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1. GIRIS ve AMAC

Hiicre iskeletini hiicre icindeki bulunus yerleri ve sekilleri farkli
olan ii¢ tip filament meydana getirir. Bunlar; mikrotiibiiller, ara
filamentler ve mikrofilamentler (aktin filamentleri) dir. Bu filamentlerin
hepsi farkli protein alt birimlerden meydana gelmistir; mikrotiibiiller:
tubulin (a, B, ), ara filamentler; vimentin veya lamin ve aktin filamentler;
aktin (globiiler-G-aktin ve filamentoz-F-aktin) gibi proteinler tarafindan
meydana getirilirler (1).

Germ  hiicrelerinin gelisimi, fertilizasyonu ve erken embriyo
gelisiminde hiicre iskeletinin ¢ok dnemli fonksiyonlar iistlendigi diisiiniilmektedir.

Oosit maturasyonu, oositin yasayabilmesi, fertilize olabilmesi ve
gelismeye yonelik yetenek kazanmasi icin bir seri niikleer ve sitoplazmik
degisikligin oldugu kompleks bir siirectir. Bu siire¢ i¢in Oncelikle niikleer
maturasyon gerceklesmelidir. Niikleer maturasyon, germinal vezikiiliin
bozulmasi ve 1. polar cisimcigin olusmasinin ardindan, mayozun
sekillenebilmesi i¢in kromozomlarin ayrilmasi ve yeniden organize olmasini
icerir (2). Oositin sitoplazmik organellerinin yeniden organizasyonu ile beraber
niikleer boliinmeyi gerceklestirebilmesi ise biiyiik 6lgiide mikrotiibiil ve aktin
filamentlerin kapsamli olarak yeniden diizenlenmeleriyle gerceklesir (3).

Oositin bilyiimesi, maturasyonu ve fertilizasyonu i¢in organellerin
aktif sekilde hareket etmesi ve dogru bicimde konumlanmasi gereklidir. Yapilan
calismalarda, oositlerde biiyiime sirasinda organellerin hiicre korteksine dogru
hareket ettigi ve organel zonu denilen bir tabakalanma meydana getirdigi, oositin
maturasyonu sirasinda ise yeniden merkeze dogru c¢ekilip olgun oositin
korteksinde organelden fakir bir zonun yeniden meydana geldigi gézlenmistir.
Endoplazmik retikulum, Golgi ve mitokondrinin hiicre i¢indeki hareketi
mikrotiibiil ve mikrofilamentler araciligiyla gerceklestigi bircok omurgasiz canlinin
oositinde gosterilmesine karsin, memeli yumurtalarinda, oosit gelisimi,
fertilizasyonu ve erken embriyo gelisimi siirecinde bu organellerin gociinde

rol oynayan mekanizmalar bilinmemektedir (3 - 7).



Mikrofilamentlerin hiicre korteksinin yapisina katilip hiicrenin ylizey
gerilimini yarattigi ve bunun yanisira hiicrenin seklinin devamliliginda
fonksiyon gordiigii bilinmektedir. Fertilizasyon sirasinda, sperm ve oosit
arasindaki etkilesim mikroviluslarin u¢ kisminda gergeklestiginden aktin
filamentin sperm ve oosit baglanmas1 ve birlesmesinde gorev alabilecegi
diistiniilmektedir (2).

Fertilizasyon sonrasinda embriyo gelisimi, viicudun eksenini belirleyen
polaritenin kurulmasina baghdir. Bircok organizmada oosit, oogenez siirecinde
kazandig1 animal ve vegetal kutuplara sahiptir ve bu kutuplar embriyonik kutbun
olusmasina hizmet eder (4).

Oosit polarizasyonu, maternal determinantlarin, oositte nerede lokalize
olacagini belirler ve boylece blastomerin kaderini tayin eder. Hiicre polaritesi ise
hiicre iskeleti kokenli polar transport araciligiyla kurulur (3).

Hiicrede olduk¢a yasamsal fonksiyonlar {istlenen hiicre iskeleti
elemanlarinin germ hiicrelerinin maturasyonu, fertilizasyonu ve erken embriyo
gelisimi siirecinde iistlendikleri roller hakkindaki bilgiler simirhidir (8). Bu
calisgmada in vitro fertilizasyon siiresince hiicre iskeletinde meydana gelen

degisikliklerin immiinfloresan yontemler kullamlarak belirlenmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2. 1. Hiicre iskeleti ve Hiicresel Hareketlilik

Bir¢ok organizmada hareketlilik kendi bagina hayatini siirdiirebilmek i¢in
gereklidir. Ornegin sperm hareketliligi olmasa fertilizasyon gerceklesmez ve
fertilize olan yumurta tek hiicre evresini gecemezdi. Hiicre seklinde ve hiicre
goclinde aktif degisiklikler olmasaydi embriyo sekillenemezdi. Eger hiicre
hareketliligi olmasaydi1 beyaz kan hiicreleri inflamasyon alanlarina gé¢ edemez ve
mikroorganizmalarla miicadele edemezdi. Aksonlarda ve biiyiik bitki hiicrelerinde
aktif ve hizli organel tagimmi olmasaydi bu hiicrelerin periferal bolgeleri
gelisemezdi (9). Yapisal gorevlerinin yam sira hiicre hareketliliginden sorumlu
olan temel yap1 hiicre iskeletidir. Tiim Okaryot hiicrelerde sitoplazmaya dogru
yayilan protein filamentleri agindan olusan hiicre iskeleti ile daha ileri diizeyde bir
organizasyon saglanir. Hiicre iskeleti hiicre i¢in yapisal bir ¢erceve saglamasinin
yam sira hiicre seklini ve sitoplazmanin organizasyonunu belirleyerek hiicreye
saglamhik ve dayamklilik saglar. Hiicre iskeleti hiicrelerin sadece biitiinsel
hareketlerini degil, aym1 zamanda organellerin ve diger bazi yapilarin (mitotik
kromozom gibi) sitoplazma icinde taginmasi, fagositoz, sitokinez, hiicre seklinin
degisimi, hiicrenin polaritesinin belirlenmesi ve hatta hiicre-hiicre ve hiicre-hiicre
dis1 matriks (ECM) yapismasindan sorumlu temel yapilardir (10, 11). Hiicre
iskeleti, adinin ¢agristirdigi kadar sert ve degismez bir yap1 degildir. Bunun
yerine, Ornegin hiicre boliinmesi sirasinda hiicrelerin hareket etmesi ve sekil
degistirmesi icin siirekli yeniden diizenlenen dinamik bir yapidir (10, 12, 13).

Hiicre iskeleti bilesenleri ilk defa elektron mikroskobu kullanilarak
tamimlanabilmistir. Ik calismalarda sitoplazmik “kablolar” olarak tanimlanan
hiicre iskeleti iic farkli boyda simiflandirilmistir (12). Aktin  filamenti
(mikrofilament) 7 nm capinda, ara filamentler (intermediyer filamentler) 10
nm capinda ve mikrotiibiiller 25 nm ¢apindadir ve bu filamentlerin hepsi farkli
protein alt birimlerden meydana gelmistir. Bu filamentler birarada bulunurlar ve
cok sayida aksesuar protein araciligi ile hiicre i¢i organeller ve plazma zar ile

baglantilidirlar (1, 10, 12, 13,).



2. 1. 2. Aktin Filamentlerinin Yapisi ve Organizasyonu

Pekcok hiicre tipi i¢in ana hiicre iskeleti proteini aktindir. Aktin proteini
polimerleserek 7 nm c¢apinda ve birkag mikrometre uzunlugunda aktin
filamentlerini olustururlar. Aktin filamentlerinin biraraya gelmesi, ayrilmasi,
paketler ve birbirleri ile capraz baglantilar yapmalar1 ve plazma zar1 gibi diger
hiicresel yapilar ile etkilesimleri ¢cok sayida aktin baglayan protein ile diizenlenir.
Bu proteinler, hiicresel aktin filamentlerinin organizasyonu ve dinamiklerini
diizenleyen yardimci proteinlerdir. Aktin filamentleri plazma zarmmin hemen
altinda; mekanik destek saglayacak, hiicre seklini belirleyecek ve hiicrelerin yiizey
hareketlerinin gergeklestirmesine boylece hiicrelerin go¢ etmesi, partikiil almasi
ve boliinmesine olanak saglayacak bir ag olusturur (9, 10).

2. 1. 2. 1. Aktin Filamentlerinin Yapilanmasi ve Ayrigsmasi

Aktin ilk olarak 1942 yilinda kas hiicrelerinden izole edilmistir. 1960 larin
sonunda kas hiicreleri disindaki hiicrelerde de tespit edilmistir. Bin dokuz yiiz
yetmis li yillardan giiniimiize her yil 2 veya daha fazla yeni aktin baglayan protein
kesfedilmektedir. Bu nedenle baslangicta yalnizca kas kasilmasi ile iligkili oldugu
diisiiniilen aktin filamentlerinin, giiniimiizde tiim Okaryot hiicrelerinde en cok
bulunan protein (toplam proteinin %5-10'u) oldugu ortaya ¢ikmistir. Memelilerde
en az alt1 farkli aktin geni vardir: bunlardan dordii farkl kas tiplerinde eksprese
edilirken (o ve B izoformlar), ikisi kas disindaki hiicrelerde eksprese olur (y ve 3
izoformlar1) (9). Aktin molekiilleri 375 amino asitlik (42-47 kd) globiiler
proteinlerdir. Aktin monomerleri (globiiler [G] aktin), filamentler seklinde
polimerize olarak filament6z (F) aktini olusturur. Her aktin monomeri filament
icinde 166° donerek cift-iplikli bir sarmal olusturur. Biitiin aktin monomerleri
ayn1 yonde eklendikleri i¢in, aktin filamentlerine polar bir yap1 kazandirarak farkh
iki uca sahip olmalarina neden olurlar. Bu uglar; goreli olarak hareketsiz ve yavas

biiyiiyen eksi (-) uc ile hizli bityiiyen art1 (+) uglardir (9, 10). [Sekil 1. (14)].
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Sekil 1. Bir aktin filamentininin goriiniimii (14)

Aktin polimerlesmesinin ilk basamagi (niikleasyon) ii¢ aktin monomeri
igeren kiiciik bir birikim olusumudur. Olusan bu birime her iki ugtan ters olarak
monomerlerin eklenmesi ile aktin filamentleri biiylir. Aktin monomerleri ayni
zamanda K" ve Mg™" varliginda ATP’ye de baglanir. ATP mengene seklinde olan
bir aktin monomerinin iki yarimi arasinda kalan yarik kismina baglanir. Aktin
polimerize olurken, her iki yarim ve diger alt iinitenin arka kenarinda bulunan
amino asitler birbiriyle etkileserek molekiil kapanir. ATP hidroliziyle olusan ADP
molekiil i¢inde tutulur ve filament depolimerize olana kadar burada kalir (1). ATP
baglanmasi ve hidrolizi, aktin filamentlerinin yapilanmasinin diizenlenmesinde ve
dinamik davranislarinda 6nemli bir rol oynar. Aktin polimerlesmesi geri
doniisiimliidiir ve filamentler, aktin alt birimlerinin ayrilmasi ile depolimerize olur
[(Sekil 2) (15)]. Boylece aktin monomerleri ve filamentleri arasindaki denge
korunur. Aktin filamentlerinin iki ucu farkli oranlarda biiyiir, monomerlerin hizli
biiyiiyen uca (+) eklenmesi, yavas biiyiiyen (-) uca eklenmesine gore bes ila on kat
daha hizlidir.



Sekil 2.
A. Aktin
molekiiliiniin

polimerizasyonu ve

depolimerizasyonu.
p. B. Sarmal
Depolimerizasyon \ seklindeki bir

polimerde aktin
molekiillerinin
birbiriyle iliskisi

Y4
Polimerizasyon
(
Pi

(15).

A

Ciinkii ATP-aktin ADP-aktine gore daha az aynsir, bu her iki ugta
polimerizasyon icin gerekli olan monomerlerin kritik konsantrasyonlarinin farkli
olmasina neden olur. Bu fark, yiiriime (treadmilling) olarak bilinen bir fenomen
ile sonuclanir. Yiirtime i¢in ATP gereklidir ve ATP-aktin filamentinin art1 ucuna
eklenirken, ADP-aktin eksi uctan ayrsir. Yiiriimenin hiicredeki rolii tam olarak
bilinmemesine karsin hiicrelerin hareket etmesinde veya sekil degistirmesinde
aktin filamentlerinin polimerizasyonu ve depolimerizasyonunu gerektirdigini
ortaya koyan caligmalar vardir (10).

2. 1. 2. 2. Aktin Baglayan Proteinler

Hiicresel aktin filamentlerinin organizasyonu ve dinamikleri ¢ok sayidaki
yardimc1 proteinlerle diizenlenir. Bu proteinler, monomerlere baglanan,
filamentleri ayiran, filamentlere ¢apraz baglanan, filamentleri stabilize eden ve

filamentler boyunca hareket eden proteinler olarak gruplanirlar (9).



2. 1. 2. 2. 1. Aktin Monomerlerine Baglanan Proteinler

Hiicrede polimerize olmamis aktin monomerlerin toplanmasini kontrol
etmek amaciyla beraber ¢alisan proteinlerdir (9).

B-Timosin: ATP-aktin monomerlerine, ADP-aktin monomerlerinden daha
yiiksek bir afinite ile baglanirlar. Polimerize olmamis aktin monomerlerinin temel
diizenleyicileridirler ve sitoplazmadaki serbest G-aktin monomerlerinin bir araya
gelip birikimler olugturmasi i¢in gereklidirler (9, 17).

ADF/kofilin  (aktin  depolimerize edici faktor): ADP-aktin
monomerlerine ATP-aktin monomerlerinden daha yiiksek bir afinite ile baglanan
Okaryotik bir proteindir. Boylece filament ayrismasi sonrasinda aktin
monomerlerine bagli kalir ve onlar1t ADP-bagli formda tutarak, filamente yeniden
baglanmasini engeller (9, 10).

Profilin: Biitiin 6karyotik hiicrelerde bulunan bu protein kofilinin etkisini
geri doniistiiriir ve aktin monomerlerinin filamente baglanmasim uyarir. Profilin,
ADP bagh formun ATP bagh form ile degismesini uyararak etki gosterir.
Aktin/ATP monomerlerinin olusmast sonucunda, aktin kofilinden ayrilir ve
filamentinin yapilanmasina katilmaya hazir hale gecer (10).

2. 1. 2. 2. 2. Aktin Filamentlerin Kep Proteinleri

Kep proteinleri aktin filamentlerin ya (+) ya da (-) uclarina baglanir.
Baglandig1 uca bagl olarak alt birimlerin ayrilmasini ya da eklenmesini bloklar.
Bu proteinlerin bircogu yeni filamentlerin diizenlenmesini uyarir (9).

Gelsolin: Gelsolin ailesine ait proteinler, benzer sekilli ancak farkli sirali
ve fonksiyonlu 6 domaine sahiptir. Aktin filamentlerin (+) ucuna baglanarak Ca*™"
molekiillerini yakalar ve aktin altbirimlerinin hem ayrilmasim hem de
birlesmesini bloklarlar (9, 12).

2. 1. 2. 2. 3. Heterodimerik Kep Proteinleri:

Yaklasik 30 kD’luk iki alt birim igerirler. Ca™ bagimsiz olarak (-) uca
baglanirlar ve kiiciik aktin oligomerlerini stabilize ederek (+) ucun niikleasyonunu
desteklerler. Okaryotik hiicrelerin hepsinde bulunan bu proteinin, cizgili kasta Z

diskindeki aktin filamentlerinin (—) ucunda kep olusturdugu diisiiniilmektedir (9).



Arp 2/3 Kompleksi: 7 alt birim iceren ve aktin hiicre iskeletinin
diizenlenmesinde gorev alan proteinlerdir. Arp 2/3 kompleksi ana aktin
filamentine (+) ucuna yakin bir yerinden baglanir ve ana filamentten 70° lik bir
actyla ayn yeni bir filamentin biiyiimesini baglatir. Her 6karyotik hiicrede bulunan
bu kompleks aktin hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesini diizenleyerek, hiicre
hareketi, fagositoz ve yag vezikiillerinin hiicre i¢i tasinmasi gibi siire¢lerde 6nemli
roller iistlenir (17).

Tropomodulin: Kas, kirmiz1 kan hiicreleri ve yiiksek organizasyonlu
canlilarin diger hiicrelerinde stabil aktin filamentlerinin (+) ucuna kep olusturan
proteinlerdir. Bu proteinlerin aktin filamentlere baglanabilmesi i¢in tropomiyozine

gereksinimleri vardir (9).

2. 1. 2. 2. 4.Aktin Filamentlerine Ayiran (actin filament- severing

proteins) Proteinler

Gelsolin, fragmin/severin ve ADF/Kofilin ayn1 zamanda aktin filamentleri
kiigiik fragmentlere ayiran proteinlerdir. Gelsolin ve fragmin/severin Ca™ bagiml
ayirma aktivitesi gosterir. ADF/Kofilinler ise Ca"™ dan bagimsiz olarak
filamentlere ~ADP-aktin altbirimlerinden baglanarak filamentlerin helikal

diigiimlerinde degisiklikler yaratip depolimerizasyon ve ayrilmaya neden olur (9).

2. 1. 2. 2. 5. Aktin Filamentlerine Capraz Baglanan Proteinler:

Capraz baglantiya katilan aktin-baglayan proteinlerin hepsinde aktine
baglanan en az iki bolge vardir. Bu bolgeler, onlarin aktine baglanmalarini ve iki
farkli aktin filamenti arasinda c¢apraz baglanti yapmalarim saglar. Aktin
filamentlerinin aglar seklinde olusumunu diizenleyen proteinler, aktin
filamentlerine dikey capraz baglantilar yapabilen biiyiikk esnek proteinlerdir.
Demetlerdeki aktin filamentlerine c¢apraz baglanan proteinler ise genellikle
filamentleri birbirlerine yakinlagsmaya zorlayan kiiciikk kati proteinlerdir. Aktin
filamentlerine ¢apraz baglanan proteinler; fimbrin, spektrin, distrofin, filamin ve

a-aktinindir (9, 10).



Fimbrin: Iki komsu aktin-baglayan bolgesi olan 68 kD’luk bir proteindir.
Aktin filamentlerine monomerik olarak baglanir ve iki paralel filamenti birbirine
yaklastirir (9).

a-aktinin: Aktine dimerik olarak baglanir, 102 kD’luk bir proteindir ve
her bir alt birimin tek bir aktin-baglanma bdlgesi vardir. Bu nedenle, a -aktinin ile
capraz baglanti yapan filamentler arasinda, fimbrine nazaran ¢ok daha biiyiik
mesafe vardir (9).

Filamin: ABP-280 (Aktin baglayan protein) olarak da adlandirilir. Aktine
280 kd luk alt birimden olusan bir dimer olarak baglanir. Filamin gevsek ii¢
boyutlu bir tabaka yaratarak, ortogonal aktin filamentleri arasinda capraz
baglantilar olusturur. Bu tip aktin filament aglari, plazma zarinin temelini
olusturur ve hiicre yiizeyine destek olur (9).

Spektrin: Plazma membraninin i¢ yiizeyinde pentagonal ya da hekzogonal
diizenlenim gosteren bir hiicre iskeleti proteinidir. Eritrositlerin kortikal
iskeletinin yapisal temelini olusturan aktin-baglayan ana proteindir (10).

Distrofin: Spektrin gibi kas hiicresi plazma zarindaki transmembran
proteinler ile aktin filamentleri arasindaki baglantiy1 olusturur. Bu transmembran
proteinler, kas kasilmasi sirasindaki hiicre kararliliginda 6nemli rol oynayan,
hiicre dis1 matriks ile hiicre iskeleti arasindaki baglantilar da saglar (10).

2. 1. 2. 2. 6. Aktin Filamentlerinin Stabilizasyonunu ve Miyozin ile
Olan iligkisini Diizenleyen Proteinler:

Tropomiyozin, nebulin ve kaldesmon aktin filamentlerinin yan kollar
boyunca baglanan proteinlerdir.

Tropomiyozin: Aktin filamentlerinin olusturdugu oluga uzunlamasima
baglanan proteinlerdir. Cizgili kasta gerilme kuvvetini artirir. Aym1 zamanda aktin
ve miyozinin iligkisini kontrol eden Ca™" duyarh diizenleyici mekanizmanin temel
bilesenidir (9).

Nebulin: Aktin ile baglanir ve aktin filamentlerinin uzunluklarini belirler.
Bu sayede aktin filamentlerinin yapilanmasim kontrol ettikleri diisiiniilmektedir

(10).
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Kaldesmon: Fonksiyonu hakkinda ¢ok bilgi olmamasina karsin, diiz kas
hiicreleri ve kas hiicresi digindaki hiicrelerde, tropomiyozinlerle birlikte aktin-
miyozin iligkisinin Ca™-kalmodulin duyarli diizenleyici formunu olustururlar.
Ayrica mitoz siiresince aktin filamentlerinin yeniden organize olmasinda rol
aldiklar diisiiniilmektedir (9).

2. 1. 2. 2. 7. Adaptor Proteinler

Hayvan ve mantar hiicreleri, aktin ve diger proteinler (6zellikle Rho
ailesinin kiiciik GTP baglayan proteinleri ve diger sinyal proteinleri) arasinda
adaptor olarak fonksiyon goren cok domainli proteinler kullanirlar. Yapilan
genetik calismalarda bu proteinlerin aktin temelli fonksiyonlarla iligkili oldugu
kanitlanmustir.  Ornedin ~ ¢ok  domainli WASp  proteini  eksikliginde
immiinyetmezlik ve kanama bozukluklar1 seklinde seyreden Wiskott-Aldrich
sendromu gozlenir. WASp’1n C terminal domaini Arp 2/3 kompleksini aktive eder
ve var olan filamentlerin yan kisimlarinda yeni aktin filamentlerin niikleasyonunu
saglar (9).

2. 1. 2. 3. Aktin Filamentlerinin Hiicredeki Yerlesimi ve Fonksiyonlar1

Aktin filamentleri, hiicre icinde kontraktil halka, stres fibrilleri, hiicre
adhezyon kemerleri ve hiicre korteksi gibi labil ve mikrovillus ve sarkomer gibi
stabil yapilarin olusumuna katilirlar.

2. 1. 2. 4. Aktin Filamentlerinin Plazma Zar1 ile Baglantilar

Aktin filamentleri, hiicre zarinin hemen altinda yani hiicre korteksinde ¢ok
yogun bir ag olusturur. Bu agin yapisi igerisindeki, aktin-baglayan proteinler ve
bu proteinlerin aktin filamentlerine baglanma sekilleri, o hiicrenin seklinde,
hareketinde ve bunlarin yanisira fagositoz, sitokinez gibi ¢ok sayida hiicre yiizey
aktivitesinde belirleyicidir (18).

Ornegin, cekirdeklerini ve hiicre ici organellerini kaybetmis hiicreler olan
eritrositlerin bikonkav disk seklindeki goriintimlerini kortikal hiicre iskeleti
belirler. Eritrositlerin kortikal iskeletinin yapisal temelini ise spektrin olusturur.
Eritrosit spektrini, a ve B olarak adlandirilan iki farkli polipeptid zinciri igerir. 3
zincirinin amino ucunda bir aktin baglama bolgesi vardir. o ve 3 zincirleri yan

yana baglanarak dimerler olustururlar, daha sonra bas bolgelerinin karsilikli
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olarak birbirlerine baglanmasi ile tetramerler olusur. Bdylece spektrin
tetramerinin iki ucu kisa aktin filamentleri ile baglanabilir, bu da, kirmiz1 kan
hiicrelerinin kortikal hiicre iskeletini sekillendirecek olan spektrin-aktin aginin
olusumu ile sonuglanir. Spektrin aktin ag1 ve plazma zan arasindaki ana baglanti
ankrin olarak adlandirilan ve hem spektrine, hem de sik rastlanan transmembran
bir protein olan band 3 proteininin sitoplazmik boliimiine baglanan bir protein ile
saglanir (10).

Bir¢ok hiicre fagositoz, besinlerin emilimi ve hiicre hareketinden sorumlu
ozellesmis c¢ikinti ve uzantilara sahiptir. Hiicre ylizeyinde bulunan bu tip
uzantilarin ¢cogunda temel olarak aktin filamentleri bulunur. Aktin filamentleri ya
kismen kalic1 ya da hizla yeniden diizenlenen demet veya aglar ile organize
edilirler (10, 18).

Aktin temelli hiicre yiizey cikintilarindan en iyi tanimlanmis olani, bazi
hayvan hiicrelerinde gozlenen mikrovilluslardir. Mikrovilluslar genis yiizeye
gereksinim duyan epitel hiicrelerinin apikal bolgelerinde oldukg¢a fazla sayida
bulunur. Emilim gorevinin yanisira 6zel bir sekli olan stereosiller isitsel tily
hiicrelerinde rastlanir ve ses titresimlerini saptar. Mikrovilluslar, hiicre korteksine
kadar uzanan sikica paketlenmis 20-30 kadar aktin filament demetlerinden olusur.
Bu demetlerdeki aktin filamentlerinin (+) uclari mikrovillus ucunda olacak sekilde
ve fimbrinler tarafindan ¢apraz baglanarak birbirinden belirli uzakta dizilirler.
Bununla birlikte barsak mikrovilluslarindaki ana aktin-demetleyen protein
villindir. Mikrovilluslar plazma zarina, aktin demetleri boyunca miyozin I ile
baglanmig kalsiyum baglayici protein kalmodulini iceren yan kollariyla tutunur.
Mikrovilluslar taban bdliimiinde terminal ag bolgesine ise spektrinlerle tutunur (9,
10).

Mikrovilluslarin aksine bircok yiizey c¢ikintis1i ¢evresel uyarilara yanit
olarak olusan gecici yapilardir. Ornegin, ag seklinde capraz baglanmis aktin
filamentlerinden olusan psddopodlar, fagositoz ve amiplerin bir yiizeyde hareket
etmesinden sorumludurlar. Lamellipodlar, mikrodiken veya filopodlar gibi yapilar
aktin filament ag icerirler. Bu yapilarin olusumu ve geri c¢ekilmesi, aktin

filamentlerinin yapilanmasi ve ayrigsmasi ile diizenlenir (10).
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2. 1. 2. 5. Aktin-Miyozin Etkilesimi ve Hiicre Hareketi

Genellikle miyozin ile baglantili aktin filamentleri, hiicre hareketlerinin
bir¢ok tipinden sorumludur. Miyozin, ATP formundaki kimyasal enerjiyi mekanik
enerjiye doniistiiren, boylece giic ve hareket meydana getiren bir proteindir.
Aktin-miyozin etkilesimleri kas kasilmasinin yanisira kas disindaki hiicrelerin
boliinmesi ve cesitli hareketlerinin gerceklesmesinden de sorumludur. Ayrica,
aktin hiicre iskeleti hiicrelerin bir yiizeyde ilerlemesini saglayan siiriinme
hareketlerinden de sorumludur. Bu hareketlerin, aktin-miyozin etkilesimleri kadar,
dogrudan aktin polimerlesmesi ile de yonlendirildigi diistiniilmektedir (10).

Kasta bulunan miyozin tipi olan miyozin II, iki 6zdes agir zincir (her biri
yaklagik 200 kd) ve iki ¢ift hafif zincir (her biri yaklasik 20 kd) iceren ¢ok biiyiik
bir proteindir. Her bir agir zincir, globiiler bir bag bolgesi ve uzun bir a-sarmal
kuyruk icerir. 1ki agir zincirin a-sarmal kuyruklari birbirleri etrafinda dénerek bir
dimer olustururlar. Baglangicta kendisine herhangi bir niikleotid (ATP veya ADP)
bagh olmayan miyozin bas aktin filamente sikica baghidir. Miyozinin bas kismina
ATP baglandiginda miyozin, aktin filamentine olan afinitesini yitirir ve aktinden
ayrilir. Daha sonra ATP hidrolizi ile miyozinin bas aktin filamenti {izerinde yeni
bir yerden baglanarak hidroliz iiriinlerini (ADP ve Pi) serbest birakir. Boylelikle
aktin filamentleri sarkomer iizerinde M ¢izgisine dogru kayarlar (10, 12, 13).

Aktin-miyozin etkilesiminin kas disindaki hiicrelerde gozlenen en tipik
oregi sitokinezdir. Hayvan hiicrelerinde mitozun sonlarina dogru ekvatoryal
bolgedeki plazma zarimin hemen altinda, aktin filamentleri ve miyozin II iceren
bir kasilabilir-halka olusur. Bunun kasilmasi plazma zarim1 kademeli olarak
iceriye dogru ¢eker ve hiicre zamanla ikiye ayrilir.

Kas dis1 hiicrelerde miyozin II'ye ek olarak en az 12 farkli miyozin tipi
tanimlanmistir. Bu miyozinler, filamentler olusturmadiklarindan kasilma ile
iligkili degildir ancak gerek zar vezikiilleri ve gerekse organellerin aktin
filamentleri boyunca taginmasi, fagositoz ve amipte psodopodlarin uzamasi gibi
cesitli hiicre hareketi ile iliskilidirler. Miyozinlerin ¢ogunun fonksiyonlar1 heniiz

bilinmemekle birlikte, miyozin I, V ve VI'nin madde tasinmasi ve organel



13

hareketlerinde, miyozin III’iin gérme ve miyozin VI ve VII'nin igitme gibi duysal

islevlerde 6nemli rollerinin oldugu yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (10).

2. 1. 3. Ara Filamentler

Ara filamentler 10 nm capinda olan esnek ancak olduk¢a giiclii olan
polimerlerdir. Aktin filamentleri ve mikrotiibiillerin tersine ara filamentler hiicre
hareketlerine dogrudan katilmazlar. Bunun yerine mekanik olarak baskiyla
karsilasan hiicrelere (epitel hiicreleri, kas hiicreleri, sinir aksonlar1 gibi) yapisal
destek saglar (1, 9, 10, 12, 13).

2. 1. 3. 1. Ara Filament Proteinleri

Bugiine kadar elliden fazla farkli ara filament tipi tanimlanmistir. Amino
asit dizileri arasindaki ve protein yapilarindaki benzerliklere gére alti grupta
siniflandirilmislardir (10, 13).

Tip I ve II; epitel hiicrelerinde eksprese edilen, her biri yaklasik 15 farkh
protein iceren iki keratin grubundan olugsmustur. Her epitel hiicre tipi, filamentler
halinde birlikte polimerlesen en azindan bir tip I (asidik) ve bir tip II
(notral/bazik) keratin sentezler. Keratin tip I ve II'nin baz tipleri (sert keratinler)
kil, tirnak ve boynuz gibi yapilarin iiretilmesinden sorumludurlar. Keratin tip I ve
I'nin baz1 diger tipleri (yumusak keratinler) epitel hiicrelerinin, ara filament
hiicre iskeleti (sitokeratini) olustururlar. Tip I ve tip II ara filamentler desmozom
ve hemidesmozomlarin sitoplazma plaklarina tutunurlar.

Tip III ara filament proteinleri mezengimal kokenli (fibroblastlar, diiz kas
hiicreleri, kondroblastlar ve beyaz kan hiicreleri gibi) hiicrelerde bulunan bir
protein olan vimentin icerir (1, 9, 18). Vimentinin niikleusa, endoplazmik
retikuluma ve mitokondriye lateral ya da terminal olarak tutunduklar ve
sitoplazmada organellerin pozisyon almasi ve sabitlenmesinde gorev aldiklar
bilinmektedir (19). Bir diger tip IIl proteini, 6zgiin olarak kas hiicrelerinde
eksprese edilen ve buradaki farkli kasilabilir elemanlarn Z diskine baglayan
desmindir (10). Ugiincii, tip III ara filament proteini, astrosit ve bazi1 Schwann

hiicrelerinde eksprese edilen glial fibriller asidik protein (GFAP), dordiinciisii ise
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periferal sinir sistemindeki noronlarda norofilament proteinleri ile beraber
sentezlenen periferindir (10, 18).

Tip IV ara filament proteinleri, ii¢ norofilament (NF) proteinini (NF-L,
NF-M ve NF-H) icerir. Bu proteinler bir¢ok tipteki olgun sinir hiicrelerinde ana
ara filamentleri olusturur. Bir diger, tip IV proteini olan o-interneksin ndral
gelisimin erken donemlerinde, norofilament proteinlerinin ekspresyonundan 6nce
eksprese edilir (10).

Tip V ara filament proteinleri, cogu Okaryotik hiicrede bulunan niikleer
laminlerdir. Niikleer laminler, hiicre iskeletinin bir parcasi olmalarindan ¢ok,
niikleus zarmin altin1 doseyerek ortogonal bir tabaka olustururlar. Niikleer
laminler ¢ekirdek kilifina mekanik destek olup kromatine baglanir (1, 10).

Tek tip VI ara filament proteini (netsin) noral gelisimin daha da erken
donemleri sirasinda, merkezi sinir sistemi kok hiicrelerinde eksprese edilir (10).

2. 1. 3. 2. Ara Filamentlerin Yapilanmasi

Boyut ve amino asit diziliminde 6nemli farkliliklar olmasina karsin, ara
filamentleri olusturan protein monomerlerinin yapisal organizasyonu aynidir. Bu
monomerleri, amino ug (bas), karboksil u¢ (kuyruk) ve merkezi bolge (govde)

olmak iizere ii¢ kisimdan olusurlar [Sekil 3 (20)].

a-sarmal gévde

Amino u¢ Karboksil u¢
Keratin m—:—:—:—w \
Vimentin

Norofilament protein %ﬂ — — ;-,WM

Nuklear lamin Lu@/w—%—cm_m

Sekil 3. Arafilamentler ve yapilar (20).

Merkezi bolge 310-350 amino asitten olusan a-sarmal yapidadir. Ara
filament yapilanmasinda birinci basamak, iki polipeptitin merkezi c¢ubuk

bolgelerinin ikili yap1 olusturacak tarzda birbirinin etrafinda kivrilarak
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donmesidir. Daha sonra olusan ikililer, dortlii bir yap1 olusturmak amaciyla zit-
paralel sekilde birlesirler. Olusan dortliller u¢c uca eklenirken bir yandan da
kangallasarak 10 nm kalinliktaki ara filamentleri meydana getirirler. Ara
filamentler anti paralel tetramerler halinde yapilandiklarindan apolardirlar. Yani

farkli (+) ve (-) uglara sahip degillerdir (10) [Sekil 4. (20)].

NH2 COOH
(A)
NH2 COOH
(B)
NH2 COOH
48 nm
(C)
NH2  EooH COOH NH2

Sekil 4. Arafilamentlerin yapilanmasi (20).
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2. 1. 4. Mikrotiibiiller

Uciincii temel hiicre iskeleti eleman1 olan mikrotiibiiller yaklasik 24 nm
capindaki sert, i¢i bos cubuklardir. 5 nm kalinliginda yogun bir duvara sahiptir ve
merkezinde 14 nm genisliginde bir bosluk bulunur. Mikrotiibiiller, hiicre seklinin
belirlenmesi, hiicrelerin yer degistirmesi, sil ve kamc1 yapisina katilarak bunlarin
hareketi, organellerin ve vezikiillerin hiicre icindeki taginmasi ve mitoz sirasinda
mitoz igcigi olusturarak kromozomlarin ayrilmasini da igeren ¢ok cesitli hiicre

hareketlerinde gorevler iistlenirler (1, 12, 13).

2. 1. 4. 1. Mikrotiibilllerin Yapisi, Yapilanmasi ve Dinamik

Kararsizhig

Mikrotiibiiller tiibiilin denilen globuler proteinlerden olusmustur. Tiibiilin,
birbiri ile cok benzer yaklasik 50 kD’luk iki polipeptitten, a-tiibiilin ve p-tiibiilin,
olusur. Ayrica tigiincii bir tiibiilin tipi (y-tiibiilin) spesifik olarak sentrozomda yer
alip mikrotiibiil yapilanmasinda kritik rol oynar (10, 13).

Uygun kosullarda, o ve B tubulinler iist iiste yerleserek 8 nm uzunlugunda
dimerik alt birimler olustururlar. Protofilament i¢inde bu heterodimerler o-f-a-f3
olacak sekilde u¢ uca eklenirler. Onii¢ protofilament silindir seklinde dizilerek
mikrotiibiilleri olustururlar. Tiibiilin dimerlerinin bas-kuyruk yoniinde dizilmesi
ile olusan Onfilamentlar, paralel sekilde bir araya gelmislerdir. Boylece,
mikrotiibiiller hizla biiyiiyen bir arti u¢ ve yavas bilyliyen bir eksi uca sahip
olurlar. Bu polarite, mikrotiibiil boyunca hareketin yoniinii belirlemede 6nemlidir
(1, 10, 21).

Hem o- hem de p-tiibiilin, ATP bagl aktinin polimerlesmesinin
kontroliindeki rolii ile aym isleve sahip ve GTP’ye baglanir. Polimerlesme
sirasinda B-tiibiiline bagli GTP, GDP’ye hidrolize olur. Boylece tubulinin komsu
molekiillere baglanma egilimi zayiflar ve ayrismaya yardimci olur. Bir
mikrotiibiiliin uzayacagi ya da kisalacagi, kismen, tiibiilin konsantrasyonuna
karsiik GTP hidroliz oram ile belirlenir. GTP baglh tiibiilinlerin mikrotiibiile
eklenme hizi, daha Onceden baglanmis tubulinlerdeki GTP’nin GDP’ye

hidrolizasyon hizindan daha fazladir. Bu nedenle ortamda tubulin konsantrasyonu
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fazlaysa mikrotiibiiliin arti ucunda GTP bashig kalir ve mikrotiibiill uzamaya
devam eder. Bununla birlikte, polimerlesme orani yavassa, mikrotiibiiliin art1
ucundaki GTP bagli tiibiilin GDP’ye hidrolize edilecektir. Bu oldugu zaman, GDP

bagh tiibiilin ayrisacak, hizli depolimerizasyon ve kisalma ile sonuclanacaktir (10,

21) [Sekil 5 (12)].

o-tiibiilin -

B-tiibiilin L
Kurulum

_____________________________________________

Tiibilin dimerlerinin
eklenmesini saglayan GTP
kepi

: Uzama
yonii

Birgok mikrotiibiil, di-
namik kararsizlik olarak
bilinen bir islem sonucun-
da yavas uzama ve hizli
¢ozilme agamalari gegirir.
Dinamik kararsizlik, -
tibdline bagh GTP’nin
hidrolizi sonucu olugur.

Hizl1 uzayan ug i

Yavas uzayan ug

______________________________

| Protofilaman o-tibilin dimer- |
i lerinin bir gizgi (izerindeki dikey
i yerlesiminden olugur

25 nm gap
Mikrotiibiiller i¢i bog silindirik
yapilar olup dairesel diizenlenmis
13 tiibiilin molekiiliinden olusur.

"
Sekil 5. Bir mikrotiibiil yapisi ve yeniden yapilanmasi (12).
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2. 1. 4. 2. Mitoz Sirasinda Mikrotiibiillerin Yeniden Diizenlenmesi

Mitoz sirasinda mikrotiibiiller tam olarak yeniden diizenlenirler. Mitoz
sirasinda hiicrede interfaz evresinde bulunan mikrotiibiil ag1 yikilir ve serbest
tubulin alt birimleri, kardes kromozomlarin ayrilmasindan sorumlu mitotik igi
olusturmak iizere yeniden yapilanir. Bu yeniden yapilanma, sentrozomun mitotik
igin karsit kutuplarinda, iki ayr1 mikrotiibiil organize edici merkez olusturacak
sekilde iki katina ¢ikmasi ile yonlendirilir (1).

Interfaz evresinde sentrioller ve sentrozomun diger elemanlar iki katina
cikar. G; evresinde iki sentriol birbirine ¢ok yakin konumlanmislardir. S evresinde
her sentriol yaninda ona dik ac1 ile yeni bir sentriol biiyiimeye baglar. G;
evresinde yeni olusan sentrioliin bilyiimesi sonlanir. Mitoz bdliinme baslayinca
(erken profaz) her bir sentriol ¢ifti ayrilip kutuplara dogru yonelirler ve mitotik
igin iki kutbunu olustururlar (1).

Hayvan hiicrelerinde yapilan elektron mikroskobik calismalar mitotik igin
3 tip mikrotiibiil barindirdiginm1 gdstermistir. Polar fibriller, kutuplardan ekvatora
dogru uzanan mikrotiibiillerdir. Kromozomlara tutunmayan ancak ekvatoryal
bolgede mikrotiibiil baglayici proteinlerle birbirine ¢apraz olarak baglanip stabil
bir yapt kazamlmasinda fonksiyon goren fibrillerdir. Kinetekor fibriller,
kromozomlarin sentromerlerine tutunarak, kromozomlar1 kutuplara baglar.
Mitotik kromozomlarin ayrilmasinda 6nemli roller iistlenir. Yildizs1 fibriller,
sentrozomdan hiicrenin kenarina dogru uzar ve kromozom hareketine katkida
bulunur (1, 18).

Mitoz devam ederken, kromozomlar metafaz plag: iizerinde toplanirlar.
Kromozomlar ig mikrotiibiilleri ile iliskili motor proteinleri araciligi ile hareket
ederek igin iki karsit kutbuna cekilir. Mitozun son evrelerinde, niikleer zarf
yeniden olusur ve sitokinez baslar. Boylece her iki yavru hiicrede, interfaz
mikrotiibiil ag yapisini olusturacak bir sentrozom yer alir (18).

2. 1. 4. 3. Mikrotiibiil Tliskili Proteinler (MAP)

Mikrotiibiillerin toplanmasi ve yapisinin diizenlenmesinde gorev alan ¢ok

sayida protein bilinmektedir. Her hiicre tipinde MAP’larin birlesimi gelisim
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sirasinda gen ekspresyonuyla saglanir. Bu karisim mikrotiibiillerin organizasyonu
ve dinamiklerini etkiler ayrica ikincil olarak hiicrenin seklini belirler.

MAP’lar genellikle beyinde bulunmasina ragmen, sinir hiicreleri disindaki
hayvan hiicrelerinde, bitkilerde, mantarlarda ve protozoonlarda bulunurlar.

Farkli bir¢ok hiicre tipinde c¢ok cesitli sayida MAP’lar belirlenmistir. Bu
proteinler mikrotiibiilleri stabilize etme, destabilize etme, mikrotiibiilleri hiicrede
spesifik bolgelere yonlendirme, mikrotiibiillere capraz baglanma ve hiicrelerdeki
diger proteinlerle mikrotiibiillerin iligkilerinde aracilik etme gibi gorevleri
iistlenirler (9, 18).

2. 1. 4. 3. 1. Mikrotiibiil Stabilize Eden MAP’lar

MAP 1A ve MAP 1B, dendrit ve aksonlarda bulunurlar. C-terminalleri ile
mikrotiibiillere baglanirlar. N-terminalleri ile de hiicre iskeletinin diger
kisimlarina veya plazma membranina baglanirlar. Bdylece hiicre igerisinde
mikrotiibiillerin mesafesini kontrol ederler (22).

MAP2, sadece dendritlerde bulunur. Mikrotiibiil protofilamentlerinin dig
yiizeyine baglanarak capraz baglarla mikrotiibiilleri birbirine ve ara filamentlara
baglarlar (9,10).

TAU, akson ve diger hiicre tiplerinde bulunurlar(9). Tubulin
polimerizasyonunu hizlandirirlar ve kol benzeri cikintilar yaparak komsu
mikrotiibiilleri capraz olarak birbirine baglayarak stabilize ederler (1).

MAP4, interfaz ve mitozda mikrotiibiillerle baglantilar yaparlar.
Omurgalilarin  6zellikle glial hiicrelerinde ve neredeyse tiim hiicre tiplerinde
bulunurlar.

Bu yaygin goriilen MAP’lar disinda tektin, sinkolin ve stop proteinleri gibi
mikrotiibiil stabilize eden MAP’lar vardir.

2. 1. 4. 3. 2. Mikrotiibiil Destabilize Eden MAP’lar

Hiicrede mikrotiibiiller ii¢ farkli yolla destabilize edilirler. Bunlardan
birincisi, kiigiik bir protein olan ve omurgali hiicrelerinde yaygin olarak bulunan
Op18/stathmindir. Bu protein tubulin dimerlerini ayirarak yikimi hizlandirir.

Ikincisi, kinesin iliskili ancak bir motor protein olmayan XKCM1/MCAK

proteinidir. Bu protein polipeptit zincirinin merkezinde bir motor domaine
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sahiptir. Bu domainde ATP hidrolizi ile mikrotiibiillerin (+) ucunda tubulin alt
birimleri gerilir ve ayrisma hizlanir.

Desatabilizasyona neden olan {giincii yol ise, katanin adi verilen
heterodimerik protein araciligi ile gerceklesir. Katanin ATP hidrolizi yoluyla
mikrotiibiilleri kiiclik parcalara ayirir. Mitoz sirasinda katanin ile gerceklesen
parcalanma interfaz mikrotiibiil aginin yeniden modellenmesine katkida bulunur
9).

2. 1. 4. 4. Mikrotiibiil Motor Proteinleri ve Hareket

Mikrotiibiiller hiicre i¢i hareket, zar vezikiillerinin ve organellerin yer
degistirmesi, mitozda kromozomlarin ayrilmasi, sil ve kamgilarin hareketini
iceren c¢ok cesitli hiicre hareketlerinden sorumludur. Mikrotiibiiller boyunca
hareket, ATP hidrolizinden elde ettigi enerjiyi kullanarak giic ve hareket
olusturan, motor proteinlerin calismasi esasina dayanir (1, 10).

Motor proteinler yapisal olarak bas (ATP hidrolizinin oldugu mikrotiibiile
baglanan ug¢) sap ve kuyruk (transport vezikiillerine baglanan ug)’tan olusur.
Enerji basta bulunan ATPazin ATP’yi siirekli hidrolize etmesi ile karsilanir.
Kuyruk bolgesi ise vezikiillerin ve organellerin yilizeyinde bulunan belirli
reseptorlere baglanarak transportu gergeklestirir (1).

Mikrotiibiil motor proteinlerinden ilk tamimlanan dineinlerdir. Dineinler 2
gruba ayrilirlar; sitoplazmik dineinler ve aksonemal dineinler.

Aksonemal dineinle, aksonemler icinde mikrotiibiillerin kaymasina neden
olurlar. Yani sil ve flagellada hareketten sorumlu a-tubulinin (—) uca dogru
kaymasina katilirlar.

Sitoplazmik dineinler (MAP 1C), biri degisken sayidaki, boyutlar1 14 ila
120 kD arasinda degisen, hafif veya orta boyuttaki zincirler ile kompleks
olusturan, iki ya da {i¢ agir zincir (her biri yaklagik 500 kD) iceren, ¢ok biiyiik bir
molekiildiir (2000 kD kadar) (10). Biitiin hayvan hiicrelerinde bulunur ve
sentrozomlarin toplanmasi, organel transportu gibi hiicre icin yasamsal
fonksiyonlarin gerceklestirilmesinden sorumludurlar (23).

1985 yilinda yapilan bir ¢calismayla miirekkep balig1r dev aksonlarinda ve

sigir beyninde yeni bir protein kesfedilmistir. Bu proteinin gerek enzimatik



21

davranis1 gerekse molekiil agirligl dinein ve miyozinden farkli oldugu bulunmus
ve kinezin olarak adlandirilmistir (24).

Kinezin, yaklasik 380 kD’luk, iki agir zincire (her biri 120 kD) ve iki hafif
zincire (her biri 64 kd) sahip bir proteindir. Agir zincirlerdeki globiiler bas
boliimleri, hem mikrotiibiillere hem de ATP’ye baglanir ve hidrolizi ile hareket
icin gerekli enerjiyi saglar. Kinezin molekiiliiniin kuyruk kismi ise mikrotiibiil
boyunca tasinacak diger hiicresel elemanlara (zar vezikiilleri ve organeller gibi)
baglanmadan sorumludur (10, 23).

Hiicre icinde vezikiiller, organeller ve cesitli protein partikiilleri siirekli
olarak bir tasinim icindedirler. Bu tasinmada hiicre iskelet fibrilleri ¢cok onemli
gorevler iistlenmektedirler. Ornegin norotransmitterleri iceren salg1 vezikiilleri
Golgi aygitindan aksonlarin ug¢ dallarina kinezinlerle tasinirlar. Kinezin
molekiiliiniin bir ucu mikrotiibiile tutunurken diger ucu vezikiillere tutunur. ATP
varliginda kinezin mikrotiibiiliin (-) ucundan (+) ucuna dogru hareket eder ve
salgi vezikiiliinii mikrotiibiil boyunca tasir (anterograde tasinim). Ters yonde
endositotik vezikiiller
de mikrotiibiil boyunca aksondan hiicre govdesine sitoplazmik dineinlerle (MAP
1C) tasinir (retrograde tasinim) (9, 10).

Diger hiicre tiplerinde de mikrotiibiiller zar vezikiillerini ve organelleri
benzer sekilde tasir. Ayrica mikrotiibiiller ve iligkili motor proteinlerin,
endoplazmik retikulum, Golgi aygiti, lizozomlar, mitokondri gibi zarla cevrili
organellerin hiicre igerisindeki yerlesimini diizenledigi bilinmektedir (10).
Ozellikle kinezinlerin endoplazmik retikulumun hiicre icindeki yerlesiminde,
lizozomlarin hiicrenin merkezinden uzaklastirilmasinda ve mitokondri hareketinde
gorev aldig1 yapilan caligmalarla gosterilmistir (25, 26).

Ayrica yapilan calismalarda dineinlerin Golgi aygitinin yerlesimini
diizenledigi gosterilmistir. Hiicre mitoza girdiginde mikrotiibiillerin yikilmasi ile
Golgi aygit1 sitoplazmaya kiigiik vezikiiller halinde yayilir ve mikrotiibiillerin
olusumuyla sitoplazmik dineinler aracilig1 ile vezikiiller hiicre merkezine tasinir

ve Golgi aygit1 yeniden yapilanir (10).
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2. 1. 4. 5. Mikrotiibiillerden Olusan Yapilar

2. 1. 4. 5. 1. Siller, Kamcilar ve Hareketleri

Mikrotiibiiller hiicre icinde sil, kamc¢i1 (flagel), bazal cisim ve sentriol
yapisina katilir. Sil ve kamgilar ¢esitli okaryot hiicrenin hareketinden sorumlu
olan, plazma zarmin mikrotiibiil temelli uzantilandir. Bir¢ok bakteride de
kamgilar bulunmaktadir ancak prokaryot kamgilar hiicre yiizeyinden disariya
dogru uzanan protein filamentleridir. Siller yaklagik 10 um uzunlugunda diizenli
bir sekilde ileri-geri hareketleri yaparak, titreserek, hiicreyi sivi icerisinde ya da
stviyr hiicre yiizeyinde hareket ettirir. Buna iyi bir ornek, solunum yollarim
doseyen ve solunum yollarindan mukus ve tozlarn wuzaklastiran, kirpikli
hiicrelerdir. Kamgilar 200 pm’ye varabilen uzunluklar1 ve dalga benzeri titresme
hareketleri bakimindan kirpiklerden farklidir (10).

Hem siller hem de kamg¢inin temel yapisi, mikrotiibiiller ve iliskili
proteinlerinden olusan aksonemdir. Mikrotiibiiller, dokuz cift dis mikrotiibiil ile
cevrili bir c¢ift merkez mikrotiibiilinden olusan ‘9+2° formatinda
diizenlenmislerdir. Digta bulunan birbirine kaynagmis her ikili farklidir: bunlardan
biri (A tiibiilii ad1 verilen) 13 ©on filamente sahip olan tam bir mikrotiibiildiir;
digeri ise (B tiibiili) tam bir mikrotiibiil yapisina sahip degildir ve A tiibiiliine
kaynasmis halde 10 ya da 11 6n filament igerir. A ve B tiibiilleri birbirine tektin
ad1 verilen protein bir filamentle baglidir. Dig mikrotiibiil ciftleri merkezdeki
mikrotiibill ciftine 1s1s1 ¢ikintilar ve birbirlerine de neksin adi verilen baglantilar
aracilign ile baghdir. Buna ek olarak, her bir A tiibiiliine, iki dinein kolu
tutunmustur, bu aksonemal dineinlerin motor aktiviteleri, kirpik ve kamcinin
titregsme hareketini saglar (10, 12, 13).

Kirpik ve kamg¢ilarin hareketleri, distaki mikrotiibiil ¢iftlerinin birbirine
goreli olarak kaymasinin sonucudur ve bu aksonemal dineinin motor aktivitesi ile
desteklenir. Dineinin alt kism1 A tiibiiliine baglanirken, dinein bas gruplar1 komsu
mikrotiibiil ¢iftlerinin B tiibiillerine baglanir. Boylece, dinein bag gruplarinin eksi
uc yoOniindeki hareketi, bir ¢ift icindeki A tiibiiliiniin, komsu B tiibiiliiniin alt

ucuna dogru kaymasina yol acar. Aksonemdeki mikrotiibiil ciftleri neksin
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kopriileri ile bagli oldugundan, bir ciftin digeri lizerinde kaymasi biikiilmelerine
neden olur. Bu da kirpik ve kamg¢inin titresim hareketinin temelini
olusturmaktadir (10).

2. 1. 4. 5. 2. Bazal Cisim ve Sentriollerin Yapisi

Sil ve kamgilar sitoplazmik uglarindan bazal cisim olarak adlandirillan ve
mikrotiibil iceren yapilara tutunurlar. Ayni sekilde mitoz igcigindeki
mikrotiibiillerde sentriol olarak adlandirilan yapilara tutunurlar.

Gerek bazal cisim gerekse sentrioller yaklasik 0,4 pm uzunlugunda 0,2 um
genisliginde silindir yapilardir. Cevresel olarak dizilmis ticerli 9 mikrotiibiil
demeti icerir. Her iiclii demette tam olarak 13 protofilament tasiyan A subfibrili
ve A subfibriline tutunmus tam olmayan B subfibrili ve B subfibriline tutunmusg
tam olmayan C subfibrili yer alir. A ve B subfibrilleri aksonemin siitun govdesi
boyunca devam ederken C subfibrili bazal cisim ile siitun gdvde arasindaki gecis
zonunda sonlanir.

Gerek sentriollerin gerekse bazal cisimlerin ¢ogalmasi ve biiyiimesi asil
sentriole ve bazal cisime dik olacak sekilde ortaya c¢ikar ve yeni olusan yapilar

asillarindan ayrilarak yeni sil ve kam¢iy1 olusturur (18).

2. 2. Ovaryum

Tek kath yassidan kisa kiibik epitelyuma kadar degiskenlik gosteren bir
epitel ve epitelin hemen altinda yer alan tunika albuginea adi verilen bag dokusu
bir tabakayla cevrilidir. Kesitlerde korteks ve medulla olarak adlandirilan kesin
sinirlarla birbirinden ayrilamayan tabakalanma olustururlar. Organin stromasinda,
primordial follikiiller (testisteki seminifer tiibiillerin homologu) ve interstitial
bezler (testisteki Leydig hiicrelerinin homologu) bulunur. Organin medullasina
baktigimizda hilustan ovaryuma giren, bag dokusu, interstisyal hiicreler, sinirler,
lenf ve kan damarlar1 bulunur (12, 27, 28).

Gamet iiretimi, oncelikle mitozla hiicre sayisinda artig, mayozla genetik
cesitlilik ve kromozom sayisinin azalmasi ve oosit maturasyonu siiresince haploit

sayidaki kromozomlarin paketlenmesi olarak acgiklanabilir. Aslinda ilkel disi cins
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hiicrelerinin gelisip olgunlagmasi yani oogenez, dogum oOncesi ve dogum sonrasi
olarak ikiye ayrilabilir (28, 29).

2. 2. 1. Oositlerin Dogum Oncesi Olgunlasmasi (Prenatal Maturasyon)

Ilkel cins hiicreleri, disi gonadlara ulastiktan sonra oogoniumlara
farklanirlar. Burada bir dizi mitozun ardindan sayilart artip 3. ayin sonunda ortada
oogonium, cevrede tek sira follikiil epitel hiicreleri yer alir. Bu asamada
oogoniumlarin biiyiikk bir kismi mitozla boliintirken bir kistm oogoniumda
biiyliyerek primer oositleri meydana getirirler. Primer oositler hemen DNA’larin1
replike edip birinci mayoz boliinmenin profaz evresine girerler. 5. ayda sayilart 7
milyonu bulan cins hiicreleri bu aydan sonra gerilemeye baglar. 8. ayda
oogniumlarin neredeyse hepsi dejenere olur. Saglam kalan primer oositlerin
tiimiiyse, I. mayoz boliinmede tek kath epitel ile sarilarak primordial follikiilleri
meydana getirirler (29).

2. 2. 2. Oositlerin Dogum Sonrast Olgunlasmasi (Postnatal
Maturasyon)

Doguma yakin tiim primer oositler I. mayoz boliinmenin profaz evresini
bitirip, mayozun dinlenme ‘diktiat’ evresine girerler. Primer oositler, piibertede,
ovulasyondan az once 1. mayoz boliinmeyi tamamlarlar.

Dogumda, primer oositlerin sayis1 700.000 ila 2.000.000 arasinda degisir
ve dogum sonrasinda artik primer oosit meydana gelmez. Piiberteye erisildiginde
bir gen¢ kizda her iki ovaryumda toplam 400.000 primordial follikiil halinde
primer oosit bulunur (29, 30).

Piibertenin baglamasiyla beraber hipotalamus, hipofiz bezi ve overler
tarafindan salgilanan hormonlarin etkilesimiyle ovaryum dongiisii bagslar. Adet
siklusu olarak da adlandirilan bu dongii follikiiler (proliferatif) faz ve luteal
(sekretuar) faz olarak ikiye ayrilir. Insanda ortalama menstrual siklus siiresi 28
giindiir ve genellikle 25 ila 30 giin arasinda farklilik gosterebilir. Follikiiler faz
stiresince goriilen degisiklikler tiim siklus siiresince degisiklikler yaratir ve
follikiiler faz genellikle 10-16 giin icerisinde sonuglanir. Luteal faz ise sabittir ve

14 giin siirer (27, 29).
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2. 2. 3. Follikiiler Faz
Menstruasyon kanamasinin ilk giinii baslar ve ovulasyona kadar devam
eder. Bu fazin en 6nemli 6zelligi overlerde primordial follikiillerin farklanmasi ve
follikiil gelisiminin olmasidir. Siklusun son giinlerinde korpus luteumun
gerilemesine bagli olarak steroid sentezindeki azalma ve sonrasinda inhibin A ve
B seviyelerindeki diisiis ortamdaki FSH (Follikiil Stimiile Edici Hormon) un
konsantrasyonunun yiikselmesine neden olur. Yiikselen FSH degerleri ovaryumda
follikiil gelisimini tetikler. Gelisen follikiillerden birisi bir sonraki siklus i¢in
dominant follikiil olarak secilir. Dominant follikiilin hangi mekanizmalarla
secildigi tam olarak bilinmese de graniilosa hiicrelerinden salgilanan peptitlerin
gelismekte olan diger follikiillerin gelisimini engelledigi bilinmektedir.
Dominant follikiiliin gelisimi; Menstriiasyonun 1. ve 4. giinleri arasinda
bazi primordial follikiiller gelisim i¢in uyarilmasi ile baglar. Siklusun 5. ve 7.
giinleri arasinda, recruitment asamasinda, gelisim icin secilen follikiillerden
birinin ovule olabilmesi i¢in secilmesi gerceklesir. Diger follikiiller atreziye ugrar.
Ovule olmasi i¢in segilen follikiil kendi gelisimini tamamlar ve diger follikiillerin
gelisimi engellenir (27).
2. 2. 4. Follikiilogenez
Baz1 primordial follikiillerin se¢ilmesi ve ovulasyon ya da follikiil
atrezisiyle sonuclanan olaylar biitiintine follikillogenez denilir. Ovaryum
korteksinde gerceklesen follikiillogenez’de follikiiller 4 biiyiikk gelisim evresi
gosterirler:
A. Primordial Follikiil Secilimi
B. Preantral Follikiil Geligimi
C. Graaf Follikiil Gelisimi ve Se¢imi
D. Follikiil Atrezisi
2. 2. 4. 1. Primordial Follikiil Secilimi
Follikiilogenez uzun bir siirectir. Her dominant follikiil yaklagik 1 yil
gelisim gosteren primordial follikiillerden secilir. Preantral (klas 1) fazi,
primordial, primer ve sekonder follikiil evrelerini kapsar. insan ve maymunlarda

preantral fazin tamamlanmasi yaklasik 290 giin ya da 10 diizenli menstriial siklus
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kadar siire gerektirir. Preantral (klas 1)’dan erken antral evresi (klas 2)’ne gecis
follikiil cap1 20 um den tiire bagl olarak 200 ve ya 400 pm arasina ulagtiginda
gerceklesir. Primer oositse yine tiire bagli olarak 60 ile 120 um arasinda
biiyiikliige erisir. Bu biiyiime mayozun yeniden baslamasi ile degil yogun sentez
aktivitesine bagli olarak gerceklesir. Bu asamada sentezlenen maddeler oosit
sitoplazmasim1 daha sonra gerceklesecek olan oosit maturasyonu icin hazirlar.
Antral faz 4 biiyiik gruba aynlir; kiiciik (klas 2, 3, 4, 5), orta (klas 6), biiyiik
(klas7) ve preovulatuar Graaf follikiil (klas 8). Antral fazda antrum formasyonu ve
yaklagik 20 um capa ulasmis preovulatuar Graaf follikiilii arasinda yaklasik 60
giin siire vardir [Sekil 6.(31)]. Dominant follikiil siklusun luteal fazinin sonunda
klas 5 follikiilleri arasindan segilir. Secilen dominant follikiiliin preovulatuar
Graaf follikiilii haline ulagsmas1 15-20 giin gibi bir siire alir. Follikiilogenezin son
evresi olan bazi follikiillerin atreziye ugradigi evre genellikle klas 1 evresinden
sonra biitiin evrelerde goriiliir. Ancak atrezi en yaygin kiiciik ve orta follikiillerde

(klas 5, 6, 7) gozlenir (27, 28, 31).
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2. 2. 4. 1. 1. Primordial Follikiil

Histolojik olarak yaklagik 25-30 um capinda I. mayozun diktiat evresinde
kalmis kiiclik bir primer oosit, tek katli yass1 veya kolumnar dizilmis graniilosa
hiicreleri ve ince bir bazal lamina ile kusatilmig follikiillerdir. Bazal lamina gerek
oositin gerekse oositi ¢evreleyen graniilosa hiicrelerinin diger hiicrelerle dogrudan
temasini engeller (27, 31).

2. 2. 4. 2. Primer Follikiil Gelisimi

2. 2. 4. 2. 1. Primer Follikiil

Primer oosit biiylir ve etrafindaki tek kath follikiil epitelyumu mitozla
cogalarak tek kath kiibik, tek kath prizmatik ve daha sonra ¢ok katli follikiil
epiteliyle (graniilosa) ¢cevrelenmesi ile primer follikiiller sekillenmeye baslar (27).
Oosit bilyiirken oositi ¢evreleyen graniilosa hiicreleri ve oositin ortak iiriinii olan
glikoprotein yapida hiicresel bir tabaka, zona pellucida, meydana gelir. Daha
sonra ¢evre ovaryum stromasi teka follikiiliyi olusturur. Teka follikiili, kan
damarlan ve hiicrelerden zengin teka interna ve siki bag dokusu yapisinda teka
eksternaya farklanir. Boylece olusan bu follikiile primer follikiil ad1 verilir (29,
31).

Graniilosa hiicrelerinin mitotik aktivite kazanmasi ve sekillerinin yassidan
kiiboidal epitele doniigsmesi o follikiiliin secildigini gosterir. Bunu gen aktivasyonu
ve oositin gelisimi takip eder. Yapilan calismalarda oosit mRNA’larinin
translasyonuyla olusan baz1 proteinlerin (ZP1, ZP2, ZP3, BMP-15, GDF-9)
insanda preantral follikiil gelisimini uyardig1 gosterilmistir (17-18). Hayvanlarda
ise kit ligand, kemik morfogenetik protein (BMP-7), yiiksek FSH ve Miillerian
inhibe edici madde (MIS) primordial foklikiillerin se¢ilmesi (recruitment) siirecini
negatif veya pozitif yonde kontrol ettigi gosterilmistir (27). Ayrica primer follikiil
gelisimi siiresince graniilosa hiicrelerinin FSH reseptorii ekspresyonunda uyardigi
FSH reseptoriinde gozlenen bu artisin primer follikiil gelisimini uyardigi
gosterilmistir (32).

2. 2. 4. 2. 2. Sekonder Follikiil

Preantral follikiilogenez siiresince, primer follikiillden tam gelismis bir

sekonder follikiil olusumunda oosit tarafindan {iiretilen otokrin ve parakrin etkiye
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sahip biiylime faktorleri rol oynar. Sekonder follikiil gelisimi graniilosa
hiicrelerinin  sayisinda ve katlar olusturacak sekilde konumlanmasiyla
karakterizedir. Genellikle graniilosa hiicrelerinin ikinci tabakasinin ortaya ¢ikisi
primer follikiilden sekonder follikiille gecis olarak degerlendirilmektedir.
Gelisimin ilerleyen donemlerinde graniilosa hiicreleri kiiboid epitelden stratifiye
veya psodostratifiye epitele degisim gosterir (31).

Sekonder follikiil gelisimindeki diger bir karakteristik olay da teka
gelisimidir. Gelisimin ilerleyen dénemlerinde, interstisyal hiicrelerden kdken alan
teka interna ve diiz kas hiicrelerinin degismesiyle teka eksterna tabakasi sekillenir.
Teka interna hiicreleri liiteinlestirici hormon (LH) i¢in reseptorler eksprese ederek
androstenedion iiretimine katkida bulunurlar ve graniilosa hiicrelerine Ostrojen
iiretimi icin haberci olurlar (33). Teka eksterna tabakasi ise follikiilii distan saran
bol miktarda kollajen iceren ve temel olarak destekleyici fonksiyon iistlenen
tabakadir (33).

Sekonder follikiil, zona pellucida ile ¢evrelenmis tam olarak gelismis bir
oosit, yaklasik 9 kath graniilosa hiicre tabakasi, bazal lamina, teka eksterna, teka
interna ve teka icerisinde konumlanan damarlarla karekterizedir (27, 28).

2. 2. 4. 2. 3. Antral (Graaf) Follikiil

Graaf follikiil gelisimi, oositin bir kutbunda sivi dolu bir kavitenin
belirmesi ile karakterizedir. Graaf follikiil gelisimi ve biiyiimesi boyutlarina gore
dort evreye ayrilir. Kiigiik Graaf follikiilii 1-6 mm capina sahipken, orta Graaf
follikiili 7-11 mm, biiyikk Graaf follikiili 12-17 mm ve preovulatuar Graaf
follikiilii 18-23 mm ¢apa sahiptir. Atreziye ugrayacak follikiiller kiigiik ve orta (1-
10 mm) evredeki Graaf follikiillerinden segilir (27). Hyaluronik asitce zengin
follikiiler siv1 birikimi ve hiicre proliferasyonu, follikiiler faz siiresince devam
etmesi nedeniyle dominant follikiil asir1 derecede biiyiir (29). Preovulatuar oositte
artik mayoz yeniden aktive olur. Follikiilin LH ile stimiilasyonunun ardindan
birka¢ saat icinde niikleer membranla cevrili diktiat kromozomlar mayoza
kaldiklar1 yerden devam ederler. Bu asamaya germinal vezikiil bozulumu adi
verilir ve kromozomlar profazi tamamlayarak I. mayotik ig iplikciklerinde

diizenlenirler (28).
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2. 2. 5. Ovulasyon

Olgun bir Graaf follikiiliiniin yirtilmast sonrasinda sekonder oositin uterus
tiiplerine alinmas1 olayina ovulasyon denilir. Atilan sekonder oosit zona pellucida,
korona radiata ve kumulus ooforus tabakasi ile sarilmis haldedir. I. mayotik
boliinme ya ovulasyondan az once ya da ovulasyon sirasinda tamamlanir. Esit
biiyiikliikte olmayan, 2n DNA miktarina sahip ve her biri 23 ¢ift yapili kromozom
tasiyan iki cins hiicresi meydana gelir. Bunlardan biri sitoplazma yoniinden
zengindir ve gercek oosit (= sekonder oosit)’dir. Digeri ise sitoplazma ydniinden
fakir ancak mitokondri, ribozom ve kortikal graniile sahip polar cisimciktir. Polar
cisimcik olustuktan kisa bir siire sonra kaybolur. 1. polar cisimcigi kaybolan oosit
metafaz Il ye gecis icin gerekli hazirliklar1 yapar. Kromozomlar tekrar hiicrenin
ortasinda dizilir ancak sekonder oosit metafaz Il asamasinda kalmustir (28, 29,
34).

2. 2. 6. Fertilizasyon

Disi tireme yollarina birakilan milyonlarca spermden sadece bir sperm
hiicresi sirasiyla korona radiata ve zona pelluciday1 gecip sekonder oositin plazma
zarina yapisir ve sperm basi ve bir miktar kuyrukla beraber oosit sitoplazmasina
girer. Sperm yumurta igerisine girer girmez, girdigi yerden baslayarak bir
dollenme zar1 olusturur. Buna kabuk tepkimesi denir. Dollenme zar1 olustuktan
sonra hi¢ bir sperm yumurtaya giremez. Sperm hiicresi sekonder oosit
sitoplazmasina girer girmez sekonder oosit II. mayoz boliinmesini tamamlar.
Ergin disi cins hiicresi ovum ve II. polar cisim olusur. Ovum c¢ekirdegi disi
proniikleusu olarak adlandirilir. Sperm basini olusturan cekirdek ise biiyiiyerek
erkek proniikleusunu olusturur. Farede II. polar cisimcigin olusumu
fertilizasyondan sonra 2 ila 5. saatlerde gozlenir. Erkek ve disi proniikleuslar
fertilizasyondan sonraki 4 ile 9. saatler icinde sekillenir ve yumurtanin merkezine
dogru tasimirlar. DNA replikasyonu fertilizasyondan sonra 11. ile 18. saatler
arasinda olur. Iki proniikleus birbirine ¢cok yaklagirlar ancak birlesmezler. Bunun
yerine mitozda cekirdek zarlar yikilir ve maternal ve paternal kromozomlar ig
iplikciklerinin {izerinde bir araya gelirler. Boylece tek hiicreli zigot sekillenir.

Maternal ve paternal kokenli kromozomlar sentromerleri hizasinda uzunlamasina
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ikiye ayrilirlar. Kardes kromatidler, aksi kutuplara ¢ekilir. Derin bir yarik zigot
yiizeyinde olusur ve giderek yarik derinleserek zigot ikiye boliiniir. Boylece iki
hiicreli (blastomerli) zigot olusur. Farede fertilizasyondan sonraki 17 ile 20.
saatler arasinda ilk yariklanma olusur. Proniikleuslarin sekillenmesi, DNA
replikasyonu ve sitokinez, oogenez siiresince sentezlenen ve yumurtada depolanan
RNA ve proteinler araciligiyla gerceklestirilir (35). Ik yariklanmanin ardindan
birbirini izleyen mitoz boliinmeler olur ve giderek kiigiillen hiicreler meydana
gelir. Her mitoz boliinmeden 6nce mutlaka DNA replike olur. Ugiincii ve
dordiincii bolinmeden sonra blastomerler seklini degistirmeye baslar sikica bir

araya gelmis 12-16 blastomerli morula sekillenmis olur (30, 36).

2. 3. Yardimc1 Ureme Teknikleri (YUT)

Yardimc1 iireme teknikleri, gelisen teknolojisi ile birlikte saglik,
veterinerlik ve biyoteknoloji gibi farkli bir¢ok disiplinde kullanilmaktadir. Zirai
bilimlerde yardimci iireme teknikleri teknolojisinin kullanilmasi hizla artan diinya
populasyonunun biiyiiyen gereksinimlerini gidermek i¢in kullanilirken, saglik
bilimlerinde temel kullanim alanini kisirlik tedavisi olusturmaktadir (37). Kisirlik
tedavisinde, son yillarda hizli bir gelisme gozlenmektedir. Bu hizli gelisme, iireme
teknolojisinde gozlenen hizli gelisme ve bunun saglik sektoriinde etkili
kullanimini saglamaktadir. Bugiin her 100 ciftten 15’inin infertil oldugu kabul
edilmektedir. Bu %15’lik oranin; %6’s1 tedavi edilebilmekte ancak %9’luk bir
oranda hala ¢oziimsiizliik siirmektedir (38, 39). Kadin, erkek ya da her ikisine ait
iireme sistemleri ile ilgili problemlerden kaynaklanan bir saglik sorunu olan
infertilite, “ciftlerin en az bir yil siireyle istemelerine ragmen cocuk sahibi
olamamalar1” olarak tanimlanir. Infertilitenin yaklasik %401 kadinlardan, %40’1
da erkeklerden kaynaklanan nedenlere baglidir. Geriye kalan %20 ise her
ikisinden kaynaklanan sorunlar ya da agiklanamayan infertilite nedenleridir (39).

Kadin infertilitesinin en sik goriilen nedeni yumurtaliklara ait bozukluklar
ve tiiplerin tikali olmasi gibi anatomik sorunlardir. Daha az goriilen nedenler

arasinda ise endometriozis (endometriyumun uterus disina yerlesmesi) ve
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hiperprolaktinemi (hormonal bozukluk) gibi nedenler s6z konusu olabilir. Erkek
infertilitesinin nedenleri arasinda ise; spermin kalitesi ya da sayisimi etkileyen
sperm iiretim bozukluklari, sperm ileti yollarinin dogustan yoklugu veya
tikanikliklan gibi anatomik bozukluklar, immunolojik (bagisiklik sistemi ile ilgili)
bozukluklar sayilabilir (27, 39).

Infertilite tedavilerinde, in vitro fertilizasyon (IVF), intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonu (ICSI), gamet intrafallopian transfer (GIFT), zigot intrafallopian
transfer (ZIFT) ve tubal embriyo transfer (TET) gibi bir¢cok yardimci iireme
teknikleri kullanilir (40).

Infertilite tedavilerinde en ¢ok faydalanilan yardimci iireme tedavisi, in
vitro fertilizasyondur (IVF). In vitro fertilizasyon (IVF), yumurta hiicrelerinin
spermlerce disi dolyatagi disinda fertilize edilmesi teknigidir. IVF diger yardimci
iireme tekniklerinin basarisiz oldugu infertilite problemlerinde bagvurulan temel
tedavi bi¢imidir. IVF, ovaryum follikiillerden aspire edilen oositler ile ejekulattan
veya cerrahi yollardan elde edilen spermlerin laboratuar ortaminda bir araya
getirilmesi, fertilizasyonu ve in vitro Xkiiltir sartlarinda gelisimi sonrasinda
embriyolarin intrauterin kaviteye transferi olarak Ozetlenebilecek bir tedavi
siirecidir (27).

Tedaviye bagvuran infertil ¢iftlerin sadece yaklasik %3 i gibi kiiciik bir
oranina IVF tedavisi uygulanir. Aslinda hem erkek hem kadin icin bir¢ok farkli
uygun tedavi yontemleri vardir. Ornegin diizensiz ovulasyon sikayeti olan bazi
kadinlarin hormon tedavisiyle ovulasyonlart indiiklenir ve gebe kalmalar1 ve
hamilelikleri saglanabilir. Erkekler i¢cin sperm analizleri sonucunda bir enfeksiyon
veya bir antikor sorunu tespit edilebilir. Bu durum uygun hekimlere gidilip, uygun
ilag tedavisiyle rahatlikla giderilebilir. Sperm analizleri sonucunda eger sperm
sayisinda azlik ya da spermin hayatta kalma siiresinin kisa oldugu fark edilirse,
cifte intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu tedavisi uygulanabilir (40).
Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) en yeni mikromanipiilasyon
tekniklerinden biridir. Bu teknik, tek bir spermin yumurta i¢ine enjeksiyonunu

igerir. IVF de oldugu gibi disi, ovaryum uyaricilart ile implantasyon igin
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hazirlamir. ICSI, yeni YUT teknikleri icinde basar1 oran1 yaklasik %26 ile en etkili
yontemdir (41).

Yaygin olarak kullanilan diger bir YUT prosediirii, gamete intrafallopian
transfer (GIFT) dir. Bu teknik 1984 yilinda gelistirilmistir ve servikal veya
immiinolojik faktorlerin, hafif endometriozisin neden oldugu kisirlik durumunda
veya aciklanamayan kisirhk durumlarinda basariyla uygulanan bir tedavi
bicimidir. GIFT sirasinda sperm ve yumurta bir araya getirilir ve fallop
tiiplerinden birine veya her ikisine transfer edilir. Dolayisiyla GIFT tekniginde
IVF den farkli olarak in vivo fertilizasyon gerceklesir (40).

IVF’in bir bagka formu da, zigot intrafallopian transfer (ZIFT)’dir. Bu
teknigin diger bir ismi de “pronuclear stage transfer” (PROST)’dur. ZIFT
yonteminde yumurtalar transvaginal ultrason aspirasyonu yoluyla alinir ve bir
laboratuar kabinda dollenir. Ertesi giin dollenen yumurtalarin hiicre boliinme
evreleri baslamadan fallop tiiplerine nakledilir. Daha gelismis embriyolar (4-8
hiicreli)’in fallop tiiplerine nakledilmesine ise Tubal Embriyo Transfer (TET)
denir. Bu tekniklerin GIFT’ ten en 6nemli farki ve yaran fertilizasyonun olup
olmadiginin belirlenebilmesidir (42).

Yardimc1 iireme teknikleri kullanimina dair ilk belge 1783 yilinda
Spallazani’nin yapay olarak dollenmis bir kpekten elde ettigi yavrulardir. Ancak
ilk ciddi belgeler 1900 lii yillarda Rusya’daki Ivanov okulunda at, koyun ve
sigirlarda kullanilmak amaciyla gelistirilen yapay vajina ve dollenme tekniklerine
ait calismalardir (46). Ciftlik hayvanlarinda suni dollenme ¢ok onemli bir gorev
iistlenmektedir. Ciinkii bir erkek ejekulati milyonlarca spermatozoa igerir ve bu
spermatozoalarla teorik olarak binlerce disi dollenebilir. YUT konusunda biiyiik
atilim 1940’larmn sonlarinda Ingiltereden bir ekibin hayvan spermatozoalarinin
dondurularak saklanmasim saglayacak teknigi duyurmasi oldu. Ayni1 zamanda disi
gametlerin elde edilmesi ve manipiilasyonlan ile ilgili yontemlerde de gelismeler
rapor edildi. Follikiillerinden kurtulup uygun medyumlar iginde kiiltiire edilen
tavsan primer oositlerinin mayoza kaldiklar1 yerden devam ettikleri yani in vitro
maturasyonun gerceklestirildigine dair ilk calismanin yayinlanmasinin iistiinden

50 yildan fazla siire gecti. 1968 yilinda Irlanda’ da bir ekip ilk olarak sigir
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oositlerinin in vitro niikleer maturasyonunu rapor etmislerdir. Ik yardimec: iireme
teknikleri prosediirii 1960 larin sonunda tavsanlar iizerinde gerceklestirildi ve
daha sonra bu teknik fallop tiiplerinin zarar gérmesi ya da tikanmasi sonucunda
olusan insan infertilitesinin tedavisinde kullanildi (40, 43, 45). Hayvanlar iizerinde
basariyla uygulanan bu IVF teknikleri insanlar i¢in gelistirildi ve ilk kez 1973'te
viicut diginda dollenme basarilabildi. Fakat dollenme sonrasi olusan embriyo
rahime yerlesememis yani “implante olamamis” ve diisiikle kaybedilmisti 1978’ de
Ingiltere’de, Dr. Steptoe ve Dr. Edwards’in yonettigi ekibin gelistirdikleri bir
teknikle ilk tiip bebek olan “Louise Brown” dogmustur. Bu asamadan sonra hedef
yumurtlama tedavilerinin gelistirilmesine dogru ilerlemistir (40, 44). Neredeyse
50 yildir yardimla iireme laboratuarlarinda ve genetik laboratuarlarinda uygulanan
tekniklerle cok hizli ilerlemeler gozlenmektedir. Ornegin 1960’11 yillarda baslayan
gametlerin yani oosit ve sperm hiicrelerinin in vitro maturasyonu lizerine yapilan
calismalar hala devam etmekte ve maturasyonda gorev alan molekiiller tespit
edilmeye ¢alisiimaktadir. Sperm maturasyonuyla o6zellikle steril erkeklerin
tedavisinde umut vadetmekteyken oositler icinde ovulasyonun indiiksiyonun
yerine gececektir (47). Ilerleyen yillarda ¢ocuk sahibi olmak isteyenler icin
ovaryum dokusunun dondurularak istenildiginde primordial follikiillerden oosit

eldesi calismalar1 hizla gelismektedir (38).



34

3. GEREC VE YONTEM

3. 1. 1. Kullamlan Cihazlar

e Hassas Tart1 (Denver Instrument Company, USA)

e Manyetik Karistiric1 (BIBBY Stuart, UK)

e Mikropipetler -10ul, 20ul, 200ul ve 1000ul- (Gilson, USA)
e Vorteks (Clifton Cyclone, UK)

e PH Meter (Metle Toledo MP 2200, UK)

® Masaiistii Makro Santrifiij (Mistral 1000 MSE, UK)

e Stereo mikroskop (Nikon SMZ 645, Japan)

¢ Invert mikroskop (Nikon T1-SM, Japan)

¢ Floresan mikroskop (Olympus BX51, Japan)

e (COy’li inkiibator (Thermo Forma, USA)

e Laminar Flow (Steril-VBH Poste de securite Microbiologique

Type II, Categorie 2 1190X580X685, France)
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. 1. 2. Kimyasal Maddeler

M2 medyumu (Sigma, USA)

M16 medyumu (Sigma, USA)

HTF (IVF) medyumu (Millipore, USA)

PMSG (Pregnant mare serum gonadotropin) (Sigma, USA)
hCG (human chorionic gondotropin) (Sigma, USA)
Hyaluronidaz (Sigma, USA)

Hafif mineral yag (Sigma, USA)

Phosphate Buffer Saline (PBS) (Sigma, USA)
Penisilin/Streptomisin (Biological industries, Israel)
Paraformaldehit (Sigma, USA)

Bovine Serum Albumin (BSA) (Sigma, USA)
Triton X-100 (Sigma, USA)

Primer Antibody Diluent (Pleasanton, USA)

Gel Mount Aqueous Mounting (Sigma, USA)
Monoklonal anti-a-tubulin-FITC (Sigma, USA)
DAPI (Fluka, USA)

Phalloidin konjugeli TRITC (Sigma, USA)

35
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3. 2. Siiperovulasyon

Stiperovulasyonda, ovule olan oositlerin sayisin1 arttirmak amaciyla,
ciftlesmeden oOnce disilere gonadotropinler uygulanir. Pregnant mare's serum
gonadotropin (PMSG, Sigma G-4877) FSH etkilidir ve follikiilii uyaran dogal
hormonu taklit eder. Human chorionic gonadotropin (hCG, Sigma C-8554) ise LH

etkilidir ve ovulasyonu saglayan dogal hormonu taklit eder (47, 48).
3. 2. 1. Gonadotropinlerin Hazirlansi

Cogu soylarda PMSG'nin Onerilen ¢ozeltisinde dozu intraperitonal 5 I.U.
dir. Uygulamadan once, PMSG %0.9 NaCl c¢ozeltisinde 50 L.U./ml olarak
sulandirildi. Oligotlara boliinerek -20 °C'de kullanima dek saklandi. Hazirlanan bu

cozeltiden, her hayvana intraperitoneal olarak 0.1 ml enjekte edildi.

hCG ikinci gonadotropindir ve ovulasyonu uyarmak ve saglamak icin
verildi. Cogu fare soyunda, hCG'nin 2.5 [.U.'lik dozunun yeterli olmasina ragmen,
hayvan bagsina genellikle 5 I.U. uygulandi. 50 I.U./ml'lik stok olarak hazirlanan ve
oligotlara boliinerek -20 °C'de 1s1ktan korunarak saklanan bu hormon her hayvana

intraperitoneal olarak 0.1 ml enjekte edildi (47, 49, 50).

3. 2. 2. Gonadotropinlerin uygulama zamani

Gonadotropinlerin ~ verilme zamani uniform, yani aym gelisim
donemindeki embriyolarin elde edilmesine etki eden fare odasinin 1s1k siklusu ile
yakindan ilgilidir. Cogu soylar icin, PMSG ve hCG enjeksiyonlar arasindaki
uygun zaman araligi 42-48 saattir. Genellikle, ovulasyon, hCG enjeksiyonundan
10-13 saat sonra meydana gelir. Fertilizasyon ise, ovulasyondan 1-2 saat sonra
sekillenir. Ovulasyon zamanim kontrol etmek icin, hCG'nin endojen LH
salgilanmasindan en az 2-3 saat Once uygulanmasi 6nemlidir. Endojen LH
salgilanmast PMSG enjeksiyonunu takiben ikinci karanlik periyodun orta
noktasindan 15-20 saat sonra meydana gelir. PMSG'ye cevap olarak salgilanan
endojen LH'nin zamani aydinlik karanlik siklusu ile diizenlenir. Bu ¢alismada, 14

saat aydinlik 10 saat karanlik 151k siklusu uygulandi (47, 49).
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3. 3. Medyum ve Kullamilan Enzimlerin Hazirlanmasi
3. 3. 1. M2 Medyumunun Hazirlanmasi

Elli ml M2 i¢ine 0.5 ml penisilin/streptomisin ¢ozeltisi katildi. (Karigim

oligotlanarak +4 °C’de 1 ay bozulmadan saklanabilir)(49).
3. 3. 2. M16 Medyumunun Hazirlanmasi

Elli ml M16 i¢ine 0.5 ml penisilin/streptomisin ¢ozeltisi katildi. (Karigim

oligotlanarak +4 °C’de 1 ay bozulmadan saklanabilir) (49).
3. 3. 3. Hyaluronidaz Cozeltisinin Hazirlanmasi

60 mg hyaluronidaz tartilip 1000 pl distile su i¢ine katilarak ana stok
hazirlandi. Bu ana stoktan otomatik pipetle 160 ul alinip 1 ml’lik ependorf tiiplere
boliindii. Daha sonra her tiip 1 ml’ye tamamlanarak 2. stok ¢ozelti hazirlandu.
Tiipler -20 °C’de saklandi. Enzim kullanilacagi zaman 300 pg/ml olacak sekilde
hesaplanarak 2. stok ¢ozeltisinden 30 ul alinip M2 ile 1 ml’ye tamamlandi (47).

3. 4. Oositlerin Toplanmasi ve Kiiltiirii
3. 4. 1. Oositlerin Toplanmasi ve In Vitro Maturasyonu

® 14 saat aydinlik 10 saat karanlik 151k periyodunda en az iki hafta birakilan
4-6 haftalik disi fareler siiperovulasyon icin kullanildi (sabah 8:00 de 151k
kapanip aksam 18:00 de acildi1). Bu kosullarda barindirilmis farelere saat
18:00'da 5 tinite PMSG hormonu intraperitonal enjeksiyonla veridi (47,
49).

e PMSG enjeksiyonundan yaklasik 48 saat sonra, intraperitonal olarak 200
mg\kg pentotal sodyum enjekte edilmis disi fareler servikal dislokasyon
ile oldiiriildii. Icinde M2 medyumu bulunan petriye alinan

ovaryumun 27 ga’luk igne kullanilarak ensizyonu ile germinal vezikiil
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asamasindaki oositler toplandi. Kumulus hiicreleri, mekanik olarak cam

pipetle uzaklastirildi (47, 49, 51).

Toplanan oositler enzimsiz M2 medyumunda 3 kez yikandiktan sonra
0.5 ml penisilin/streptomisin igeren M 16 kiiltir medyumu i¢inde 37

°C'de % 5'lik CO,'li etiivde 13 saat kiiltiire edildi (49, 51).

Inkiibasyonun baslangicindan itibaren cesitli zaman dilimlerinde oositler
invert mikroskop altinda kontrol edildi ve 1. polar -cisimcigin
gozlemlenmesi ile germinal vezikiil asamasinda toplanan oositlerin

niikleer maturasyonunu tamamladig kabul edildi (52).

Kiiltiirdeki oositler, 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 8, ve 12-16.saatlerde immiinfloresan

goriintii alabilmek i¢in topland1 ( 51).
3.4. 2. Fare Yumurtalarinn In Vitro Fertilizasyonu

Siiperovulasyon: 14 saat aydinlik 10 saat karanlik 151k periyodunda en az
iki hafta birakilan 4-6 haftalik disi fareler siiperovulasyon icin kullanildi
(sabah 8:00 de 151k kapanip aksam 18:00 de acildi). Bu kosullarda
barindirilmig farelere saat 18:00'da 5 {inite PMSG hormonunun
intraperitonal enjeksiyonu yapildiktan 48 saat sonra, saat 18:00'da 5 {iinite
hCG intraperitonal olarak verilerek fareler yumurta eldesine kadar aymi
kosullarda bekletildi (47, 49, 51, 52).

IVF uygulamasindan bir giin 6nce ya da minimum 3 saat 6ncesinde IVF
medyumunun 1x1000ul ve 50 ser ul‘lik mikrodamla kiiltiirleri iistleri
mineral yag ile kaplanarak 35 mm’lik steril petri kaplarina hazirland.
Hazirlanan petri kab1 %5°lik CO, ve 37°C de inkiibasyona birakild1 (47,
49).

IVF uygulamasindan en az bir saat dnce M16 medyumu igeren 2 farkli 35

mm’lik petri kabinda mikrodamlalar hazirlandi. M16 medyumu igeren bu
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iki kaptan biri yikama amac¢h kullanilirken digeri kiiltiir icin kullanildi
(49).

Sperm eldesi: hCG enjeksiyonundan 12 saat sonra erkek fareler oldiiriildii
ve erkek fareden iki adet epididimis IVF medyumu igine alind.
Yaglarindan ince pensler yardimi ile temizlenen kauda epididimisler ve
vas deferensler 1000ul dengelenmis IVF medyumu i¢ine alindi. Sperm
hiicrelerinin medyuma ge¢mesini saglamak icin ince bir pens yardimiyla
epididimis ve vas deferensler sivazlandi. Petri 10-20 dakika %5 COsli
ortamda sperm hiicrelerinin hareketine olanak saglamak icin birakildi. Bu
siire sonunda 2x 10° spermatozoon/ml olacak sekilde konsantrasyon hesabi
yapildi. Altmig-doksan dakika %5 CO,li ortamda kapasitasyon igin
bekletildi (52).

Yumurta eldesi: hCG enjeksiyonundan 12.5-13 saat sonra siiperovule
disilerin oviduktlarindan yumurtalar alindi. Enzimli M2 medyumunun
icinde yaklasik 5 dakika bekletildi. Sonra enzimsiz M2 icinde 3 kez
yumurtalar yikamip ve fertilizasyona kadar dengelenmis 50’ser
mikrolitrelik IVF medyumu i¢inde 10’ar adet yumurta olacak sekilde,
37°C, %5 CO,'li inkiibator sartlarinda bekletildi (47, 49, 52, 53).
Fertilizasyon: hCG enjeksiyonundan en ge¢ 13.5-14 saat sonra IVF
yapilmalidir. Bunun icin daha o©nceden hazirlanmis ve icerisinde
yumurtalarin ~ bulundugu IVF medyumu igerisine 100ul sperm
siispansiyonu steril pipet ve uglar kullanarak ilave edildi. Yaklasik 5-6 saat
siireyle, fertilizasyon i¢in 37°C, %5 CO, ve yiiksek nem sartlarindaki
etiivde sperm hiicreleri oositler ile birlikte inkiibe edildi (47, 53).

Bu siire sonunda hiicreler M2 medyumuyla yikanip 1lik ve dengelenmis
M16 medyumunda 37 °C'de % 5'lik CO;’li etiivde fiksasyon ve boyama

asamasina kadar kiiltiire edildi (53).
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3. 5. Oosit ve Zigotlarin Fiksasyonu ve immiinboyanmasi

Oosit kiiltiiriiniin basglangicindan itibaren 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 8, ve 12-
16.saatlerde ve IVF den sonra 24. saatte 2 hiicreli 48.saatte 4, 54. saatte 8
hiicreli ve 5,5-6 giinde blastosist asamasindaki embriyolar mikrotiibiil,
mikrofilament ve kromozom analizi i¢in ii¢ kez PBS de yikandi

(49,54).

PBS'de %4’liikk paraformaldehit ¢ozeltisinde 60 dk oda 1sisinda fikse
edildi (54).

Fiksasyon sonrasinda, oositler 3 er degisim 5 dk PBS den gecirildikten
sonra PBS’de % 0.1 triton X 100 ile 10 dk oda 1s1sinda permeabilize
edildi (55).

Permeabilizasyon sonrasinda hiicreler, PBS’de % 0.1°lik BSA i¢inde 10
dk oda 1sinda muamele edildi (55).

Hiicreler, monoklonal anti-a-tubulin-FITC antibodysinin 1:50 oranindaki

cozeltisinde 37°C'de 90 dk inkiibe edildi (49, 54).

Mikrotiibiiller bu sekilde isaretlendikten sonra, oositler %0.1 BSA ve
9%0.1 Triton-X-100 iceren PBS de iicer kez ve iki kezden fazla da
PBS'de yikand1 (51, 52, 53, 55).

Oosit ve embriyolarda aktin hiicre iskeletini gosterebilmek iginse

37°C'de 45 dk phalloidin konjugeli TRITC ile inkiibe edildi (55).

F-aktin bu sekilde isaretlendikten sonra, oositler ve embriyolar %0.1
BSA ve %0.1 Triton-X-100 iceren PBS de iicer kez ve iki kezden fazla
da PBS'de yikandi (51, 52, 53, 55).



41

Daha sonra kromozomlarin goriiniir hale gelmesini saglamak icin
oosiler ve embriyolar, oda 1sisinda 15 dk DAPI ile inkiibe edildi (49,
54,).

Boyama isleminin ardindan oositler ve embriyolar, antifade medyumla

kapatilip immiinofloresan mikroskopta incelendi (49, 51, 52, 53, 55).
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4. BULGULAR

Oosit kiiltiiriiniin baslangicindan itibaren 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 8, ve 12-16.
saatlerde oositlerde ve IVF den sonra 24. saatte 2 hiicreli, 48.saatte 4, 54. saatte 8
hiicreli ve 5,5-6 giinde blastosist asamasindaki embriyolarda, kromozom,
mikrotiibiill ve mikrofilament dagilimlar1 ve organizasyonlan {i¢lii boyama
teknigi kullanilarak floresan mikroskopta belirlendi.

Farkli gelisim basamaklarindaki oositlerde ve in vitro fertilizasyon sonrast
elde edilen embriyolarda kromatin dagiliminin belirlenebilmesi i¢in oosit ve
embriyolar DAPI ile muamele edildi ve Olympus BXS51 marka floresan
mikroskobun U-MNIGA3 filtresi ile goriintiilendi. Kiiltiiriin baslangicinda
toplanan oositlerin hepsi germinal vezikiil (GV) asamasindayd: (Sekil 7. A ve
Sekil 8. A). Kiiltiiriin 0., 2., 1. ve 1,5. saatlerinde fikse edilerek DAPI ile boyanan
oositlerin niikleuslarinin ve bir ya da iki belirgin niikleoluslarinin oositin
merkezinde bulunduklar1 gozlendi (Sekil 8. A, B, C ve D). Kiiltiiriin
baslangicindan iki saat sonra oositlerin hepsinin, germinal vezikiil bozulumuna
(GVBD) ugradiklar belirlendi (Sekil 7. B, Sekil 8. E). Bu iki saatlik siire i¢inde
oositler diakinezin hem erken hem de ge¢ fazina dogru bir gelisim gosterdiler.
Kiiltiirtin 8. saatinde kromatinler kondanse hale geldiler ve DAPI ile daha iyi
reaksiyon verdiler (Sekil 8. F). 11. saatte ise kondanse olan kromatinler kalin
kromozom yapilar olusturdular (Sekil 8. G). 12-16.saatlerde ise 1. polar cisimcik
olustu ve kromozomlar zamanla yiginlar olusturdular (Sekil 7. C, D, Sekil 8. H).
In vitro fertilizasyon sonrasi kiiltiire alinan preimplantasyon embriyolari, 24.
saatte 2 hiicreli (Sekil 7. E, Sekil 8. I), 48. saatte 4 hiicreli (Sekil 7. F, Sekil 8. J),
54. saatte 8 hiicreli (Sekil 8. K), 5,5. giindeyse blastosist sathasina (Sekil 8. L)
ulagt1. 1-7 hiicreli sathada biitiin blastomer niikleuslar1 hiicrenin merkezinde veya
merkezine yakin yerde gozlendi. Ancak blastomerlerde niikleus hiicre kontakt
bolgelerinin bazal yariklarina yakin gozlendi (Sekil 8. J). Sekiz hiicreli sathada ve
blastosist asamasinda bir cok niikleus benzer sekilde hiicrenin merkezinde
lokalize olarak gozlendi (Sekil 8. J, K). Sekiz hiiceli safhada okla gosterilen
alanda diger blastomerlerden farkli olarak metafaz safhasinda bir blastomer

goriilmektedir (Sekil 8. J).
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Oosit matiirasyonu siiresince ve fertilizasyon sonrast elde edilen
embriyolarin hiicre iskeleti goriinimleri ise c¢esitli zaman dilimlerinde,
immiinfloresan teknikler kullanilarak belirlendi. Ug tip hiicre iskeleti elemanindan
mikrotiibiil ve mikrofilementler fare oositlerinde acik¢a gozlendi. Onemli hiicre
iskeleti elamanlarindan mikrotiibiiller, monoklonal anti-a-tubulin-FITC antikoru
(1:50) (Olympus BXS51 marka floresan mikroskobun U-MWB?2 filtresi ile),
mikrofilamentler ise, phalloidin konjugeli TRITC kullanilarak (Olympus BX51
marka floresan mikroskobun U-MWIY2 filtresi ile) oosit ve embriyolarda
goriintiilendi. Mikrotiibiillerin, fare oositlerinin matiirasyonu siiresince ooplazma
boyunca nispeten tekdiize bir dagilim gosterdigi belirlendi. Mikrotiibiiller,
metafaz I sathasinda mayotik ig iplik¢iklerinde konsantre olup matiir oositlerde
her mayotik boliinmenin metafazinda, siralanmis kromozomlar1 cevreleyen
mayotik ig iplikciklerinde yogunlastilar. Mikrotiibiiller interfaz siiresince
sitoplazmada bir ag seklinde bulunmakta (Sekil 9. B, B* ve b) olup mayoz
boliinme ve karyokinez siiresince ise sadece mayotik ig iplikcikleri seklinde bir
cift kromozom seti cevresinde goézlendi (Sekil 10. D, E, B* D* b ve d).
Mikrofilamentler, GV asamasi1 siiresince kortekste belirgin olmak {izere
ooplazmanin her tarafinda dagilmig halde (Sekil 9. A, A* ve a), GVBD sonrasinda
ise oositin ¢ogunlukla subkortikal bolgesinde yogunlastiklart gozlendi. Matiir
oositlerde (MII), mikrofilementler temel olarak kortekste gozlendiler (Sekil 10. A,
A*, D*, a ve d). Ancak daha biiyiik konsantrasyonda hiicre yiizeyine yakin yerde
ve paralel konumlanan mayotik ig iplik¢iginin iizerindeki bolgede buluklan
gozlendi (Sekil 10. A, D ve d). in vitro fertilizasyon sonras1 gerceklesen sitokinez
stiresince korteksin yariklanma cizgisinde verdigi florasan yansima korteksin geri
kalanindan daha yogun olarak gozlendi (Sekil 11. A, A*). Mikrofilamentlerin,
temel olarak blastomerlerin hiicre membraninin hemen altinda ve 6zellikle hiicre-
hiicre temas bolgelerinde konsantre olduklar1 gozlendi (Sekil 11. A, A*, Sekil 12.
A, ave Sekil 13. A, a).
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Sekil 7. A, Germinal Vezikiil (GV) safthasinda, B: Germinal Vezikiil bozulumu (GVBD)
safhasina, C ve D: MII safhasina ulasmis oositlerin, E: in vitro fertilizasyon sonrasi
24.saatte elde edilen 2 hiicreli ve 48. saatte elde edilen 4 hiicreli embriyonun

stereomikroskop goriintiileri. Biiyiitme 100X
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Sekil 8. Fare oositlerinin mayotik maturasyonu siiresince ve
preimplantasyon embriyolarinda kromatin yapilar1 gosterilmistir. DNA (mavi),
DAPI ile isaretlenerek floresan mikroskopta goriintiilendi (10 pg/ml). A, O.saatte,
B, 1/2. saatte, C, 1. saatte ve D, 1 Y2. saatte kiiltiirden alinarak isaretlenen
oositlerin goriintiileri. Kiiltiiriin 2. saatinde germinal vezikiil bozulumu (GVBD)
gerceklesti (E). Kiiltiiriin 8. saatindeki oosit (F). Kiiltiiriin 11. saatindeki oosit (G).
Kiiltiiriin 12-16.saatlerde 1. polar cisimcigi olusmus MII safhasinda oosit (H). In
vitro fertilizasyon sonrasi kiiltiire alinan preimplantasyon embriyolar1 (I, J, K, L).
24. saatte 2 hiicreli (I), 48. saatte 4 hiicreli (J), 56. saatte 8 hiicreli (K), 5.5.
giindeyse blastosist safhasina (L) ulasan embriyolarin floresan mikroskobik

goriintiileri.
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50.0 ym
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Sekil 9. DNA, DAPI (mavi) ile mikrotiibiiller, monoklonal anti-a-tubulin-
FITC antibodysi (yesil) (1:50) ve mikrofilamentler ise, phalloidin konjugeli
TRITC (kirmizi) kullanilarak immatiir oositlerde goriintiilendi. Kiiltiiriin
baslangicinda goriintiillenen GV evresindeki oositler. D, D* ve d DNA,
mikrofilament ve mikrotiibiil goriintiilerinin iist iiste bindirilmesi ile elde edilmis
goriintiilerdir. Cakistirillmis goriintiilerde, aktin hiicre iskeletinin kirmizi floresan
yansimayla oositlerin korteksinde dagilim gosterdigi, mikrotiibiillerin yesil
floresan yansimayla oositin ooplazmasi i¢inde tekdiize bir dagilim gosterdigi ve

niikleuslarin oositin merkezinde konumlandigi goriilmektedir.
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100 pm

100 pm

100 pm

100 Hm

100 pm
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Sekil 10. MII evresindeki olgun oositlerde, DNA (mavi), mikrotiibiiller
(yesil) ve mikrofilamentler (kirmizi) immiinfloresan yontemler ile floresan
mikroskopta goriintiilendi. Mikrofilementlerin temel olarak kortekste bulunduklari
ancak daha biiyiikk konsantrasyonda hiicre yiizeyine yakin yerde ve paralel
konumlanan mayotik ig iplik¢iginin iizerindeki bolgelerde bulunduklar
gozlemlenmistir. (A, C, D, A*, D* a ve d). A, C ve D de polar cisimcigin
sekillendigi alanda ve ozellikle mikrotiibiiller ve mikrotiibiillerle iligkili
kromozomlarin bulundugu alanda mikrofilamentlerin oldukg¢a kalinlastig1 ve (a ve
d )daha giiclii floresan yansima verdigi goriilmiistiir. E, anastral, varil sekilli ve
oosit korteksiyle iligkili mikrotiibiillerin biiyiitiilmiis goriintiisii. D* ve d, DNA,
mikrotiibiill ve mikrofilament goriintiilerinin cakistirilmas1 ile elde edilmis

goriintiilerdir.
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Sekil 11. iki hiicreli embriyolarda, DNA (mavi), mikrotiibiiller (yesil) ve
mikrofilamentler (kirmizi) immiinfloresan yontemler ile floresan mikroskopta
goriintiilendi. Mikrofilamentlerin temel olarak hiicre membraninin hemen altinda
ve ozellikle hiicre hiicre kontakt bolgelerinde konsantre olduklar1 gozlendi (A, A*,
D, D*). 2 hiicreli embriyoda interfaz sathasinda mikrotiibiiller ooplazmada tek
diize bir dagilim gosterirken (C), anafaz kopriisiinin (midbody) C*’nde
goriilmektedir. Niikleuslar blastomerlerin merkezinde goriilmektedir ( B, B*, Dve
D*). D* ve d, DNA, mikrotiibiil ve mikrofilament goriintiilerinin ¢akistirilmasi ile

elde edilmis goriintiilerdir.
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Sekil 12. Dort ve sekiz hiicreli embriyolarda, DNA (mavi), mikrotiibiiller
(yesil) ve mikrofilamentler (kirmizi) immiinfloresan yontemler ile floresan
mikroskopta goriintiilendi. Mikrofilamentlerin, hiicre membraninin hemen altinda
ve Ozellikle hiicre hiicre kontakt bolgelerinde konsantre olduklar goriilmektedir
(A, a). Mikrotiibiillerin, blastomerlerin interfaz evrelerinde sitoplazma icinde ag
seklinde dagildig1 ancak karyokinez siiresince bir cift kromozom seti cevresinde
ig iplikcikleri seklinde, simetrik, bipolar, varil sekilli oldugu goriilmektedir (b). 8
hiicreli embriyoda, b ve c sekillerinde sirasiyla mikrotiibiiller ve metafaz
safthasindaki kromozomlar goriilmektedir. D ve d fotograflar1 goriintiilerin

cakistirilmasi ile elde edilmis goriintiilerdir. Bar 100 um.
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Sekil 13. Blastosistlerde, DNA (mavi), mikrotiibiiller (yesil) ve
mikrofilamentler (kirmizi) immiinfloresan yontemler ile floresan mikroskopta iki
boyutlu goriintiilendi. Seviye farkindan dolay1 ¢ok net goriintii elde edilemedi.
Niikleuslarin  blastomerlerin  merkezinde, mikrotiibiillerin  blastomerlerin
sitoplazmasini ag gibi sardigin1 ve mikrofilamentlerin kompaksiyon alanlarinda ve

kortekste yogun sekilde dagilim gosterdikleri izlendi. Bar 100 pm.
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S. TARTISMA ve SONUC

Ug hiicre iskeleti elamanmindan 2 tanesi, mikrofilamentler ve
mikrotiibiillerin fare oositlerinde bulundugu acikca bilinmektedir. Ancak bu iki
hiicre iskeleti elemaninin oositlerdeki organizasyonunun somatik hiicrelerde
gozlenenden belirgin farkliliklar gosterdigi yapilan caligmalarla gosterilmistir (57,
58).

Bu c¢aligmada hiicre iskelet ag1 (temel olarak mikrotiibiiller ve
mikrofilamentler)’nin rolii ve yeniden organizasyonu farede oosit maturasyonu ve
in vitro fertilizasyon sonrasi preimplantasyon gelisimi siiresince tanimlandi. Fare
oositlerinin matiirasyonu ve fertilizasyonu sonrasindaki yariklanmalarinda, hiicre
iskeletinin yeniden organizasyonunun, niikleer ve sitoplazmik bdliinme
sirasindaki degisiklikleri yonlendirdigi gosterildi. Bu, oosit ve preimplantasyon
embriyolarinin sirastyla mikrotiibiil, mikrofilament ve kromatin yapilarinin
immiinfloresan isaretleme ve immiinofloresan mikroskopta incelenmesi ile
gerceklestirildi.

Bu calismada, mikrotiibiillerin, germinal vezikill (GV) evresindeki fare
oositlerinin ooplazmast boyunca nispeten tekdiize bir dagilim gosterdigi
belirlenmistir. Benzer sonuglar, fare (57, 58, 60) ve at (61) oositleri iizerinde
yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. Mattson ve Albertini, 1990 ile Messinger ve
Albertini, 1991’ nin yaptig1 ¢calismalarda germinal vezikiil bozulumu (GVBD)’ na
dogru sitoplazmik mikrotiibiillerin, GV’iin kenarinda yogunlagmaya basladiklarim
ve buradan ooplazmanin subkortikal alaninin i¢ine uzandiklar1 gosterilmistir (78,
79). Baz tiirler iizerinde yapilan calismalarda ise GV evresindeki oositlerde
mikrotiibiillere rastlanmamustir (62).

Mitoz sirasinda mikrotiibiiller tam olarak yeniden diizenlenirler. Mitoz
esnasinda hiicrede interfaz evresinde mevcut olan mikrotiibiil ag1 yikilip mitotik
igi olusturmak {izere yeniden yapilanir. Bu yeniden yapilanma, sentrozomun
mitotik igin karsit kutuplarinda, iki ayri mikrotiibiill organize edici merkez
(MTOC) olusturacak sekilde iki katina ¢ikmasi ile yonlendirilir. Bircok hayvan
hiicresinde MTOC, perisentriolar materyal (PCM) olarak adlandirilan elektron

yogun materyallerce cevrelenmis bir cift sentrioldan olusur. Mayotik ig
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iplik¢ikleri kutbu elektron dens PCM’nin bantlarindan olusur (56, 76). Her
mayotik boliinmenin metafazinda, mikrotiibiiller siralanmis kromozomlari
cevreleyen mayotik ig iplikciklerinde yogunlasirlar. GVBD ve kromozom
yogunlagmast mikrotiibiill agimin yeniden organizasyonunun tamamlanmasi ile
gerceklesir. Diger memeli tiirlerinin oositlerinde, mayotik yeterliligin gelisimi ile
ilgili kromozom cevresindeki mikrotiibiillerin es zamanlh birikimi olmasina
karsin, bu toplanma icin uyarim tam olarak bilinmemektedir (62, 63). Buna
karsin mikrotiibiillerin toplanmasinin sentrozomlarin fosforilasyonuyla saglandigi
da bilinmektedir (64).

Mikrotiibiillerin, MII asamasindaki olgunlagsmis oositlerde iyi organize
olmus ig iplikgikleri seklinde bulunduklar1 gozlenmistir. Ig iplikciklerinin
simetrik, bipolar, varil sekilli ve oositin korteksine yakin yerde lokalize oldugu
gozlenmistir. Benzer bulgular, gerek farelerle yapilan ¢alismalarda, gerekse diger
tiirlerde de gosterilmistir (fare: 60, 65, 66; insan: 67; inek: 68 ; domuz: 62). Ancak
ratlarda mayotik ig iplik¢iklerinin bu tiirlerden farkli olarak uzamis ve konik
sekilli oldugu gosterilmistir (77).

Fertilizasyon esnasinda sitoplazmik mikrotiibiiller proniikleus gogiine
katitlirlar (69, 70). Iki proniikleer membran yikildiginda cok sayida MTOC’ler
kromozomlarin 2 seti ¢evresinde bulunurlar ve bir ¢ok yarim ig iplik¢igi bu
MTOC’lerden olusur. Daha sonra varil sekilli mitotik ig iplikciklerinin kutuplar
bu MTOC’lerden sekillenir (56, 80, 81). In vitro fertilizasyonun ardindan fare
preimplantasyon embriyolarinda mikrotiibiillerin kompaksiyon siiresince yeniden
dagilim gosterdikleri gozlendi. Her bir blastomerde mikrotiibiiller interfaz
stiresince sitoplazma icinde ag seklinde dagilim gosterirken karyokinez siiresince
sadece mitotik ig iplik¢ikleri seklinde bir ¢ift kromozom seti ¢evresinde gozlendi.

Oosit maturasyonu siiresince fare oositlerinde gozlenen mikrofilament
organizasyonu insan ve domuz lizerinde yapilan calismalar neticesinde sunulan
sonucglarla benzerlik gostermektedir (56, 63, 71). Mikrofilamentler hem
sitoplazmik hem de yiizey kutbunda bulunurlar. Yani mikrofilamentler, GV
asamast siiresince korteksin hemen altinda ve temel olarak ooplazmanin her

tarafinda dagilmis halde olduklari, GVBD girerken ve sonrasinda ise oositin



59

subkortikal bolgesinde daha fazla yogunlastiklar1 gozlendi. Yapilan caligmalar
GV sathasindan GVBD sathasina geciste gozlenen bu degisikliklerin
mikrofilementlerin, GVBD sonrasinda kromatinin uygun pozisyona tasinmasinda
gorev aldigini gostermistir (62, 72, 73). Insan oositlerinde yapilan bir diger
caligmada da mikrofilementlerin kortekste ve GV c¢evresinde yogunlastigi
gozlenmistir (83). Mikrofilamentlerin oosit maturasyonu siiresince rollerini
belirlemek amaciyla arastiricilar, mikrofilament bozucu ajan sitokhalasin B
kullanmiglar ve kromozomlarin oositte periferal pozisyona normal goglerini
gerceklestiremedikleri ve polar cisim gelisiminin olmadigin1 rapor ederek
mikrofilamentin maturasyon siiresine iistlendigi gorevi belirlemislerdir (72). Bu
nedenle aktin filamentlerin, oolemmanin hemen altinda polar cisimcigin olusacagi
uygun periferal lokasyonu saglayan ig iplikciklerini temin ettigi aciktir.
Calismamizda, gelisimin ilerlemesi ile metafaz II safhasina ulasan oositlerde
mikrofilementlerin temel olarak kortekste bulunduklar1 gozlendi. Ozellikle hiicre
yiizeyine yakin yerde ve paralel konumlanan mayotik ig iplik¢iginin iizerindeki
bolgede mikrofilamentlerin  konsantrasyonunda artma izlendi. Yapilan
calismalarla bu bolgenin ayn1 zamanda mikrovillilerden yoksun ve kortikal
graniillerce fakir bolgeler olduklar1 ve mikrofilamentlerin organizasyonundaki bu
degisimin oositin fertilizasyonu icin gerekli oldugunu gosterdi (62, 71, 75, 83, 84,
85, 86). Bir mikrofilement inhibitorii olan sitokhalasin D kullanilarak yapilan
calismalarda, mikrofilementlerin fertilizasyonda spermin girisi icin gerekli
olmadigin1 fakat ig iplikgiklerinin rotasyonu, polar cisim olusumu ve
proniikleuslarin yumurtanin merkezine dogru goc¢ etmesinde Onemli oldugu
gosterilmistir (56, 87). Dolayisiyla spermatozoa, mayotik ig iplik¢iklerinin
tizerindeki mikrofilament¢ce zengin ve mikrovillilerce fakir bu alanda
fertilizasyonu saglayamaz (56). Cesitli memeli tiirlerinin olgun oositlerinde
yapilan calismalarla da mikrofilamentlerin, mayotik ig iplik¢iklerinin {izerinde
hiicre korteksinde lokalize olduklar1 gosterilerek, mikrofilementlerce zengin bu
alanin mayotik ig iplik¢iklerinin devamlilifindan ve kromozomlarin periferal

pozisyonundan sorumlu olduklar1 sonucuna varilmistir (62, 73, 74).
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Fertilizasyondan sonra mayotik yariklanma ig iplik¢iklerinin ekvatorunda
korteksin aktince zengin bolgesinde sekillenir. Iki aktince zengin ¢ikitinin birisi
biiziilerek yok olurken digeri biiyiiyerek II. polar cisimcigin formasyonuna neden
olur ve ig iplik¢iklerinin rotasyonunu saglar. Bu iki aktince zengin, mikrovillusca
fakir alan, proniikleuslar yumurtanin merkezine dogru go¢ ettiginde ortadan
kaybolur, iste bu sirada ¢ok sayida mikrofilement proniikleuslarin cevresinde
goriinebilir. Her iki mayotik kromozom ve yumurta korteksi arasinda oldukca
yakin bir iligski vardir. Her maternal kromozom, ozellikle dagilmamis sperm
kaynakli kromozomlar kortikal mikrofilementlerin toplanmasim1 ve membranin
hemen altinda mikrovillus yiizeylerinin kaybolmasimi indiikler. Polar bodyler
kromozomlarla iligkili bu kortikal domainlerde ortaya ¢ikar (56).

In vitro fertilizasyon sonrasinda elde edilen fare preimplantasyon
embriyolarinda mikrofilamentlerin temel olarak hiicre membraninin hemen
altinda ve ozellikle hiicre-hiicre temas bolgelerinde konsantre olduklar1 gozlendi.
Mikrofilament yogunlugu ikinci boliinme siiresince hiicrelerin birbiriyle temas
etmeyen yiizeylerinde belirgin sekilde azaldi. Filamentlerin bu bolgede siirekli
azalmas1 sonraki embriyo gelisimi boyunca agik sekilde gozlendi. Benzer
bulgular, gerek farelerle yapilan caligmalarda gerekse hamster embriyolariyla
yapilan caligmalarda gosterilmistir (fare; 80, hamster; 81, domuz: 82). Bu
caligmada mikrofilamentlerin hiicre-hiicre temas bolgelerinde serbest dig
yiizeylerine oranla daha yiiksek yogunluga sahip olduklarimin gézlenmesi aktin
hiicre iskeletinin hiicre-hiicre iligskisinde ve hiicrelerin yassilagsmasinda énemli bir
rolii oldugunu gostermektedir (80).

Hiicre iskeleti elemanlarindan mikrotiibiil ve mikrofilamentlerde meydana
gelen degisikliklerin, matiirasyon siiresince genetik materyalin yeniden
organizasyonuyla yakindan iliskili oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla bu ¢alismada
farede oosit maturasyonu siiresince ve in vitro fertilizasyon sonrasi elde edilen
preimplantasyon embriyolarinda hiicre iskeleti ile beraber kromatin dagilimi ve
niikleus konumlanmasi da arastirildi. Kiiltiiriin baslangicinda toplanan oositlerin
hepsi germinal vezikiil (GV) asamasindaydi. Kiiltiiriin baglangicinda ovaryumdan

toplanarak inkiibe edilen GV-asamasindaki oositlerin kromatin dagiliminda
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gozlenen degisikler profaz evresinde olan oositlerin mayoza kaldig1 yerden devam
etdebilmesi i¢in gerekli oldugunu diisiindiirmektedir (2). Oosit kiiltiiriinden ¢esitli
zaman dilimlerinde fikse edilerek boyanan oositlerde niikleusun oositin
merkezinde oldugu gozlendi. Gerek GV gerekse olgunlasmis oositlerde
kromatinlerin niikleolus ¢evresinde yogunlastiklar1 gozlendi. Bu goézlemler
yapilan diger ¢alismalarla da desteklenmektedir (58, 59). Buna karsin tamamen
biiyliyen oositte kromatinin niikleusun her yerinde dagilmis olarak yer aldigi
belirlenmistir. Kiiltiiriin 8. saatinde kromatinler kondanse hale geldiler. 11. saatte
ise kondanse olan kromatinlerin kalin kromozom yapilarim1 olusturduklarn
gozlendi. 12-16.saatlerde ise oosit MII evresine ulasti ve kromozomlarin metafaz
evresinde ig iplik¢iklerinin iizerinde yiginlar olusturduklar1 gozlendi. In vitro
fertilizasyon sonrasinda elde edilen fare preimplantasyon embriyolarinin 1-7
hiicreli blastomerlerinde blastomer niikleuslar1 hiicrenin merkezinde, merkezine
yakin yerde ya da ara sira hiicre kontakt bolgelerine yakin yerde gozlendi. Reeve
ve Kelly (81) ’nin yaptig1 calisgmada 4 ve 8 hiicreli blastomerlerde periferal olarak
yerlesen niikleuslarin embriyonun merkezine yakin bolgede kiimeler yaptiklar
belirtilmistir. Gozlemlenen niikleer gd¢, embriyo kompaksiyonunun zamaniyla
uyumludur. Bu, embriyonik hiicre farklilagsmasina yol agan erken embriyo
gelisimi siiresince Onemli fizyolojik olaylardan birisidir. Embriyonik hiicre
niikleuslarinin  go¢ii embriyonik kompaksiyon siiresince muhtemelen hiicre
iskeleti yapisinin yeniden diizenlenmesine neden olur (81). Calismamizda niikleer
goclin  embriyo kompaksiyonu siiresince mikrofilament ve mikrotiibiillerin
yeniden lokalizasyonuyla es zamanl oldugu gosterilmistir.

Bu calismada hiicre iskeleti elemanlarindan ooplazma i¢ine dagilmis olan
mikrofilament ve mikrotiibiillerin oosit matiirasyonu ve blastomerlerin interfaz
evreleri siiresince elde edilen goriintiilerinde net sekilde ag yapisi
goriintiilenememistir. Bu, ooplazmanin gerek maternal determinatlar gerekse
organel bakimindan ¢ok yogun olmasi, oositin diger viicut hiicrelerinden daha
biiyiik olmas1 ve 100X lik biiyiitmede iki boyutlu goriintiilerinde ag yapisinin

yeterince floresan yansima vermemesinden kaynaklanmaktadir.
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Farede, sicanda, domuzda ve insanda yapilan caligmalarla fertilize
olmamis oositlerde mikrotiibiil ve mikrofilament topluluklarinin normal
dagiliminin basaril bir fertilizasyon i¢in gerekli oldugu gosterilmistir (62, 63, 71,
73, 84, 85, 86). Webb 1986, Funahashi 1996, Kim 1996, yaptiklan calismalarda
yaslt yada uygun olmayan kosullarda matiire edilen oositlerde, kromatinin
mikrofilamentlerden zengin bolge disinda lokalize olabilecegi ve bunun ileride
normal olmayan embriyonik gelisime neden olabilecegini ileri siirmiislerdir (71,
88, 89). Dolayisiyla in vivo elde edilen oositlerde, in vitro matiirasyonu yapilan
oositlerden farkli olarak anormal mikrofilement birikimi ve metafaz
kromatinlerinin uygunsuz pozisyonu gozlenebilir. Bu anormalliklerdeki artisin
muhtemelen fertilizasyon sonrasinda normal olmayan embriyonik gelisime neden
olacag1 diisiiniilebilir. Matiirasyon sirasinda uygun olmayan kiiltiir kosullari
mikrotiibiil ve mikrofilement gibi baz1 sitoplazmik organellerin eksik
matiirasyonuna sebep olabileceginden, gelisimin durmasina IVF’ nin ve embriyo
transferinin gerceklesmemesine neden olabilir (63).

Sonug olarak, bu calisma ile fare oositlerin matiirasyonu ve in vitro
ferilizasyonu siirecinde hem mikrotiibiill hem de mikrofilamentlerin genetik
materyalin yeniden organizasyonuyla yakindan iliskili oldugu gosterilmistir.
Oosit hiicre iskeletinin, diger sitoplazmik organellerin yeniden dagilmasi ve
yapilanmasinda iistlendigi roller diisiiniildiigiinde basarili bir fertilizasyon ve
sonrasinda devam eden preimplantasyon embriyo gelisimi i¢in yasamsal roller
iistlendigi soOylenebilir. Hiicre iskeleti elemanlarindan mikrotiibiiller ve
mikrofilemetlerin hiicre icindeki organizasyonlar1 ve ooplazma icindeki diger
organellerle olan iligkilerinin aydinlatilmasi IVM, IVF, oosit ve embriyo
dondurma, ICSI gibi yardimeci iireme tekniklerinde basarili sonuglarin alinmasi

icin goz Oniine alinmasi1 gereken 6nemli konulardir.
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OZET

IN VITRO FERTILiZASYON SURECINDE FARE OOSIT VE
EMBRIYOLARINDAKI HUCRE iSKELETINDE MEYDANA GELEN
DEGIiSIKLIKLER

Okaryotik hiicrelerin degisik sekillere adapte olabilmeleri, hareketlerini
yonlendirip koordine etmeleri ve hiicre organellerinin hiicre iginde yer
degistirmeleri, sitoplazmanin her tarafina yayilmis olan protein yapida
filamentlerin olusturdugu kompleks ag sayesinde gerceklestirilir. Bu ag, hiicre
iskeleti olarak adlandirilir. Hiicre iskeleti olduk¢a dinamik bir yapida olup,
devaml olarak hiicrenin seklinin degismesi, boliinmesi, mitozda kromozomlarin
ayrilmasi ve hiicrenin ¢evresel etkilere cevap vermesini organize eder.

Hiicre iskeletini, ii¢ tip filament meydana getirir. Bunlar;
mikrotiibiiller, ara filamentler ve mikrofilamentler (aktin filamentler)
dir. Aktin filament (mikrofilament) hiicre gociinden membran transportuna
kadar genis bir alanda fonksiyon iistlenmektedir. Okaryotik hiicrelerde, 6zellikle
filamentoz (F-aktin) aktinin, hiicrelerin sekillerin korunmasi ve hiicrelerin
gocii, biiylimesi, polarizasyonu, organel tasimimi, endositoz\ekzositoz,
replikasyon ve gen regiillasyonu ic¢in gerekli oldugu gosterilmistir.
Mikrotiibiillerin ise mayoz boliinmenin gergeklesmesi, kromozomlarin yeniden
organizasyonu, sitoplazmik organellerin ve kiiciik vezikiillerin taginmasi gibi
temel fonksiyonlan gerceklestirdigi yapilan calismalarda gosterilmistir. Ancak
germ hiicrelerinin matiirasyonu, fertilizasyonu ve erken embriyo gelisimi siiresince
gerek mikrofilamentlerin  gerekse mikrotiibiillerin  iistlendikleri  roller
hakkindaki bilgiler simirhidir. Bu c¢aligmada invitro fertilzasyon siiresince hiicre
iskeletinde meydana gelen degisiklikler immiinfloresan yontemler kullanilarak
belirlenmesi amaglanmaktadir.

Bu calisma ile fare oositlerin matiirasyonu ve in vitro ferilizasyonu
stirecinde hem mikrotiibiil hem de mikrofilamentlerin genetik materyalin yeniden

organizasyonuyla yakindan iligkili oldugu gosterilmistir. Oosit hiicre iskeletinin,
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diger sitoplazmik organellerin yeniden dagilmasi ve yapilanmasinda iistlendigi
roller diisiiniildiigiinde basarili bir fertilizasyon ve sonrasinda devam eden
preimplantasyon embriyo gelisimi i¢in yasamsal roller iistlendigi soylenebilir.
Hiicre iskeleti elemanlarindan mikrotiibiiller ve mikrofilemetlerin hiicre i¢cindeki
organizasyonlar1 ve ooplazma icindeki diger organellerle olan iligkilerinin
aydinlatilmas1 IVM, IVF, oosit ve embriyo dondurma, ICSI gibi yardimci iireme
tekniklerinde basarili sonuglarin alinmasi i¢in géz 6niine alinmasi1 gereken 6nemli

parametreler oldugu agiktir.



65

SUMMARY

CYTOSKELETAL CHANGES OCCURRED DURING IN VITRO
FERTILIZATION PROCESS IN MOUSE OOCYTES AND EMBRYOS.

Eucaryotic cells contain a proteinous filamenteous network which help
cells to adopt their shape, to coordinate the movement of the cells and their
organelles within the cytoplasm. This prominenet network is called “cell
skeleton”. It has a very dynamic structure and make cell to change their shape, to
divide, to separate the chromosomes during mitosis and to respond to the
environmentalfactors.

Three types of filaments make the cell skeleton; microtubule, intermediate
filaments, and microfilaments (mostly actin). Actin filaments function in cell
migration and membrane transport. F-actin (filamenteous actin) has been shown
in eukaryotic cells in which they regulate the cell shape, cell migration, growth
and polarization, organelle transport, endo-and exocytosis, replication and gene
regulation. On the other hand, microtubuli take place in meiotic division,
reorganization of chromosomes, transportation of cytoplasmic organelles and
small vesicles. However, there is still not enough information about the role of
microtubules and microfilaments in the maturation of germ cells, fertilization and
early embryo development. The aim of the present study was the find out the
alteration of cell skeleton of mouse oocytes during in vitro fertilization process
using immunofluoresence staining techniques.

The present study demonstrated that both microtubules and microfilaments
were closely related to the reorganization of genetical material during in vitro
fertilization process and oocyte maturation process in mice. Bearing in mind the
role of oocyte cell skeleton in the distribution and formation of cytoplasmic
organelles, it has crucial roles in a succesfull fertilization and following
preimplantation embryo development. To understand the organization of
microtubules and microfilaments in oocytes and their relationship with other

organelles in ooplasm 1is important parameters in a succesfull assisted
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reproductive techniques such as IVF, IVM, cryopreservation of oocytes and

embryos and ICSI.
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