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OZET

Bortezomib’in Farelerde Preimplantasyon Donemi Embriyo Gelisimine Olan

Etkilerinin In Vitro Olarak Arastirllmasi

Bu tezde, kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan selektif bir 26S proteozom
inhibitord olan Bortezomib'in farelerde preimplantasyon embriyo gelisimi {izerine
etkisinin anlasilmasi ve arastirilmasi amag¢lanmistir. Bu amagla, ¢iftlestirilmis disi
CD1 farelerinden yikama yontemiyle elde edilen iki hiicreli evre de bulunan
embriyolar KSOM medyumu kullanilarak %5 CO, ile 37 °C'de nemlendirilmis
hava inkibatoriinde istenilen asamalara kadar kiiltiire edilmistir. iki hiicreli
asamada bulunan embriyolar, preimplantasyon gelisiminin 1 ile 4. glini boyunca
farkli konsantrasyonlarda (2nM, 3nM, 4nM, 5nM, 10nM ve 20nM) Bortezomib'e
maruz birakilmistir. Ayrica Bortezomib’in farkl evrelerde bulunan embriyolarin
gelisimine olan etkisine bakilmak {izere embriyolar; 2 hiicre, 8 hiicre ve morula
asamalarinda 3nM, 5nM ve 10nM bortezomib’e maruz birakilmistir.
Embriyolarda meydana gelen morfolojik degisiklikler invert mikroskopta
degerlendirilip fotograflanmis, elde edilen veriler istatistiksel olarak analiz
edilmistir. Yapilan analizler sonucunda Bortezomib uygulamasinin doza ve siireye
bagl olarak embriyo canlilik oranlart ve embriyo gelisimi (zerinde istatistiki
olarak anlamli bir diisiise sebep oldugu goriilmiistiir. Farkli Bortezomib dozlart ile
farkli embriyonik asamalarda Bortezomib’e maruz birakilan embriyolar kontrol
gruplan karsilastirildiginda, Bortezomib’e maruz kalan embriyonun maruz kaldigi
embriyonik donem ilerledikce bir sonraki embriyonik asamaya gecebilme
yiizdesinin de arttig1 gériilmiistiir. Ayrica yapilan ¢alisma da doza ve siireye bagh
olarak embriyolarin c¢esitli evrelerinde embriyo fragmentasyonun arttigi
gozlemlenmistir. Bu bulgu Bortezomib’in erken embriyo gelisimi sirasinda
apoptozu indiikledigini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte 2 hicreli evrede
Bortezomib’e maruz birakilan embriyolarin bir sonraki asamaya gecemedikleri ve
bu embriyolarin gelisimlerinin 2 hiicreli asamada durdugu tespit edilmistir.
Literatirde Bortezomib’in preimplantasyon embriyo gelisimi iizerine etkisinin
olup olmadig ile ilgili herhangi bir bilgiye rastlanmamistir. Dolayisiyla, bu tez
caligmasindan elde edilen verilerin bu alanda literatiire 6zgiin ve ¢ok 6nemli katki
saglayacagini beklemekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Bortezomib, Embriyo gelisimi, Preimplantasyon, Proteazom
inhibitor.
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ABSTRACT

An investigation of Bortezomib effects on mouse preimplantation embryo

development in vitro

In this thesis, we aimed to understand and investigate the effect of bortezomib, a
selective 26S proteosome inhibitor that commonly used in cancer therapy, on
preimplantation embryo development in mice. For this purpose, two cell stage
embryos were flushed from mated female CD1 mice and were cultured to
specified stages in KSOM medium at 37 °C with %5 CO, in humidified air
incubator. Two cell stage embryos were exposed to different concentrations
(2nM, 3nM,4nM, 5nM,10nM and 20nM) of bortezomib through 1th to 4th day of
preimplantation development. We also exposed 3nM, 5nM and 10nM at 2 cell, 8
cell and morula stage separately. Morphologic alterations of the embryos were
evaluated and photographed by inverted microscope and the datas were
statistically analyzed. The present study showed that bortezomib exposure caused
a statistically significant decrease in embryo viability and embryo development
due to dose and time. We analized that when embryonic stage progresses, the
percentage of formation of next stage embryo was increased. Moreover, it was
observed that embryo fragmentation increased at various stages of embryos
depending on higher dose and time suggesting that bortezomib induce apoptosis
during early embryo development. Furthermore, 20nM bortezomib exposed at 2
cell stage embryo group showed there was an arrested embryos when compared
with control group. Because there is no information in the literature about whether
bortezomib has any effect on preimplantation embryo development, we hope that
the data obtained from this thesis will make a unique and significant contribution
to the literature in this field.

Keywords: Bortezomib, Embryo development, Preimplantation, Proteasome

inhibitory.



1.GIRiS

Kanser tedavisinde uygulanan kemoterapinin kisa ve uzun donemli yan
etkileri oldugu yillardir bilinen bir gergektir. Kemoterapi ilaglarinin somatik
hlcrelere mutajenik etkisi nedeniyle kanseri yenen hastalarda gen mutasyonlari,

kromozomal kirilma ve andploidi gibi olaylarin sekillendigi bilinmektedir.

Son yillarda kanser icin gelistirilen tedavi yontemleri sayesinde kanser
tedavisi goriip hayatta kalan hasta sayisinda artis goriilmiistiir. Bu durum hastalarin
kanser sonrast hayatlarmin iyilesmesi gerekliligini ortaya koymustur. Yapilan
calismalarda kanseri yenen hastalar tedavi siirecinde kullandiklar1 kemoterapi
ilaglarinin saglikli organlari etkilemesi sebebi ile hayat boyu birtakim hastaliklar ile
kars1 karsiya kalmaktadirlar. Ozellikle gen¢ vyaslarda uygulanan tedavilerin
cocuklarda genital sistem organlarinda hasar meydana getirdigi ve sonradan ¢ocuk
sahibi olmak istediklerinde problemler yasadiklar1 ortaya konulmustur. Tiim bunlarin
yani sira tedavi sonrasinda gebe kalinmasi durumunda uterusta bulunan fetus
kemoterapiye maruz kalabilmektedir ve bir¢ok kemoterapi ilacinin germ hiicrelerine
mutajenik oldugu diisiiniiliirse bu tedavilerin fertilizasyon basarisinin diismesine,

abortlara ya da anomalili yavrulara neden olmasi olasi bir sonugtur.

Kanser tedavisi sirasinda gebe kalinmasi nadir goriilen bir durumdur. Yapilan
caligmalarda insidansin 1000 gebelikte yaklasik 1 oldugu tespit edilmistir. Aslinda
tedavi goren kadinlarda gebe kalma oranin artmasi beklenmektedir, ¢iinkii son
yillarda bircok kadin ¢ocuk sahibi olmak icin daha ileri yaslara kadar beklemektedir
ve c¢ogu kansere yakalanma riski yasla birlikte artmaktadir. Ancak kullanilan
kemoterapi ilacinin hamilelik sirasinda hem anneye hem de bebegin sagligina ne gibi
olumsuz etkileri olacag ile ilgili yeterli ¢alisma bulunmadigindan anneler, birgok
kanser tedavisi sirasinda gebe kalmamalar1 konusunda uyarilmaktadir. Ancak bazi
durumlarda anneler bebeklerini dogurmak istemektedir. Hem ila¢ kullanimi sirsinda
hem de sonrasinda ne gibi durumlar ile karsilasilacagi tam olarak bilinmediginden bu

konuda yapilacak her ¢alisma biiyiik 6nem tagimaktadir.



Bu bilgiler 1s18inda projemizde, kanser tedavisinde sik¢a kullanilan
Bortezomib ile tedavi goren ve bu sirada gebe kalan bireylerde Bortezomib’in
embriyo gelisimine herhangi bir etkisinin olup olmadig: etkisi var ise nasil ve hangi
donemdeki embriyolar iizerine daha etkili oldugu yapilan fare in vitro embriyo

kiiltiirli calismamiz sonucunda agikliga kavugmus olacaktir.

1.1 GENEL BILGILER

1.1.1 Preimplantasyon Donemi Embriyo Gelisimi

1.1.1.1 Yariklanma, Kompaksiyon ve Polarizasyon

Farelerde embriyonik gelisim oviduktun ampulla bélgesinde metafaz 11
asamasinda bekleyen sekonder oositin sperm tarafindan dollenmesi ile baslar.
Doéllenme, ikinci mayoz boliinmenin gergeklesmesine ve sonucunda ikinci kutup
cisimciginin atilmasina neden olur. Niikleer lamin proteinlerini de i¢ine alan niikleer
membranlar maternal ve paternal kromozomlar etrafinda olusurlar ve ayr1 haploid
erkek ve disi pronukleuslar meydana getirerek zigotun merkezine dogru hareket
ederler. DNA replikasyonu bu go¢ sirasinda gergeklesir. Pronukleuslar kaynasmaz
ancak membranlar pargalanir ve kromozomlar mekik ipligi lizerinde toplanirlar, kisa

bir sure sonra ise ilk yariklanma meydana gelir (Nagy A ve ark., 2003).

Farelerde oositin dollenmesi ve sonucunda zigotun olusumu, preimplantasyon
embriyo gelisiminin basladigina isaret eder. Zigot (1 hiicreli evre), daha sonra genel
sitoplazmik hacmini degistirmeden, protein igeren koruyucu bir membran (zona
pellucida) icinde bir dizi asenkronize (eszamansiz) hiicre boliinmesine maruz kalir.
Sonug olarak, her yariklanma sonucu sayilar1 giderek artan ve gittikce kugllen

blastomer olarak bilinen kigtk hticreler meydana gelir (Nagy A ve ark., 2003).

Farelerde preimplantasyon embriyo gelisimi sirasinda meydan gelen ilk iki
hiicre béliinmesi, sonrasinda gergeklesen boliinmelerden daha uzun siirer. Ilk iki

yariklanma fertilizasyondan yaklasik 20 saat sonra gergeklesirken bunu takip eden



yariklanmalar ortalama 12 saatlik araliklarla gergeklesir (Artus ve Cohen-Tannoudji,
2008).

Ik yariklanma sonucu iki blastomerli embriyo (2 hiicreli evre) meydana gelir.
Hiicre siklus uzunlugu farkli embriyolar arasinda farklilik gdsterirken ayni embriyo
icerisinde blastomerler arasinda da bu farklilik goriilebilir. Bu yiizden belirlenen bir
zaman da bir embriyoda bulunan toplam blastomer sayis1 2"den farklilik gosterebilir

(Alarcon ve Marikawa, 2009).

Erken yariklanma asamasindaki fare embriyolar1 rahat¢a uyarilabilir ve
blastomerlerin deneysel olarak ¢ikarilmasi, eklenmesi ve yeniden diizenlenmesi gibi
disaridan yapilan midahalelere kolayca uyum saglayabilir. Ornegin iki hiicreli
evredeki embriyodan bir blastomerin deneysel olarak hasar gérmesi saglanirsa kalan
blastomer bu kaybi1 kompanse edebilir ve sonrasinda gelisimini saglikli bir sekilde
doguma kadar siirdiiriip tamamlayabilir (Tarkowski, 1959; Morris ve ark., 2012). 4
veya 8 hiicreli evrede ki fare embriyosundan ayrilan tek tek hiicreler, implantasyonun
Otesinde bagimsiz olarak gelisemezler ancak deneysel olarak diger blastomerler ile
kombine edildiginde meydana gelen kimeralarin tiim dokulari meydana getirebilirler.
Bu da onlarin hala tam gelisimsel potansiyellerini koruduklarini gostermektedir

(Tarkowski ve Wroblewska, 1967; Rossant, 1976).

Uciincii yariklanma sonucu 8 hiicreli embriyo meydana gelir (Sekill.a). 8
hiicre evresine kadar, erken yariklanma donemi embriyolarinin blastomerleri,
morfolojik olarak birbirine benzeyen basolateral membran alanlarinda birbirine
temas eden yizeyler ile apikal alanlarda temas etmeyen yiizeyler bulundururlar
(Mihajlovic Al, 2017). 8 hiicreli evrede, eszamanli olarak temas etmeyen yiizey alant
azaldik¢a, komsu blastomerler arasindaki hiicre i¢i temasin Olglisii artar, bdylece
kompaksiyon olarak adlandirilan embriyo olusumunda morfogenezle ilgili ilk olay
meydana gelir. (Pratt ve ark., 1982). Kompaksiyon sirasinda baslangicta kiiresel
sekilde olan blastomerler morfolojilerini degistirirler ve hiicreler arasi temasi
artirirlar ve birbirlerine yaslanirlar. Sonu¢ olarak daha onceden gozlenebilen
hiicrelerarasi sinirlar arasinda adherens baglantilar (AJ) huicre-hiicre baglanti alanlart

olusturur ve simirlar gozlenemez hale gelir. Kompaksiyon siirecinde ve AlJ’larin



olusumunda yer alan en onemli protein E-kaderin‘dir. Kompaksiyondan once E-
kaderin 8 hiicreli evrede bulunan blastomerlerin plazma membranlarinin etrafini
tamamiyla sarar. Ancak kompaksiyon sirasinda AJ’larin olusumu ile birlikte bunlarin
hiicre alt1 (subcellular) lokalizasyonunda degisiklik olur ve E-kaderin proteini
basolateral hiicre-hiicre alanlarinda sinirlanir (Vestweber ve ark., 1987). Deneyler
sonucu elde edilen kanitlar, kompaksiyonun uyarilmasi igin gerekli olan proteinlerin
4 hiicreli evredeki blastomerlerde bulundugu bu nedenle, kompaksiyon isleminin
baglamasi ig¢in gereken tim degisikliklerin biiyiikk olasilikla post-translasyonel
seviyesinde diizenlendigini gostermektedir (Kidder ve McLachlin, 1985; Levy ve
ark., 1986).

Kompaksiyonun sonucu olarak dordiincii yariklanma ile birlikte AJ hiicre-
hiicre temas alanlarinda sekillenereck morula olarak adlandirilan embriyonik yap1
meydana gelir (Sekil 1.). Bu terim kompakte olmus ge¢ 8 hiicreli evreden 32-hiicre
asamasinda blastosist olusumunun dncesinde ¢esitli gelisim evresinde ki embriyolar
tamimlamak i¢in kullanilmaktadir (Hynne ve ark., 2005). Kompaksiyona paralel
olarak, blastomerler polarizasyon adi verilen apikal ve bazolateral membran alanlar
arasinda tanimlanan hiicresel komponentlerin asimetrik dagilimi ile sonuglanan bir
stireci gegirirler (Johnson ve Ziomek 1981). En 6nemlisi, bu asamada, apikal ve
bazolateral alanlar arasindaki sinirda, bu iki membran alanin1 tanimlamaya yarayan
sik1 baglant1 (TJ) olusumu da baslatilmaktadir, bunlarin her biri sonraki hiicrelerde
hiicre kaderi kimliginin uygun bir sekilde gergeklesebilmesi i¢in gereklidir (Fleming
ve ark., 1989). Gergekten de, hem polarizasyonun hem dekompaksiyonun basarili bir
sekilde sonuglanmasi, hiicre kaderinin, 8-16 hiicreye ve 16 ila 32 hiicreye gegislerde
hiicrelerin i¢ veya embriyonun disinda pozisyon almasina bagli olarak ortaya ¢ikan,
iki morfolojik ve boyutsal olarak farkli blastomer popiilasyonlarina uygun sekilde
ayrilmasi igin gerekli bir 6n kosuldur (Sekil 1) (Balakier ve Pedersen., 1982;
Fleming 1987).
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Sekil 1.Fare embriyosu preimplantasyon gelisim donemi (a) Preimplantasyon
fare embriyosunun gelismesi boyunca, birinci ve ikinci hiicre-kader kararlarinin bir
sonucu olarak meydana gelen ilgili embriyonik asamalar ve hiicre soylarini gosteren
sema. (b) Embriyonun ge¢ blastosist asamasinda embriyonik- abembriyonik
ekseninin oryantasyonu (E4.5). Sirasiyla embriyonun embriyonik ve abembriyonik
kutuplarinda mural ve polar trofektodermin konumunun goérinimi (c) Kompakt
olmayan 8 hiicreli bir embriyonun erken morula evresinde gecirdirdigi morfogenetik
olaylar1 gostermektedir. Bununla birlikte, hicre ici polarizasyon, bireysel
blastomerlerin apikal (yesil) ve bazolateral (mor) membran alanlar1 ile gosterildigi
gibi olusturulur (Mihajlovic Al 2017).

Bunun sebebi, baslangigta olusan pozisyon (dis / i¢) ve hucre ici
organizasyondaki (polarize / polarize olmamis) farkliliklardir. Bu tiirden elde edilen
hicreler, ilk hiicre kader belirlenmesi olarak tanimlanan (“pozisyon” ve “polarite”
modelleri ile temsil edilen iki klasik teori) trofektoderm (TE) ve i¢ hiicre kutlesi
(ICM) olmak iizere iki farkli hiicre soyuna ayrilirlar. Buna goére, dista yer alan
(eksternal blastomer) hiicre ici polaritelerini surdlrir ve TE’i meydana getirirken,
polarize olmamis igte bulunan (internal blastomer) ICM hiicrelerini meydana getirir.
Ancak, bu tiir uzaysal ayrisma ve farkli polarizasyon durumu trofektoderm ve ICM
soylarinin hemen geri doniisiimsiiz bir sekilde kurulmasina neden olmaz. Bu 16

hiicreli evrede bulunan ya i¢ ya da dis blastomer populasyonlarindan meydana gelen

blastomer agregatlar1 preimplantasyon gelisim programini yeniden olusturabilir



(Ziomek ve Johnson, 1982) ve bunlar yalanci gebe tasiyici annenin uterusuna
nakledildiginde normal ve fertil bir fareyi meydana getirebilir (Suwinska ve ark.,
2008). Bu veri 16 hiicreli evrede hem i¢ hem de dis blastomerlerin halen embriyo
igerisindeki yerleriyle baglantili olarak TE ya da ICM’1 meydana getirebilecegini
gostermektedir. Bu da bu blastomerlerin bir ya da diger hiicre soyuna geri

doniisiimsiiz olarak bagli olmadiklarini gostermektedir (Mihajlovic Al, 2017).

Besinci yariklanma ile 32 hiicreli/blastosist evresi (kavitasyonun ilk basladigi
gelisim noktasi) yapilan benzer deneylerde benzer plastisiteye sahip olmadigi goz
Oniine alindiginda, dis ve i¢ hiicre topluluklarinin geri doniisiimsiiz sekilde TE ve
ICM olma yoniinde kalitildigr ve bunun ilk hiicresel kader kararinin kesinlestigi
nokta oldugunun tartisilabilir oldugu 6nerilmistir (Suwinska ve ark., 2008). Bununla
birlikte, sonraki deneyler, bu blastosistlerin en azindan bazi blastomerlerinin tam
potansiyellerini koruduklarini ortaya ¢ikarmistir (Tarkowski ve ark., 2010). Bu
verilerle tutarli olarak, son zamanlarda trofektoderm hiicrelerinin gelisimsel
potansiyelinin ge¢ 32 hiicre evresinde son olarak sinirlanmis oldugu ve ICM
hlcrelerinin ise 32-64 hiicreli evreye gegiste artitk TE hiicrelerine doniisebilme
yeteneklerini kaybettiklerini ve tam olarak sadece ICM olma yoniinde kalitildiklar

bildirilmistir (Posfai ve ark., 2017).

1.1.1.2. Blastosist Evresi

Embriyoda gergeklesen besinci boliinmeyle birlikte blastomerler arasinda bir
veya daha fazla kavite olusmaya baslar. Bosluklar daha sonra genisler ve
birbirleriyle kaynasarak tek bir biiyiik kavite olustururlar. Bu asamada bulunan

embriyo, "blastosist" olarak adlandirilir (Marikawa ve Alarcon, 2009).

Memeli gelisimde ilk hiicre farklilagmasi olay1 trofektoderm (TE) ve i¢ hiicre
kitlesi (ICM) olmak tizere iki farkli hiicre soyunun olusumu ile meydana gelir.
Meydana gelecek olan ilk embriyonik doku blastosistin dis katmani olusturan epitel
kokenli olan TE’dir. i¢ hiicre kiitlesi ise blastosistin kaviteye bakan fetiisii meydana

getirecek pluripotent hiicrelerden olusur (Marikawa ve Alarcon, 2012). Blastosistin



annenin endometriyumuna implantasyona aracilik eden ayni zamanda plasentasyona
katkida bulunan TE hiicreleri trofoblastlarin  progenitoriidiir.  Blastosistte
trofoblastlarin  kavite ile temasta olan kismi mural trofektoderm olarak
adlandirilirken, bunun karsi kisminda bulunan ICM'yi kaplayan kismi, polar
troektoderm olarak isimlendirilir (Sekil 1.b) (Mihajlovic Al, 2017).

Trofektodermin spesifikasyonunu ve blastosist boslugunun olusumunu
takiben, ikinci hicre-kaderi kararinin bir sonucu olarak iki farkli ICM soyu,
pluripotent epiblast ve farklilasan ekstra embriyonik primitif endoderm olusur (Sekil
2.1). Bu iki soyun prekursor hucreleri, erken blastosist ICM’si boyunca rastgele

dagilmistir ve ’tuz ve biber” modeli olarak bilinir (Chazaud ve ark., 2006).

Toplam yedi bdliinme boliimiinii tamamladiktan sonra, fare embriyosu, zona
pellucida'dan kurtulur ve morfolojik olarak taninan ve {i¢ farkli hiicre soyunu igeren
ve uterusa implante olma yeteneginde olan, ge¢ blastosist ad1 verilen farkli yapidaki
embriyoyu olusturur. Boylelikle farelerde embriyo gelisiminin preimplantasyon
donemi son bulmus olur. Bununla birlikte, blastosist gelistik¢e, hiicre siniflandirma
ve programlanmis hiicre 6liimi siiregleri araciligiyla bu hiicreler epiblast (Epi) ve
primitif endoderm (PrE) kompartmanlarina yavas yavas ayrilirlar. Bdylece
preimplantasyon gelisiminde embriyonik giin 4.5 (E 4.5)’de primitif endoderm
hicreleri blastosist kavitesi ile temas halinde hiicre i¢i polarize hiicrelerden tek
hiicreli tek bir katman olustururken epiblast hiicreleri primitif endoderm ve Ustte yer
alan polar trofektoderm arasinda bir hiicre kiitlesi olarak yer alir (Sekil 2.1) (Plusa ve
ark., 2008; Meilhac ve ark., 2009).

Blastosistin implantasyonundan sonra PrE vitelliis kesesine katkida bulunacak
olan viseral ve parietal endodermi meydana getirir. PrE endoderm ayni zamanda
Epi’den meydana gelen dokularda vicut ekseninin belirlenmesinde kritik roller
ustlenir (Chazaud ve ark., 2006; Plusa ve ark., 2008; Coban ve Mutluay, 2017). Epi
embriyoyu olusturacak bir¢cok hiicreyi meydana getirmesinin yani sira amniyon,
allantois ve viseral vitellis kesesini cevreleyen ekstraembriyonik mezoderm

hicrelerini meydana getirir (Artus ve ark., 2011; Mutluay, 2016; Rossant, 2004).



1.1.1.3. Trofektoderm Hdicrelerinde Epitelizasyon

Fare embriyolarinda, epitel olusumu ge¢ 8 hiicreli evrede kompaksiyon ile
baglar, Oniimiizdeki 24 saat boyunca devam eder ve 32 hiicreli evrede
tamamlanir. Kompaksiyon sirasinda, hiicreler arasi baglant1 esas olarak Ca2 * bagl
adezyon molekull E-kaderin aktivitesi vasitasiyla belirgin sekilde arttirtlir . Birgok
epitel dokularinda bulunan protein komplekslerinden olan E-kaderin adherens
baglantilarin ana eclemanlarindan birisidir. Fare embriyolarinda, E-kaderin
ekspresyonunun yoksunlugu, Adherens Junction (AJ)’da bozulmaya yol acar
(Yamanaka ve ark., 2006).

Olgun TE hiicreleri apikal mikrovilluslu polarize olmus bir epitelin farkli
Ozelliklerini ve polarize olmus bir dagilim gosteren siki ve adherens baglantilar gibi
0zel protein komplekslerinin kutupsal dagiliminin 6zelliklerini tasir (Yamanaka ve
ark., 2006).

Tipik bir epitelde, hiicre membranlari, claudin, occludin ve zonula occludens
(ZO) proteinleri gibi farkli proteinlerden olusan ve siviyr hemen hemen gegirmeyen
bir bariyer olusturan TJ yoluyla sikica baglanirlar. Embriyolarda, TJ bilesenlerinin
bazilari, kompaksiyon sirasinda hiicre-hiicre sinirlarimin apikal yanina lokalize
olurlar ve blastosist kavitesini kapatma yeteginde olan olgun TJ meydana gelmesi
yaklasik 32 hiicreli evrede tamamlanir. Cesitli deneysel ¢aligsmalar, TJ bilesenlerinin
cogunun blastosist kavitesi olusumu ve siirdiiriilmesi icin kritik roller oynadigim
gostermistir. ZO bilesenleri, Z0O-1, Z0O-2 ve klaudin’i 4/6 igerir ve bunlarin
bulunmamasi ya da inhibasyonlariyla bozulmus veya gecikmis kavite olusumu

meydana gelir. (Alarcon ve Marikawa, 2009).

Blastosist kavitesi olusmasi ve genislemesi i¢in, TE'nin sadece fonksiyonel
komplekslerle siki sikiya sizdirmaz bir tabaka olusturmakla kalmayip ayni zamanda
siviyl bosluga pompalamaya ihtiyaci vardir. TE nin apikal kismindan bazal kismina
dogru su akisinin ana yiiriitiicii gii¢, epitelin bazal tarafinda artan bir sodyum iyon
(Na ™) konsantrasyonu sonucu meydana gelen ozmotik giictiir. Blastosist boglugunun

sekillenmeye bagladig1 bazal tarafa sodyum iyonlarinin transportu, apikal memranda



Na® ice akisi igin gerekli olan Na ™ /H™ déniistiiriiciisii ve bazal membranda
Na® disa akis1 igin gerekli olan Na* /K ™ -ATPaz cesitli tasiyict hareketleri ile

saglanir. (Alarcon ve Marikawa, 2009).

1.1.2. Ubikitin Proteazom Sistemi

Hiicresel proteolitik isaretleyici peptid olan ubikitin, hiicre siklusunun
ilerlemesi (Goltzer ve ark., 1991), protein yikimi, yeniden kullanilmasi (Ciechanover
ve ark., 1984) ve membran reseptor endositozu (Strous ve Govers,1999) gibi olaylar1
kontrol eder. Bu olaylar 76-amino asit ve 8.5 kDa ubikitin’in Lys-rezidii substrat1 E-
amino gruplarina kovalent olarak baglanmasiyla gergeklesir. Bu reaksiyon ATP'nin
hidrolizini gerektirir ve memelilerde bir dizi ubikitin tasiyici ve E1-E4 olarak
adlandirilan ligazlarla katalize edilir (Ciechanover, 1994; Hershko ve Ciechanover,
1998).

Ubikitinasyon, protein doéngusinden (Ciechanover, 1994) Alzheimer
hastaligina ve HIV'e (Cochran ve ark., 1991) kadar degisen fizyolojik ve patolojik
olaylart kontrol eden ¢ok yonlii hiicresel diizenleyici mekanizmalardan biridir.
Ayrica, ubikitinasyon, bir protein tzerindeki hedef lizin amino asitleri modifiye eden
ve dolayisiyla islevini ve turnover etkileyen post-translasyonel bir modifikasyondur.
Bu protein dkaryotlarda korunmustur ve ubikuitin benzeri proteinler son zamanlarda
prokaryotlarda da bildirilmistir (Pearce ve ark. 2008). Ug farkli enzim grubunu igeren
¢ok enzim basamakli bir siire¢ oldugu bilinmektedir: E1 aktive edici enzimler, E2-
konjuge edici enzimler ve E3 ubikitin ligazlari. 76 amino asitin evrimsel olarak
korunmus olan ubikitin pargasini lizin amino asitine takmak ic¢in hizli bir sekilde
calisir. Son tahminlere gore, insan genomu sadece iki E1 kodlayan gen igerir: ~40 E2
kodlayan genler ve > 600 farkli E3 ligazlari (Li ve ark. 2008). E1 enzimleri, ubikitin
reaksiyonunu ubikitinin ATP bagimli aktivasyonu ve onun bir E2'ye baglanmasiyla
baglatir. E3 ligazlari, substratin spesifitesini saptar ve bu aktif kompleksin hedef
proteine transferini kolaylastirir (David ve ark., 2011). Sirali K48 baglantis1 ile

olusturulan ubikuitin zincirleri K63'e bagli ubikuitin zincirleri sinyallesmeyi



duizenlerken, 26S proteazom yoluyla protein bozulmasina yol agar (Thrower ve ark.,
2000).

Ubikuitin-proteazom yolagi hiicre i¢i bozunma, oksitlenme veya yanlig
katlanmig proteinlerin yikimlanmasinda aym1 zamanda hiicre dongiisiiniin
ilerlemesinde 6nemli rol oynar (Hochstrasser M, 1995; Jentsch ve Schlenker, 1995;
Hershko A, 1998; Ling ve ark.,2003; Tamura ve ark., 2010). Hasar gormiis, oksite
olmus veya yanlis katlanmig proteinler ubikuitin-proteazom sistemi icin substrat
olarak tanimlanir (Ciechanover ve ark., 1991; Treier ve ark., 1994; Desai ve ark.,
1997; Ling ve ark., 2003). Buna ek olarak bu sistem hucre proliferasyonunun
diizenlenmesi, farklilasma, hayatta kalma, apoptozis, anjiyogenezis ile
iliskilendirilmistir. Ayrica bu sistemde meydana gelebilecek cesitli aksakliklar
kanseri de i¢ine alan bir¢cok hastaligin meydana gelmesi ile de iliskilidir. (Mani ve

Gelmann, 2005; Rajkumar ve ark., 2005; Genini ve ark., 2008).

1.1.3. 26S Proteozom

Proteazomlar, hiicre i¢i proteinleri secici olarak yikimlayan biiyiik ¢ok alt
birimli proteaz komplekslerdir. Bu proteazlar tarafindan uzaklastirilan proteinlerin
cogu, ubikitinasyon ile yikimin gergeklesmesi icin etiketlenirler. Proteozomlar,
anahtar enzimlerin ve diizenleyici proteinlerin sinyal aracili proteolizi yoluyla,
metabolizma ve hiicre dongusi gibi hlcresel siiregleri kontrol etmede rol oynarlar.
Ayrica, stres yanitinda, anormal proteinleri ¢ikararak, bagisiklik yanitinda ise

antijenik peptitler lireterek is gortirler (Hilt ve Wolf, 1996).

Buyuk bir hcresel organel olan 26S proteazom tim Okaryotik hticrelerde
sitoplazma ve c¢ekirdekte bulunan multikatalitik bir proteazdir. ATP'ye bagimli bir
proteolitik sistem olan 26S proteazom, normal metabolik kosullar altinda kisa dmiirlii
proteinlerin bozulmasina ayni zamanda uzun Omiirlii proteinlerin ayrigmasi, bazi
proteinlerin kismi sindirimi / islenmesi (6rn., NUKkleer Faktér kappa B (NF-Kb)) ve
antijen sunumuna neden olur (Yerlikaya, 2004). Ayrica 26S proteazom,
transkripsiyon faktorlerinin islenmesi ve yikimi, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi,

apoptozis, onkoproteinlerin ve birtakim diizenleyici proteinlerin ATP bagiml
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proteolitik yikimindan sorumludur. 26S proteazom, protein bozunmasimi katalize
eden 1 adet 20S proteozom ve 2 tane 19S dizenleyici komplekse sahip 2.5-MDa
agirh@inda molekiiler bir makinedir. 20S protealitik c¢ekirdek kompleksi
proteazomun asil proteolitik aktivitesini meydana getiritrken 19S diizenleyici
kompleksler ubikitinlenmis proteinlerin  taninmasini  saglarlar. DUzenleyici
kompleksler ayni zamanda, ubikuitinli hedeflerin oligopeptidlere ayristigi 20S
kompleksinin igine agilmalar1 ve yer degistirmelerinde de rol oynarlar. Okaryotik
20S proteazom kompleksi (700 kDa), 7 farkli a ve 7 farkli B tipi alt birimler olmak
tizere her birinde 2 kopya olmak iizere 4 tabakal: silindir seklinde bir yap1 meydana
getirir. a alt birimleri 2 dis katmani olustururken B alt birimi yapinin 2 i¢ halkasin

olusturur. (Peters 1993; Hershko A. ve Ciechanover 1998; VVoges 1999).

1.1.4. Bortezomib (PS-341)

Bortezomib (BTZ), intraselliiler proteinlerin bozunmasinda yer alan, memeli
hicrelerinde hucre siklus dizenlenmesini etkileyen ve 20S proteazomu inhibe eden
bir dipeptid boronik asittir. Molekiil agirligt 384,24 olup, molekiil formiilii
C19H2sBNO4. Monomerik borik asit olan BTZ’in suda ¢Oziiniirligi, 2-6.5 pH
araliginda 3.3-3.8 mg/ml°dir. BTZ, intravendz (1V) enjeksiyonu igin 3.5 mg BTZ ve
35 mg mannitol, ubikuitin ve proteazom bagimli proteolitik sistem (UPS) igeren tek
dozlu flakonlarda steril liyofilize toz olarak bulunmaktadir (Bross ve ark., 2004).
BTZ, 3 ila 5 saniye icinde IV olarak uygulanir, vaskiiler bolmeden hizla kaybolur ve
yaklasik 24 saatlik bir biyolojik yar1 dmriiyle proteazomu inhibe eder (Richardson ve
ark., 2003).

Proteazom inhibitorleri, proteazomlar1 etkilerini inhibe ederek gen
ekspresyonlarina bagli olarak protein yapimini ve ¢oklu sinyal iletimini engellerler.
Sinyal iletiminin engellenmesi sonucunda apoptozis meydana gelir ve kanserli
hiicreler yagsamini yitirir, boylelikle timoriin biiytimesi baskilanir (Karp, 1999; Engiir
ve Dikmen 2015). Bununla birlikte proteazom inhibitorlerinin anjiyogenezisi, hiicre-
hiicre adezyonunu ve hiicre migrasyonunu inhibe ettigi de bildirilmistir (Frankland-

Searby ve Bhaumik, 2012; Engir ve Dikmen 2015).
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Segici 26S proteazom inhibitéru olan BTZ (PS-341, LDP-341 ve MLM341),
insanlarda gorilen kanserlerde ve 6zellikle klinik olarak multipl miyeloma goriilen
hastalarin tedavisinde etkili antitiimor aktivitesi gostermesinden dolayr siklikla
kullanilmaktadir (APEX, 2003; Jung ve ark., 2004; Richardson ve ark., 2006). BTZ,
hem kati tiimorler hem de hematolojik malignitelerde anti kanser aktivitesi gosteren
ilk proteazom inhibitéridir (Roccaro ve ark., 2006). Baslangigta ilacin ana etki
mekanizmasinin Bcl-2, ¢-IPA2 ve survivin gibi anti-apoptotik proteinler icin bir
transkripsiyon faktorii olarak islev goren nukleer faktdr kappa B’nin (NF-xB)
inhibisyonu oldugu diisiiniluyordu. Toplanan veriler BTZ’in NF-kB’yi inhibe ve
p53, p21 ve p27’yi stabilize ederek, ayrica bu siiregte miyeloma hiicrelerinin
proliferasyonunda ©onemli rol oynayan siklinleri modifiye ve IL-6’nin up
regulasyonunun inhibe ederek hiicre siklusuna zarar verip anti kanser aktivitesini
gerceklestirdigini gostermistir. (Hideshima ve ark., 2001; Pham ve ark., 2003; Ling
ve ark.2003; Strauss ve ark., 2007). Ayrica proteazom, hicre dongusu
progresyonunu duzenleyen proteinleri indirgemektedir ve NF-xB, IkB kinazin
endojen inhibitérinun proteolizine neden olur. IkB'nin proteazomlar tarafindan
pargalanmasi, NF-kB'yi aktive eder bu da hiicre sag kalimini, biyimeyi tesvik eden
ve apoptoza yatkinligi azaltacak proteinlerin transkripsiyonunu up regile eder. NF-
kB aktivasyonu ayrica miyelom hucrelerinde ila¢ direnci olusturur ve miyeloma
hlcrelerinin ilaglara kars1 direncinde yer alan adezyon molekdillerinin ekspresyonunu
up reglle eder. Ek olarak miyelom hiicrelerinin blylmesi, hayatta kalmasi ve
migrasyonuna aracilik eden salgiyr sitokinlerin kemik iligi stromal hucreleri

tarafindan module eder (Richardson ve ark., 2003).

BTZ, refrakter ve tekrarlayan multip] miyelomali hastalarda kullanilmak
tizere Amerika Birlesik Devletleri’nde Millennium Pharmaceuticals tarafindan 13
Mayis 2003 tarihinde pazarlama onayr verilmistir (Bross ve ark.,2004). Avrupa
Komisyonu 2004 yilinda, Avrupa Birligi iiye iilkelerinde bu endikasyon ig¢in
bortezomib kullanimini onaylamistir. Ulusal Kanser Enstitiisii tarafindan 60 kanser
hlcre hattinda yapilan ¢alismada, BTZ’in hiicre biiyiimesini inhibe ettigi ve bazi
hastalarda insan tiimor hiicrelerine karsi sitotoksik oldugu goriilmiistiir (Jung ve ark.,
2004). BTZ’in klinik etkinligi belirgindir. En sik goriilen yan etkiler gastrointestinal

semptomlar, nodtropeni, trombositopeni, kalp yetmezligi, duyusal noéropati ve
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yorgunluktur (Richardson ve ark., 2003; Hou ve ark., 2014). BTZ’nin insanlarda
onerilen dozu 1.3 mg/m?, iki haftalik siirede haftada iki kez (1., 4., 8., ve 11., giin)
ve 10 giinlik dinlenme periyodu (12-21 giinler) seklinde uygulanmaktadir (Bross ve
ark., 2004).

BTZ, melfalan ve prednizon ile birlikte, yiksek doz kemoterapi icin aday
olmayan daha once tedavi edilmemis multipl miyelomali hastalarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Ayrica 6nceden tedavi edilmemis multipl miyeloma ile 65 yas alt1
hastalar icin otolog kok hicre translasyonu ile yiksek doz kemoterapi Oncesi
indlksiyon tedavi icin de endikedir. BTZ, en az bir dnceki terapi goren ve hastaligi
ilerleyen multipl miyelom hastalarinin tedavisinde ve rituksimab, siklofosfamid,

doksorubisin ve prednizon ile birlikte kullanilmaktadir (Velcade janssen).

Proteazom benzeri yapilarin mitokondri de var oldugu bilinmemekle birlikte,
sitoplazmik  boOlgedeki hareketi mitokondriyal fonksiyonu dolayli yonde
etkileyebilmektedir. Ornegin, BTZ kanser hiicrelerinde, muhtemelen sinyal
bozulmasini onleyerek mitokondriyi birkag pro-apoptotik sinyalerin etkilerine karsi
hassaslastirdig1 gortilmistiir (Naumann ve ark., 2011; Unterkircher ve ark., 2011).
BTZ’nin dolayli anti-anjiyojenik aktivitesi yaygin sekilde bilinmektedir ve
anjiyojenik fenotip icin gerekli olan genlerin ekspresyonunu down regule eder. BTZ
multip] miyelom hastalarindan tiiretilen endotel hiicrelerde (MMEC) vaskiler
endotelyal blytme faktori (VEGF) ve interlokin-6 (IL-6) sekresyonunu inhibe
etmektedir. BTZ’nin vaskiler endotel htcrelerindeki blyimeyi o6nleyici
mekanizmas1 Ozellikle hiicre dongiisiinde belirsizdir. Vaskiiler endotelyal biiyiime
faktori reseptori (VEGFR), insan umblikal vaskiler endotel hicrelerinin
(HUVEC’lerin) hucresel blylmesini inhibe ederek apoptozun indiklenmesine neden
olmaktadir. Bortezomib, HUVEC’lerin vaskiiler ge¢irgenligini Onemli o6lgiide
arttirirken, bir trozin kinaz inhibitorii olan VEGFR-2 ise HUVEC’lerin vaskiler
gecirgenligi azaltmaktadir. BTZ, 0.1 pM'lik bir dozda kaspaz 3'Un aktivasyonunu
indiikler ve daha sonra doz ve zamana bagimli bir sekilde HUVEC'lerde PARP
ayrilmasina neden olmaktadir. Ayrica BTZ vaskuler endotelyal blyume faktori
(VEGF), insulin benzeri biyume faktori (IGF-1) ve Anjiyopoietin-2 (Ang2) genlerin

ekspresyonu ilag dozuna bagimli olarak down regiilasyonu indiiklemektedir
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(Anjiyopoietin-1 (Angl) hari¢). Angl ekspresyonun, yalnizca en yiiksek BTZ dozu
(7.5 nmol/L) kullanilarak azaltilabildigi goriilmiistiir. Yapilan bu ¢aligmalar BTZ’nin
HUVEC hiicrelerini uyarabildigini gostermistir. (Hideshima ve ark., 2001;
Hideshima ve ark., 2003; Roccaro ve ark., 2006; Tamura ve ark., 2010).

Bortezomib’in cdc2/siklin B kinaz aktivitesini azalttigi diisiniilmektedir. G, /
M gegisindeki hiicre dongiisii ilerlemesi cdc2 / siklin B kompleksi aktivitesi ile
diizenlenir ve bu kompleksin aktivasyonu art arda meydana gelen su siireclerle
kontrol edilir: (i) Siklin B proteininin seviyeleri ge¢ S ve G, fazlar siiresince artar;
(i1) Siklin B, fosforile edilmemis cdc2'ye baglanir ve bir inaktif cdc2 / siklin B
kompleksi olusturur; (iii) Cdc2, G, faz1 esnasinda T14, Y15 ve T161 kalintilarinda
fosforile edilir; (iv) Fosfataz cdc25 ile cdc2 Uzerindeki T14 ve Y15'in
defosforilasyonu cdc2 / siklin B kompleksini aktive eder ve bunun sonucunda
hicreler mitoza girer. G, / M fazi ile ilgili hiicre dongiisii diizenlenmesinde yer alan
bu protein modifikasyonlarinin, M fazin1 durdurmak (arrest) yerine G,-M gecisini

baskiladig goriilmiistiir (Tamura ve ark., 2010).
1.1.4.1. Bortezomib’in Gebelik Uzerine Bilinen Etkileri

BTZ ile tedavi goren ¢ocuk sahibi olma potansiyeline sahip kadinlarin hamile
kalmamasi 6nerilmektedir. BTZ’nin plasenta yoluyla yavruya transferi bilinmemekle
birlikte olast bir durumda fetis gelisimini olumsuz yonde etkileyebilecegi
diisiiniilmektedir ancak rat ve tavsanlarda tolere edilen maksimum dozlarda herhangi
bir teratojenitenin gdzlenmedigi belirtilmisti. BTZ, organogenez sirasinda
uygulandiginda test edilen en yiiksek dozda (yaklasik 0.5 mg / m2 / giin) siganlarda
ve tavsanlarda klinik olmayan gelisimsel toksisite caligmalarinda teratojenik
olmadig: tespit edilmistir. Bu dozlar viicut yiizey alanina dayali 1.3 mg / m* klinik
dozun yaklasik yaris1 kadardir ve tek doz bazinda hesaplanmistir. Maternal olarak
toksik bir doz olan, en yliksek dozda tavsanlarda yapilan ¢aligmalarda, implantasyon
sonrasi kayiplarin arttig1 ve fetal agirligin ise azaldig1 bilinmektedir. Materno-toksik
olmayan dozda (ortalama 0.3mg/m%giin) yavrudaki degerlerin etkilenmedigi

goriilmiistiir (Velcade janssen).
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Bu verilerin 1s1ginda sunulan tez ¢alismasinda in vitro embriyo kaltlrl
yontemiyle BTZ’nin farkli donemlerinde bulunan embriyolarin gelisimine,
canliligima ve gelisim potensiyelleri {izerinde doza bagh olarak herhangi bir etkisinin

olup olmadiginin incelenmesi amaglanmistir.
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2.GEREC VE YONTEM
2.1. Gereg
2.1.1. Calisma Materyali

Mevcut tez ¢alismasinin gergeklestirilmesi amaciyla, Mehmet Akif Ersoy
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan, 02.08.2017 tarihli
93773921/2017/306 sayili karar ile onay alinmistir. Sunulan tez ¢alismasinda Burdur
Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinden temin edilen CD1
irkina ait 10-12 haftalik 20-28gr agirliginda disi (n=40) ve erkek (n=10) farelerin
ciftlestirilmesi ile elde edilen embriyolar (n=450) kullanilmistir. Deney siiresince
tum fareler, Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinde
12 saat aydinlik, 12 saat karanlik olacak sekilde 20-22 °C oda sicakliginda
barindirilarak, yem ve su ad libitum olarak verilmistir. Bu g¢alismada kullanilan

fareler servikal dislokasyon ile sakrifiye edilmistir.

Sunulan tez c¢aligmasmma benzer bir ¢aligmaya rastlanmadigindan
Bortezomib’in embriyo gelisimine etkisinin belirlenmesi amaciyla 6n ¢aligma
yapilarak doz belirlenmesi yapilmistir. Bu ¢alismada, bir Kontrol (K) grubu ve farkl
dozlarda BTZ igeren deney gruplar1 (2nM, 3nM, 4nM, 5nM, 10nM ve 20nM) vyer
almaktadir. Kontrol grubu embriyolar {izerine herhangi bir bortezomib uygulamasi
yapilmamistir. Deney grubunda ise medium igerisine farkli miktarlarda bortezomib

uygulamasi yapilmaistir.
2.2.Yontem
2.2.1. Embriyo Toplanmasi

CD-1 rki disi fareler, her kafese en fazla 2 disi fare olacak sekilde tek olarak
kalan erkek farelerin kafeslerine dogal ciftlesmenin saglanmasi ic¢in disi fareler
yerlestirildi. Ertesi sabah ciftlesmenin etkinligini gozlemlemek i¢in vaginal plak
kontrolu yapilmistir. Plagin goriildiigii giin 0. giin olarak kabul edilmis, ertesi giin

yani embriyolarin iki hiicreli evreye ulastig1 giin ise embriyonal dénemin 1. giinii
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olarak kabul edilmistir. 1. glin disi fareler servikal dislokasyon ile sakrifiye
edilmistir. Oviduktlar disseke edildikten sonra stereomikroskop altinda ovidukt
enjektor yardimi ile FHM HEPES- buffered medium (MR-024-D; Milipore)
kullanilarak basingla yikanmis, iki hiicreli embriyolar stereomikroskop altinda
toplanmistir. Embriyolar istenilen evrede kullanilmak {izere mineral yag ile
kaplanmig KSOM mediumu (MR-020P-D; Milipore) iginde 37°C’de %5’lik CO; ile
nemlendirilmis havali inkiibatore yerlestirilmistir. Kontrol grubu, iki hucreli
embriyolar inkiibatére konulduktan yaklasik 24-36 saat (sa) sonra sekiz hicreli
embriyo evresine, yaklasik 42-48 sa sonra morula evresine, yaklasik 54-66 sa sonra

da blastosist evresine ulasan embriyolar ¢alismada kullanilmistir.

Sekil 2.1. (a) Farede vaginal plak (ok) gosterimi ve (b) oviduktun (ok) disseke
edilmesi.
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Sekil 2.2. (a) Elde edilen embriyolarin medium igine transfer edildigi petri kab1 ve
oviduktun yikanmasi sirasinda kullanilan araglar (b) Oviduktun medium ile
yikanmasi.

2.2.2. Bortezomib Uygulamasi

Kontrol grubu ve yapilan 6n ¢alisma sonucu belirlenen BTZ dozlarina gore
olusturulan her bir deney grubu i¢in 2 hiicreli, 8 hiicreli, morula ve blastosist
evrelerinde embriyolart bulunduran petri kaplari hazirlanmistir. BTZ ¢6zlclsu olarak
DMSO kullanildigindan ~ oncelikle belirlenen BTZ dozlart g6z Oniinde
bulundurularak ayni dozlarda DMSO gruplari hazirlanmistir. Kontrol, DMSO ve
farkli dozlada BTZ iceren deney gruplart karsilastirildiginda DMSO’nun Kontrol
grubu ile ayni oldugu ve herhangi bir olumsuz etkisinin olmadig1 belirlenmistir
(gosterilmeyen data). Bu nedenle ¢alismamizda DMSO grubu kullanilmamastir.
Kontrol grubu icin 2 hicreli, 8 hucreli, morula ve blastosist evrelerinde bulunan
embriyolar, 6 cm’lik petri kaplar1 ig¢inde olusturulan 25ul’lik KSOM mediumu
icerisine transfer edilmistir. Her bir embriyo evresinde farkli BTZ dozlar1 igin

hazirlanan her bir deney grubu i¢in ayr1 ayri kontrol gruplart olusturulmus ve bu
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olusturulan 25ul’lik damlalarin tizeri mineral yag ile kaplanarak 37 °C’ de %5 CO,

ile nemlendirilmis havali inkiibatore yerlestirilmistir.

Oncelikli olarak, farkli BTZ dozlar (2nM, 3nM, 4nM, 5nM, 10nM, 20nM)
ile hazirlanmis KSOM medium icerisine iki hiicreli evrede (1. gin) bulunan
embriyolar transfer edilmis ve 4. gune kadar belirtilen dozlarda ki mediumlar
icerisinde inkibe edilerek, 2., 3. ve 4. gunlerde deney grubunda yer alan
embriyolardan hayatta kalan (canli) embriyo sayilar1 ile kontrol embriyo sayisi
karsilagtirilmistir (Tablo 3.1). Ayrica 1. giinden 4. giline kadar gecen suregte farkl
BTZ dozlarina maruz kalan 2 hucreli embriyolardan, 4 hucre, 8 hiicre, morula ve
blastosist asamasimna gelen embriyolarin sayilart kontrol embriyolart ile
karrsilastirtlmistir ve bununla ilgili grafikler hazirlanmistir. Bu deney prosediirii
sirasinda gruplar arasinda dogru istatistiksel verileri elde etmek amaciyla her bir

deney grubu birbirinden bagimsiz olarak 4 kez tekrar edilmistir.

Ayni zamanda BTZ’in farkli donemlerde bulunan embriyolarin gelisim
potansiyellerine (her evredeki embriyonun bir sonraki evreye gecmesi gereken sire
boyunca BTZ igeren KSOM medium igerisinde inkiibe edilmis ve kontrol
embriyolar1 ile karsilagtirllmistir) olan etkisi arastirilmistir (Tablo 2). Kontrol
grubunda oldugu gibi deney grubunda her bir deney grubu (3nM, 5nM ve 10nM) i¢in
iki hicreli, sekiz hucreli ve morula ve blastosist evrelerinde olan embriyolar
kullanilarak belirtilen dozlarda (3nM, 5nM, 10nM) BTZ iceren medium igerisine
transfer edilmistir. Boylece 2 hucreli evrede belirtilen dozlarda BTZ’e maruz kalan
embriyolarin 8 hiicreli embriyo olusmasi, 8 hiicreli asamada belirtilen dozlarda
BTZ’e maruz kalan embriyolarin morula olusturan embriyo sayisi ve morula
evresinde belirtilen dozlarda BTZ’e maruz kalan embriyolardan blastosist dénemine
gecebilen embriyolarin yiizde oranlar1 kontrol embriyolar ile karsilastirismistir. Bu
deney prosediirli sirasinda gruplar arasinda dogru istatistiksel verileri elde etmek

amaciyla her bir deney grubu birbirinden bagimsiz olarak 5 kez tekrar edilmistir.
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Tablo 3.1. 1. glnden- 4. gune kadar inkiibe edilen kontrol ve deney grubu
embriyolarin 2., 3. ve 4. giinlerde hayatta kalan embriyo sayilart ve 2 hiicre, 8 hiicre,
morula ve blastosist evresine ulasabilen ve hayatta kalan embriyo sayilarinin
belirlenmesi i¢in yapilan deneyler i¢in kullanilan embriyo sayilarini gdsteren tablo.

Embryo Donemi [l.ginden (2 hicre) - 4.gun (blastosist)
Gruplar asamasina kadar embriyo gelisimi]
Kontrol (n=30)
2nM BTZ (n=30)
3nMBTZ (n=30)
4nM BTZ (n=30)
5nM BTZ (n=30)
10nM BTZ  (n=30)
20nM BTZ (n=30)

Tablo 3. 2. Farkli dozlarda (3nM, 5nM, 10nM) BTZ’ye farkli donemlerde (2 hiicre,
8 hiicre, morula ve blastosist) maruz birakilan embriyolarin bir sonraki evreye gecis
potansiyellerinin incelenmesi i¢in yapilan deneylerde kullanilan embriyo sayilarini
gosteren tablo

Embryo Donemleri

Gruplar 2 hicre-8 hiicre 8 hiicre-Morula Morula-Blastosist
Kontrol (n=30) (n=15) (n=15)
3NnMBTZ (n=30) (n=30) (n=30)
5nMBTZ (n=30) (n=35) (n=35)
10nM BTZ (n=30) (n=40) (n=40)
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2.2.3. Preimplantasyon Do6nemi Embriyolarinda Embriyo Gelisiminin

Degerlendirilmesi

Sunulan tez ¢alismasinda izole edilen, kontrol ve deney (BTZ uygulanan)
grubu farkli evrelerdeki embriyolarin gelisim yeterlilikleri degerlendirilmistir.
BTZ’in, 2 hiicre, 8 hiicre, morula ve blastosist donemindeki embriyolar (izerine olan
muhtemel etkileri embriyolarda goriilebilecek tiim morfolojik degisimlere bakilarak
stereomikroskop altinda degerlendirilmistir. Genel olarak embriyolar; hiicrelerin
diizglinliigli, blastomerlerin rengi, yapisi, fragmentlerin varhi§i ve derecesi,
blastomerlerin boyutlarinin esitliginin derecesi, hiicre sayis1 gibi kriterlere bakilarak

morfolojik olarak degerlendirilmistir (Van Soom ve ark, 2003; Nasiri ve ark, 2015).

Iki hiicreli ve sekiz hiicreli embriyolar, blastomer fragmentasyonu, hiicrede
bliziisme (cell shrinkage), bozulmamis zona pellusidanin ayrilmasi, déllenmemis
oosit ya da yariklanmay1 gerceklestirememis olan zigotlar gibi faktorlere bakilarak
degerlendirilmistir. Morula doneminde embriyo 16-32 kompakt hiicreye sahiptir.
Normal bir blastosist ise i¢ hiicre kitlesi ve blastosist kavitesini ¢evreleyen trofoblast
hlcrelerine farklanan 32 hiicreden fazla blastomer icerir ve tek bir blastosist kavitesi
bulundurur. E4.5-5.0 doneminde hatching (blastosisitin artik implantasyon i¢in son
hazirliklart yaptig1 zona pellusidadan kurtulmasi) ad1 verilen olay gergeklesene kadar
blastosist zona pellusida ile g¢evrilidir. Bu bilgiler 1s1ginda morula ve blastosist
dénemi embriyolar, normal (embriyolar > 10 hiicre) ve anormal embriyolar (¢ tip
altinda 1) az sayida (<10) blastomer igeren embriyolar 2) lizis ya da anormal hiicresel
organizasyonu olan embriyolar ve 3) dollenmemis oosit ya da yariklanmayi
gerceklestirememis olan zigotlar bu kriterlere bakilarak degerlendirilmistir (Titenko-

Holland ve ark., 1998).

2.2.4. Mikroskop ve Goruntu Analizleri

Ayn1 deney ve kontrol grubundan olan embriyolar invert mikroskop kullanilarak

gorlintiillenmis ve fotograflanmistir.
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2.3. istatistik Analiz

Verilerin degerlendirilmesinde SPSS 20 (IBM Corp. Released 2011. IBM SPSS
Statistics for Windows, Version 20.0. Armonk, NY: IBM Corp.) istatistik paket
programi kullanilmistir Degiskenler ortalamazstandart hata ile yizde ve frekans

degerleri kullanilmistir. Ayrica parametrik testlerin 6n sartlarindan varyanslarin

13 bh 13

homojenligi “ Levene ” testi ile kontrol edilmistir. Normallik varsayimina ise
Shapiro-Wilk” testi ile bakilmistir. Ug ve daha fazla grup karsilastirmasi igin Tek
Yonli Varyans Analizi ve coklu karsilastirma testlerinden Tukey HSD testi ile
saglanmadiginda ise Kruskal Wallis ve ¢oklu karsilastirma testlerinden Bonferroni-
Dunn testi kullanilmustir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p < 0.05 olarak dikkate

alinmustir.
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3. BULGULAR

3.1. Embriyolara Farkh Dozlarda Uygulanan Bortezomib’in Embriyo

Canhliklan1 Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi

2 hucreli evrede bulunan embriyolar, kontrol (0 nM) ve deney gruplari igin
2nM, 3nM, 4nM, 5nM, 10nM ve 20nM dozlarda BTZ uygulanmis olan petri
kaplarinda, 2 htcreli evreden (1.gun) blastosist evresine (4. gin) kadar maruz
birakilarak kiiltiire edilmistir. Embriyo canliliklari, 1. ginde BTZ’e maruz birakilan
ve maruz kalmaya devam edilen (4. gline kadar) embriyolar 2., 3. ve 4. glinlerde
degerlendirilmistir. BTZ’in hayatta kalan embriyo sayilar1 yani embriyo
canliliklarma etkisine iliskin grafik Sekil 3.2’ de belirtilmistir. Ilgili grafige
bakildiginda 2nM, 3nM konsantrasyonlarin embriyo canliligi iizerine bir etkisinin
olmadig1 gorilmistir (p > 0,05). 3nM konsantrasyonun ise istatistiksel olarak
embriyo canliliginda anlamli bir etkisinin olmadig1 tespit edilmistir. Ancak
embriyolarin 4. giindeki canlilik yiizdeleri kontrol embriyolari ile karsilastirildiginda
4nM, 5nM, 10nM konsantrasyon degerleri igin sirasiyla; %65,54, %45,72, %40,48
oraninda diisiis gosterdig belirlenmistir (Sekil 3.2). 10nM dozu, diger BTZ dozlar1 ile
karsilastirldiginda da embriyo canlilik oranlarindaki farkliligin ilk olarak 2. glinde

goriilmeye baslandigi gorulmektedir.

20nM dozunun, kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise bu konsantrasyonun
embriyonik arrest meydana getirdigi ve 2 hiicreli embriyolarin biiyiik cogunlugunun
bir sonraki evreye geg¢emedikleri saptanmustir (Sekil 3.1). Bu nedenle embriyo

canliligina iliskin grafikte 20nM Konsantrasyonu gosterilmemistir.
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Sekil 3.1. BTZ’in 2 hiicreliden blastosist asamasina kadar kiiltiire edilen
embriyolarin canliligi (zerine etkisi. Kdlturler 2nM, 3nM, 4nM, 5nM, 10nM
dozlarda BTZ’e maruz birakilmistir ve embriyo canlilik oranlar1 1, 2, 3 ve 4. gun igin
degerlendirilmistir. Degerler birbirinden bagimsiz olup dort deneyin ortalama +

standart hatas1 (SEM) (bar) ile gosterilmektedir. Eslestirilmis kontrollere kiyasla,
*
p<0.05.

4.Gln

1.Gin 2.Gin

Kontrol

20nM

Sekil 3.2. Kontrol grubu ve 20nM BTZ uygulanan 2 hiicreli embriyolarin 4 giin
boyunca BTZ icerisinde inkiibe edilmesi ve bu siiregteki embriyo gelisimi.
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3.2. Farkh Dozlarda Uygulanan BTZ’in Embriyolarin Gelisim Yeterliligine

Olan Etkisinin Degerlendirilmesi

BTZ’in embriyonal gelisim yeterliligine olan etkisini degerlendirmek
amaciyla kontrol ve 2nM, 3nM, 4nM, 5nM, 10nM dozlar i¢in 1. giinden (2 hticre), 4.
gune (blastosist) kadar belirtilen dozlarda BTZ icerisinde kultiire edilen 2 hicreli
embriyolardan 4 hiicre, 8 hiicre, Morula ve Blastosist meydana gelebilme (olusma)
oranlarina bakilmistir. 2nM BTZ dozunun embriyo gelisim yeterligi tizerine herhangi
bir olumsuz etki olmadigi saptanmistir (p > 0.05) (Sekil 3.3). 3nM dozda ise 2
hiicreliden morula asamasina ulasmada olumsuz bir etki gorilmezken; morula
evresinden blastosist (%89,45) evresine ulagsmada kontrol ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir diistis oldugu goriilmistiir (p <0.05) (Sekil 3.3). Aym
grafikte, 4nM BTZ dozuna bakildiginda 2 hicreliden 8 hiicreli asamaya ulasmada
BTZ’in olumsuz bir etkisinin olmadigi; ancak 8 hticreliden morula (%76,43) ve
blastosist (%51,79) evresine ulagma yeterliliginde kontrol ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir diisiis oldugu gortlmiistiir (p <0.05). 5 nM doz grubu
kontrol grubu ile karsilastirildiginda 4 hiicreli asama hari¢ diger tiim embriyonik
donemler icin (8 hucreli %54,53; morula 27,59; blastosist %7,14) ilgili evrelere gegis
gelisim yeterliginin 6nemli diizeyde diisiik oldugu goriilmiistiir. Ayrica 10 nM
konsantrasyonda kiiltiire edilen 2 hiicreli embriyolarin 4 hiicreli asamaya kadar
gelisebildigi  (%53,21), ancak sonraki embriyonik ddénemlere gecemedigi
belirlenmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Farkli Dozlarda Uygulanan BTZ’in Embriyolarin Gelisim Yeterliligine
Olan Etkisi. Kontrol ve farkli dozlarda BTZ ile kiiltire edilen embriyolarin 2
hicreliden, 4 hiicre, 8 hiicre, Morula ve Blastosist evresine ulasma oranlarini
gostermektedir. Yildiz isaretleri, ayn1 agsamadaki kontrollere gore anlamli bir fark (p
<0.05) oldugunu gosterir. Degerler yapilmis olan, dort ayri deneyin ortalamalar1 +
SEM'dir.

3.3. Bortezomib’in Fragmentasyonu Indiikledigi Bulgusunun Degerlendirilmesi
Calismada 72 saat boyunca 5nM BTZ’e maruz kalan 2 hicreli embriyolarda
BTZ’in fragmentasyonu indiikledigi goriilmistiir (Sekil 3.4). Ayrica 24 saat boyunca

10nM BTZ’e maruz kalan 8 hiicreli embriyolarda fragmentasyonun arttigi invert

mikroskop ile gekilen gortntllerle gosterilmistir (Sekil 3.5).

26



Sekil 3.4. 5nM bortezomib icerisinde 2 hiicreli evreden blastosist evresine kadar 72
sa boyunca kultire edilen embriyolarin gelisimi. (A) BTZ de kiltire edilmeye
baslanan 2 hiicreli embriyolar; (B) 24 sa boyunca BTZ’e maruz kalan embriyolar;
(C) 48 sa boyunca BTZ’e maruz kalan embriyolar, embriyolarda ki sitoplazmik
fragmentasyonun goésterimi (siyah ok) (D) 72 sa boyunca BTZ’e maruz kalan
embriyolar, embriyolarda ki sitoplazmik fragmentasyonun gosterimi (beyaz ok)

Sekil 3.5. 10 nM bortezomib icerisinde 8 hucreli evreden blastosist evresine kadar 48
sa boyunca kiiltiire edilen embriyolarin gelisimi. (A) BTZ de kultire edilmeye
baslanan 8 hucreli embriyolar; (B) 24 sa boyunca BTZ’e maruz kalan embriyolar,
embriyolardaki sitoplazmik fragmentasyonun bulundugu gosterimi (siyah yildiz); (C)
48 sa boyunca BTZ’e maruz kalan embriyolar, embriyolarda sitoplazmik
fragmentasyonun yogun olarak goriildiigii embriyolarin gésterimi (beyaz yildiz).

3.4 Farkh Dozlarda Farkhh Embriyo Gelisim Evrelerinde Uygulanan BTZ’in

Embriyolarin Gelisimine Olan Etkisinin Degerlendirilmesi

Calismada BTZ’in 3nM, 5nM, 10nM dozlari, ebriyonik gelisimin farkli
evrelerinde (2 hiicre, 8 hiicre, morula ve blastosist) ayr1 ayri uygulanmistir. BTZ’in
embriyo gelisimine olan etkisini degerlendirmek amaciyla 2 hiicreli agamada bulunan
embriyolar kontrol ve belirtilen dozlarda BTZ’e maruz birakilmistir ve yaklasik 24
saat sonra bu 2 hicreli embriyolardan 8 hicreli embriyo meydana getirenlerin
sayilar1 tespit edilmistir. Ayni sekilde 8 hiicreli asamada kontrol ve belirtilen
dozlarda BTZ’e maruz birakilan embriyolar yaklasik 24 saat sonra 8 hucreli
embriyolardan morula asamasina gegcen embriyo sayilar1 belirlenmistir. Ayrica

morula asamasinda bulunan kontrol ve belirtilen dozlarda BTZ’e maruz birakilmis
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yaklasik 24 saat sonra blastosist meydana gelen embriyo sayilart belirlenmistir (Sekil
3.6).

3nM BTZ dozunun 2 hiicre, 8 hiicre asamasinda bulunan embriyolarin
sirasyilla 8 hiicre ve morula meydana getirmesi Uzerine herhangi bir olumsuz
etkisinin olmadigr goriilmiigken morula asamasinda BTZ’e maruz birakilan
embriyolarin blastosist meydana getirenlerinin orani ise %94 olarak hesaplanmistir

(p <0.05) (Sekil 3.6).

5nM doz igin ise 2 hiicre, 8 hiicre ve morula asamasinda bulunan
embriyolarin sirastyla 8 hiicre, morula ve blastosist meydana getirme yuzdeleri
kontrol ile karsilastirildiginda, bu oranlar %52,28, %52,28 ve %81,48 olarak
hesaplanmustir (Sekil 3.7).

10nM doza bakildiginda ise 2 hiicreli ve 8 hiicreli asamada BTZ’e maruz
birakilan embriyolarin higbirisinin sirasiyla 8 hiicreli ve morula asamasina
gecemedigi gorilmiistiir. Ancak morula asamasinda 10nM BTZ uygulanan

embriyolarin %52,22’sinin blastosist meydana getirdigi tespit edilmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.6.Farkli dozlarda BTZ’e maruz birakilan 2 hiicreli embriyolardan 8 hiicreli
embriyo gelisimi. Kontrol ve farkli dozlarda BTZ ile kiiltiire edilen embriyolarin 2
hticreli evreden 8 hiicreli evreye ulasan embriyolarin populasyonunu gostermektedir.
Yildiz isareti, ayn1 asamadaki kontrollere gore; # isareti ise 3nM doza gore anlaml
bir fark (p <0.05) oldugunu gosterir. Degerler yapilmig olan, bes ayr1 deneyin
ortalamalar1 + SEM'dir.

120

100
*#
80 !
60
40
20
0
5nM

Kontrol 3nM

Embriyo populasyonu (%)

10nM

Bortezomib Konsantrasyon (nM)

Sekil 3.7.Farkli dozlarda BTZ’e maruz birakilan 8 hiicreli embriyolardan morula
asamasina embriyo gelisimi. Kontrol ve farkli dozlarda BTZ ile kultire edilen
embriyolarin 8 hiicreli evreden morula evresine ulasan embriyolarin populasyonunu
gOstermektedir. Yildiz isareti, ayn1 asamadaki kontrollere gore; # isareti ise 3nM
doza gore anlamli bir fark (p <0.05) oldugunu gosterir. Degerler yapilmis olan, bes
ayr1 deneyin ortalamalar1 + SEM'dir.
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Sekil 3.8.Farkli dozlarda BTZ’e maruz birakilan morula evresindeki embriyolarin
blastosist meydana getirmesi. Kontrol ve farkli dozlarda BTZ ile kdlture edilen
embriyolarin  morula evresinden blastosist evresine ulasan embriyolarin
populasyonunu gostermektedir. Yildiz isareti, ayn1 asamadaki kontrollere gore; #
isareti ise 3nM doza gore anlamli bir fark (p <0.05) oldugunu gosterir. Degerler
yapilmis olan, bes ayr1 deneyin ortalamalar1 + SEM'dir.
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4. TARTISMA

Proteazom, nonlizozomal ve ATP-bagimli proteolitik yolaklar i¢in esansiyel
olan tim hicrelerde bulunan bir enzim kompleksidir. Ubikuitin-proteazom yolagi,
hiicre dongiisii ilerlemesinin yani sira hasarli, oksitlenmis veya yanlis katlanmis
proteinlerin (Ling ve ark., 2003; Hochstrasser 1995; Jentsch ve ark., 1995; Hershko
ve ark., 1998) hiicre i¢i bozulmasinda énemli bir rol oynar. Bu hasarli, oksitlenmis
veya yanlis katlanmis proteinler, UPS i¢in substratlar olarak tanimlanmistir (Ling ve
ark., 2003, Desai ve ark., 1997; Ciechanover ve ark., 1991). Ayrica, bu sistem, hiicre
proliferasyonu, farklilasmasi, hayatta kalma, apoptoz ve anjiyogenezin
diizenlenmesinde de rol oynamaktadir (Grimm ve ark., 1996; Roccaro ve ark., 2006).
Ubikuitin-proteazom yolu, nikleer ve sitosolik proteinlerin ve 6zellikle biylmeyi,
aktivasyonu ve sinyallemeyi yOneten kisa siireli diizenleyici proteinlerin ¢ogunun
parcalandigi ana mekanizmayi temsil eder (Chu ve ark., 2009). Proteazom /ubikuitin
sisteminin htcresel regilasyon lzerindeki bu benzersiz etkileri nedeniyle, proteazom
kanser tedavisi i¢in yeni ve umut verici bir ilag olarak degerlendirilmektedir

(Rajkumar ve ark., 2005; Mani ve Gelmann, 2005).

Secici 26S proteazom inhibitéru olan bortezomib (PS-341), proteazom igin
yuksek spesifisiteye sahip bir dipeptid boronik asit inhibitoridir (Adams, 2003).
Bortezomib bir dizi ¢oklu miyeloma tedavisi i¢in kullanilan lisanshi bir ilagtir.
Bortezomib'in antitiimdr etkileri ayrica, gogiis (Teicher ve ark., 1999), akciger (Ling
ve ark., 2003), kolon (Cusack ve ark., 2001), mesane (Johnson ve ark., 2003),
pankreas (Nawrocki ve ark., 2004), yumurtalik (Frankel ve ark., 2000), prostat
(Frankel ve ark., 2000) ve tiroid (Mitsiades ve ark., 2006) karsinomlar1 dahil olmak
tizere ¢ok cesitli solid tiimorler/ solid tiimorlerden elde edilmis hiicre hatlarinda

kapsamli olarak ¢alisilmistir.

Proteazom inhibisyonun kabul edilen mekanizmalari, BTZ’nin preklinik
calismalarina dayanilarak belirlenmistir. Bortezomib tiimor hiicrelerinde intrinsik
mitokondriyal yolak, ekstrinsik 6lim-reseptor yolagi ve endoplazmik retikulum stres
yanit1 yolagi araciligi ile apoptozise neden olur (Nencioni ve ark., 2007; Lee ve ark.,

2003; Mitsiades ve ark., 2002). Bu aktivitenin, ¢esitli diizenleyici ve pro-apoptotik
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proteinlerin degradasyonunun inhibisyonundan kaynaklandigi ileri siiriilmiistiir. Bu
stireg, inhibitor IkB'nin bozunmasini onleyerek nikleer faktor (NF) kB aktivitesinin
inhibisyonu; siklinlerin turnover’larin kaldirilmasi1 ve sikline bagimli kinaz
aktivitesinin bozulmasi; JNK stabilizasyonu ve Fas upregulasyonu; bir timor
baskilayici olan p53’lin stabilizasyonu ve Bcl-2 protein ailesinde bulunan
proteinlerde ki pro-apoptotik ve anti-apoptotik dengenin degismesi gibi durumlari
icerir (Nencioni ve ark., 2007). Ayrica, bortezomib ile meydana gelen proteazom
inhibisyonu, katlanmamis protein tepkisi bozulmasina, reaktif oksijen tiirlerinin

uretilmesine ve oksidatif strese neden olur (Dick ve ark., 2010).

Gonadal ve germ hiicrelerinin farklilagmasi sirasinda ubikuitin, ubikuitin
aktive ve konjuge eden enzim E1, E2 ve UBC4 ve ubikuitin C terminali hidrolaz L1
(UCH L1), sertoli hiicreleri, spermatogonia ve spermatitler tarafindan yiiksek oranda
eksprese edilir (Sutovsky ., 2003). UPS, spermatogenezin mitotik, mayotik ve
postmayotik gelisme fazlar1 boyunca sayisiz proteinin bozunmasi i¢in gereklidir
(Chu ve ark., 2009). UPS'nin aktivitesi spermatogenez sirasinda sitoplazmik ve
niikleer proteinlerin biiylik capta yikimlanmasi zorunlu olmasi nedeniyle yiiksektir
((Rajapurohitam ve ark., 2002; Baarends ve ark., 1999; Dickins ve ark., 2002;
Sutovsky ve ark., 2002). UPS sahip oldugu bircok fonksiyonla uyumlu olarak,
UPS’teki degisiklikler igerisinde patalojik siirec ve sub/infertilitede yer alir.
Gercekten de poliubikuitin  geni olan  Ubb (ubikuitin  b)'nin hedeflenen
bozulmasinin erkek ve kadin infertilitesi (Ryu ve ark., 2008) ve testikller gen
ekspresyon paternlerinde degisiklige neden oldugu gozlenmistir (Sinnar ve ark.,
2011). Ubikuitin-protein  kompleksinden monodbikitin yenilenmesinden sorumlu
UCHLI kaybu, ilk spermatogenezde apoptoz oranini diisiirdiigii ve olgunlasmamis
farelerde premayotik germ hiicrelerinin sayisini arttirdigi goriilmiistiir (Kwon ve ark.,
2005). Spermatogonialardaki UCHLI’in asimetrik dagiliminin spermatogonial kok
hiicrelerin farklilagsmasi ve siirekliligi ile iliskili oldugu ortaya konulmustur (Luo ve
ark., 2009). Bu bilgilere dayanarak bortezomib sonucu meydana gelen proteazom
inhibisyonu, katlanmamig protein cevabinin bozulmasina, reaktif oksijen tiirlerinin
tiretilmesine ve oksidatif strese neden oldugu diisiiniilmektedir (Hou ve ark., 2014).
Hou ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada BTZ enjeksiyonundan 2 giin sonra testis

agirligi ve sperm konsantrasyonunda belirgin bir akut azalma oldugu ve sadece hizla
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boliinen germ hiicrelerini etkilemekle kalmayip, durgun spermatogonial kok hiicre
sayisini da diiglirdiigii gézlenmistir. Ayrica germinal epitelyal hasara neden olup ve
pubertal seminifer tiibiillerin boyuna biiylimesini de azaltmaktadir. Erkeklerde
dogurganligi bozmadig1 ve BTZ tedavisinin ilk kusagi etkilemedigi goriilmiistiir.
Fakat prepubertal erkek g¢ocuklarin BTZ ile tedavisin erkek (remesi (Gzerinde
olumsuz etkileri olabilecegi diistiniilmektedir. Tek bir BTZ ddngisinin sistemik
uygulanmasinin spermatogenezi onemli Olgiide etkiledigi ve sertoli hiicre islev
bozukluguna neden oldugu bilinmektedir. BTZ, p53 vasitasiyla germ hucreli
apoptozu, kaspaz 8 ve kaspaz 3 yolaklarini indiikler ve FSH diizeyini arttirmaktadir.
Boylece BTZ’nin gugli bir gonadal toksik ilag oldugu 6nerilmistir. Bu sebeple BTZ
ile tedavi goren hastalarda gonadal fonksiyonun dikkatle izlenmesi énerilmektedir (
Hou ve ark., 2014).

Bilindigi iizere ubiquitin proteasome yolagi (UPP), tiim okaryotik hiicrelerde
bulunan, en oOnemli diizenlenmis hiicre i¢i protein par¢alanma sistemidir ve
digerlerinin yan1 sira apoptoz, hiicre sag kalimi, hiicre dongiisii ilerlemesi, DNA
onarimi gibi islemlerde yer alir. (Manasanch E ve Orlowski, 2017). Proteazom
inhibitorleri, baslangicta, UPP'nin protein doniisiimiinde rolii nedeniyle, kansere
bagl kaseksinin dnlenmesinde faydali olan ajanlar olarak gelistirilmistir. Daha sonra,
kiicik molekiillii proteazom inhibitorlerinin, kiiltiire edilmis hiicre dizilerinde ve
murin kanser modellerinde apoptozu indiikleyebildigini ve bdylece kemoterapotik
olarak kullanilabilecegi bir¢cok preklinik ¢aligsmalar ile ortaya konmustur (Manasanch

E ve Orlowski, 2017).

Apoptozis, kromatin yogunlagmasi, hiicre biiziilmesi (kii¢iilmesi), zarin
kabarcik olusturmasi (membrane blebbing), DNA fragmantasyonu, ATP gereksinimi,
komsu hiicrelerle fagositoz olusturmasi ve komsu hiicreler iizerinde yararl etkileri
ile karakterize programlanmis bir hiicre 6liimiidiir (Liu ve ark., 2000; Mevorach ve
ark., 2010; Kanduc ve ark., 2002; Silva, 2010). Diger yandan nekroz ise yaralanma
nedeniyle meydana gelen hiicre oliimiidiir ve hiicre sismesi, hasarli membranin
gecirgenliginin artmasi, ATP'nin hizli tilkenmesi, DNA fragmentasyonu, hticre lizisi
ve komsu hiicreye verdigi zararli etkileri ile karakterize edilir (Mevorach ve ark.,

2010; Kanduc ve ark., 2002; Silva, 2010). Nekrozun aksine apoptozis hasarli
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blastomerlerin elimine edilmesini saglayarak gelisen embriyo igin koruyucu bir
gorev lstlenir ancak apoptotik blastomerlerin orani arttig1 zaman tiim embriyonun da
gelisimi durabilir ya da nekrozda oldugu gibi embriyo olebilir (Chi ve ark., 2011).
Sunulan tez ¢alismasinda doza ve siireye bagimli olarak embriyolarin ¢esitli
evrelerinde embriyo fragmentasyonun arttigi goézlemlenmistir ancak apoptoz ve
nekroz i¢in spesifik bir etiketleme yapmadigimizdan olusan fragmentasyonun hem
apoptoz hem de nekroz ile ilgili olma ihtimalini géz ardi edemeyiz. Chi ve ark.,
fragmente olmus embriyolarda yaptiklar1 bir ¢alismada fragmentasyon olayinin
apoptotik hiuicre 6limiinden ¢ok nekroz ile iligkili oldugunu ortaya koymustur (Chi ve
ark., 2011). Ancak baz1 arastirmacilar ise apoptozu belirlemek i¢in yapilan annexin
V boyamasi ve nekrozu gostermek icin uygulanan PI boyamasinin durmus (arrest)
olan ve fragmente olan tiim insan embriyolarinda bulundugunu belirtmislerdir (Chi
ve ark.,2011; Liu ve ark., 2000; Levy ve ark., 1998). BTZ’nin etki mekanizmasina
bakildiginda proapaptotik genlerin aktivasyonunu ve antiapoptotik genlerin ise
inhibisyonuna neden olmaktadir (Frankland-Searby ve Bhaumik., 2012). Ayrica
proteazom inhibitérlerinin apoptozu indiikledigi bu nedenle de kanser tedavisinde
kullanildig1 bilinmektedir (Manasanch E ve Orlowski, 2017; Chu ve ark., 2009). Bu
bilgiler 15181nda ¢alismamizda da elde ettigimiz bulgularda 6zellikle 5SnM ve 10nM
konsantrasyonlar da kilture edilen embriyolarda siireye bagli olarak blastomer
fragmentasyonunun arttig1 gorilmiistir. Bu fragmentasyon artisinin BTZ’nin
apoptozu  indiiklemesi  sonucunda  sekillendigini = Ongdérmekteyiz ~ ancak
fragmentasyonun sadece apoptoz kaynakli oldugunu sdyleyebilmek i¢in ayirici

analizlerin yapilmas1 gerekmektedir.

10nM diger BTZ konsantrasyonlar ile karsilastirldiginda embriyo canlilik
oranlarinda ki istatistiksel olarak anlamli farklilik (diisiis) ilk olarak 2. gilinde
goriilmeye baglamigken 5SnM konsantrasyonda 3. giin, 4nM ise 4. giinde goriilmiistiir.
Bu bulgu bize BTZ uygulamasinin doza ve siireye bagli olarak embriyo canlilik

oranlari iizerinde istatistiki olarak anlamli bir diisiise sebep oldugunu géstermistir.

Yapilan ¢aligmalar, 26S proteasomunun proteolitik fonksiyonunun
inhibisyonunun, hiicre déngisu durmasmi tetikledigini gostermistir (Frankland-

Searby ve Bhaumik., 2012). Bu ¢alismalarla uyumlu olarak 2 hiicreli embriyonik
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donem de 20nM konsantrasyon da BTZ maruz kalan embriyolarda embryonik arreste

meydana geldigi ¢ekilen invert mikroskop goriintiileri ile belirlenmistir.

Calismamizda 2 hiicreli evrede bulunan embriyolar farkli dozlarda BTZ’e
maruz birakilip, 5 nM doz grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda 4 hiicreli
asama hari¢ diger tiim embriyonik donemler i¢in gelisim yeterliginin 6nemli diizeyde
diisiik oldugu goriilmiistiir. Ayrica 10 nM konsantrasyonda kiltiire edilen 2 hicreli
embriyolarin 4 hiicreli asamaya kadar gelisebildigi ancak sonraki embriyonik
donemlere gegemedigi belirlenmistir. Bu bulgu bize doza ve siireye bagli olarak
BTZ’in erken embriyonik donem de embriyo gelisimine istatistiki olarak 6nemli

etkisinin oldugu gdstermistir.

Sunulan tez ¢alismasinda, BTZ’in 3nM, 5nM, 10nM dozlari, gelisimin farkl
evrelerinde bulunan embriyolara uygulanmis ve BTZ’in farkli evrelerde bulunan
embriyolarin gelisimine olan etkisi istatistiki olarak degerlendirilmistir. Elde edilen
verilere gore 2 hiicreli asamada 5nM doza maruz birakilan embriyolarin 8 hiicreli
embriyo olusturma yiizdeleri kontrol ve 3nM BTZ konsantrasyonu ile
karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli bulunmustur. Morula agamasinda 10nM
doza maruz birakilan embriyolarin blastosist olusturma yiizdeleri kontrol ve 3nM
BTZ konsantrasyonu ile karsilastirildiginda aradaki farkin istatistiki olarak anlamli
oldugu goriilmiistiir. Preimplantasyon déneminin ilk evresi olan 2 hiicreli asamada
10nM BTZ maruz birakilan embriyolarin higbirinin bir sonraki evreye gegemedigi
ancak 10nM BTZ’e maruz birakilan morula evresindeki embriyolarin %52,22’sinin
blastosist asamasina gelebildigi tespit edilmistir. Bu veriler 1s18inda farklh
embriyonik asamalarda BTZ’e maruz birakilan embriyolarin gelisim evreleri
ilerledikge bir sonraki embriyonik asamaya gecebilme yiizdesinin arttig

gorilmiistiir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sunulan tez projesi ile in vitro embriyo kultir yontemi kullanilarak
preimplantasyon déneminin ilk evresi olan 2 hiicreli evrede (1. gun) farkli dozlarda
BTZ’ e maruz birakilan embriyolarin 2. 3. ve 4. giinde canliliklar1 ve embriyo
gelisim yeterlikleri incelenmistir. Buna ek olarak BTZ’in farkli donemlerinde
bulunan embriyolarin gelisimi lizerinde doza bagl olarak herhangi bir etkisinin olup
olmadigmin incelenmesi amaglanmistir. Yapilan analizler sonucunda BTZ
uygulamasinin doza ve siireye bagli olarak embriyo canlilik oranlar1 ve embriyo
gelisimi Uzerinde istatistiki olarak anlamli bir diisiise sebep oldugu goriilmiistiir.
Farkli BTZ dozlarn ile farkli embriyonik agamalarda BTZ’e¢ maruz birakilan
embriyolar kontrol gruplari karsilastirildiginda, BTZ maruz kalan embriyonun maruz
kaldig1 embriyonik donem ilerledik¢e bir sonraki embriyonik asamaya gecebilme
yiizdesinin de arttig1 goriilmiistiir. Ayrica yapilan ¢alisma da doza ve siireye bagiml
olarak embriyolarin ¢esitli evrelerinde embriyo fragmentasyonun arttid
gbzlemlenmistir. Proteazom inhibitorlerinin apoptozu indiikledigi bilindiginden
embriyolarda meydana gelen fragmentasyonun daha cok apoptozis kaynakli
oldugunu diisiinmekteyiz. Bununla birlikte 2 hiicreli evrede BTZ’e maruz birakilan
embriyolarin bir sonraki asamaya gegemedikleri vebu embriyolar da embriyonik

arrest meydana geldigi tespit edilmistir.

Literatirde BTZ’in preimplantasyon embriyo gelisimi Uzerine herhangi bir
etkisinin olup olmadig: ile ilgili herhangi bir bilgiye rastlanmamaistir. Dolayisiyla, bu
tez calismasindan elde edilen verilerin bu alanda literatiire 6zgiin ve ¢ok dnemli katki
saglayacagini ummaktayiz. Bununla birlikte, embriyoda meydana gelen
fragmentasyonun apoptoz ya da nekroz kaynakli olup olmadiginin, farkli dozlarda
uygulanan BTZ’in, embriyoda DNA hasarina neden olup olmadiginin incelenmesi
yararli olacaktir. Ayrica BTZ’e maruz birakip morfolojik olarak inceledigimiz
embriyolarin embriyo transferi yapilarak, implantasyon basarisina ve post

implantasyon gelisimine bakilmasi1 da gerekmektedir.
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