tam olarak belirlenmesine

yardimci olabilir.

Ik kez 1962 yilinda tanimlanan 1s1 sok proteinleri hiicrelerin yiiksek 1siya
maruz kalmasiyla iiretimi artan bir protein grubudur (Aufricht, 2005). Is1 sok
proteinlerinin dramatik artisina yol agan olay ¢ogunlukla 1s1 sok faktorii tarafindan
diizenlenir ve 1s1 sok cevabi olarak adlandirilir (Morimoto ve Santoro, 1998; Sarge
vd, 2009). Is1 sok proteinlerinin artisina 1s1 disinda enfeksiyonlar, dehidrasyon, toksik
etmenler ile muamele ve ultraviyole 15181 gibi birgok stres faktoriide neden
olabilmektedir (Morimoto ve Santoro, 1998; Aufricht, 2005; Petrof vd, 2004). Bu
nedenle 1s1 sok proteinlerine stres proteinleri de denmekte ve stres cevabinin bir

gostergesi olarak da goriilmektedirler.

Sicaklik stresine maruz birakilan oositlerde transkripsiyonel olarak gelisimi
etkileyen bir¢cok faktor bulunmaktadir (Abdoon, 2003). Farkli sicakliga maruz
birakilan oositler olabilecek hasarlari onarmak veya onlemek igin stres durumunda
transkripsiyonel olarak HSP70’in yaniti verebilir. Is1 sok proteini 70 hiicrelerin

yiiksek 1s1 maruziyetine kars1 kendilerini korumak ve herhangi bir hiicresel yapisini
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veya sahip oldugu genetik materyale (DNA, RNA) zarar vermemesi i¢in {irettigi bir
proteindir. Bu sebeple bu proteinlerin yiiksek miktarlardaki varligi hiicrenin stres
altinda oldugunun en biiyiik gostergelerindendir. Son zamanlarda giiniimiiz in vitro
embriyo iiretiminin olgunlastirma asamasinda oositin ve sonraki kiiltiir ortaminda
embriyonun metabolik veya biyokimyasal aktivitesini degistirebilecek sicakliklarin
kullanildigr iddia edilmektedir. Cilinkii yapilan c¢alismalar ovaryum igeresinde
bulunan folikiillerin viicut sicakligindan yaklasik 1,5-2 °C daha soguk oldugunu ve
yumurta kanali boyunca sicakligin kademeli olarak (isthmus ampulladan yaklasik
0,43 °C daha soguk ve her ikisi rektal sicakliktan yaklagik 1-1,5°C daha soguk) viicut
sicakligina yiikseldigini saptamistir (Einer-Jensen ve Hunter, 2006; Ye vd, 2007).
Fakat giinlimiiz in vitro embriyo {iretiminin olgunlastirma asamasinda ve kiiltiir
asamasinda sadece viicut sicakligi kullanilmakta bu da oositin veya embriyonun
metabolik veya biyokimyasal aktivitesini degistirebilerek serbest oksijen radikallerin
ortaya ¢ikmasina ve oosit ve embriyoda DNA hasarlarina ve bunun bir sonucu olarak
O0lime varan vakalar ile karsilasilmaktadir. Yapilan caligmalar disiik kiiltiir
sicakliginda olgunlastirilan  sigir  oositlerinin  geleneksel kiiltiir  sicakliginda
olgunlagtirma ile benzer oranda niikleer olgunlasma sergiledigini gostermistir
(Ravindranatha vd, 2003; Sen ve Kuran, 2013a). Dahas1 diistik kiiltiir sicakliginda
olgunlastirilan sigir oositlerinin in vitro fertilizasyon sonrasinda geleneksel kiiltiir
sicakliginda olgunlastirilanlar ile benzer embriyonik gelisim sergiledigi bildirilmistir

(Sen ve Kuran, 2013 a, b).

Mevcut calismada farkli inkiibasyon sicakliklarinda olgunlastirilan sigir
oositlerinde, sicaklik stresi sonucunda sentezi artan 1s1 sok proteini 70 belirlemek
amactyla western blot analizi yapilmigtir. Western blot analizi sonucunda farkli
kiiltiir sicakliklarinda olgunlastirilan sigir oositlerinde 1s1 sok 70 proteini tespit
edilememistir. Bu sonu¢ dogrultusunda farkli konsantrasyonlardaki protein
orneklerinin SDS- PAGE jele yiiklemesi gerceklestirilmis ve Western blot yontemi
ile membrana aktarimi gerceklestirilmistir. Ancak farkli konsantrasyonlardaki
protein o6rneklerinde de 1s1 sok 70 proteini goriintiisii elde edilememistir. Bu sonug in
vitro sigir oosit olgunlasmasinda uygulanan farkli inkiibasyon sicakliklarinin 1s1 sok
70 proteini tizerine herhangi bir etkisinin olmamasindan kaynaklanmis olabilir.
Dahas1 farkli inkiibasyon sicakliklarinda olgunlastirilan sigir oositlerinden izole

edilen proteinin membrana aktarma siirecinde kullanilan 1s1 sok 70 proteini
46



antibadisinin ¢alismamasindan ya da kullanilan horse radish peroksidase enzimin
ilgili proteinini baglamamasindan kaynakli 1s1 sok 70 proteini tespit edilememis

olabilir.
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6. SONUC

Mevcut caligmanin sonuglar diisiik (36,5 °C) inkiibasyon sicakliginda olgunlastirilan
sigir oositlerinin olgunlasma periyodu sonundaki kumulus hiicre genislemesinin
geleneksel (38,5 °C) inkiibasyon sicakliginda olgunlastirilan oositler ile benzer
oldugunu gostermektedir. Calismada in vitro kiiltiire edilen oositlerin olgunlagtirma
sonrasinda protein izolasyonu i¢in, kumulus hiicreleri uzaklastirildiktan sonra zona
pellucidanin yikiminin saglanmasinda 1X’lik lyzis tamponu basarili olmustur. Ayrica
olgunlastirma sonucunda her bir deneme grubundan elde edilen olgunlasmis
oositlerin SDS- PAGE yontemi ile protein bant goriintiisiinii elde edebilmek igin en
az 100 adet olgunlasmis oositte protein izolasyonu yapilmaldir. In vitro
olgunlastirlmis oositlerde SDS- PAGE yontemi ile protein bant goriintiisiinii elde
edebilmek igin protein konsantrasyonu en az 200 pg/ml olmasi gerekmektedir.
Calismada farkli sicakliklarda in vitro olgunlastirilan sigir oositlerinden izole edilen
proteinin sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jelde yiiriitiilmesi ardindan western
blot ile seliilaz membrana aktarimi sonucu 1s1 sok 70 proteini goriintiisii elde
edilemediginden farkli inkiibasyon sicakliklarinin sigir oositlerinin 1s1 sok proteinin

70 iizerine olabilecek etkileri tespit edilememistir.
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