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Ozet

Uzun yillardir gesitli sekillerde in vitro embriyo iiretimi yapilmaktadir. Bu alanda 6énemli bir mesafe alinmasina
ragmen istenilen seviyede in vitro embriyo iiretiminin gerceklestirilememesinin nedeni in vitro kiiltiir ortamlarin da
in vivo sartlarin tam olarak taklit edilememesidir. in vitro kiiltiir ortamlarinda bir takim biyolojik, cevresel bilesen ve
ortam sicaklifinda embriyonun strese maruz kalip tepki olarak stres proteinleri liretmektedir. Stres proteinleri,
organizmanin maruz kaldig1 kiiltiir medyumu bilesenleri, serum (FSC, ECS), UV 1sinlari, toksin, arsenik, pH degisimi,
iskemia, oksidatif fosforilasyon, sicak-soguk ve enfeksiyon durumunda yanit olarak iiretimi artan ve biiyiiklikleri
100-8 kDA arasinda degisen proteinlerdir. Bu proteinlerden HSP70, yiiksek oranda korunmus olan kompakt amino
termal bolgesi ve zayif ATPaz aktivitesi gibi iki biiylik etki alanina sahiptir ve 1s1 sok faktorlerin (HSF) aktivitesini
diizenler. in vitro kiiltiirde embriyo gelisimi cevresel streslerden etkilenmekte ve embriyo gelisim siirecinde HSP70’in
apoptoziz de rol aldigina iliskin deliller bulunmaktadir. Kiiltiir ortaminda serum varliginin embriyo implantasyon
oranini diisiirebilecegi disiiniilmektedir. Bu derlemede, in vitro oosit olgunlastirmasi ve embriyo iiretiminde strese
bagl olarak iiretilen 1s1 sok proteinleri ve bunlarin g¢esitleri agiklanmaya ¢alisilmistir. Ayrica bu proteinlerin in vitro
embriyo iiretim etkinligine olan muhtemel etkileri de tartisilmistir.

Anahtar sézciikler: Embriyo, Kiiltiir medyumlari, Is1 sok proteinleri, Apoptoziz

Heat Shock Proteins and In Vitro Embryo

Abstract: For a long period of time significant progress attained in in vitro embryo production. Despite desired
levels has not been reached the main reason are inability to imitate in vivo conditions of in vitro culture medium
precisely and embryo be exposed to stress factors such as environmental conditions, temperature and biological
components as a reaction produce stress proteins. Stress proteins which are increased in the organism during culture
medium components, serums (FCS, ECS), UV rays, toxin, arsenic, pH, ischemia, oxidative phosphorylation, cold and hot
conditions and during infections and vary in size between 100 to 8 kDA. HSP70 has two main domains, compact
amino terminal site and low ATPase activity which been highly conserved and it regulate heat shock activity. During in
vitro embryo production, the effect of environmental stress and embryo development processes in relation with the
roll of HSP70 is very important. Presence of serum in the culture medium thought that it decreased the embryo
development rate. In this review, we attempted to explain heat shock proteins and their varieties produced in vitro by
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oocyte maturation and embryo production. Furthermore, the possible effects of these proteins on in vitro embryo

production activity have been discussed.
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1. Giris

ilk olarak 1962 de (Drosophilia) sirke sineginin tiikiiriik
bezlerinde tespit edilmistir (Aufricht, 2005). Is1 sok
proteinleri (HSP) organizmay1 ¢cevresel stresten koruyan
organizmalarda yiliksek oranda
sentezlendigi, ancak yapilan ¢alismalarda
embriyo gelisiminin erken dénemlerinde ve fertilizasyon
tizerine 6nemli rolii oldugu bildirilmistir (Matwee ve
ark,, 2000). Is1 sok proteinlerin hiicrede; 1s1 ile birlikte Uv
1sinlary, asirt  aghga kalma,
enfeksiyon, toksin, etanol, arsenik, pH degisimi, iskemia,
enerji eksikligi, oksidatif fosforilasyon, iz elementlerin
eksikligi ve  dehidratasyon artisl
goriilmektedir (Oztiirk ve ark., 2009). Is1 sok proteinleri
molekil agirliklarina ve streste protein
yikimina veya onarimina izin veren ve proteinin yikimini
onleyen molekiiler saperon olarak protein katlanmasini
ve birlesimini saglar (Welch, 1992). HSP’ler hiicrede
proteinin korunmasi, (Dobson ve Ellis, 1998) proteinin
katlanmasinda ve saperon (Beckmann ve ark. 1990) ve
protein yikiminin onarilmasi (Chiang ve ark., 1989) gibi
sitoprotektan fonksiyonlar1 bulunmaktadir.

ve stres aninda

memeli

maruz inflamasyon,

durumunda

hiicresel

HSP’ler prokaryotlarda, post tranlasyonel katlanma
meydana gelirken, 6karyotlarda translasyon esnasinda
olusur (Macario ve De macario, 2005). Bdylece
proteinler sentez asamasinda katlanma hatalar1 sonucu
hiicrede ¢okerek devre disi1 kalmaya agik hale gelirler.
Molekiiler saperon 6zelligi bu durumda devreye girer ve
yanlis  katlanmis olan  proteinlerin = ¢okmesini
engelleyerek katlanma hatalarin1 diizenlemede rol
almaktadir (Oztiirk ve ark., 2009). Molekiiler saperon
ozelliginden proteinlerin katlanma hatalari 1s1 artisi ile
artar. Bu molekiillerin bir araya gelmesi
proteinlere saperonin”
(Mobius ve ark., 1997). Bunlar genelde, 6-9 proteinden
olusan ve agirhiklar1 400- 1000 kDA arasinda degisen
proteinlerdir (Macario ve De macario, 2005).

ile bu

“molekiiler denilmektedir

2. Is1 Sok Proteinlerin Gorevleri

Stres  proteinleri trankripsiyona neden olurlar,
(mRNA'nin iiriiniiniin DNA’da olusmasi ) ve translasyon
(mRNA'nin proteine déntisiimii) mekanizmasinda aktive
olur (Walsh ve ark, 1997). HSP’ler hiicre igerisinde
peptidleri cevreleyerek sinirlandirirlar ve bu peptidler
HSP yardimi ile hiicre igerisine alinir ve bu proteinler
molekiiler saperon 06zelligi gosterir ve hiicrede protein
tasinmasinda ve sentezinde goérev alirlar (Schlesinger,

1990).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda hiicre tizerinde koruma
etkilerinden apoptosis de rol aldig1 disiinilmistiir
(Samali ve Orrenius, 1998). Ancak mekanizmas1 heniiz
belirlenememistir. HSP’ler  hiicrede sitoplazmada
bulunur ve hiicre i¢i proseslerde gorev alir. Proteinin
katlanmasinda, protein yikiminin engellenmesinde ve
ortamdaki ihtiyaca gore proteinin olusmasina yardimci
olarak hiicre i¢ci dengenin korunmasinda gorev alirlar
(Ciocca ve Calderwood, 2005; Multhoff, 2006). Bu
fonksiyonundan dolayr molekiiler saperon
adlandirilir (Whitley ve ark., 1999).

Bazi bakteriyel HSP’ler 6zellikle HSP60 ve HSP70 protein
ailesi hipersensitivitenin geciktirilmesinde ve otoimmun
sisteme cevap  verilmesinde sorumlu  oldugu
belirlenmistir (Dobson ve Ellis, 1998). HSP’ler aym
zamanda hiicre icinde fagositik olan diisman cevrelere
kars1 koruyucu gorevi oldugu diisiiniilmektedir (Fields
ve ark., 1986). Hayvanlar, bitkiler ve bakteriler benzer 1s1
sok protein ailesine sahiptirler. Ekstrem kosullarda; pH
degisimi, yuksek sicaklik gibi durumlarda
proteinlerin yapilarini korumalar1 olduk¢a zordur.
Proteinlerin katlanmasinda agilmalar meydana gelebilir
ve bunun sonucunda proteinler kiimelenme gosterebilir,
fonksiyonlarini  kaybedebilirler. HSP’ler bu tir
olumsuzluklarin ortadan kaldirilmasina yardimci olurlar
(Askar ve ark., 2007). HSP’ler hidrojen baglari, giiglii
hidrofobik etkilesimleri ve cift heliks
stabilitesinden dolay1 denatiire olmazlar (Askar ve ark,
2007). Organizmanin yasamasl i¢in 6nemli olan HSP
ailesi evrimlesme siireci
boyunca Cekirdekte ve kromatinin
korunmasinda hiicre yapisi ile iligkilendirilen 1s1 sok
proteinlerinin 6nemli lokasyonlarindan dolay1 strese
kars1 hiicreyi korudugu distinilmistir (Velazquez ve
Lindquist, 1984).

Gastrulasyon
ozellikle 6n, orta ve arka beyindeki bolgelerde HSF1(heat
shock factor) ve HSF2'nin daha yiliksek seviyelerde
oldugu belirlenmistir. Is1 soku yaniti ve HSP'lerin 90, 70,
47 ve 27 ailelerinin aktivasyonu, HSF1 ve HSF2 ile
iliskilendirilmistir. HSF1 tim
mevcut gibi goriilmiis,
farklilagmasi sirasinda HSF1 ve HSF 32'nin aktivasyonu,
HSP90, HSP73, HSP71, HSP47 ve HSP27'nin ¢ogunun
yliksek yapisal ifadelenmesiyle korelasyona girer, bu da
korelasyondaki hiicre déngiisii tarafindan siki bir sekilde
regiile edilir (Walsh ve ark, 1997). HSP90, HSP70 ve
HSP60 ile birleserek ostrojenin devamini ve kompleks
reseptoriin devamini saglar. HSP90 hedeflenen proteinin
sentezi sirasinda inhibisyonu ve diizenlenmesinde rol

olarak

asiri

kutuplu

ve amino asit sekanslari
korunmustur.

sirasinda, noroektoderm tabakasinda,

erken embriyonik

hiicrelerde noroektoderm
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alir. HSP70 ve HSP90 tiim dokularda bulunur ancak bazi
kiiciik stres proteinleri de vaskiiler sistem gibi dnemli
gorevler yapar (Whitley ve ark., 1999).

In vitro kiiltir sistemlerinde hiicrelerin bulundugu
ortamdaki stres faktorlerine verdigi tepkiler cesitli
olmaktadir. Kiltiir ortamlarina pH’ y1 ayarlamak igin
eklenen kalsiyum iyonik deterjanlar
hiicrelerin strese girmesine neden olabilmektedir. Isiya
bagh stres proteinlerinin tiirler arasinda ki varligi
farklilik gosterebilirler. Ornegin drosphila’da(sirke
sinegi) 30°C de, kuslarda ise 43- 45 °C de 1s1 sok
proteinin varligl tespit edilmistir. Drosphila da 1s1 sok
geninin olmamasindan dolay1 RNA polimeraz stres
durumunda DNA'nin hasar gérmesini engeller (Rougvie
ve Lis, 1988). Yapilan calismalar sonucunda 1s1 sok
genlerinin arasinda yiiksek oranda
korundugu belirlenmistir. Ornegin HSP70 insan ile E.Coli
arasinda % 50 oraninda Dbenzerlik gosterdigi
belirlenmistir. Ancak bazi gen bélgelerinin % 96
benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Is1 sok proteinleri hiicrenin spesifik kompartimaninda
yerlesmislerdir. Bu kompartmanlar, mitokondri, niikleus
ve endoplazmik retikulumdur. Ayni da
sentezlendikleri yere gore farklilik gosterirler. HSP70
hiicrede porlardan tasinirken ya tamamen katlanmamis
ya da kismen katlanmis olmasi gerekmektedir. Bundan
dolay1 memran porlart boyunca lokalize olabilirler
(Schlesinger, 1990). HSP70’'in protein baglama ve

iyonlar1 veya

organizmalar

Zaman

protein kompleksinin ayrismasinda rol
diisiiniilmiistir. Endoplazmik
protein baglama ve anormal oligomerik proteinin ve
dortgen ya da dort koseli yapisinin korunmasi rol alir
(Gething ve Sambrook, 1990). HSP70’in iki major etki
alan1 bulunmaktadir. Bunlar yiiksek oranda korunmus
olan kompakt amino terminal ATP baglama bdélgesi, zayif
ATPaz aktivitesi ve kalmodiiliin baglama bolgesi proteaz
hassasiyeti  ile iligkilendirilmistir. =~ Katlanmamis
proteinlerde  HSP70 ve HSP60  polipeptidlerin
katlanmasinda rol alirlar. Bundan dolayr molekiiler
saperonin olarak adlandirihirlar. Okaryotlar da HSP60
mitokondri ve kloroplast gibi sitoplazmik organellerde
Bunlar hegzamerik enzim kompleksi igin
gereklidir. Is1 sok proteinlerinin molekiiler biytkliikleri,
hiicrede bulunma yeri ve hiicredeki gérevleri Tablo 1'de
ozetlenmistir.

2.1.Is1 Sok Protein 100 (HSP 100)

HSP100, golgi kompleksinde lokalize olmus ve 1s1 sok
durumunda niikleusa transloke olmaktadir (Welch ve
ark, 1983). HSP100 molekiiler saperon ozelligi
gostererek protein kiimelerinin ayrilmasi ve yeniden
katlanmasinda rol almaktadir. Ayrica bitkilerde yiiksek
1s1 toleransinda ¢ok onemli olup ancak c¢imlenme ve
biiylime esnasinda gerekli degildir (Al-Whaibi, 2011).
HSP100 aktin baglayic1 proteinler kategorisinde ¢apraz
aktin baglayici yetenegine sahiptir.

alabilecegi

retikulum iizerinde

bulunur.

Tablo 1. Is1 sok proteinlerin biiyiikliigi, hiicredeki yeri ve gorevi

. Molekiiler Hiicrede bulunma .. - .

Isim I, . Hiicredeki gorevleri

biiyiikliigii (KD) yeri

Ubiquitin 8 Sitozol/Nikleus Denatiire olan proteinin uzaklastirilmasi

HSP10 10 Mitokondri HSP60 i¢in kofaktor gorevi goriir.

HSP20-40 20-40 Sitozol/Nikleus Bazis1 hiicresel hiicre iskeleti ve hiicre gog¢iinden
sorumlu, bazis1 da damar sisteminde gorev
almaktadir.

HSP56 56 Sitozol Steroid hormon reseptér kompleksini baglar ve
stabillize eder.

HSP60 60 Mitokondri Molekiiler saperon

HSP70 70 Sitozol/Niikleus Molekiiler saperon ve termotolerans dzellik gosterir.

HSP90 90 Sitozol/Nikleus Molekiiler saperonun ifade edilmesinde

HSP100 100 Golgi kompleksi Molekiiler saperon ozelligi gostererek protein

kiimelerinin ayrilmasi

KD = kilo dalton, HSP = 1s1 sok proteini

2.2.Is1 Sok Protein 90 (HSP 90)

Molekiiler saperon olup, sinyal yolaklarinda ve timor
yayllmasinin énlenmesinde, proteinlerin katlanmasinda
gorev aldig
fonksiyonlu stres proteinidir (Zhang ve ark, 2009).
HSP90 daha ¢ok sitoplazmada niikleus cevresinde ve
kath oldugu belirlenmistir.
Endoplazmik retikulum {izerinde en ¢ok bulunan
proteindir. Memeli hiicrelerinde en fazla bulunan 1s1 sok
protein ailesidir (Whitley ve ark., 1999).

2.3.Is1 Sok Protein70 (HSP 70)

diisiiniilmekte ve hiicredeki en fazla

memraninda lokalize

HSP70 ailesi, en ¢ok calisilan stres protein grubudur.
gorevi Dbilinmemekle birlikte
termotoleransinin  gelismesi ile iliskilendirilmistir
(Whitley ve ark., 1999). insan HSP70 ve e-coli de amino
asit zincirinin % 50’sinin benzer oldugu ve yiiksek 1s1da
denatiire oldugu belirlenmistir (Schlesinger, 1990). ATP’
ye baglanarak ATPaz aktivitesi gdsterir. HSP70 1s1 sok
faktorlerinin aktivitesini diizenler ve bu proteinlerin
transkripsiyon saglarlar.  Sitoplazma,
cekirdek, endoplazmik retikulum(ER) ve mitokondride
protein tasinmasina katilir (Askar ve ark., 2007). DNA’da

Hiicre ici hiicrenin

kontrolint
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5’ tarafinda bulunan 4 sekans motifi insan HSP70 geni,
serum faktori, agir metaller ve adeno viriis proteini olan
E1A proteininden sorumludur (Schlesinger, 1990).

2.4. Is1 Sok Protein 60 (HSP 60)

HSP60 apoptozizin (toplu hiicre
gerceklesmesinde  kilit rol  oynayabilir.
arteriokloritik lezyonlarda yiiksek oranda bulunmustur
(Whitley ve ark, 1999). HSP60, okaryot hiicrelerin
mitokondri ve kloroplastlarinda yer alir (Matz ve ark,
2007). Normal sartlarda HSP60 enzimlerin bir araya
gelmesinde ve baglanmasinda is gorir ve enerji
metabolizmasi ile alakalidir. Normal c¢evre sartlari
degistigi zaman, HSP60'1n sentezi yiikselir ve biyolojik
aktivitenin devam edebilmesi i¢in hasar goren
proteinlerin yikimlarini engellemek suretiyle hasari
onarirlar (Choi ve ark., 2008).

2.5. Kiigiik Is1 Sok Proteinler (HSP 60>)

Baz1 kiiclik 1s1 sok proteinler vaskiiler sistemde dnemli
role sahiptir. Miyokardyal hiicrede bol bulunan protein
ailesi HSP32’dir. HSP25/27 hiicre iskeletinde aktin
polimerizasyonunu etkiler ve hiicre gociinde yer alabilir.
HSP20 duz vaskiiler kasta bulunur. Ubiquitin 8 kDA
proteini hedeflenen ve stres esnasinda denatiire olan
diger proteinlerin uzaklastirlmasinda gorev alir
(Whitley ve ark., 1999). Is1 sok proteinleri gelisimsel
olarak blastula safhasinda ve 1s1 sokuna duyarli olan
noral tiip kapanis1 sirasinda yiiksek seviyede yapisal
olarak ifade edilir. Gastrulasyon stirecinde HSP47/27'nin
baslangictaki kolajen ve aktin molekiillerine baglandigi
ve katlanma gosterdigi belirlenmistir (Walsh ve ark,
1997). Oksidatif stres aninda HSP 27’nin hiicre ici
ekspresyonu yiikselir ve fosforile olur. Parazit, 1s1 sok
proteinlerinin konak immun mekanizmasini uyararak,
TNF-a bundan dolay1n da HSP27
ekspresyonunu arttirdigi diisiintiilmektedir (Carcy ve
ark, 1991; Ferns ve ark, 2006). HSP27 ekspresyonu
artist hiicre i¢i glutasyon miktarim arttirip, demir
icerigini azaltarak ve hidroksil radikallerinin ve okside
proteinlerin olusumunu azaltarak, antioksidan gibi gérev
yapar (Jaattela, 1999). HSP40 en ¢ok baliklarda, midye
ve salyangoz gibi sucul organizmalarda tespit edilmistir
(Lyons ve ark., 2003).

olimii)
Insan

salinimini  ve

3. Is1 Sok Proteinin in Vitro Embriyo
Gelisimi ile iliskisi

Embriyonun boliinme siirecinde sicakliga duyarlilig
artmaktadir. Fertilizasyon ve embriyo gelisimi esnasinda
embriyonun maruz kaldig1 stresten dolayr HSP70’in
varlig1 tespit edilmistir. Pulur ve arkadaslarinin 2017 de
yaptig1 calismada HSP70’in saglikli normal bireylerde
serum ve plazmada bulunabildigi ve hiicre yilizeyinde
ifade edilebildigi bildirmislerdir. Intraseliiler HSP70’in
anti enflamatuvar etkileri oldugu halde, ekstraseliiler
HSP70 ve enflamatuvar dncesi immun yanit saglamak
icin, hiicresel stres ya da hasar gibi fizyolojik olmayan bir
kosulun tehlike sinyalini olusturmak
intraseliiler stres sinyal molekiilii gibi davranabildigi
bildirilmistir (Pulur ve ark., 2017).

amaci ile

In vitro fertilizasyon sonrasinda embriyonik gelisim ile
ilgili parametrelere bakildiginda, in vitro embriyo
kiiltiirtine antioksidan ilavesinin embriyonik gelisimi
destekledigi bildirilmistir. Ancak diisiik inkiibasyon
sicakliginda olgunlastirilan oositlerden elde edilen
embriyolarin in vitro embriyo kiiltiiriine antioksidan
incelenen embriyonik gelisim
parametrelerinde bir iyilestirme saglamadigl, in vitro
embriyo Kkiiltiiriine ilave edilen antioksidanlarin daha
cok geleneksel inkiibasyon sicakliginda olgunlastirilan

ilavesinin

oositlerden elde edilen embriyolarin embriyonik
gelisimini destekledigi gozlemlenmistir (Sen ve Kuran,
2018).

Matwee ve arkadaslarinin 2001 de yaptig1 bir ¢alismada
in vitro embriyo gelisimi {izerine HSP70’in etkisini
belirlemek amaciyla kiiltiir medyumuna antibadi HSP70
eklemesiyle ilgili yaptiklar1 calismada sicakligi agamali
bir sekilde uygulayip kisa siirelide olsa kiiltiir ortaminda
antibadinin varlig1 embriyonun gelisimi {izerine olumsuz
etkisi oldugunu bildirmislerdir. Antibadinin hiicre zarina
proteini nétralize etmis olabilecegi ve in vitro kiiltiirde
yliksek sicakliga maruz kalan blastosistlerde apoptozis
oranmin disiik oldugunu goézlemlemislerdir. Ortama
eklenen antibadinin miktar1 arttikca oosit, sperm
penetrasyonun azaldigl gozlemlenmistir (Matwee ve
ark, 2001).

Stres adaptasyonunda rolii olan HSP70’in etkisini
belirlemek amaciyla kiiltiir ortamina serum (FCS)
eklenmesinin strese yanitin da daha duyarh olabilecegi
bildirilmistir ~ (Wrenzycki ve ark, 1999). Sigir
embriyolarinda serbest oksijen radikalleri (SOR) gibi
cevresel streslerin ve ortam sicaklifinin artmasi gen
ekspresyonunda ve gen transkripsiyon aktivasyonunu
etkiledigi bildirilmistir (Edwards ve Hansen, 1997)
(Lannett Edwards ve Hansen, 1996).Kiiltiir ortamina
serum implantasyon
diistirebilecegini bildirmistir (Kaneda ve ark., 2004).

eklenmesinin oranini

4. Sonug¢

Is1 sok proteinleri organizmayi cevresel ve biyolojik
kokenli streslerden koruyan ve stres aninda bulundugu
hiicrede miktar1 artan proteinlerdir. Ozellikle in vitro
olgunlastirma ve embriyo lretimi siirecinde hiicrenin
stres faktorlerini minimize edilerek stres proteinlerinin
salgilanmasi azaltilabilir.

Is1  sok
olusturduklar1 kendini koruma mekanizmasidir. Yani
herhangi bir hiicresel yapisina ya da genetik materyale
(DNA, RNA) zarar
proteinlerdir. Bu nedenle bu proteinlerin yiiksek
miktardaki tiretimi hiicrenin stres altinda oldugunun en
bilyiik gdstergesidir. In vitro olgunlasmada strese maruz
kalan oosit stresten korunmak amaciyla metabolizmasini
hizlandirarak asir1 miktarda serbest radikal tretimine
neden olur (Sen ve Kuran, 2018). Bu durum da in vitro
olgunlasma ve in fertilizasyonu
etkilemektedir. Bundan dolay1 stresin neden olabilecegi
ve oositin bu durumdan etkilenmesinin sonucunda

proteinleri, hiicrenin stres varliginda

olusturmamas: igin irettikleri

vitro olumsuz
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HSP70 proteini salgisinin artabilecegi ve hiicrenin zarar
gormesini engelleyebilecegi diisiiniilmektedir.

In vitro oosit olgunlastirma icin kullanilan Kkiiltiir
ortaminda yaygin bir sekilde kullanilan hayvansal
kokenli bir kaynak olan serum, icerigi bilinmeyen bir¢ok
etmenden dolay1 oosit lizerinde stres olusturabilecek bir
potansiyele sahiptir. In vitro olgunlastirma asamasinda
uygulanan farkh sicakliklarin, serum ilavesinin kiiltiir
asamasinda oosit lizerinde stres olusturabilecegi ve
HSP70’in  kiiltiir  ortaminda
HSP70 miktarinin fazla

bunun  sonucunda
olgunlagtirilan

olabilecegi diisiiniilmektedir.

oositlerde
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