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OZET

Amag: Kliniklerde morfolojik parametrelere dayali embriyo degerlendirmeleri
yapilmaktadir. Ancak morfolojik kriterlere ek olarak kullanilabilecek ve embriyonun
metabolik durumu hakkinda bilgi verebilen yeni fakat invaziv girisimlerin bilinen
olumsuz etkileri nedeniyle invaziv olmayan biyobelirteclere ihtiya¢ duyulmaktadir.
Calismamizda normal ve metabolik olarak zorlanan preimplantif donem fare embriyo
metabolizmalarinin, NADH ve FAD molekiillerinin otofloresan sinyallerinin invaziv

olmayan FLIM ve konfokal mikroskobu ile dl¢iilmesi ve belirlenmesi amaglanmistir.

Yontem: FLIM ile NADH ve FAD ve konfokal mikroskobu ile FAD ol¢limleriyle
ozellikle farkli besin, oksijen konsantrasyonu ve mitokondriyon bozucular1 varliginda
embriyo metabolizma yanitlar1 belirlenmistir. Ayrica anoksik embriyolarin hangi
metabolik yolagi enerji kaynagi olarak kullandigin1 belirlemek amaci ile Glutl

lokalizasyonu immiinfloresan yontemiyle degerlendirilmistir.

Bulgular: FLIM ile embriyo metabolizmasinin farkli besin diizeyi ve oksijen
kosullarina verdigi yanitlar NADH ve FAD aracilifiyla belirlenerek embriyo
metabolizma profilleri ortaya ¢ikarilmistir. Konfokal mikroskobunun daha kolay
uygulanabilir bir teknik olmasinin avantajim1 kullanarak mitokondriyal belirteclere
benzeyen hatta daha segici olan FAD olgiimii ile embriyo metabolizmasinin
belirlenebilecegi gosterilmistir. Ayrica, anoksik kosullarda boliinen ve enerji kaynagi
olarak oksijen bagimli prekompaksiyon embriyolarin bunu nasil gerceklestirdigi
sorusundan dogan Glutl sonuclarina gore, anoksik kosullardaki erken evre embriyolarda

Glutl’in ekspresyonunu arttirarak membrana yerlestigi gosterilmistir.

Sonug¢: Calismamiz sonucunda normal ve metabolik olarak zorlanan preimplantif donem
fare embriyo metabolizmalarinin degerlendirilmesiyle elde edilen veriler, 6zellikle
prekompaksiyon doénem embriyo metabolizmas1 hakkinda ilk kez detayli bilgi
saglamistir. Bu metabolik verilerin kullanimiyla ileriye yonelik “kaliteli embriyo se¢imi"”
icin kullanilabilecek yeni bir biyobelirte¢in (6rn; otofloresan FAD) olusturulmasina ve

ileri caligmalarin planlanmasina biyolojik ve teknolojik temel katki saglamistir.

Anahtar Kelimeler: Embriyo metabolizmasi, mitokondriya, NADH, FAD, mikrokosbi



ABSTRACT

Objective: Morphological assessment remains the primary method of embryo
evaluation in ART. However, as a biomarker, noninvasive methods because of the well-
known adverse effect of the invasive methods for assessing embryo metabolism has
been needed besides morphological assessment. In our study, we aimed to determine and
to measure of normal and metabolically challenged mouse embryo metabolism using

FLIM and confocal microscopy via autofluorescence NADH and FAD.

Method: Under different nutrient, different oxygen and mitochondrial uncoupler
conditions, the response of the embryo metabolism has been determined using NADH
and FAD via FLIM and using FAD via confocal microscopy. On the other hand, the
expression patterns of Glutl has been determined by immunofluorescence to reveal

which metabolic pathway has been used to produce energy by anoxic embryos.

Results: Embryo metabolism profiles have been revealed from the response of embryo
metabolism under different nutrient and oxygen conditions using NADH and FAD via
FLIM. Also, it has been showed that embryo metabolism can be measured using FAD
not only other mitochondrial markers but also more selectively via confocal microscopy.
Moreover, cell division of the anoxic embryos suggest a question: how these oxygen
addicted precompaction embryos to produce energy could make it happen? Based on
that question, we investigated the expression pattern of Glutl and it is showed that
expression of the Glutl is increased and it is localized in the cell membrane under

anoxia.

Conclusion: In our study, for the first time, the detail information has been revealed
about precompation mouse embryos via evaluation of the metabolism of the normal and
metabolically challenged embryos. The data from our study may contribute to create a
new biomarker to select the best embryo and also contribute biological and technical

information for the future studies.

Key words: Embryo metabolism, mitochondria, NADH, FAD, microscopy.
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1. GIRIS

Embriyolarin  morfolojik  dzelliklerinin  ve  boliinme hizlarinin  implantasyon
potansiyelleriyle iliskisi ortaya konulmus (Edwards ve ark., 1984) ve sonrasinda
kliniklerde “en iyi embriyo”yu se¢mek amaciyla embriyo kalitesinin belirlenmesinde
temel morfolojik kriterler kullanilmaya baglanmistir. Ancak morfolojik olarak normal
kabul edilen embriyolarin implantasyon basarisizligi gosterebildigi ve her zaman bu
embriyolarin “en iyi embriyo” olmadigi da bilinmektedir. Bu nedenle giiniimiizde
embriyo degerlendirme ve se¢im kriterlerinde morfolojik kriterlere ek kullanilabilecek
ve Ozellikle embriyonun metabolik durumu hakkinda giivenli bilgi verebilecek yeni
biyobelirteglere ihtiya¢ duyulmaktadir. Son yillarda zaman aralikli (time lapse)
goriintiileme sistemlerinin, invaziv olmayan ve embriyo gelisiminde detayli bilgiyi
saglamasindan dolay1 kliniklerde kullanilmasina ragmen, elde edilen veriler hala
morfolojik ve morfokinetik parametrelere dayanmaktadir. Ozellikle 2002 yilinda Henry
Leese tarafindan ortaya konulan “sessiz embriyo hipotezi’ne gore, embriyo canliliginin
metabolizmasinin aktifligi ile ters orantili olmasmin ortaya konulmasinin ardindan
embriyo metabolizmasina iligkin yapilan caligmalar hiz kazanmistir. Ancak yapilan
caligmalarda kullanilan tekniklerin olumsuz yani, mtDNA igeriklerinin belirlenmesi gibi
yontemlerde embriyo biyopsisi gibi invaziv uygulamalarin gerekliligidir. Invaziv
uygulamalarin, 6zellikle oositlerde ve embriyolarda stres yaratarak pek ¢ok olumsuz
sonuca neden oldugu da yapilan ¢alismalarca ortaya konulmustur (Leese ve ark., 1998;
Thompson ve ark., 2002; Lane ve Gardner, 2005; Leese, 2012). Ayrica bu embriyolar
daha sonra ileri degerlendirmelerde kullanilamayacagindan, kaliteli embriyo se¢iminde
klinikte invaziv olmayan, zaman almayan, kolay uygulanabilir ve erisilebilir ve secilen

embriyonun daha sonra kullanilabilecegi tekniklere ve kriterlere gerek duyulmaktadir.

Hiicre icinde enerji iiretiminde onemli gorevleri olan ve otofloresan olduklarindan
invaziv girisim gerektirmeden goriintiilenebilen NADH ve FAD molekiillerinin
goriintiilenmesi  ve Olciilmesi metabolik aktivite ve mitokondriyal anomali
caligmalarinda oldukca yaygin bir sekilde kullanilmakta ve hiicrelerin metabolik durumu
hakkinda bilgi saglamaktadir (Chance ve Williams, 1955b, 1955c¢, 1955a, 1955d;
Chance ve ark., 1955; Chance, Cohen, ve ark., 1962; Chance, Legallais, ve ark., 1962;
Chance ve ark., 1965; Chance, 1976; Heikal, 2010b; Bartolome ve Abramov, 2015;

1



Stringari ve ark., 2017). Hiicre metabolizmalarinin farkli kosullara verdigi metabolik
yanit, NADH ve FAD’nin otofloresan 6zelliklerinden yararlanilarak floresan yar1 dmrii
goriintiileme mikroskobu (FLIM) ya da ileri konfokal mikroskobu gibi teknolojilerle
Olciilebilmekte, hiicre metabolizmasi ve kosullar arasinda iligki kurulabilmektedir. Bu
durumun embriyo metabolizmas: i¢in kullanmasi, ortam kosullar1 ve embriyo
metabolizmasi arasindaki iligkinin kurulabilmesi de miimkiindiir. Tiim bu literatiir bilgisi
is18inda bu calismanin hipotezi sdyledir: normal ve metabolik olarak zorlanan
preimplantif donem fare embriyo metabolizmalari, embriyolarin ortam kosullarina bagl
olarak verdigi metabolik yanitlara dayanarak, invaziv olmayan yontemler ile otofloresan
NADH ve FAD floresan sinyallerinin Olclimiiyle belirlenebilir. Bu hipotez
dogrultusunda planlanan ¢alismamizda; invaziv olmayan iki farkli teknik olan FLIM
(NADH ve FAD) ve konfokal mikroskobu (FAD) kullanilarak, NADH ve FAD
otofloresan Olciimleriyle 6zellikle farkli besin icerikleri, farkli oksijen konsantrasyonu
ve mitokondriyon bozucular1 varliginda embriyo metabolizma yanitinin belirlenmesi
amaglanmistir. Normal ve metabolik olarak zorlanan preimplantif donem fare embriyo
metabolizmalarinin degerlendirilmesi sonucunda elde edilen verilerimiz, preimplantif
donem ve Ozellikle prekompaksiyon donem embriyo metabolizmasi hakkinda ilk kez
detaylt bilgi saglamistir ve bu metabolizma verilerinin kullanimiyla ileriye yonelik
kaliteli embriyo se¢iminde kullanilabilecek yeni bir biyobelirte¢in olusturulmasina ve
ileri  ¢alismalarin  yapilmasina  katki  saglamistir.  Sonuglarimiz;  embriyo
metabolizmasinin invaziv olmayan yontemlerle goriintiilenebilecegi ve ozellikle kolay
uygulanabilen, kolay erisilebilen ve FLIM gibi pahali cihazlara gore kismen pratik bir
yontem olan konfokal mikroskobu ile FAD  goriintiilemesinin  embriyo
metabolizmasindaki farklar1 ayirt edebildigi gosterilmistir ve 6zellikle tekniksel olarak
yapilabilirlik anlaminda ileri ¢aligmalar i¢in alt yap1 sagladigini diistinmekteyiz.
Calismamizin ve yapilacak ileri ¢alismalarla birlikte elde edilecek verilerin kliniklerde
morfolojik parametrelere ek olarak konfokal mikroskobu gibi tekniklerle metabolizma
goriintiilenme parametresinin de biyobelirte¢ olarak kullanilmasina katki sagladigini
diistinmekteyiz. Ayrica erken evredeki prekompaksiyon embriyolarin anoksik kosullar
altinda metabolik plastisite gosterebilecegi ve bu embriyolarin metabolizmalarini
OXPHOS’tan glikoliz kullanma yd6niinde geg¢irmek igin ilgili mekanizmalar1 upregiile

edebilecegi de onemli bir bilgi olarak literatiire sunulmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Preimplantif Embriyo Gelisim Siireci

Embriyolar i¢in preimplantif donem, fertilizasyon ile baglar ve embriyonun
endometriyuma implantasyonuna kadar olan siireci kapsar. Bu siirecte; bir seri mitoz
boliinme gecirmeye baslayan embriyo, gelisim siiresince sirasiyla 2 hiicre, 4 hiicre, 8
hiicre, morula ve blastosist asamalarina ulagir (Riley ve Moley, 2006). Preimplantif
donem embriyolar basarilt bir gelisim i¢in; proniikleus olusumu, embriyonik genom
aktivasyonu (EGA), hiicre boliinmeleri, kompaksiyon, farklanma ve blastos6l olusumu
(kavitasyon) asamalarini organize bir sekilde gerceklestirmelidir (Chason ve ark., 2011).
Preimplantif embriyo gelisim siireci tiim memelilerde 6zdes olmakla birlikte insan ve
farede gelisim asamalarinda zamana bagh farkliliklar bulunmaktadir (Sekil 2.1).
Embriyo, zigot asamasindan 8 hiicreli embriyo asamasinda gergeklesen kompaksiyon
olayna kadar “prekompaksiyon embriyo” olarak adlandirilmakta ve kompaksiyon ile
birlikte embriyoda pek ¢ok farkli morfolojik, fizyolojik ve metabolik degisiklikler

meydana gelmektedir.
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Sekil 2.1. Fare (A) ve insanda (B) gerceklesen preimplantasyon gelisim siirecinin evreleri ve zamansal
stirecin gosterimi (Sozen ve ark., 2014).



2.2. Mitokondriyanin Yapisi

Mitokondriyon, enerji iiretimi, apoptoz, amino asit sentezi ve kalsiyum homeostaz1 gibi
hiicre i¢in olduk¢a Onemli olan hayati siireglerin diizenlenmesinde gorev olan bir
organeldir (May-Panloup ve ark., 2005; Dumollard ve ark., 2009; St John ve ark., 2010;
Bentov ve Casper, 2013; Tilly ve Sinclair, 2013). Bu nedenle mitokondri hiicrenin gii¢
merkezi olarak kabul edilmektedir. Yapisal olarak mitokondri; dis zar, i¢ zar, zarlar arast
(periferal) bolge ve matriks olmak iizere dort bolgeden olugsmaktadir. Dis zar, i¢ zara
gore daha kalindir ve porin denilen tasiyici proteinler bulundurur ve mitokondri igerisine
girecek olan maddeler porinler aracilig: ile alnirlar. I¢ zar, dis zara gére daha segici
gecirgen yapidadir. Dis ve i¢ zar arasindaki bolge periferal bolge olarak
adlandirilmaktadir. I¢ zar, mitokondri matriksine dogru girintiler yaparak krista denilen
yapilart olusturur. Kristalarin mitokondri eksenine uzanma bi¢imleri genellikle enine
olmakla birlikte, boyuna ve ¢apraz olarak da olabilmektedir. i¢ zar iizerinde solunumda
gorev alan elektron tasima sistemi (ETS) proteinleri bulunur. Bu nedenle enerji ihtiyaci
fazla olan hiicrelerin mitokondrilerindeki krista sayis1 daha fazladir. I¢ zar iizerinde,
elementer partikiil (Racker partikiilii) olarak adlandirilan yapilar vardir. Bu yapilarin i¢
zarla baglantili olan bir sap bdlgesi ve buna bagli bas bolgesi vardir. Bas bolgesinde
kimyasal enerjiden adenozin trifosfat (ATP) sentezi gerceklestiginden bu bdlgeye
ATPozom ismi verilmektedir. Matrikste, organel proteinlerinin 2/3'Q bulunmaktadir
(Alberts, 2002; Campbell, 2006). Mitokondri diger organeller ile kiyaslandiginda, kendi
ribozomlarini, deoksiribo niikleik asit (DNA)’larin1 ve ribo niikleik asit (RNA)’lerini
icermeleri nedeniyle 6zgiin bir organel olarak kabul edilmektedir. Mitokondriyal DNA
(mtDNA); dairesel, ¢ift zincirli ve 16.6 kb’dan olusmaktadir (Sekil 2.2) ve mtDNA
yapist ve gen organizasyonu memeliler arasinda oldukca korunmustur. Memelilerde
mtDNA molekiilleri; biri guanin niikleotitinden zengin olan agir zincir ve digeri sitozin
niikleotitinden zengin olan hafif zincir olmak iizere cift zincirden olusmaktadir.
Mitokondriyal DNA tarafindan kodlanan toplam 37 genden 28’i agir zincir tarafindan
kodlanirken, kalan 9 gen hafif zincir tarafindan kodlanmaktadir. Ayrica bu 37 genden 13
tanesi proteinlerin, 22 tanesi transfer RNA (tRNA)’larin ve 2 tanesi ribozomal RNA
(rRNA)’larin kiiciik ve biiyiik alt iinitelerinin kodlanmasi i¢indir (Ward ve ark., 1981;
Taanman, 1999). mtDNA molekiiliinden kodlanan bu genler, ETS’de énemli rolleri olan

cesitli  komplekslerin  alt {initelerinin  iiretimini  yaparak dogrudan hiicre



metabolizmasinda rol oynamaktadir. Mitokondriyal genom tarafindan kodlanan
kompleksler, diger ETS bilesenleri ile birlikte i¢ mitokondriyon membraninda
yerlesmislerdir ve hiicrede enerji yani ATP {iretimi i¢in hayati 6nem tasimaktadirlar

(Anderson ve ark., 1981).
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Sekil 2.2. insan mitokondri genom diizenlenmesini gdsteren sekil. Mitokondriyal genom; 2 tane rRNA
geni, 22 tane tRNA geni ve 13 tane protein kodlayan sekans bolgeleri icermektedir. Diger memelilerin
mitokondriyal genomlar1 da bu yapiyla benzer sekilde diizenlenmektedir ((Alberts, 2002)‘dan modifiye
edilmistir.)

2.3. Hiicrede Enerji iiretimi

Hiicre igerisinde meydana gelen enerji iiretimi; i) sitoplazmada gerceklesen glikoliz ve
mitokondride gergeklesen ii) piirivat dekarboksilasyonu, iii) Krebs dongiisii (sitrik asit
dongiisti) ve iv) oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) basamaklarini i¢cermektedir (Sekil

2.3).
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Sekil 2.3. Hiicre i¢i enerji iiretim mekanizmalart (Scott ve ark., 2018). Sitoplazmada gergeklesen ve
glikozun piriivata yikimim igeren glikoliz ve mitokondride gergeklesen Krebs dongiisii ve ETS’yi igeren

OXPHOS basamaklarini gosteren sekil. ((Stryer, 1995)’dan modifiye edilmistir.)

i)

Glikoliz tiim canlilarda benzer sekilde sitoplazmada gerceklesen ve glukoz
molekiillinlin piirivata kadar yikimini ve net 2 ATP {iretimini igeren siirectir. Bu
siiregte oksijen (O2) gereksinimi olmadigindan anaerobik solunum ig¢in yeterli
metabolik enerji ihtiyacini karsilayan mekanizmadir. Glikoliz siireci; glukoz
molekiiliiniin hiicreler icerisine alinmasi ile baslamaktadir. Glukoz hiicreler
icerisine ya aktif olarak sodyum glukoz baglantili tagiyicilar (SGLT) araciligi ile
ya da kolaylastirict glukoz tasiyicilar (GLUT) araciligi ile tasinmaktadir (Purcell
ve Moley, 2009). SGLT’lerin oosit ve embriyoda bulunduklari ancak bu
hiicrelerdeki rollerinin ¢ok az oldugu bilinmektedir (Gardner ve Leese, 1988;
Wiley ve ark., 1991). GLUT ailesinin; GLUT1-12, H" bagli miyoinositol tastyici
(HMIT) ve GLUT14 olmak iizere 14 adet iiyesi bulunmaktadir (Joost ve ark.,

2002; Wu ve Freeze, 2002). GLUT ailesinin iiyeleri yiiksek derecede sekans

homolojisi ~ gosterirler ~ ancak  substrat  spesifikliklerinde,  kinetik

karekteristiklerinde ve doku ve hiicre dagilimlarinda farkliliklar gostermekdirler

(Joost ve ark., 2002). Embriyolardaki GLUT c¢esitliliginin ise, gelisim siirecinde



meydana gelen metabolik ve g¢evresel degisiklere karsi adaptasyonu
kolaylagtiran bir faktér oldugu bilinmektedir (Purcell ve Moley, 2009).
Preimplantif donem embriyolar farkli GLUT’lart ekspre etmektedir ve
preimplantif donem embriyolarda karakterize edilen ilk GLUT’lardan biri
GLUT!1dir. GLUTI, biitiin gelisim siiresindeki embriyolarda bulunmasina
ragmen kompaksiyon agamasindan sonra hiicre apikalinde lokalize olmaktadir
(Aghayan ve ark., 1992; Pantaleon ve ark., 2001). Bu lokalizasyon degisikligi,
glukozun hiicreler igerisine alinmasiyla iligkili olan fonksiyonel durumun
ifadesidir. GLUT?2, 8 hiicre agsamasina kadar bulunmazken, GLUT3 ekspresyonu
kompaksiyon ile birlikte baslamaktadir (Aghayan ve ark., 1992; Pantaleon ve
ark., 1997). GLUT4’lin embriyodaki ekspresyonu tartismali oldugu (Riley ve
Moley, 2006), GLUTS5’in de diger tiirlerde bulunmakla birlikte fare ve insan
embriyolarinda bulunmadigi (Navarrete Santos ve ark., 2004), GLUT8&’in
(Carayannopoulos ve ark., 2000) ve GLUT9a’nin (Carayannopoulos ve ark.,
2004) blastosist asamasinda bulundugu bilinmektedir. Glikoliz siirecinde;
glukozun hiicre i¢ine almmasinin ardindan ilk reaksiyonlar olan glukozun
heksokinaz enzimi araciligi ile glukoz-6 fosfata (1 ATP tiikketimi) ve daha sonra
glukoz-6 fosfattan olusan fruktoz-6-fosfatin fosfofruktokinaz enzimi araciligi ile
fruktoz-1, 6 bifosfata fosforillenmesi (1 ATP tiiketimi) basamaklarinda ATP
kullanilir (Sekil 2.3). Glikoliz siirecinde, fosfofruktokinaz enzimi glikolitik
yolaklar i¢in anahtar kontrol elemani olarak gorev yapmakta ve yliksek ATP
diizeyi ile inhibe olmaktadir. Inhibe olan fosfofruktokinaz enzimi sonucunda
biriken glukoz-6-fosfat da heksokinaz enzimini inhibe ederek hiicrede yeterli
enerji kaynagi olmast durumunda glukozun yikimini durdurmaktadir. Glikolitik
yolakta, fruktoz-1, 6 bifosfatin pargalanmasi sonucunda olusan 2 adet
gliseraldehit-3-fosfat yiikseltgenerek 1,3-bisfosfogliseratt olusturmakta (2
NADH iiretimi) ve bu molekiiliin fosfat gruplarinin hidroliziyle elde edilen
yliksek enerji bir sonraki basamakta Adenozin difosfat (ADP)’dan ATP sentezi
icin kullanilmaktadir (Sekil 2.3). 1,3-bisfosfogliserat molekiilinden 3-
fosfogliserat (2 ATP {iretimi), 3-fosfogliserattan 2-fosfogliserat ve bu
molekiilden de glikolizde ikinci yiiksek enerjili ara bilesik olan fosfoenolpiirivat

olusmaktadir (Sekil 2.3). Fosfoenolpiirivatin piirivatt olusturdugu basamakta



iii)

gergeklesen ADP’den ATP {iretiminde (2 ATP iiretimi), fosfoenolpiirivatin
fosfat gruplarmin hidroliziyle olusan yiiksek enerji kullanilmaktadir. Glikoliz
sonucunda ftiretilen 2 ATP molekiiliine ek olarak 2 NAD" koenziminden elde
edilen 2 NADH molekiilii, anaerobik kosullarda piirivatin laktata ya da etanole
dosimii  sirasinda NAD"’ye tekrar yiikseltgenirken, aerobik canlilarda
elektronlarii1 ETS’ye ileterek enerji kaynagi saglamakta ve sonucunda Oz’nin

H>O’ya indirgenmesi ile ek ATP olusturmaktadir (Cooper G. M., 2016).

Daha sonra ger¢eklesen basamak oksidatif dekarboksilasyondur ve bu
reaksiyon piirivatin karbonlarindan bir tanesinin karbondioksit (CO2) olarak
serbest kalirken diger ikisinin de koenzim A (CoA)’ya eklenmesi sonucunda
asetil CoA olusumunu igermektedir ve olusan asetil CoA aktif acil gruplarini
genel tastyicisi olarak pek cok farkli metabolik reaksiyonda gorev yapmaktadir.
Ayrica oksidatif dekarboksilasyon siirecinde bir NAD® molekiiliiniin
indirgenmesi sonucunda bir adet NADH molekiilii olusmaktadir (Cooper G. M.,
2016).

Krebs dongiisii, asetil CoA’dan iki karbonlu asetil grubunun dort karbonlu
oksaloasetata tasinmasi sonucunda sitrat molekiiliiniin olusumuyla birlikte
baslamaktadir (Sekil 2.3). Sonraki iki reaksiyonda enzim araciliiyla sitrattan
hidroksil grubu ve hidrojen atomu ¢ikarilir ve sonucunda H>O ve cis-akonitat
olusur. Ayni enzimin cis-akonitat molekiiliine H>O’yu tekrar eklemesi
sonucunda ise izositrat molekiilii olusur. izositratin birka¢ elektronu ve bir
hidrojen atomu bir enzim araciligiyla NAD" molekiiliinden NADH olusumu igin
kullanilmak iizere verilir ve bu asamada CO2 olusumu ile birlikte molekiil a-
ketoglutarat adin1 alir. Sonraki reaksiyonda, CoA’nin eklenmesiyle siiksinil-
CoA molekiilii olugsurken bir NADH molekiilii ve bir CO; molekiilii de meydana
gelmektedir.  Siiksinil-CoA’dan CoA molekiiliiniin ayrilmasiyla ortaya ¢ikan
yliksek enerji, GDP molekiiliine fosfat grubu (Pi) eklemek ve GTP molekiiliinii
olusturmak i¢in yeterlidir ve sonucunda olusan molekiil siiksinattir. GTP, ATP
gibi enerji depolayan bir molekiildiir. Olusan siiksinat, elektronlarini FAD
molekiiline vermekte ve FAD indirgenerek FADH; ve sonucunda fumarat

molekiilii olugsmaktadir (Sekil 2.3). Fumarata bir H,O eklenmesiyle olusan malat



NAD" molekiiliinii indirgeyerek NADH olusumunu saglar ve bu sirada olusan
molekiil ise oksaloasetattir ve sonraki dongiide asetil CoA ile birlesip Krebs
siklusunun tekrar baglamasi icin i¢in hazir beklemektedir. Sonug¢ olarak,
glikolize giren her bir glukoz molekiiliinden 2 piirivat ve 2 piirivattan da 2 asetil
CoA iiretilmektedir ve bu nedenle her bir krebs dongiisii; 1 adet GTP, 3 adet
NADH ve 1 adet FADH; iiretimi ile sonuglanirken 2 asetil CoA molekiili
iiretildiginden toplam kazang 2 GTP, 6 NADH ve 2 FADH: seklindedir (Cooper
G. M., 2016).

Oksidatif fosforilasyon; glikoliz ve Krebs dongiisii sirasinda olusan
bilesiklerdeki NADH ve FADH: molekiillerindeki hidrojen atomlarinin,
mitokondrinin iizerinde bulunan ETS’den gegirilmesi sirasinda oksijenle
birleserek su olusturmasi ve kalan bilesiklerin ATP yapiminda kullaniimasi
olayidir (Sekil 2.4). Hidrojen atomu, elektron ve protondan olugmaktadir.
Elektron, ETS siirecinde protondan ayrilir ve oksijen molekiiliine taginir.
Fazladan bir elektron almis olan oksijenin, elektronsuz kalmig hidrojen
protonuyla kenetlenmesiyle de su olusur. Elektron transport sistemi, aerobik
organizmalarin enerji lretiminde kullanilan sistemdir. Glikoliz asamasindan
sonra gergeklesen krebs dongiisii sirasinda iiretilen NADH ve FADH>’den gelen
elektronlar elektron transport sistemine girmektedir. Elektron transferi
sonucunda biiyiik bir enerji agiga ¢ikar (AG®'=52.5 kcal/mol bir elektron i¢in)
ancak bu enerjinin kullanilabilir formda olmas1 icin elektronlarin asamali olarak
ETS’yi olusturan bir dizi tasiyicidan gegcmesi gerekmektedir. Mitokondri i¢
membraninda lokalize olan ETS; NADH dehidrogenaz (Kompleks —I), siiksinat
dehidrogenaz (Kompleks —II), sitokrom c rediiktaz (Kompleks —III), sitokrom c
oksidaz (Kompleks —IV) ve ATP sentaz (Kompleks —V) olmak iizere bes
kompleks igermektedir. NADH’dan koken alan elektronlar kompleks I’e iletilir
(Sekil 2.4). Kompleks I, elektronlarin NADH’dan ubikinona (UQ, koenzim Q)
transferini katalize ederken, Kompleks II, Krebs dongiisiinde membrana bagh
enzimdir; elektronlarin1 Krebs dongiisii ara {riinii olan siiksinattan alir ve
iibikinona (koenzim Q) transferini kataliz etmektedir. Koenzim Q elektronlari
once kompleks III’e sonra sitokrom ¢ ve kompleks IV’e iletmektedir. Kompleks

111, elektronlar1 ubikinondan sitokrom c’ye transfer eder ki kompleks III icinden
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gecen elektronlarin yolu, “Q sikliisii” denilen bir dongii olusturur. Sitokrom c,
elektronlart kompleks IV ‘“lin yapisina tasir. Kompleks IV, elektronlarin
sitokrom c’den Oz’e transferini ve bdylece O2’nin suya indirgenmesini katalize
eder. Kompleks I, III ve IV’deki elektron aktarimi sirasinda meydana gelen
serbest enerji diislisii, protonlarin matrikste zarlar arasi bosluga pompalanmasina
ve sonucunda i¢ zarm iki tarafinda proton gradiyenti olusumuna neden olur.
Proton gradiyentinde saklanan bu enerji, protonlarin matrikse kompleks V

icerisinden geri doniisii sirasinda gerceklesen ATP sentezinde kullanilmaktadir.

Bu siirecte NADH VE FADH: molekiillerinin rolleri soyledir: Bir NADH
molekiili 3 ATP olusumunu saglar. Kompleks II'nin siiksinattan aldig:
elektronlar NADH’a degil FADH>’ye ve sonrasinda koenzim Q’ya transfer
edilir. NADH mekanizmasina benzer sekilde elektronlar 6nce kompleks III’e ve
sonra kompleks IV’e aktarilir. Ancak burada kompleks I’de elektronlarin
NADH’dan koenzim Q’ya aktarimi sonucunda meydana gelen serbest enerjideki
onemli diisiis, elektronlarin FADH>’ye aktarilmasi sirasinda meydana gelmez ve
bu nedenle FADH> kaynakli elektronlarin ETS’den gegisinde sadece kompleks
III ve IV’de serbest enerji agiga ¢ikar. Bir FADH; molekiilii 2 ATP olusumunu
saglar. Oksidatif fosforilasyon mekanizmasi ile elektronlarin kompleks I, III ve
IV’den gecirilmesi sonucu agiga ¢ikan serbest enerjiden ATP iretilir. Elektron
taginimi1 sirasinda aciga c¢ikan enerji, glikoliz ya da Krebs dongiisiinde
gerceklesen yiliksek enerjili fosfatin ADP’ye eklenerek elde edilen ATP
mekanizmasindan farkli olarak mitokondri i¢ zarmin iki tarafinda proton
gradiyenti olusmasina neden olur ve bu gradiyentte saklanan enerji protonlarin
kompleks V (ATP sentaz) igerisinden matrikse geri doniisiimii sirasinda ATP
tretimi i¢in kullanilir. Metabolik olarak aktif hiicrelerdeki mitokondri
icerisindeki protonlar, zarin iki tarafindakinden 10 kat daha disiik
konsantrasyondaysa matriksten digsartya pompalanir. ATP sentaz, ic
mitokondriyal membranin ATP sentezleyen enzim kompleksidir; elektron
transportu ile ATP olusumunu esleyen kompleks V olarak da bilinir. ATP
sentaz, Fo (integral protein) ve F; (periferal protein) olmak iizere baslica iki

komponent veya faktore sahiptir (Mandavilli ve ark., 2002). Fo bolimii,
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protonlarin zarlar arasi bosluktan mitokondriye geri donmesini saglayan kanal
olustururken, F; bolimii ADP’den ATP olusumunu saglar (Cooper G. M., 2016).
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Sekil 2.4. Hiicre icinde gerceklesen ve ETS’yi iceren oksidatif fosforilasyon ile enerji iretimini ve bu
stirecteki molekiilleri gosteren sekil. (https://en.wikipedia.org/wiki/Electron_transport_chain’den modifiye
edilmistir.)

Enerji Uretimi ve Kazanclar1 Ozetle Su Sekildedir:

L

1l

iii.

1v.

Sitrik asit dongiisii glukozun 6 adet CO> molekiiliine oksitlenmesi ile
tamamlanir. Her bir glukoz molekiiliinden sitoplazmadaki glikolizden 2 ATP ve
mitokondrideki Krebs dongiisiinden 2 ATP olmak iizere toplam 4 ATP iiretilir.
Iki adet glikolizden, 2 adet piirivat dekarboksilasyonundan ve 6 adet Krebs
dongiisiinden olmak {izere toplam 10 adet NADH firetilir. Her bir NADH
molekiiliiniin ETS’de elektronlarini transfer ederek yiikseltgenmesi sonucunda
3ATP olustugundan toplam 30ATP kazanci mevcuttur.

Iki adet Krebs déngiisiinden iiretilen FADH, molekiiliiniin ETS de elektronlarini
transfer ederek yiikseltgenmesi sonucunda 2ATP olustugundan toplam 4 ATP
kazanci mevcuttur.

Sonucunda {iretilen toplam enerji 38 ATP seklindedir. Ancak bazi hiicrelerde

glikolizden {iretilen 2 NADH mitokondriye dogrudan girmemekte ve
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elektronlarin mitokondriye mekik sistemi ile transfer edilmesi gerekmektedir.
Aktarim sirasinda, kullanilan sisteme bagli olarak elektronlarin ETS’ye FADH;
diizeyinde girmesi sonucunda elde edilen 2 NADH molekiiliinden 3 yerine 2
ATP iretimi olmast durumunda enerji iiretimi toplam 36 ATP ile

sonuglanabilmektedir.

2.4. Mitokondri ve Preimplantif Dénem Embriyo Iliskisi

2.4.1. Mitokondriyal DNA ve Preimplantif Dénem Embriyo iliskisi

Hiicrelerin igerdigi mitokondri sayisi, hiicrenin hacmi ve enerji ihtiyacina gore birkag
yilizden birkac bine degisiklik gosterebilmektedir. Olgun insan oositinin, diger hiicreler
arasinda en fazla mitokondri ve mtDNA igeren hiicre oldugu bilinmektedir (May-
Panloup ve ark., 2005). Oosit mitokondriyal replikasyonu, fetal gelisim siiresince
yaklagik 200 mitokondri igeren oogonya igerisinde baslar (Eichenlaub-Ritter ve ark.,
2011). Replikasyon, matiirasyon ile senkronize bir sekilde devam eder ve metafaz II
asamasinda olan bir oosit yaklasik 100,000 mitokondri ve mtDNA’nin 50,000 ile
550,000 arasinda kopyasini icermektedir (Chen ve ark., 1995; Cummins, 2000; Motta ve
ark., 2000; Steuerwald ve ark., 2000; Reynier ve ark., 2001; May-Panloup ve ark.,
2005). Memeli embriyolarinda bulunan mitokondrilerin ve dolayisiyla mtDNA’larin,
fertilize olan oositten kalitildig1 bilinmektedir. Yariklanma donem insan embriyolarinda
mtDNA kantifikasyonu verilerine gore, preimplantif embriyo gelisim déneminin ilk 3
giinii mtDNA miktar1 stabildir (Steuerwald ve ark., 2000; Reynier ve ark., 2001; Barritt
ve ark., 2002; Lin ve ark., 2004; Chan ve ark., 2005; May-Panloup ve ark., 2005). Fare
preimplantif donem embriyolarinda, mtDNA miktarmin zigot agamasindan blastosist
asamasina kadar sabit oldugu ve embriyo basina diisen mtDNA miktarinin 2.13 pg ya da
119,000 mtDNA molekii oldugu bildirilmistir ve bu sonuglar dogrultusunda mtDNA
replikasyonun preimplantif donem fare embriyolarinda olmadig1 sonucuna varilmistir.
Ancak mitokondriyal rRNA ve mRNA miktarlarina bakildiinda; oosit matiirasyon
stirecinden 2 hiicreli embriyo asamasina kadar sabit kalirlarken, 2 hiicre embriyo
asamasindan blastosist asamasina kadar 20 ile 50 kat arasinda bir artis oldugu
gosterilmistir (Piko ve Taylor, 1987). Bu sonuglar, mitokondriyal genomun oosit
asamasindan 2 hiicreli embriyo asamasina kadar biiylik olgiide inaktif oldugunu ve
mitokondriyal transkripsiyonun biiyliikk oranda yariklanma doneminde bagladigini

gostermektedir (Piko ve Taylor, 1987). mtDNA’nin 6nemli derecedeki replikasyonunun
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ilk hiicresel farklanma olan trofektoderm ve i¢ hiicre kitlesi olusumu ve neticesinde
olusan blastosist asamasinda oldugu diisiiniilmektedir (St John ve ark., 2010;
Eichenlaub-Ritter ve ark., 2011). Tiim bu bilgiler dogrultusunda, mtDNA’nin biiyiik bir
kisminin oositte depolandigi ve implantasyona kadar replike olmadigi sonucuna

varilmistir.

Preimplantif embriyo gelisimi dinamik ve oldukca enerji gerektiren bir siirectir. Erken
donem embriyolar, hiicre boliinmeleri ve gelisimin basarili bir sekilde ilerleyebilmesi
icin yeterli seviyede enerjiye ihtiya¢ duymaktadir. Literatiir bilgileri dogrultusunda,
dogru oosit mitokondriyal fonksiyonu ve mtDNA gen ekspresyonunun erken dénem
embriyo gelisimi i¢in gerekli oldugu bilinmektedir. Yapilan bir ¢alisma sonucunda,
insan oositlerinin ATP igerigi ile embriyo gelisim potansiyeli ve in vitro fertilizasyon
(IVF) sikluslar1 sonuglari ile iligkili oldugu gosterilmistir (Van Blerkom ve ark., 1995).
2001 yilinda yapilan bir ¢alismada, diisik mt DNA igeriginin, oositin fertilizasyon
yetenegini olumsuz etkiledigi ortaya konmus ve 2004 yilinda yapilan bir ¢alismada,
azalmig mt RNA’nin oosit fertilizasyonunu ve embriyo gelisimini olumsuz etkiledigi ilk
kez gosterilmistir (Hsieh ve ark., 2004). Disfonksiyonel mitokondrinin, embriyoda
birinci ve ikinci mayoz boliinmeler sirasinda kromozomal ayrilmama ve mitoz
boliinmelerde hata yatkinliklarinda ve bdylece yaslh oosit ve embriyolarda kalitenin ve
gelisim potansiyelinin azalmasinda temel bir faktor oldugu diistiniilmektedir
(Eichenlaub-Ritter ve ark., 2011). Literatiir verileri degerlendirildiginde, oositin igerdigi
mtDNA’nin embriyo canlilig1 ve fertilizasyon basarisi ile iliskili oldugu ve biyobelirte¢
olarak kullanilabilecegi diisiincesi ortaya ¢ikmistir (Reynier ve ark., 2001; Santos ve
ark., 2006; Chappel, 2013).

2.4.2. Preimplantif donemde “Sessiz Embriyo” Hipotezi ve Mitokondri iliskisi

Mitokondrinin hiicresel siiregte bilinen Onemine ragmen, memelilerdeki her bir
embriyonun implantasyon Oncesi agamalarindaki mtDNA’larindaki varyasyon boyutu
tam olarak bilinmemektedir. 2015 yilinda yapilan c¢aligmada, ilk kez mtDNA
kantifikasyonu ile insan embriyolarinin implantasyon yetenegi arasindaki iliski net bir
sekilde tanimlanmistir (Fragouli ve ark., 2015). Calismada belirlenen mtDNA esiginin
tizerinde olan embriyolarin tamaminda implantasyonun hatali oldugu gosterilmistir.

Ayrica bu calismada mtDNA igerigi ile yas ve embriyo kromozomal durumu da
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degerlendirilmis ve sonucunda 6zellikle andploidi goriilen embriyolarin daha fazla
mtDNA igerdigi gosterilmistir. Yapilan bir diger calismada, 6ploid embriyolarin igerdigi
yiikksek mtDNA’nimn, diisik embriyo canliligi ve implantasyonunun belirteci oldugu
gosterilmistir (Diez-Juan ve ark., 2015). Bu calismada mtDNA igerigi skorlanmis ve
Mitoskor olarak adlandirilarak 60’dan biiyiik degere sahip olan embriyolarin implante
olmadigi belirtilmistir. Arastirmacilar bu bulgulari, embriyolarda artan mtDNA
iceriginin metabolik stresin gostergesi oldugu ve embriyolarin mtDNA igeriklerini
arttirarak bu stresi kompanse etmeye c¢alistiklart seklinde yorumlamiglardir. Bu
bulgular, insanlarda artmis mtDNA’nin, embriyo metabolizmasini yansitabilecegi ve
mtDNA miktarindaki artigin embriyo canliliginin azalmas: ile iligkili olabilecegini
gostermistir. Bu sonuglar, Henry Leese’in 2002 yilinda ortaya attig1 ¢’sessiz embriyo
hipotezi’’ (Leese, 2002) ile tutarli oldugunu gostermektedir (Fragouli ve ark., 2015) ve
mitokondri, kadinlarda iiremenin yaslanmasi ve andploidi olusumu arasinda potansiyel
bir iligki oldugunu diistindiirmektedir. Sessiz embriyo hipotezinde yasayabilme olasiligt
en yiiksek olan hiicrelerin daha pasif bir metabolizmaya sahip oldugu ve daha aktif
metabolizmanin bir tiir stres gostergesi oldugu desteklenmektedir (Leese ve ark., 2007).
Tiim bu bilgiler degerlendirildiginde son yillarda; mtDNA igeriginin IVF tedavilerinin
gelistirilerek “eve gotiiriilen bebek™ oranlarinin artirllmasi i¢in potansiyel bir deger
olarak kullanilabilecek yeni bir biyobelirte¢ olabilecegi kabul edilmektedir ve embriyo
metabolizmas1  hakkinda bilgi veren mtDNA miktar1 gibi parametrelerin

degerlendirilmesinin kliniklerde kullanilabilecek bir yontem olmasi amaglanmaktadir.

2.4.3.Preimplantif Donem Embriyo Metabolizmasi ve Enerji Uretimi

Preimplantif donem embriyo, hiicresel fonksiyonlarini yerine getirmek iizere ihtiyag
duydugu enerjiyi iiretmek icin farkli kaynaklar kullanmakta ve donemsel olarak farkli
enerji iretim yollarini tercihen kullanabilmektedir. Prekompaksiyon dénem embriyolar,
gelisim siirecinde gereksinim duydugu enerjinin iiretimi i¢in temel olarak piriivat ve
laktat kullanarak mitokondride gerceklesen aerobik solunumu kullanirken,
kompaksiyon ile birlikte embriyonun glikoz kullamminin arttirmasi sonucu glikoliz,
enerji liretimi i¢in baskin hale gelmektedir (Riley ve Moley, 2006; Gardner ve Harvey,
2015; Kaneko, 2016) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Preimplantif donem embriyolarin gelisim basamaklarini ve 8 hiicreli agamada gergeklesen
kompaksiyon Oncesi ve sonrast embriyo metabolizmasinda meydana gelen farklar1 gosteren sekil (Chason
ve ark., 2011).

Prekompaksiyon embriyolarin, fizyolojik kosullarda glikoz kullanamamasi, giiniimiiz
bilgisi dogrultusunda temel olarak iki neden ile agiklanmaktadir: 1) Yiiksek ATP:ADP
oraninin glikoliz yolaginda temel enzimlerden biri olan fosfofruktokinaz (PFK) enzimini
inhibe etmesi 2) Glikoz tasiyicilarimin  (GLUT) yoklugundan ve/veya hiicre
membraninda yerlesik olmamasindan dolayr glikozun enerji kaynagi olarak
kullanilamamasi (Pantaleon ve ark., 1997; Pantaleon ve Kaye, 1998; Gardner ve Harvey,
2015). Prekompaksiyon donem embriyolarda daha az enerji gereksinimlerinden (Leese
ve ark., 1984) dolay1 olusan yiiksek ATP:ADP oraninin allosterik olarak PFK’y1 inhibe
etmesi sonucu (Barbehenn ve ark., 1974) glikoliz yolaginda glikozun piriivata doniisiimii
bloke olmaktadir (Sekil 2.6). Glikozun hiicre i¢ine aliniminda temel olarak gorev yapan
GLUT molekiillerinden GLUT1’in, tiim fare preimplantasyon doneminde ekspre oldugu,
ancak kompaksiyona kadar plazma membraninda lokalize olmadig1 (Aghayan ve ark.,
1992; Pantaleon ve ark., 2001) ve diger GLUT2, GLUT3, GLUT4 ve GLUTS
molekiillerinin baskin olarak kompaksiyon asamasindan itibaren ekspre oldugu ve yine
bu nedenle glikozun hiicre i¢ine alinamadigr bilinmektedir (Aghayan ve ark., 1992;
Pantaleon ve ark., 1997; Purcell ve Moley, 2009). insan ve fare embriyolarinin benzer
kosullar altinda benzer besin (glikoz, piirivat, laktat gibi) tiiketim paternine sahip oldugu
da bilinmektedir (Gardner ve ark., 2000).
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Sekil 2.6. Yariklanma dénemindeki preimplantif embriyo metabolizmasini gosteren sekil. Erken evredeki
embriyonun igerigindeki yliksek ATP:ADP oranmnin allosterik olarak PFK’y1 inhibe etmesi ve
sitoplazmadaki glikolizin aktif olmayarak mitokondri igerisindeki ger¢eklesen enerji iiretim basamaklart
gosterilmektedir (Gardner ve Harvey, 2015).

2.5. Embriyo Canlihginin Belirlenmesi ve Mitokondrinin Onemi

Embriyolarin  morfolojik  dzelliklerinin  ve  boliinme hizlarinin  implantasyon
potansiyelleriyle iliskisi Edwards ve arkadaglar1 tarafindan 1984 yilinda ortaya
konulmus (Edwards ve ark., 1984) ve sonrasinda yapilan calismalar dogrultusunda
kliniklerde “en iyi embriyo”yu se¢mek amaciyla embriyo kalitesinin belirlenmesinde
temel morfolojik kriterlere dayali siniflandirma sistemleri kullanilmaya baglanmistir.
Ancak morfolojik ve kromozomal olarak normal kabul edilen embriyolarin
implantasyon basarisizlig1 gosterebildigi ve her zaman bu embriyolarin “en iyi embriyo”
olmadig1r da bilinmektedir. Bu nedenle giiniimiizde embriyo degerlendirme ve se¢im
kriterlerinde morfolojik kriterlere ek olarak kullanilabilecek ve ozellikle embriyonun
metabolik durumu hakkinda bilgi verebilecek yeni Dbiyobelirteclere ihtiyag
duyulmaktadir. Ozellikle son yillarda zaman aralikli (time lapse) embriyo goriintiileme

sistemleri, invaziv olmayan bir yontem olmasi ve embriyo gelisimi siiresince daha
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detayl1 bilgi saglamasindan dolay1 olduk¢a yaygin bir sekilde kliniklerde kullanilmasina
ragmen, bu yontemden elde edilen veriler yine morfolojik ve morfokinetik parametrelere
dayanmaktadir. Ozellikle 2002 yilinda Henry Leese tarafindan ortaya konulan sessiz
embriyo hipotezine gore, embriyo canliliginin metabolizmasinin aktifligi ile ters orantili
oldugu bilgisinin ortaya konulmasinin ardindan embriyo ve metabolizmas: ile ilgili
yapilan caligmalar hiz kazanmistir. Ancak metabolik durum degerlendirmelerinde
literatiirde yapilan c¢aliymalarda kullamilan tekniklerin olumsuz yani, mtDNA
iceriklerinin belirlenmesi gibi yontemlerde embriyo biyopsisi gibi invaziv
uygulamalarin  gerekliligidir. Invaziv olarak yapilan uygulamalarm, 6zellikle
oositlerde ve embriyolarda stres yaratarak pek ¢ok olumsuz sonuca neden oldugu da
yapilan ¢aligsmalarca ortaya konulmustur (Leese ve ark., 1998; Thompson ve ark., 2002;
Lane ve Gardner, 2005; Leese, 2012). Ayrica bu embriyolar daha sonra embriyo
transferi gibi ileri degerlendirmelerde kullanilamayacagindan, kaliteli embriyo
secimi i¢in klinikte 6zellikle invaziv olmayan, zaman almayan, kolay uygulanabilir
ve erisilebilir olan ve secilen embriyonun daha sonra kullanilabilecegi tekniklere ve

objektif kriterlere gerek duyulmaktadir.

2.5.1. Metabolizma Cahsmalarinda Biyobelirte¢c Olarak Kullamlan NADH ve FAD
Molekiillerinin Ozellikleri ve Onemi

Hiicre i¢inde enerji liretim basamaklarinda 6nemli gorevleri olan ve otofloresan olmalari
nedeniyle invaziv bir girisim gerektirmeden goriintiilenebilen NADH ve FAD
molekiillerinin goriintiilenmesi ve Olcililmesi Chance ve arkadaslarinin yaptigi oncii
caligmalarin ardindan (Chance ve Williams, 1955d, 1955¢c, 1955b, 1955a; Chance ve
ark., 1955; Chance, Cohen, ve ark., 1962; Chance, Legallais, ve ark., 1962; Chance ve
ark., 1965; Chance, 1976) son yillarda metabolik aktivite ve mitokondriyal anomalilerin
degerlendirildigi calismalarda olduk¢a yaygin bir sekilde kullanilmaktadirlar (Heikal,
2010b; Bartolome ve Abramov, 2015; Stringari ve ark., 2017). NADH’in ve FAD’ nin
yogunluklar: hiicre igerisindeki metabolik yolaklar ile iligkili olarak degisiklik gosterir,
yani oksidasyon-rediiksiyon oranindaki degisiklikler, NADH ve FAD yogunluklarinda
degisikliklere neden olur. Farkli ortam kosullari, hiicrede metabolizmay1 etkileyerek
beraberinde metabolik parametrelerin de degisimine neden olmaktadir. NADH ve FAD
molekiillerinin otofloresan olmalari, goriintiileme i¢in disaridan kullanilacak ekzojen

boya gereksinimini ortadan kaldirarak toksik etkiyi ve non-spesifik baglanma riskini de
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elimine etmeleri 6nemli bir avantaj saglar (Heikal, 2010b). NADH ve FAD’nin, 6zgiin
goriintlileme dalga boylar1 kullanilarak uyarilmasi sonucunda floresan o6zelligi olan
mikroskoplar tarafindan gériintiilenmesi miimkiindiir. Ornegin glikoliz sonucu NADH
uretildiginden, sitoplazmik NADH konsantrasyon artisinin glikoliz oranindaki artisla
iligkilendirilmesi miimkiindiir (Heikal, 2010b). Ayrica yapilan ¢alismalar sonucunda,
hipoksi gibi solunum zincirini bozan durumlarda, hiicre sitoplazmasinda NADH
otofloresaninin yani konsantrasyon artisinin oldugu goriilmiistiir (Vishwasrao ve ark.,
2005; Q. Yu ve Heikal, 2009a). Benzer sekilde mitokondriyal bir inhibitér olan
siyaniiriin, si¢can kardiyak miyositlerinde (Huang ve ark., 2002; Chorvat ve ark., 2005)
ve Gine domuzu ventrikiiler miyositlerinde (Romashko ve ark., 1998) FAD otofloresan
konsantrasyonunu azalttigi yapilan calismalarla ortaya konulmustur. Sonug¢ olarak;
NADH ve FAD molekiillerinin ger¢cek zamanli olarak goriintiilenmesi ve dl¢iilmesi; bir
yandan hiicrenin redoks durumunu ortaya koyarken diger yandan da metabolizmanin
rasyometrik bir dl¢limiinii de sunmakta (Huang ve ark., 2002) ve kanser, ndrodejeneratif
hastaliklar ve diyabet gibi mitokondriyal anomalilerle iliskilendirilmis hastaliklarin
arastirilmas1 ve tedavisinde kullanilmalar1 ile 1ilgili c¢alismalar siirdiiriilmektedir
(Kirkpatrick ve ark., 2005; Mayevsky ve Rogatsky, 2007; Skala ve ark., 2007;
Mayevsky ve Barbiro-Michaely, 2009; Q. R. Yu ve Heikal, 2009b).

Bu 6l¢iimleri yapabilmek i¢in yogun bir sekilde mitokondri igerisinde lokalize olan FAD
molekiiliiniin aksine, 6zellikle sitoplazmik ve mitokondriyal NADH ayriminin yapilmasi
olduk¢a 6nemlidir ve bunun i¢in uzamsal ¢oziiniirliige sahip invaziv olmayan teknikler
gerekir (Heikal, 2010b). NADH ve FAD kompartmanizasyonun yapilmasi, bu
biyobelirtegleri Olglim icin daha giicli hale getirmektedir (Heikal, 2010b). Bu
molekiillerin ~ dlglimlerinin  konvansiyonel biyokimyasal yontemlerle yapilmasi
miimkiinse de bu yontemlerin hiicreyi/dokuyu parcalama gerektirmesi ve hiicrenin
metabolik durumu hakkinda anlik ve morfoloji olmadan bilgi vermesi Onemli
dezavantajlar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Dolayisiyla hiicre metabolizmalariin farkl
kosullara verdigi metabolik yanmit, NADH ve FAD molekiillerinin otofloresan
ozelliklerinden yararlanilarak Floresan Yar1 omrii Goriintilleme Mikroskobu (FLIM)
gibi teknolojilerle 6l¢iilebilmekte ve hiicre metabolizmasi ve kosullar arasinda iligki
kurulabilmektedir (Heikal, 2010a). Benzer sekilde bu durumun embriyo

metabolizmasinin degerlendirilmesi i¢in kullanmasi ve bdylece ortam kosullar1 ve
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embriyo metabolizmasi arasindaki iligkinin kurulabilmesi de miimkiindiir. Bu alanda
yapilan ¢aligmalardan biri 2007 yilinda gerceklestirilmis ve piirivat, glikoz ve laktat gibi
besin iceriklerinin degistirildigi, FCCP gibi ¢esitli mitokondriyal enerji iiretimini bozan
kimyasallar ya da oksamat gibi LDH inhibitorleri kullanilarak olusturulan farkli
kosullarda oosit metabolik yaniti incelenmis ve bu kosullara oosit metabolizmasinin
yanit1 hakkinda literatlire 6nemli bilgiler sunulmustur (Dumollard ve ark., 2007). Bu
caligmada, ilk kez fare oositindeki sitozolik ve mitokondriyal kompartmanlardan iiretilen
NADH ve FAD otofloresanlar1 (Sekil 2.7) konfokal ve genis alan veya konvensiyonel
floreesan yontemi ile belirlenerek intraseliiler redoks potansiyelinin ekzojen substratlar
tarafindan nasil diizenlendigi ortaya konulmustur (Dumollard ve ark., 2007). 2010
yilinda yapilan bir diger calismada maternal obezitenin fare oosit ve zigotlarinin
mitokondriyal metabolizmalarin1 degistirdigi ve mtDNA kopya sayisi, Mitotracker gibi
mitokondriyal metabolizma belirteglerinin degerlendirildigi yontemlerin yani sira
otofloresan NADH ve FAD o6l¢iimii kullanarak da ortaya konmustur (Igosheva ve ark.,
2010). Kriyoprezervasyon yontemleri olan yavas dondurma ve vitrifikasyon
yontemlerinin fare ve insan oosit ve embriyolarinin, hiicresel redoks durumunu
degistirerek metabolizma {izerine etkileri 2015 yilinda ve 6zellikle otofloresan NADH
ve FAD olciimleri yapilarak 2016 yilinda yapilan c¢aligmalarla ortaya konmustur
(Somoskoi ve ark., 2015; Nohales-Corcoles ve ark., 2016). Bu bilgiler dogrultusunda;
ozellikle preimplantif gelisim sliresince fare embriyo metabolizmasinin ve farkl
cevresel kosullara (Ornegin; besin kaynagi eksikligi ya da hipoksik kosullar)
embriyolarin  verdigi yanitin Ozellikle invaziv olmayan yoOntemler kullanilarak

belirlenmesi ve literatiire sunulmasi olduk¢a 6nem kazanmaktadir.
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Sekil 2.7. Bir fare oositindeki sitozolik ve mitokondriyal kompartmanlardan {iretilen NADH ve FAD
otofloresanlari. FAD kaynaklar yesil ile boyali alanlar olarak gosterilmekte olan piirivat dehidrogenaz
(PDH) ve ETS’de bulunan kompleks I’dir (Dumollard ve ark., 2007).

2.6. Cahismanin Cikis Noktasi, Hipotezi ve Amaci

Giinlimiizde kliniklerde rutin olarak yapilmakta olan embriyo degerlendirmeleri temel
olarak morfolojik ve morfokinetik parametrelere dayanmakla birlikte, morfolojik ve
kromozomal olarak normal kabul edilen embriyolarin implantasyon basarisizlig
gosterebildigi ve bu embriyolarin mutlaka “en iyi kalitedeki embriyo” olmadigi da
bilinmektedir. Bu nedenle giiniimiizde embriyo degerlendirme kriterlerinde morfolojik
kriterlere ek olarak kullanilabilecek ve o6zellikle embriyonun metabolik durumu
hakkinda bilgi verebilecek yeni biyobelirteclere ihtiyag duyulmaktadir. Ancak metabolik
durum degerlendirmelerinde literatiirde yapilan ¢alismalarda kullamlan tekniklerin
olumsuz yam, mtDNA iceriklerinin belirlenmesi gibi yontemlerde embriyo
biyopsisi gibi invaziv uygulamalarin gerekliligidir. Invaziv olarak yapilan
girisimlerin, Ozellikle oositlerde ve embriyolarda stres yaratarak pek c¢ok olumsuz
sonuca neden oldugu da bilinmektedir (Leese, 2012). Ayrica bu embriyolar daha sonra
embriyo transferi gibi ileri agamalarda kullanilamayacagindan, invaziv olmayan bir
yonteme ihtiya¢ duyulmaktadir. Tiim bu literatiir bilgisi 1s181nda bu ¢alismanin hipotezi

sOyledir: normal ve metabolik olarak zorlanan preimplantif donem fare embriyo
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metabolizmalari, embriyolarin bulundugu ortam kosullarina bagh olarak verdigi
metabolik yanitlara dayanarak, invaziv olmayan yontemler olan otofloresan NADH

ve FAD molekiillerinin floresan sinyallerinin 6l¢iimiine dayanarak belirlenebilir.

Bu hipotez dogrultusunda planlanan ¢alismamizda; invaziv olmayan iki farkli teknik
olan FLIM ve yeni nesil konfokal mikroskoplar1 kullanilarak, NADH ve FAD
otofloresan Olciimleriyle 6zellikle farkli besin icerikleri, farkli oksijen konsantrasyonu
ve mitokondriyon bozucular1 varliginda embriyo metabolizma yanitinin belirlenmesi
amaglanmistir. Calismamizdan elde edilecek sonuglarin; fare embriyo metabolizmasiyla
ilgili literatiire oldukca detayli bilgiler saglayacagini, 6zellikle tekniksel olarak ileri
caligmalar i¢in alt yap1 saglayacagmi ve c¢alismamizla birlikte yapilacak ileri
caligmalardan elde edilecek verilerin kliniklerde morfolojik parametrelere ek olarak
konfokal mikroskobu gibi teknikler aracilifiyla metabolizma goriintiilenme

parametresinin de biyobelirte¢ olarak kullanilmasina katki saglayacagini diisiinmekteyiz.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Metabolizma Ol¢iimiinde Invaziv Olmayan FLIM Tekniginin Kullanilmasi
3.1.1 Embriyo Eldesi ve Kullanima Hazirlanmasi

FLIM teknigi kullanilarak yapilan tiim c¢alismalarda Embryotech (Embryotech™
Laboratories, Inc, USA) firmasindan temin edilen, disi B6C3F1 ve erkek B6D2F1 melez
soyundan elde edilmis ve her bir pipet icerisinde 10 adet olacak sekilde dondurulmus
olan zigotlar (B1-10) kullanildi. Embriyolar teminlerinden kullanilacaklar siireye kadar
nitrojen tanki igerisinde saklanmis ve deney Oncesinde kullanilmak {izere firmanin
onerdigi ¢6zme protokolii uygulandi. Cézme protokolii; nitrojen tankindan ¢ikartilan
pipetin 2-3 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra iki ucunun makasla kesilmesinin
ardindan igerisindeki sivinin, firma tarafindan temin edilen ince bir piston yardimiyla
pamuk kisimdan itilerek M2 medyumu (MR-015-D, Merck) kullanilarak olusturulmus
damlaciklardan ilkine aktarilmasi seklinde uygulandi. Elde edilen embriyolar
stereomikroskop (Olympos) altinda yaklasik 10 dakika icerisinde olusturulan diger M2
damlaciklarindan gegirilerek yikama yapildi ve bdylece embriyolar igin sitotoksik olan
dondurma soliisyonun uzaklastirilmast saglandi. M2 medyumu igerisindeki embriyolar
onceden CO; ile dengelenen KSOM medyumu (MR-121-D, Merck) igerisine transfer
edildi. FLIM kullanilarak kiiltiire edilen embriyolar, 6zel olarak kullanilan “Well of
well” (WOW, Primovision embriyo culture dish, Vitrolife) kaplarina yerlestirildi ve

izeri mineral yag (Ovoil, Vitrolife) ile kaplandi.

3.1.2. FLIM Tekniginde Kullanilan Kiiltiir Kosullar1 ve Olusturulan Gruplar
FLIM kullanilarak farkli kosullara embriyo metabolizmasinin verdigi yaniti belirlemek
amaciyla farkli kiiltiir ve ortam kosullar1 kullanildi. Bu kosullar asagida maddeler

halinde siralanmistir:

e Farkh Besin Iceriklerindeki Medyumlar Kullamlarak Metabolik Olarak
Zorlanan Embriyolarin Kiiltiirii ve Embriyo Metabolizma Yanitlarinin
Olciimii: Bilindigi iizere, preimplantif embriyo gelisim siirecinde enetji iiretiminde
temel olan ve bu nedenle de medyum igeriklerinin temelini olusturan besin
maddeleri; piirivat, glikoz ve laktattir. Ozellikle gelisimin erken evrelerinde glikoz

kullanilamamasindan dolay1 enerji iiretiminde temel olan besin piirivattir ve
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kompaksiyon asamasindan itibaren glikoz kullanimi da enerji iiretimi i¢in bir besin
maddesi olmakta hatta enerji liretiminde baskin hale ge¢mektedir. Calismamizda;
farkli besin maddelerinin kombine edilmesiyle olusturulan kosullara embriyo
metabolizmasinin verdigi yanitin ortaya konulmasi ve bu amagla embriyolarin;
piirivat, laktat ve glikozun farkli kompozisyonlar: ile olusturulan medyumlarda
kiiltiire edilmesi amaclandi. Yapilan deneyler siiresince, embriyolarin morfolojileri,
gelisimsel potansiyelleri ve metabolik yanitlar1 incelendi. Fare preimplantif donem
embriyo kiiltiirii i¢in temel olarak kullanilan medyum olduk¢a optimize edilmis ve
yaygin bir sekilde laboratuvarlarda kullanilan tek basamakli KSOM medyumudur.
Bu medyum; temel olarak pirivat, glikoz, laktat, proteinler ve tuzlar gibi
preimplantif donem embriyo gelisim siiresince embriyonun ihtiyag duydugu
maddeleri i¢eren bir medyumdur. Deneylerimizde farkli besin igerikleri olusturmak
lizere yapmak istedigimiz farkli kombinasyonlarda (6rnegin; glikoz igermeyen
KSOM medyumu) kullanmak iizere istenilen iceriklerde KSOM’un ticari olarak
bulunmamasindan dolayz, farkli kombinasyonlardaki medyumlarin
laboratuvarimizda hazirlayarak elde edilmesi gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle
asagida icerigi belirtilen KSOM medyumunu hazirlama tarifi esas alinarak once
KSOM medyumu ve daha sonra diger tiim tuzlar ve protein miktarlar1 sabit kalacak
sekilde besin maddeleri olan piirivat, laktat ve glikoz igeriklerinin belirtildigi sekilde
degistirilmesiyle istenilen sekilde farkli kombinasyonlardaki medyumlar hazirlandi.
Ayrica deneyler sirasinda elde edilen sonuglar dogrultusunda piirivatin laktata
karsilikli doniistimiinii katalizleyen laktat dehidrogenaz (LDH) enziminin kompetetif
inhibitorii olan oksamat (Merck, O751) kullanildi (Wilkinson ve Walter, 1972).
Oksamatin kullanim dozu benzer bir fare oositi ¢aligmasi referans alinarak 10mmol/l

olarak belirlendi (Dumollard ve ark., 2007).

KSOM icerigi: pH=7.3 £ 0.1

Tuzlar: NaCl: 5.55 g/L, KCI: 0.19 g/L, KH2PO4: 0.05 g/L, MgS04+7H20: 0.05 g/L,
CaCl*2H0: 0.25 g/L, EDTA: 0.004 g/L, NaHCOs: 2.1 g/L

Protein/aminoasitler: L-glutamin: 0.146 g/L ve s1gir serum alblimini: 1g/L

Besinler: Sodyum piirivat: 0.02 g/L, Sodyum laktat: 1.12 g/L ve Glikoz: 0.04 g/L
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KSOM medyumunun literatiirde belirtilen igerige goére hazirlanmasinin ardindan
oncelikle yapilan KSOM medyumunin embriyo gelisimine olan etkisi pozitif kontrol
olarak test edildi. Bu amagla, piirivat (P), laktat (L) ve glikoz (G) iceren KSOM
icerisinde (pozitif kontrol) ve farkli besinleri igeren medyumlarda embriyolar zigot
asamasindan blastosist agamasina kadar FLIM donanimi kullanilarak embriyo gelisimi
icin optimum kosullar olan 37°C sicaklik ve %5 Oz ve %5 CO» gaz kosullarini saglayan
ibidi™ hiicre kiiltiir sistemi (Ibidi™, GmbH, Almanya) iizerinde kiiltiire edilerek, bir
yandan morfolojileri ve gelisimsel potansiyelleri takip edilirken bir yandan da metabolik
verileri olan NADH ve FAD canli goriintiilemesi yapildi. Tiim deneyler sirasinda
kontrol grubu olarak bir grup embriyo inkiibator icerisinde 37°C, %5 Oz ve %5 CO2
kosullarda inkiibator icerisinde (Panasonic, MCO-5MUYV) Kkiiltiire edildi. Deney grubu

olarak olusturdugumuz farkl kiiltiir medyumu kompozisyonlari su sekildedir.

= PLG: Piirivat, Laktat ve Glikoz i¢eren kontrol grubu

= Besinsiz: Piirivat, Laktat ve Glikoz icermeyen grup

= PL: Piirivat ve Laktat iceren grup

= PG: Piirivat ve Glikoz igeren grup

= P: Sadece Piirivat igeren grup

= L: Sadece Laktat igeren grup

=  G: Sadece Glikoz igeren grup

= LO: Sadece laktat igeren medyuma oksamat eklenen grup

= PLGO: Piirivat, Laktat ve Glikoz igeren medyuma oksamat eklenen grup

e Farkh Besin Iceriklerindeki Medyumlarda Metabolik Olarak Zorlanan
Embriyolarin Kiiltiiriiniin Oksijen Diizeyinin Degistirilmesi ile Kombinasyonu
ve Embriyo Metabolizma Yamtlarimin Ol¢iimii: P ve PL grubundaki embriyolar
icin ek olarak O seviyelerinin deney siirecinde 1 saat siire ile %0’a diistiriildiigi
deneyler gerceklestirildi. Bu deneyin amact; erken evrede sadece piirivatin oksidatif
fosforilasyonla enerji iiretimi i¢in yeterli olmasi beklenirken bu siiregte temel olan
O2’nin diisiirtilmesi ve bir siire sonra tekrar geri verilmesine embriyonun metabolik
yanitin1 ve bu yanitin geri dontisiimlii olup olmadiginin belirlenmesidir. Bu deney
icin FLIM donanimina yerlestirilmis ibidi sistemindeki WOW kabinda sadece

plirivat iceren ya da sadece plirivat ve laktat iceren medyumda %5 O>’de kiiltiire
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baglanan embriyolardan 10 dakika boyunca goriintileme yapilirken ayni anda
metabolik NADH ve FAD olgiimleri yapildi. 10 dakika sonunda oksijen diizeyi %0’a
indirildi ve 1 saat boyunca %0 O ile kiiltiir yapildiktan sonra tekrar %5 O;’e
yiikseltildigi siire boyunca embriyolar ayn1 anda morfolojik olarak goriintiilenirken
bir yandan metabolik NADH ve FAD o6lciimleri gerceklestirilmeye devam edildi.
Kiiltiir sistemi igerisindeki oksijen diizeyi Gaslab (GasLab® Configuration & Data
Logging Software, Florida, ABD) programi araciligiyla dl¢iildi ve kaydedildi.

Medyum Degisim Sistemi ile Metabolik Olarak Zorlanan Embriyolara Siyanid
Uygulamasi ve Metabolizma Yamtlarimin Olgiimii:

Metabolizma ¢aligmalarinda enerji iiretiminin engellenmesi ve/veya bozulmasi
metabolik yanitin belirlenmesi agisindan olduk¢a yaygin kullanilan ydntemlerden
biridir. Bunun i¢in genel olarak; ETS inhibitdrleri (siyanid, rotenon, antimisin),
oksidatif fosforilasyon inhibitorleri (oligomisin) ve ETS-OXPHOS arasindaki
eslesme bozucular (uncoupler, FCCP) kullanilmaktadir. ETS inhibitorleri genel
olarak sistemdeki spesifik lokasyonlarina baglanarak elektron transferini engelleyen
molekiillerdir. ETS inhibitorlerinden biri olan siyanid, sitokrom oksidazin demir
bolgesine ferrik iyon (Fe®) seklinde baglanarak Kompleks IV’ii inhibe eden bir
molekiildiir. Dolayisiyla siyanid uygulamasi sonucunda ETS inhibe oldugundan ve
enerji lretilemediginden, siyanid toksik bir molekiildiir. Calismamizda; medyum
degisim sistemi kullanilarak embriyolar KSOM igerisinde Kkiiltiire edilip, FLIM
tizerinde Ol¢iimleri yapilirken siyanid (Merck, kat. No.151-50-8) uygulamasi yapildi
ve embriyolarin metabolik yanitlart 6lgiildii. Siyanid 50mM olacak sekilde KSOM
icerisinde ¢oOziilerek stok soliisyon halinde -20°C’de saklandi. Kullanmadan 6nce
KSOM igerisinde 1:10 dilue edilerek ¢aligma konsantrasyonu olarak SmM siyanid
kullanildi. Siyanidin kiiltiir sistemine verilmesi tarafimizdan 6zel olarak hazirlanan
Sekil 3.1°de gosterilen ¢izimimiz esas alinarak uygulamaya gegirildi ve Sekil 3.2°de
gosterilen sistem kurulduktan sonra pompa sistemi aracilifiyla  verildi.
Kullandigimiz pompa sistemi ile pek ¢ok farkli kiiltiir medyumu degisim modeli
uygulanabilir, ancak siyanid kullanarak yaptigimiz deneylerde “Basit Siirekli
Infiizyon” modeli kullanildi. Bu model temel olarak iki pompadan birinin siviyi
iterken ve digerinin eszamanli olarak siviyr ¢ekisi prensibine dayanmaktadir.

Medyum degisimi sirasinda pompa hizlarinin belirlenmesi, embriyo stabilitesinin
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saglanarak FLIM ol¢iimlerinin siirekli bir sekilde alinabilmesi agisindan oldukga
onemliydi. Bu amagcla yapilan denemeler sonucunda 50ul/dk hizla yapilan medya
degisimin embriyo stabilitesini etkilemedigi goriildii ve kiiltiir medyumu degisim

sisteminde bu hiz ile pompalama kullanildi.

Flow-in Flow-out
needle needle
Y-connector
to mix A/B
Output
pump
Pump A Pump B

On-stage incubation chamber

Sekil 3.1. Kiiltiir medyumu degisimi i¢in yapilmasi tasarlanan sistemin sematik ¢izimi. Kiiltiir medyumu
degisim sisteminde kiiltiir medyumunun degisimini saglamak iizere A ve B olmak iizere iki adet giris
pompasi ve bir adet ¢ikis pompasi bulunmaktadir. Sistemin ¢aligma prensibi; petri kabina sabitlenmis olan
giris ve ¢ikis pompalarinin baglantisin1 saglayan igneler araciligiyla, embriyolarin igerisinde bulundugu
50uL’lik damlacik i¢indeki medyumun istenilen igerikle degisiminin gergeklesmesine dayanmaktadir.

Sekil.3.2. Kiiltir medyumu degisim sistemi igin yapilmasi tasarlanan sistemin FLIM donanimina
yerlestirilmis gorintiisii. Kiiltiir medyumu degisim sisteminde medyum degisimini saglayacak pompalar
(kirmizi) ve FLIM sistemi goriilmektedir.
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Deney su sekilde gergeklestirilmistir: FLIM iizerinde Ibidi sisteminin icerisindeki WOW
kabinin icerisindeki KSOM ile kiiltiire baslanan embriyolardan 10 dakika boyunca
goriintiileme  yapilirken ayn1 anda metabolik NADH ve FAD olgiimleri
gerceklestirilmeye baslandi. 10 dakika sonunda sonra pompa sistemi calistirilarak
icerisinde SmM siyanid iceren KSOM medyumu embriyonun igerisinde bulundugu
medyuma 5 dakika boyunca verildi ve siire sonunda 30 dakika daha embriyolar ayni
anda goriintiilenirken bir yandan metabolik NADH ve FAD ol¢limleri gerceklestirilmeye

devam edildi.

3.1.3. Floresan Yar1 Omrii Gériintileme Mikroskobu (FLIM) Tekniginin
Kullanimi ve Yapilan Olgiimler

Chance ve arkadaslarinin yaklasik 60 yil once yaptiklar1 oncii ¢aligmalarindan beri
hiicrelerde ve dokularda mitokondrinin metabolik durumunu belirlemek amaciyla, ATP
dretiminin anahtar koenzim molekiilleri olan NADH ve FAD otofloresanlarinin
kullanimindan yukarida detayli bir sekilde bahsedilmistir (Chance ve Williams, 1955d,
1955¢, 1955b, 1955a; Chance ve ark., 1955; Chance, Cohen, ve ark., 1962; Chance,
Legallais, ve ark., 1962; Chance ve ark., 1965; Chance, 1976). Iki foton mikroskobisi;
molekiillerin kizil 6tesi 151k ile yiiksek sayisal agiklikli objektif kullanilarak dogrusal
olmayan (non-linear) eksitasyonu prensibine dayanmaktadir. Odak noktasinda femto
filtre hacminde bir bolgenin diisiik enerjili iki fotonla uyarimina dayanir ve uyarim
kaynag olarak kirmizi Gtesi lazer kullanilip mordtesi lazer kullanilmadigindan hiicrelere
verilen zarar da ¢ok aza indirgenmektedir (Denk ve ark., 1990; Xu ve Webb, 1996;
Centonze ve White, 1998; Zipfel ve ark., 2003; Masters ve So, 2004; CAN, 2018). iki
foton mikroskobu ¢izgisel olmayan uyarim sebebiyle yliksek uzaysal ¢oziiniirlik
sagladigindan konfokaldeki “pinhole”e gerek duymaz ve boylece floresan foton kayb1 en
aza indirgenmis olur. Ayrica bu ¢oziiniirlilkte kullanim fototoksisiteyi de azaltir (Heikal,
2010b). Diger mikroskoplardan farki, uyarim yapan lazerlerin dalga boyunun yayilim
isinlarmin dalga boyundan uzun olmasidir ve her bir uyarim i¢in bir degil, iki lazerden
cikan fotonlar kullanilir (CAN, 2018). Tekli foton mikroskobisi kullanilarak, NADH
spekturumunun 458nm’de (Sekil 3.3A.1) ve FAD spekturumunun ise 528 nm emisyonda
(Sekil 3.3A.2) pik yaptig1 (maksimum) noktalarda goriintiilenebilir. Iki foton
mikroskobu kullanildiginda ise, NADH ve FAD’nin ¢izgisel olmayan olarak 730 nm’de
uyarilabilecegi ancak 850-950 nm dalga boyunda sadece FAD’nin eksite olarak
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goriintlilenebildigi (Sekil 3.3A.3-4) ve bdylece uygun iki foton eksitasyon dalga boyu ve
uygun belirleme filtreleri kullanilmasi sonucunda NADH ve FAD otofloresanlarini

birbirinden ayirarak goriintiillemek miimkiindiir (Huang ve ark., 2002; Heikal, 2010b) .

0.10

>
J

-1 0.08

- 0.06

6,,(GM)

Fluorescence (norm.)

——t = —%aeaa. " 0.00
400 500 600 700 800 900 1000
Wavelength (nm)

)
-
I

0.14

Fluorescence (norm.)

0.014

Time (ns)

Sekil.3.3. A) Konfokal veya genis alan floresan mikroskobu kullanilarak goriintiilenebilinen, NADH
spekturumu (1) ve FAD spekturumu (2) ve iki foton mikroskobisi kullanilarak goriintiilenebilinen, NADH
spekturumu (3) ve FAD spekturumu (4) goriilmektedir. B) NADH (1) floresan yar1 émrii ve FAD (3)
floresan yar1 émrii ve NADH’nin bir enzime baglandiginda (malat dehidrogenaz) (2) ve FAD’mn bir
enzime baglandiginda (lipoamid dehidrogenaz) (4) degisen floresan yar1 6mrii gosterilmektedir (Huang ve
ark., 2002).

Yogunluga dayali mikroskoplarin aksine, uyarilmig floresan yari omriinii 6lgmek
floroforun hem molekiiler konformasyonuna hem de c¢evresel kosullarina oldukga
duyarli olmasindan dolay1 olduk¢a avantajlidir. Floroforlarin floresan 6mrii, zamana
bagh tekli foton sayma ile FLIM tarafindan Slgiilebilmektedir (Becker, 2005). FLIM,
zaman iligkili tekli foton sayma yolu ile goriintiideki her fotonun saniyenin milyarda
birinin altindaki varig zamanini kaydeder. Ayrica bir floresanin yari 6mri, floroforun
benzer fizyolojik kosullardaki konsantrasyonundan bagimsizdir (Heikal, 2010b). NADH
ve FAD floresanlarinin émrii proteinlere baglandiklarinda degisir (Lakowicz, 2006).
Ornegin, enzime bagli halde bulunan NADH yar1 émrii serbest halde bulunan NADH
yart Omriine gore daha fazladir ve aksine enzime bagli halde bulunan FAD yar1 6dmrii

serbest halde bulunan FAD yar1 6mriine gére daha azdir (Vishwasrao ve ark., 2005; Q.
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Yu ve Heikal, 2009a) (Sekil 3.3B). FLIM, iki foton goriintileme ile birlikte
kullanildiginda, NADH ve FAD fraksiyonlarmi ve bu endojen floroforlarin diger
ozelliklerini hiicre i¢i ¢Oziiniirliikkleriyle birlikte kantitatif olarak Slgebilmektedir ve
boylece, mitokondri ve hiicrenin metabolik durumu kantifiye edilerek
belirlenebilmektedir (Becker, 2005). Bdyle yaklasimlar ve yoOntemler, kanser
hiicrelerinin (Q. Yu ve Heikal, 2009a), ¢esitli hiicre hatlarinin (Niesner ve ark., 2004),
kok hiicrelerin (Stringari ve ark., 2011), memeli dokularinin (Skala ve ark., 2007) ve C.
elegans’da germ hiicre farklanma siirecinin (Stringari ve ark., 2011) metabolik
durumunu karakterize etmek i¢in olduk¢a yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Calismamizda embriyolarin metabolizma o6l¢iimleri FLIM ile iki fotonlu Nikon
mikroskop {iizerinde Ti:Sapphire lazer (M-Squared lazer), bir galvanometrik tarayici,
zaman iligkili foton sayma modiilii (Time-correlated single photon counting, TCSPC)
(SPC-150; Becker and Hickl) ve bir foton sayma detektorii (HPM-100-40; Becker and
Hickl) kullanilarak gercgeklestirilmistir (Sekil 3.4). NADH i¢in eksitasyon dalga boyu
750 nm ve lazer giici 45 mW ve FAD icin eksitasyon dalga boyu 845 nm ve lazer giicii
75 mW olarak ayarlanmistir. Dedektor ontindeki filtreler NADH i¢in 460/50 nm ve FAD
icin 550/88 nm (Chroma Technology) olarak kullanilmistir. Goriintiileme 20X Nikon
objektif (0.75 sayisal aciklik) kullanilarak yapilmistir. NADH/FAD oOl¢limleri ve
verilerin eldesi, Labview ile 6zel kodlanmis bir yazilim ve Becker Hickl (Becker-Hickl
GmbH, Almanya) veri elde etme yaziliminin kombinasyonu ile gerceklestirilmistir. Elde
edilen goriintiilerin tiim bilgilerini kaydetmek, goriinebilir formata doniistiirmek ve tim
analizleri yapmak i¢in 0Ozel olarak kodlanmis Matlab yazilimi kullanilmistir.
Embriyolarin segmentasyonu Image J programi kullanilarak gerceklestirilirken, aydinlik
alan goriintlileri ise okiilere bagli bir Amscope kamera ile alinmistir. Sonu¢ olarak
embriyolardan NADH ve FAD’nin her biri i¢in parlaklik (konsantrasyon), bagli ve
serbest halde bulunana fraksiyonlar ve bagli ve serbest haldeki floresan Ol¢limleri

gerceklestirildi.
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Sekil.3.4. FLIM ile yapilan bir metabolik goriintilemenin sematik ¢izimi. A) Floresan mikroskobunun
temel kisimlari. Florofor bir dalga boyundaki eksitasyon 15181 ile goriintiilenir ve farkli bir dalga
boyundaki floresan dikroik ayna ve emisyon filtresi kullanilarak izole edilir. B) Iki foton mikroskobunda
NADH ve FAD igin eksitasyon ve emisyon spektrumlarini gosteren sekil. C) TCSPC FLIM, atimh
goriintiileme gerektitir ve her bir atim tek bir floroforu eksite edebilir ve kisa siire sonra molekiiliin
yaydig1 floresan floroforu SPC detektor ile belirlenir ve varis zamanlar1 kaydedilir. D) FLIM 80MHz
hizindaki vuruslar1 hizi bir gekilde ileterek kisa bir siire icerisinde pek ¢ok floroforu uyarir ve varis
zamanlarim1 kaydeder. Bu varig zamanlari, varig zamani histograminda toplanir. E) Histogram,
floroforlarin mikrogevresi hakkinda bilgi saglar ve bilginin modelleme kullanilarak floresan azalmanin
model ile olan uyumu sayesinde ekstraksiyonu yapilabilir (Sanchez ve ark., 2019).

3.2. Metabolizma Ol¢iimiinde Invaziv Olmayan Konfokal Mikroskopi
Tekniginin Kullanilmasi

3.2.1. Embriyolarin Siiperovulasyon ve Eldesi ve Kullanima Hazirlanmasi
Embriyolarin eldesi i¢in kullanilan Balb/C tiirii 6-8 haftalik eriskin disi ve erkek fareler
Ankara Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvarindan temin edildi (Etik
kurul protokol numarasi: 2016.03.15), su ve besin kisitlamasi olmaksizin 12 saatlik
periyodlarla aydinlik/karanlik sikluslarinda muhafaza edildi. Folikiilogenezi stimiile
etmek icin disi farelere intraperitonel olarak 5 IU/hayvan PMSG (pregnant mare serum
gonadotropin) enjeksiyonu ve PMSG enjeksiyonundan 48 saat sonra, ovulasyonu
indiiklemek i¢in intraperitonel 5 IU/hayvan hCG (human chorionic gonadotropin)

enjeksiyonu yapildi. hCG enjeksiyonu yapildig1 giiniin aksaminda disi fareler eriskin
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erkek fareler ile ayni kafeste birakilarak ciftlesmeleri saglandi ve ertesi sabah vajinal

plak kontrolii yapilan ve plak belirlenen fareler fertilizasyonun 0,5. giiniinde kabul

edildi. Vajinal plak kontrolii yapilarak gebeligin pozitif oldugu varsayilan disi fareler

hCG enjeksiyonundan 42 saat sonra sakrifiye edildi ve Fallop tiipleri ¢ikartilarak G-3-N-

morfolino propanesiilfonik asit (GMOPS) medyumu igerisine alindi. Stereomikroskop

altinda fallop tiipiiniin ampulla bolgesi patlatildi ve 2 hiicreli embriyolar toplanarak

medyum icerisine aktarildi. Elde edilen tiim embriyolar boliim 3.2.2°de ag¢iklanacak olan

her bir gruba ait kiiltiir medyumu igerisine alindu.

3.2.2. Gruplarin Olusturulmasi ve Embriyo Kiiltiir Kosullar:

Kontrol Grubu: Deneye baslamadan bir giin 6nce gece boyu medyum
gazlanmasinin saglanmasi ve dengelenmesi i¢cin 50uL’lik damlaciklar halinde
medyumlar hazirlanarak ve mineral yag1 (Ovoil, Vitrolife) ile kaplanarak 35mm
Petri kaplarmin (LP Italiana SP L123518) icerisinde inkiibatore koyuldu. Elde
edilen 2 hiicreli embriyolar GTL (G-Time Lapse, Vitrolife) medyumu igerisine
alinarak blastosist asamasina kadar %5 Oz, %5 CO2 ve 37°C kosullarindaki
inkiibatorde (Panasonic, MCO 5M) kiiltiire edildi. Kiiltiire baslandig1 an kiiltiiriin
0. saati olarak kabul edildi. Kiiltiiriin 6. saatinde 2 hiicreli embriyolar alinarak
canli olarak konfokal mikroskopta DIC ve FAD goriintiilerinin alinmasinin
ardindan yine canli mitokondri boyamalar1 olan Mitotracker® ve rhodamine
boyamalart yapildi. Daha sonra embriyolar paraformaldehit (PFA) ile fikse
edilerek immunofloresan boyamasi yapilmak iizere deneye alindi. Ayn1 deneysel
stirec kiiltlirtin 12. saatinde 4 hiicreli embriyo grubu i¢in, kiiltliriin 24. saatinde 8
hiicreli embriyo grubu igin, kiiltiiriin 36. saatinde morula grubu i¢in ve kiiltiiriin

60. saatinde blastosist grubu i¢in yapildi.

Kimyasal Anoksi (FCCP) Grubu: Farkli in vitro kosullarda metabolik olarak
zorlanan preimplantif donem embriyolarin metabolizmalarinin degerlendirilmesi
amaciyla;  mitokondriyel eslesmeyi  bozucu/engelleyiciler  (uncoupler)
kullanilarak kimyasal anoksi grubu olusturuldu. Mitokondride oksidatif
fosforilasyon “uncoupler’lari; elektron transportu ve fosforilasyon reaksiyonlari
arasinda eslesmeyi ve bdylece ATP sentezini, solunum zincirini ve ATP sentazi

etkilemeden, inhibe eden molekiillerdir (Terada, 1990). Bu grupta, erken evre
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prekompaksiyon embriyolarda enerjinin tek kaynagi olarak mitokondride
gerceklesen oksidatif fosforilasyonu (OXPHOS) inhibe eden ve bir protonofor
olan Carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone (FFCP) kullanild:.
FCCP (C2920, Sigma-Aldrich) kullanim dozu belirlemesinde literatiir referans
alinarak (Liu ve ark., 2001; Ge ve ark., 2012; Zander-Fox ve ark., 2015) 1uM ve
ImM olarak embriyolarda doz denemesi yapildi. Deneye baslamadan bir giin
once gece boyu medyum gazlanmasinin saglanmasi ve dengelenmesi igin
50uL’lik damlaciklar halinde medyumlar hazirlanarak ve mineral yag (Ovoil,
Vitrolife) ile kaplanarak 35mm Petri kaplarmin (LP Italiana SP L123518)
icerisinde inkiibatére koyuldu. iki hiicreli embriyo asamasindan blastosist
asamasma kadar 1uyM ve ImM FCCP iceren GTL ig¢inde Kkiiltiire edilen
embriyolara deney sonunda mitokondri boyamalar1 yapildi ve sonuglara gore
embriyo gelisiminin durmadigi ve mitokondri membran potansiyelinin azaldigi
goriildiigiinden dolay1 diisiik doz 1uM FCCP uygulama dozu olarak belirlendi.
Elde edilen 2 hiicreli embriyolar IuM FCCP igeren GTL medyumu igerisine
alinarak blastosist agamasina kadar %5 Oz ve %5 COz ve 37°C kosullarindaki
inkiibatorde kiiltlire edildi. Kiiltiire baglandig1 an kiiltiiriin 0. saati olarak kabul
edildi. Kiiltlirin 6. saatinde 2 hiicreli embriyolar alinarak canli olarak konfokal
mikroskopta DIC ve FAD goriintiileri alinmasinin ardindan yine canli mitokondri
boyamalar1 olan Mitotracker ve rhodamine boyamalari yapildi. Daha sonra
embriyolar PFA ile fikse edilerek immiinofloresan boyamasi yapilmak iizere
deneye alindi. Ayn1 deneysel siire¢ kiiltiiriin 12. saatinde 4 hiicreli embriyo grubu
icin, kiiltliriin 24. saatinde 8 hiicreli embriyo grubu i¢in, kiiltiiriin 36. saatinde

morula grubu i¢in ve kiiltiirtin 60. saatinde blastosist grubu i¢in yapildu.

Fiziksel Anoksi (%0 O:) Grubu: Farkli in vitro kosullarda metabolik olarak
zorlanan preimplantif donem embriyolarin metabolizmalarinin degerlendirilmesi
amaciyla; anoksi (%0 O) ortaminda kiiltiire edilen embriyolardan olusan anoksi
grubu olusturuldu. Deneyde kullanilan inkiibatoriin oksijen ayar1 0.5°e

ayarlandiginda inkiibatér i¢i oksijen seviyesinin Ol¢limii gaz analizorii

kullanilarak (GEOTECH, G100) %0 olarak belirlendi (Sekil 3.5).
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Sekil.3.5. Deneyde kullanilan inkiibatoriin oksijen ayari 0.5’e ayarlandiginda inkiibator ici
oksijen seviyesinin Ol¢iimii gaz analizorii kullanilarak (GEOTECH, G100) %0 olarak
belirlendigini gosteren fotograf.

Deneye baslamadan bir giin 6nce gece boyu medyum gazlanmasinin saglanmasi
ve dengelenmesi i¢in 50ul’lik damlaciklar halinde medyumlar hazirlanarak ve
mineral yag (Ovoil, Vitrolife) ile kaplanarak 35mm Petri kaplarmin (LP Italiana
SP L123518) igerisinde inkiibatore koyuldu. Elde edilen 2 hiicreli embriyolar
GTL medyumu igerisine alinarak blastosist agamasina kadar %0 Oz ve %5 CO>
ve 37°C kosullarindaki inkiibatorde kiiltiire edildi. Kiiltlire baglandig1 an kiiltiiriin
0. saati olarak kabul edildi. Kiiltiirin 6. saatinde 2 hiicreli embriyolar alinarak
canlt olarak konfokal mikroskopta DIC ve FAD goriintiileri alinmasinin ardindan
yine canli mitokondri boyamalari olan Mitotracker ve rhodamine boyamalar
yapildi. Daha sonra embriyolar PFA ile fikse edilerek immunfloresan boyamasi
yapilmak iizere deneye alindi. Aymi deneysel siire¢ kiiltliriin 12. saatinde 4
hiicreli embriyo grubu icin, kiiltiiriin 24. saatinde 8 hiicreli embriyo grubu i¢in,
kiiltiirlin 36. saatinde morula grubu i¢in ve kiiltiiriin 60. saatinde blastosist grubu

icin yapildu.
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3.2.3.Konfokal Mikroskopi Tekniginin Kullanimi ve Yapilan Ol¢iimler

Her asamada goriintiilenecek olan embriyolar yiiksek kalitede optik goriintiileme i¢in
cam tabanli Petri (World Precision Instruments, FD35-100) kaplarina aktarilip mineral
yag ile kaplandiktan sonra Zeiss Axio Observer invert mikrsokop donanimli Zeiss LSM-
880 konfokal mikroskop (Zeiss, Germany) ile goriintiilendi. Embriyolardan konfokal
mikroskop tizerinde sirasiyla DIC goriintii, otofloresan FAD (488 nm), Mitotracker (543
nm) ve Rhodamine (514 nm) goriintiilerler alindi. Embriyolar daha sonra PFA ile fikse
edilip immiinfloresan deneyleri gerceklestirildikten sonra GLUT1 (488 nm) ve ¢ekirdek
icin Hoechst (405 nm) goriintiilemesi yapildi.

3.2.4.Konfokal = Mikroskopi  Teknigi Kullanillarak Canlh  Mitokondri
Degerlendirilmesi
Deney sonunda FAD goriintiilemesi yapilan her gruba (kontrol, kimyasal anoksi, fiziksel
anoksi) ait embriyodan toplam mitokondrileri belirlemek amaciyla MitoTracker ve aktif
mitokondrileri belirlemek amaciyla rhodamine (Johnson ve ark., 1980) boyamasi
gerceklestirildi (Cottet-Rousselle ve ark., 2011; Volejnikova ve ark., 2013; Zorova ve
ark., 2018; Al-Zubaidi ve ark., 2019). Elde edilen sinyallerden rhodamine/mitotracker
orani belirlenerek gruplar arasindaki mitokondri membran potansiyeli degerlendirildi.
Embriyolar 0,5M MitoTracker™ Red CMRX (Molecular Probes, M7512) ve Img/mL
Rhodamine123 (Molecular Probes™ R302) ile birlikte olusturulan damlacik igerisinde
30 dakika 37°C karanlikta inkiibe edildi. Daha sonra embriyolar fazla soliisyondan
kurtulmak icin GMOPS ile yapilan yikama isleminin ardindan mineral yag ile kapli cam
tabanli petriye aktarilarak embriyolardan alinan canli floresan sinyaller konfokal

mikroskopta fotograflandu.

3.2.5. immiinofloresan Yéntemi

Mitokondri degerlendirmeleri yapilan embriyolar PBS ile yikanmalarinin ardindan PFA
ile 20 dakika oda 1sisinda fikse edildi. Fiksasyon isleminin ardindan embriyolar, 3 kez
10° ar dakika PBS’den gecirilerek yikandi ve ardindan embriyolar, % 0,25’lik Triton X
100 soliisyonunun igerisinde 15 dk boyunca oda i1sisinda bekletilerek permeabilize
edildi. Permeabilizasyon isleminin ardindan embriyolarin, 3 kez 10’ar dakika PBS’ den
gecirilerek yikamalar1 yapildi. Yikama isleminin ardindan embriyolar, antikor diliie edici

soliisyon icerisinde hazirlanmis olan primer antikor olan rabbit GLUT1 (1:100, Abcam,
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ab652) icerisine aktarildi ve gece boyu +4°C’ de inkiibe edildi. Primer antikor ile inkiibe
edilme isleminin ardindan ertesi giin embriyolarm, 3 kez 10’ar dakika PBS’den
gecirilerek yikamalar1 yapildi. Yikama isleminin ardindan embriyolar, antikor diliie edici
sollisyon igerisinde hazirlanmis olan floresan isaretli sekonder antikor olan 1:300
oraninda hazirlanan Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG (Invitrogen A11008) icerisine
aktarilarak 1 saat oda 1sisinda ve karanlik ortamda inkiibe edildi ve ardindan
embriyolarin, 3 kez 10’ar dakika PBS’den gegirilerek yikamalar1 yapildi. Son olarak
embriyolar lizeri yag ile kapli Hoechst iceren kapatma soliisyonunu igceren damlaciklara

aktarildiktan sonra floresan goriintiilemeleri yapildi.

Kullanilan Soliisyonlar ve Hazirlamslar::

* %3 Paraformaldehit Soliisyonu

Alt1 gram paraformaldehit 200 mL bidistile su igerisine eklenerek ve igerisine NaOH
eklenip manyetik karistiricida (Velp Scientifica F20520162) tamamen ¢oziinene kadar
karistirildi. Berrak ¢ozelti olugsmasinin ardindan bir tablet PBS karisima eklendi (1X
PBS, Sigma P4417). Soliisyonun pH=6.4 olacak sekilde pH metre ile dlgiilerek ayarland1

ve daha sonra soliisyon esit hacimlere bdliinerek -20°C’de kullanima kadar saklanda.

* PBS (Phosphate Buffered Saline-Fosfat tamponlu tuz)
Bir tablet PBS (Sigma P4417) 200 ml bidistile su igerisinde ¢dziinmesiyle 1X PBS

hazirlandi.

* Permeabilizasyon Soliisyonu
Iki buguk mikrolitre Triton X 100 (Sigma T8787) 1 mL PBS icerisinde % 0,25 oraninda

olacak sekilde ¢ozlilmesiyle hazirlandi.

* Antikor Diluent Soliisyonu
%0,1°1ik Tween-20 (Sigma P1379) iceren PBS soliisyonu, antikor diliie edici soliisyonu
olarak kullanildi.

* Hoechst Iceren Kapatma Soliisyonu
Bir mikrolitre Hoechst (Sigma H6024) 1 ml PBS igerisinde eklenmesiyle ¢oziildii. 0,005
ml 1mg/ml stok Hoechst soliisyonu, 2,5 ml gliserol, 2,5 ml PBS ve 125 mg sodyum azid

eklenmesiyle kapatma soliisyonu hazirlandu.
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3.2.6. Floresan Sinyallerin Kantifikasyonu ve Analizi

Her grup (kontrol, kimyasal anoksi, fiziksel anoksi) i¢in elde edilen FAD, Mitotracker
ve Rhodamine floresan siyallerinin 6l¢iimii Zen Blue v2.3 histogram araci kullanilarak
oOlciildii ve hesaplandi. Elde edilen verilerden sinyal hesaplamasi su sekilde formiilize
edildi: Diizeltilmis toplam hiicre floresani (corrected total cell fluorescence (CTCF)) =
Tiimlesik yeginlik (Integrated density) — Secilmis hiicre alan1 (area of selected cell) x
Arka plan okumalarinin ortalama floresani (mean fluorescence of background readings)]
(Coskun ve Can, 2015). Daha sonra elde edilen veriler sonucunda gruplar arasi

istatistiksel karsilagtirmalar yapildi.

3.2.7. Istatistiksel Analizler

Deneylerden elde edilen verilerde normal dagilimin varlig: test edildikten sonra sonuglar
parametrik testler kullanilarak degerlendirilmistir. Elde edilen tiim verilerin istatistiksel
analizi Sigma Stat 3.5 programi kullanilarak yapildi. Kimyasal ve fiziksel anoksi
grubuna ait embriyolarin 6lgiilen Rhodamine/mitotracker oran1 ve FAD o6l¢iimleri t testi
kullanilarak kontrol grubuna ait Ol¢iimlere gore test edildi. Analiz sonuglarina gore

p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 FLIM Teknigi Kullanilarak Elde Edilen Metabolizma Verileri
4.1.1. Farkh Besin Iceriklerindeki Medyumlar Kullamlarak Metabolik Olarak
Zorlanan Embriyolarin Kiiltiirii ve Embriyo Metabolizma Yanitlarinin
Ol¢iimii
Bu grupta piirivat, laktat ve glikoz igeren kontrol grubunda (PLG), besin icermeyen
grubunda, plirivat ve laktat iceren grupta (PL), piirivat ve glikoz iceren grupta (PG),
sadece piirivat iceren grupta (P), sadece laktat igeren grupta (L), sadece glikoz iceren
grupta (G), sadece laktat igeren medyuma oksamat eklenen grupta (LO) ve piirivat,
laktat ve glikoz iceren medyuma oksamat eklenen grupta (PLGO) kiiltiire edilen
embriyolardan metabolik dl¢iimler gerceklestirildi. Metabolik verilere gegilmeden 6nce
kendimiz tarafindan yapilan medyumlarin dogrulugunu test etmek amaciyla PLG, besin
icermeyen, PL, PG, P, L ve G gruplarinda kiiltiire edilen embriyolarin morfolojileri ve
gelisim potansiyelleri degerlendirildi (Sekil 4.1). Gelisim sonuglar1 degerlendirildiginde;
yaptigimiz KSOM medyumunun ticari olan KSOM ile benzer sonuglar elde edecek
sekilde oldugu ve embriyolarin basarili bir sekilde geliserek blastosist asamasina
geldikleri goriilmistiir ve boylece hazirladigimiz medyum test edilmistir ve medyum
icerigi hazirligimizin basarili oldugu goriilmiistiir. Besin icermeyen grupta herhangi bir
enerji liretim kaynagi olarak besin bulunmamasindan dolay1 beklenildigi gibi embriyolar
zigot asamasinda duraklamislardir ve gelisimlerini ilerletememislerdir. Piirivat
grubundaki embriyolarin, morula asamasina kadar gelisebildikleri ancak bu asamada
durakladiklarr gériilmektedir. Ozellikle kompaksiyondan sonra embriyolarin glikoza
ihtiya¢ duydugu goz iiniine alindiginda bu sonug literatiir ile uyumlu olarak karsimiza
cikmistir. Laktat ve glikoz grubundaki embriyolarin da ilk boliinmeyi dahi
gerceklestiremeyerek zigot asamasinda durakladiklari goriilmistir. Kompaksiyon
asamasina kadar gerekli olan temel enerji kaynag piirivat olmasindan dolay1 ve glikozun
ve laktatin zigot tarafindan metabolize edilememesinden dolayr bulgularimiz literatiir
bilgisiyle uyumludur. Piirivat ve laktat grubundaki embriyolarin morula asamasinda
kadar gelistikleri ve hatta morulaya ulagma oraninin P grubundan daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Bu durumun 2 hiicreli embriyolar tarafindan kullanilmaya bagslanan

laktatin, enerji iiretimine olan ek katkisindan dolayr oldugunu sdylemek miimkiindiir.
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Piirivat ve glikoz grubundaki embriyolarin ¢ogunun blastosist agamasina ulasabildikleri
gorlilmiistiir. Bu sonug, glikozun varliginin kompaksiyon asamasindan sonraki enerji
iiretimine katkis1 ve blastosist olusumunu destekleyici etki ile uyumludur. Sonug olarak;
kendi hazirladigimiz KSOM medyumu ve bu KSOM ile yapilan farkli kombine
medyumlarin literatlir bilgisi ile uyumlu sonuglar verdigi ve embriyo metabolizma

6l¢iimlerinde kullanilabilecegi bu sonuclar ile gosterilmistir.

2 HUCRE MORULA ERKEN BLASTOSIST GEC BLASTOSIST
(2.60N) (3.6UN) (4.GUN (5. 6UN)

PLG

BESIN
iCERMEYEN

Sekil.4.1. Metabolik degerlendirilmelere gegilmeden dnce kendimiz tarafindan hazirlanan medyumlarin
dogrulugunu test etmek amaciyla piirivat, laktat ve glikoz i¢eren kontrol grubunda (PLG), besin icermeyen
grubunda, sadece piirivat iceren grupta (P), sadece laktat igeren grupta (L), sadece glikoz iceren grupta
(G), piirivat ve laktat igeren grupta (PL) ve piirivat ve glikoz igeren grupta (PG) zigotlarin blastosist
asamasina kadar kiiltiire edilmesi sonucunda elde edilen sonuglar. Biiyiitme 20X. (n=6)
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Elde edilen bu verilerin ardindan zigotlar PLG, besin i¢ermeyen, PL, PG, P, L, G, LO ve
PLGO gruplarinda farkli besin iceren ortamlarda kiiltiire edilirken, FLIM ile canli
NADH ve FAD él¢iimleri yapildi. Olgiimler sdyleydi; i) NADH ve FAD yogunluklari ve
ii) NADH yogunlugunu FAD yogunluguna olan orant (NADH/FAD), iii) NADH ve
FAD bagh fraksiyonlarini ve iv) NADH ve FAD uzun ve kisa yar1 omiir 6l¢iimleri
yapildi. Daha 6nce elde ettigimiz veriler dogrultusunda embriyo metabolik yanitini
toplam olarak degerlendirmek yerine, embriyo sitoplazmasinin, mitokondrisinin ve
embriyonun toplaminin farkli kosullarda verdigi metabolik yanitlarin ayr1 ayn
incelenmesinin farklar1 daha net bir sekilde ortaya koydugu goriilmiistiir. Bu nedenle
deneylerde embriyonun metabolik yaniti her bir parametre i¢in sitoplazma, mitokondri
ve toplam olarak ayri1 ayr1 degerlendirildi. Sonuglari degerlendirmeden 6nce dikkat
edilmesi gereken onemli bir nokta sudur ki; farkli gruplardan elde edilen NADH ve FAD
verilerinin artmasi ya da azalmasindan dogrudan bir sonu¢ ¢ikarmak bu molekiillerin
hiicresel siirecteki karmasik gorevlerinden dolay1 olduke¢a zordur. Buradaki temel amag;
farkli besin ortamlarinda kiiltiire edilen bir embriyonun NADH ve FAD
parametrelerindeki artis ve azalislardan yola ¢ikilarak bir metabolik profilinin ortaya
cikartilmasidir. Sonuglarimiza goére; NADH yogunlugu incelendiginde piirivatin;
NADH’1 sitoplazmada oksitledigi yani baska bir deyisle piirivatin NADH1
mitokondride azalttig1 goriilmektedir (Sekil 4.2A). Bu sonug, esasen piirivatin olmadigi
L grubuna bakilarak ¢ikarilmistir. Laktatin; NADH’1 sitoplazmada indirgedigi
goriilmektedir. FAD yogunlugu incelendiginde laktatin; FAD seviyesini mitokondride
azalttig1 goriilmektedir (Sekil 4.2B). NADH/FAD oranmi incelendiginde; laktatin ve
plrivatin, laktat dehidrogenaz (LDH) araciligiyla embriyonun redoks durumunu
diizenledigi goriilmektedir (Sekil 4.2C). NADH bagl fraksiyon sonuglarina gore; laktat
NADH’1 LDH’1 baglayarak arttirmakta ve piirivat NADH’1 mitokondride baglayarak
arttirmaktadir (Sekil 4.2D). FAD bagl fraksiyon sonuglarina gore; piirivat FAD
baglanmasini arttirirken, laktatin FAD baglanmasini etkilemedigi gortilmustiir (Sekil
4.2E). En Onemli sonuglardan biri NADH’in uzun yagsam sliresi sonuglarina
bakildiginda; mitokondriyel enzimlere bagli NADH 1, LDH’a bagli NADH’a gore daha
uzun yasam siiresi oldugu goriilmektedir (Sekil 4.2H). Sonuclarda genel olarak,
mitokondrinin besin yoklugunda ve farkli kombinasyonlardaki besin kosullarina verdigi

metabolik yanitin, sitoplazmaya gore daha siddetli oldugu goriilmiistiir.
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Bu deney sonuglart dogrultusunda, ek olarak iki farkli kombinasyonda besin ortaminin
yapilmasina karar verilmistir. Bunlardan ilki LO grubu yani laktat ve oksamat igeren
grup ve ikincisi LPGO yani piirivat, laktat, glikoz ve oksamat igeren gruptur. LDH’1n,
glikolizin temel diizenleyicisi oldugu ve geri doniisiimlii olarak piirivatin laktata
doniisimiinii  katalizledigi bilinmektedir. Oksamat, bir LDH inhibitoriidiir ve
calismamizda elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda yalnizca laktat iceren grupta NADH
yogunluk seviyesinin gruplar arasinda en yiiksek olmasindan dolayr oksamat
kullanilarak LDH inhibisyonu yapilmasina karar verilmistir. Laktat, ortamda yalnizca
laktat bulundugu durumda enerji {retimi i¢in piirivata doniistiiriilebilir ancak
embriyonun laktat kokenli piirivatt mitokondriyal ATP iiretimi i¢in kullanamadigi
literatiir bilgisi olarak yer almaktadir (Dumollard ve ark., 2008) ve bu da bizim deney
diizenegimizde embriyolarin 6lmesinin nedeni olarak agiklanabilmektedir. Bu bilgiden
yola c¢ikarak; NADH birikiminin, laktatin enerji iiretimi amaciyla piirivata
doniisiimiinden kaynakli olabilecegi diisiiniilmiistiir ve bu nedenden dolay1 oksamatin,
fazla NADH varligindan emin olmak amaciyla kullanilmasina karar verilmistir. LO grup
sonuglarina gore, oksamat uygulamasinin NADH yogunluk seviyesini L grubuna kiyasla
azalttig1 goriilmiistiir (Sekil 4.2A). Bu sonu¢ dogrultusunda, artmis NAD seviyesinin,
laktatin  piirivata donlisim basamaginda {iretilen NADH’den dolayr oldugu
anlasilmaktadir. Ayrica, oksamatin PLG grubuna etkisini test etmek amaciyla
olusturulan LPGO grubunda oksamatin, NADH yogunlugunu PLG grubuna kiyasla
beklenildigi gibi yine azalttigi goriilmiistiir (Sekil 4.2A). Sonu¢ olarak; embriyonun
mitokondri ve sitoplazmasimin farkli besin kombinasyonlarinin olusturuldugu kiiltiir
kosullarindaki metabolik yanitlarinin ayr1 ayri1 degerlendirilmesi gergeklestirilmis ve
mitokondrinin sitoplazmaya kiyasla metabolik yanitinin daha siddetli oldugu ortaya
koyulmustur. Ayrica calismamizda, 6nemli bir veri olarak gruplar arasinda oOzellikle
yalnizca laktat igeren grupta artmis ve en yiiksek olan NADH’1n kaynagi ve altinda

yatan mekanizmasi oksamat kullanarak aciga ¢ikarilmistir.
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Sekil.4.2. Farkli besin kompozisyonlarinda kiiltiire edilen embriyolardan FLIM aracilifiyla elde edilen
NADH ve FAD ol¢iimler. NADH (A) ve FAD (B) floresan yogunluklar1 ve oranlar1 (C), NADH (D) ve
FAD (E) bagh fraksiyon seviyeleri ve NADH (F) ve FAD (G) kisa ve NADH (H) ve FAD (I) uzun yan
Omiirleri grafik halinde sunulmaktadir. Mitokondrinin verdigi metabolik yanit (mor), sitoplazmanin
verdigi metabolik yanit (yesil) ve mitokondri ve sitoplazmanin tiimiiniin degerlendirilerek embriyonun
verdigi metabolik yanit (sar1) barlar olarak sunulmustur. (n=10)

4.1.2. Farkh Besin Iceriklerindeki Medyumlarda Metabolik Olarak Zorlanan
Embriyo Kiiltiiriiniin Oksijen Diizeyinin Kisa Siireligine Degistirilmesi ile
Kombinasyonu ve Embriyo Metabolizma Yamtlarmn Olciimii

Farkli medyum kompozisyonlarinda gerceklestirilen ve ortaya konulan embriyo
metabolizma 6l¢iimlerinin ardindan, besin deneyleri ile oksijen deneylerinin kombine
uygulanmasina karar verildi. Bu deneylerin yapilmasinin amaci; piirivat ya da laktat gibi
enerji lretiminde kullanilacak besin kaynagi ve oksijen yoklugunda embriyo
metabolizmasinin verecegi yaniti ve enerji Uretimi i¢in alternatif bir yolak kullanip
kullanamayacagini arastirmaktir. Bu amacgla embriyolar, P medyumu igerisinde FLIM
iizerine goriintii elde etmek ve metabolizma Ol¢limlerini almak amaciyla yerlestirildi ve
es zamanl olarak bir saat boyunca oksijen diizeyi %5’den %0’a indirildi ve 1 saatin
sonunda 20 dakika igerisinde oksijen diizeyinin %0’dan %5’e tekrar yiikselmesi
saglandi. Bu deneyin ardindan, yalnizca piirivat i¢ceren (P) medyum igerisine konulan ve
es zamanl olarak bir saat boyunca kalmak {izere oksijen diizeyi %5’den %0’a indirilen
ve 1 saatin sonunda 20 dakika icerisinde oksijen diizeyinin %0’dan %5’e tekrar

ylikseltilen ortamdaki embriyolardan, FLIM ile metabolik olgiimler ve goriintiilemeler
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gerceklestirildi. Bu embriyolardan gelen NADH ve FAD sinyalleri deney siirecinde
izlendi ve elde edilen veriler kaydedildi. Bu deneyler sonucunda FLIM’den elde edilen
veriler, Matlab ile analiz edilerek grafige doniistiiriildii (Sekil 4.3). Sonuglara gore;
oksijen seviyesinin %5’den %0’a diistiigii siire igerisinde; zit bir sekilde NADH
sinyalleri artarken FAD sinyallerinin azaldigi, ayrica NADH bagl fraksiyonlarinin
azaldig1 ve FAD bagl fraksiyonlarinin arttig1 goriilmiistiir. Deneylerin ileri asamasinda
ozellikle NADH/FAD oranimin, oksijen seviyesinin %0’dan %5’e tekrar yiikselmesi
sonucunda baglangigtaki %5 oksijen seviyesindeki degerlere geri dondiigii goriilmiistiir.
Bu durum sonucunda oksijenin metabolizma iizerine olan etkilerinin geri dontigiimlii
oldugu goriilmektedir. Ayrica grafikte gosterildigi lizere tiim embriyodan gelen sinyaller
sitoplazma ve mitokondri diizeyinde ayr1 olarak incelendiginde, oksijen diizeyi
degisikliklerine mitokondrinin sitoplazmaya kiyasla daha giiclii yanit verdigi de 6nemli
bir veri olarak karsimiza ¢ikmistir. Sonug olarak; embriyonun besin kaynagi olarak
sadece piirivat igeren ortamdaki kiiltiirii sliresince enerji tiretimi ic¢in oksijene ihtiyac
duydugu, kombine etkinin metabolizmay1 olumsuz etkiledigi ve enerji iiretimi igin

mitokondriden baska alternatif bir yolak kullanamadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.3. Yalnizca piirivat igeren KSOM igerisinde kiiltiire edilen embriyolardan gelen ve oksijen
diizeylerinin degistirilmesiyle kombine gerceklestirilen deneyler sonucunda elde edilen NADH and FAD
Ol¢timleri. NADH ve FAD floresan yogunluklar1 ve birbirilerine oranlar1 (ilk satir), NADH ve FAD bagh
fraksiyon seviyeleri (ikinci satir), NADH ve FAD kisa/uzun yart omiir (liglincii satir) verilerinden
olusturulan grafikler goriilmektedir. Embriyolardan gelen metabolik veriler; mitokondriden gelenler (mavi
yuvarlak), sitoplazmadan gelenler (kirmizi karo) ve tiim embriyo (sar1 iiggen) olarak ayri ayr
degerlendirilmis ve sunulmustur. (n=12)
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Bir sonraki agsamada, yapilan deneyler PL medyumu kullanilarak benzer sekilde
gerceklestirildi. Bu amacla embriyolar, PL icerisinde FLIM iizerine goriintii elde etmek
ve metabolizma Ol¢limlerini almak amaciyla yerlestirildi ve es zamanli olarak bir saat
boyunca oksijen diizeyi %5’den %0’a indirildi ve 1 saatin sonunda 20 dakika igerisinde
oksijen diizeyinin %0’dan %S5’e tekrar ylikselmesi saglandi ve ortamdaki embriyolardan
FLIM ile 6l¢iimler ve goriintiilemeler gerceklestirildi. Bu embriyolardan gelen NADH
ve FAD sinyalleri deney siirecinde izlendi ve FLIM’den elde edilen veriler Matlab ile
analiz edilerek grafige doniistiiriildii (Sekil 4.4). Sonuglara gore; oksijen seviyesinin
%5’den %0’a diistiigli siire igerisinde; zit bir sekilde NADH sinyalleri artarken FAD
sinyallerinin azaldigi, ayrica NADH bagh fraksiyonlarmin azaldigt ve FAD bagh
fraksiyonlarinin arttig1 goriilmiistlir. Yalnizca piirivat iceren ve oksijen degisiklikleriyle
kombine olarak gerceklestirilen deneylerle benzer sekilde; PL grubunda da ozellikle
NADH/FAD oraninin, oksijen seviyesinin %0’dan %5’e tekrar yiikselmesi sonucunda
baslangigtaki %5 oksijen seviyesindeki degerlere geri dondiigii goriilmiistiir. Bu durum
sonucunda oksijenin metabolizma iizerine olan olumsuz etkilerinin geri doniisiimlii
oldugu goriilmekte ve yine benzer sekilde grafikte gosterildigi lizere embriyodan gelen
sinyaller sitoplazma ve mitokondri diizeyinde ayr1 olarak incelendiginde, oksijen diizeyi
degisikliklerine mitokondrinin sitoplazmaya kiyasla daha gii¢lii yanit verdigi de dnemli
bir veri olarak karsimiza ¢ikmistir. Sonug¢ olarak; embriyonun besin kaynagi olarak
piriivat ve laktat iceren ortamdaki kiiltiirii sliresince enerji iliretimi i¢in oksijene ihtiyag
duydugu, kombine etkinin metabolizmay1 olumsuz etkiledigi ve enerji iiretimi i¢in

mitokondriden bagka alternatif bir yolak kullanamadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.4. Piirivat ve laktat igeren KSOM igerisinde kiiltiire edilen embriyolardan gelen ve oksijen
diizeylerinin degistirilmesiyle kombine gerceklestirilen deneyler sonucunda elde edilen NADH and FAD
ol¢timleri. NADH ve FAD floresan yogunluklar1 ve birbirilerine oranlari (ilk satir), NADH ve FAD bagh
fraksiyon seviyeleri (ikinci satir), NADH ve FAD kisa/uzun yar1 Omiir (iiglincii satir) verilerinden
olusturulan grafikler goriilmektedir. Embriyolardan gelen metabolik veriler; mitokondriden gelenler (mavi
yuvarlak), sitoplazmadan gelenler (kirmizi karo) ve tiim embriyo (sar1 iiggen) olarak ayr1 ayr
degerlendirilmis ve sunulmustur. (n=10)

4.1.3. Medyum Degisim Sistemi ile Metabolik Olarak Zorlanan Embriyolara
Siyanid Uygulamasi ve Metabolizma Yanmitlarinin Ol¢iimii

Farkli besin igeriklerinin embriyo metabolizmasina olan etkilerinin degerlendirildigi
deneylerin ardindan, metabolik bozucu ajanlarla embriyo metabolizmasinin zorlanmasi
ve metabolizma Olgiimleri gerceklestirildi. Bu deneyin amaci, metabolik bozucular
kullanilarak metabolik olarak zorlanan embriyolarin metabolik profillerinin ortaya
cikarilmasidir. Bu amagla Kompleks IV’ii inhibe eden SmM siyanidin medyum degisim
sistemiyle FLIM {izerinde kiiltiire edilen zigotlara verilmesi sonucu ETS’nin inhibe
olmasindan dolay1 enerji iiretemeyen embriyolarin metabolik yanit1 6lgiilmiistiir.
Medyum degisim siiresince FLIM ile veriler 30 dakika boyunca her 10 sn’de bir alinarak
kaydedilmistir. Medyum degisim sistemi kullanilarak embriyonun siyanide verdigi
metabolik yanitin her an kaydedilmesi saglanmistir. FLIM ile elde edilen tiim veriler
Matlab aracilifiyla analiz edilerek grafik seklinde sunulmustur (Sekil 4.5). Sonuglara

gore, siyanid uygulamasi sonucunda; NADH seviyesinin arttigit ve FAD seviyesinin
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azaldig1 goriilmektedir. Bagli NADH fraksiyonlarinin azalirken, FAD bagh
fraksiyonlarinin arttigi goriilmektedir. Siire sonunda biitiin degerlerin azalmasi enerji
iiretimini bloklayan ve toksik bir madde olan siyanidin embriyolarin hizli bir sekilde
Olimiine yol a¢masi nedeniyledir. Besin ve oksijenin kombine gerceklestirildigi
deneylere benzer sekilde siyanid uygulamasi soncunda da elde edilen mitokondri

yanitlarinin sitoplazmaya kiyasla daha gii¢lii oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.5. Embriyolara medyum degisim sistemi ile verilen siyanid deneyleri sonucunda elde edilen
NADH and FAD odl¢iilmesi. NADH ve FAD floresan yogunluklar1 ve birbirilerine oranlar1 (ilk satir),
NADH ve FAD bagl fraksiyon seviyeleri (ikinci satir), NADH ve FAD kisa/uzun yar1 omiir (iigiincii satir)
verilerinden olusturulan grafikler goriilmektedir. Embriyolardan gelen metabolik veriler; mitokondriden
gelenler (mavi yuvarlak), sitoplazmadan gelenler (kirmizi karo) ve tiim embriyo (sar1 liggen) olarak ayri

ayr1 degerlendirilmis ve sunulmustur. (n=10)

Tim bu FLIM analizleriyle farkli sekillerde metabolik olarak zorlanan embriyolarin
verdigi metabolik yanit profilleri ortaya ¢ikarilmistir ve ileride matematik modellemeler

yapilarak elde edilen bir embriyo profilinin metabolik verilerinin hangi profile

uydugunun ortaya ¢ikarilmasi amag¢lanmaktadir.
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4.1.4. Embriyonun Anoksik Ortamda Kiiltiire Edilmesi ve Elde Edilen Sonuclar

Oksijenin embriyo metabolizmasina etkisinin FLIM ile arastirildigi c¢aligmalara ek
deneyler gergeklestirilmistir. Bu deney planinda; 0% oksijen (fiziksel anoksi) kosulunun
preimplantif embriyo gelisiminin farkli asamalarindaki embriyolarin morfolojik
gelisimlerine olan etkisini gdrmek amaclanmistir. Bu amagla kendimizin dizayn ettigi
bir sistem kuruldu ve bu sistem tasinabilir bir inkiibator, agz1 kapali olarak icerisinde
gazi muhafaza eden bir kutu ve %0 oksijen iceren gaz tankindan olugmaktadir.
Deneylere baslamadan once %0 oksijen igeren tank dogrudan oksijen sensoriine
bagland1 ve igerdigi oksijen ylizdesi Gaslab ile 6l¢iilerek igerigi belirlendi ve %0 oksijen
iceren tankin igerdigi oksijen %0,58 olarak belirlendi. Bu deney i¢in dncelikle kurulan
sistemin kendisinin embriyo gelisimine olumsuz bir etkisinin olup olmadigini test etmek
amaciyla sistemde %0 oksijen yerine normal kosullar olan %20 oksijen igeren tank
kullanilarak embriyo gelisimi incelendi (Sekil 4.6). Bu amagla deney grubundan
birincisinde zigot asamasinda olan embriyolar %20 oksijen igeren normal inkiibator
sisteminin igerisine konulurken (n=15), ikinci gruptaki zigotlar sistemde %35 oksijen
icerigi olan kutunun igerisine konularak (n=15) gelisimlerinin 90. saatinde kontrol
edilerek fotograflar1 ¢ekilmistir (Sekil 4.6). Her iki gruptaki embriyolarda 90. saatte
degerlendirildiginde gelisimlerini bagarili bir sekilde tamamlayarak blastosist agamasina
geldikleri goriilmiistiir. Bu nedenle sistemin kendisinin embriyo gelisimine herhangi bir

etkisi olmadig1 goriildiigiinden planlanan deneylere geg¢ilmistir.

Kontrol-%20 O, Kontrol-kutuda %5 O,

Sekil 4.6. Oksijen deneyleri igin olusturulan sistemin kendisinin kontrol edildigi deney sonucunda iki
gruptan embriyolarin 90. saatte morfolojik goriintiileri. ilk grupta zigot asamasinda %20 oksijen iceren
normal inkiibator sisteminin igerisine konulan embriyolarin, ikinci grupta ise oksijen deneyi igin
olusturulan sistemde %35 oksijen igerigi olan kutunun igerisine konulan embriyolarin 90. saatte gelisimleri
goriilmektedir. (n=06)
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Deney plani su sekilde yapilmistir; preimplantif donemdeki her bir farkli asamadaki
embriyolar (zigot, 2 hiicreli, 4 hiicreli, 8 hiicreli, morula, blastosist ve hatch olan
blastosist) %0 oksijen sistemini saglayan kutunun igerisinde 48 saat bekletildi ve siire
sonunda gelisiminin hangi agamasinda oldugu belirlendi. Ayni anda kendisinin kontrol
grubu olan embriyolar ise, %20 oksijen igeren inkiibatorde gelisiminin son agamasi olan
blastosist asamasma geldiginde kontrol edilerek sayisal olarak gelisimsel veriler
kaydedildi. Bu deney plan1 dogrultusunda; deney sonunda embriyolarin fotograflar
cekilmistir (Sekil 4.7). Her bir grup i¢in deneyler 3 kez tekrar edilmis ve bu gelisimsel
yiizdeler cikartilarak elde edilen verilerden grafik olusturulmustur (Sekil 4.8). Bu
verilere gore zigot asamasinda anoksik kosullar altinda kiiltiire edilen embriyolarin;
%8,09’u 2 hiicre asamasinda, %15,88’1 3 hiicre asamasinda ve %76,03’i 4 hiicreli
asamaya ulasmustir. iki hiicre asamasinda anoksik kosullar altinda kiiltiire edilen
embriyolarin; %46,2’si 2 hiicre asamasinda kalmis, %13,8’1 3 hiicre asamasinda ve
%40°1 4 hiicreli asamaya ulasmistir. Dort hiicre asamasinda anoksik kosullar altinda
kiiltiire edilen embriyolarin; %2,22’si 4 hiicre asamasinda kalmis, %23,05’1 6 hiicre
asamasina ve %74,73’1 8 hiicre asamasina ulagmigtir. Sekiz hiicre agamasinda anoksik
kosullar altinda kiiltiire edilen embriyolarin; %100’ 8 hiicre asamasinda kalmistir.
Morula asamasinda anoksik kosullar altinda kiiltiire edilen embriyolarin; %100’i morula
asamasinda kalmistir. Blastosist asamasinda anoksik kosullar altinda kiiltiire edilen
embriyolarin; %43,3’1 blastosist asamasinda kalmig ve %56,7’si hatch olmaya baslamis
blastosist asamasina ulagsmistir. Hatch asamasinda anoksik kosullar altinda kiiltiire edilen
blastosistlerin; %100’{ hatch agamasindaki blastosist olarak kalmistir. Ayrica her deney
icin embriyolar kutunun igerisine konuldugunda ve 48. saatin sonunda kutu agilmadan
icerdigi oksijen miktar1 oksijen sensoriiyle 6l¢iilmiistiir. Bu degerin genel olarak %0,60-
%0,67 arasinda oldugu gorilmistir (Sekil 4.9). Bu veri sayesinde deneydeki

embriyolarin anoksik ortamda kiiltiire edildigi dogrulanmustir.
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Sekil 4.7. Preimplantif donemdeki her bir farkli agamasinda olan zigot, 2 hiicreli, 4 hiicreli, 8 hiicreli
morula, blastosist ve hatch olan blastosistler %0 oksijen sistemini saglayan kutunun igerisine konulmadan
ve 48 saat kiiltiire edildikten sonra fotograflanmistir. Ayni anda kendisinin kontrol grubu olan
embriyolarda %20 oksijen igeren inkiibatorde gelisiminin son agamasi olan blastosist agamasina
geldiginde kontrol edilmis ve fotograflanmigtir. Biiyilitme 20X. (n=8)
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Sekil 4.8. Anoksi deneyleri sonucunda elde edilen verilerden olusturulan grafikte embriyolarin 48 saat
sonra gelisimlerinin hangi asamasinda oldugunun dagilimlar1 gosterilmektedir.
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Sekil 4.9. icerisinde deney grubuna ait embriyolarin bulundugu kutunun deney baslangici ve deney
sonunda Ol¢iilen oksijen yiizdesi. Burada 6rnek olarak bir grafik sunulmustur ve goriildiigii gibi i¢erisinde
embriyolarin kiiltiire edildigi %0 oksijen i¢eren kutunun oksijen yiizdesi %0,64’diir (mavi).
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Anoksi kosullarinda yapilan deney sonuglari degerlendirildiginde goriilmektedir ki;
embriyonik gelisimin erken asamasindaki embriyolar anoksik kosullar altinda 2-3
mitotik boliinme gecirebilmekte ve gelisiminin bir sonraki asamasina gegebilmektedir.
Ancak 8 hiicre embriyo asamasindan itibaren embriyolarin oksijen yoklugundan daha
fazla etkilendigi ve gelisimlerine devam edemeyerek olduklari asamada durakladiklari
goriilmektedir. Bu bulgular literatiir bilgisi ile karsilastirildiginda oldukg¢a c¢arpicidir.
Ciinkii erken evre prekompaksiyon embriyolarin enerji kaynaginin sadece oksidatif
fosforilasyon yani oksijen oldugu diisiiniildiigiinde enerji kaynagi olmadan bir siire canli
kalan ve bolinme gerceklestiren embriyolarin altinda yatan mekanizmay1 arastirma
gerekliligini dogurmustur. Ilk akla gelen bu embriyolarin anoksi nedeniyle Glutl ekspre
etmeye erken basladiklar1 fikri olmustur. Bu mekanizmanin arastirildig: ileri deneyler

konfokal mikroskop ile gerceklestirilmistir.

4.2. Konfokal Mikroskopi Teknigi Kullanilarak Elde Edilen Metabolizma Verileri
Konfokal mikrsokobi yontemi ile kontrol, kimyasal anoksi (FCCP) ve fiziksel anoksi
(%0 O») kosullarda kiiltiire edilmis 2 hiicreli, 4 hiicreli, 8 hiicreli, morula ve blastosist
asamasindaki embriyolardan Once otofloresan FAD goriintillemesi ve ardindan
mitokondri membran potansiyelini belirlemek amaciyla aktif mitokondri belirteci olan
Rhodamine ve total mitokondri belirteci olan Mitotracker boyamasi yapilarak
goriintiilenmesi  gergeklestirildi. FAD sinyali siddetlerinin = Ol¢iimii  ve  aktif
mitokondrilerin toplam mitokondrilere Olgiimlerinden elde edilen Rho/Mito orani
kontrol grubuna gore kiyaslandi. Ardindan her gruba ait embriyolara Glutl
immiinofloresan boyama ve goriintiilenmesi yapilarak 6zellikle glikoz tasima gorevini
gerceklestirdigi hiicre membranindaki dagilim bi¢imi ve yerlesimi degerlendirildi.
Kiiltiirin 6. saatindeki 2 hiicreli embriyo grubu degerlendirildiginde (Sekil 4.10),
Rho/Mito oraninda anlamli bir fark goriilmezken, FAD sinyalinin FCCP ve %0 O2
grubunda kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde arttigi goriilmektedir (p=0,020).
Glutl ekspresyonu degerlendirildiginde; kontrol grubundaki 2 hiicreli embriyolarda
Glutl ekspresyonu membran ve sitoplazmaya yaygin bir patern gosterirken, FCCP
grubunda sitoplazmadaki ekspresyonunun azalarak yogun olarak membranda ekspre
oldugu goriilmektedir. %0 O> grubunda ise, Glutl ekspresyonun genel olarak kontrol
grubuna kiyasla artmasiyla birlikte belirgin bir sekilde membranda lokalize olmasi yine
dikkat ¢ekmektedir.
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Sekil 4.10. 2 hiicreli embriyolarin kiiltiiriin 6. saatinde kontrol, kimyasal anoksi (FCCP) ve fiziksel anoksi
(%0 02) grubuna ait embriyolarin DIC, FAD, Mitotracker, Rhodamine ve Glutl sonuglari. Skala bar:

50um. *: p<0,05, (n=15).
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Kiiltilirtin 12. saatinde 4 hiicreli embriyo grubu degerlendirildiginde (Sekil 4.11), fiziksel
anoksi (%0 0) grubundaki embriyolarin 2 ya da 3 hiicreli embriyo asmasinda
durakladiklar1 goriilmektedir. Rho/Mito oranmin kimyasal anoksi (FCCP) grubunda
kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde azaldig1 ancak fiziksel anoksi (%0 02) grubunda
anlamli bir fark olmadig1 goriilmektedir. FAD sinyaline bakildiginda; FCCP (p=0,002)
ve Ozellikle fiziksel anoksi grubunda (p=<0,001) kontrol grubuna gore anlamli olarak
arttigr goriilmektedir. Glutl ekspresyonu kontrol grubundaki 4 hiicreli embriyolarin
membran ve sitoplazmasmna yaygmn bir patern gosteritken, FCCP grubunda
sitoplazmadaki ve membrandaki ekspresyonun paternin benzer ancak ekspresyon
siddetinin arttig1 goriilmektedir. Fiziksel anoksi grubundaki duraklayan embriyolarda
ise, sitoplazmik Glutl ekspresyonun genel olarak kontrol grubuna kiyasla azalip

ekspresyonun neredeyse hiicre membrani ile sinirl kalmasi dikkat cekmektedir.
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Sekil 4.11. 4 hiicreli embriyolarin kiiltiirtin 12. saatinde kontrol, kimyasal anoksi (FCCP) ve fiziksel
anoksi (%0 02) grubuna ait embriyolarin DIC, FAD, Mitotracker, Rhodamine ve Glutl sonuglari. Skala
bar: 50um. *: p<0,05, (n=15).
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Kiiltiiriin 24. saatinde 8 hiicreli embriyo grubu degerlendirildiginde (Sekil 4.12), FCCP
grubunda gelisimsel olarak bazi embriyolarin geri kaldig1 ve 6zellikle fiziksel anoksi
grubunda 2, 3 ya da 4 hiicreli asamada durakladiklar1 goriilmektedir. Rho/Mito oraninin
kontrol grubuna gore, FCCP (p=0,006) ve fiziksel anoksi (p=0,012) grubunda anlamli
bir sekilde arttig1 goriilmektedir. FAD sinyaline bakildiginda; kontrol grubuna gore
sadece fiziksel anoksi grubunda anlamli bir artis oldugu goriilmektedir (p=<0,001).
Glutl ekspresyon paterninin, 8 hiicreli embriyolarda dnceki asamalardaki 2 ve 4 hiicreli
kontrol grubunda goriilen yaygin hiicre ekspresyon paterninden membran
lokalizasyonuna gegctigi goriilmektedir. FCCP grubunda dikkat cekici bir sekilde
gelisiminin erken evrelerinde kalmis olan prekompaksiyon embriyolarda Glutl’in
membranda ekspre edildigi goriilmektedir. Fiziksel anoksi grubunda ise, erken evrede
duraklayan prekompaksiyon embriyolardaki belirgin ve artmig membranéz Glutl

ekspresyonu dikkat cekmektedir.
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Sekil 4.12. 8 hiicreli embriyolarin kiiltiiriin 24. saatinde kontrol, kimyasal anoksi (FCCP) ve fiziksel
anoksi (%0 02) grubuna ait embriyolarin DIC, FAD, Mitotracker, Rhodamine ve Glutl sonuglari. Skala
bar: 50um. *: p<0,05, (n=15).
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Kiiltlirtin 36. saatinde morula grubu degerlendirildiginde (Sekil 4.13), FCCP grubunda
geri kalan ve 4 hiicre gibi asamalarda duraklayan embriyolar oldugu ve 6zellikle fiziksel
anoksi grubunda 2, 3 ya da 4 hiicreli asamada durakladiklar1 goriilmektedir. Rho/Mito
oraninin kontrol grubuna gore, sadece fiziksel anoksi grubunda anlamli bir sekilde
azaldig1 goriilmektedir (p=0,032). Benzer sekilde FAD sinyalinin de; kontrol grubuna
gore sadece fiziksel anoksi grubunda anlamli bir sekilde azaldigi goriilmektedir
(p=<0,001). Glutl ekspresyonun, kontrol grubu morulalarinda literatiir ile uyumlu olarak
kompaksiyon ile birlikte membranda lokalize oldugu goriilmektedir. FCCP grubundaki
morulalarda kontrol grubu morulalara benzer bir ekspresyon goézlenirken, gelisim
geriligi olan erken evre embriyolardaki membrana lokalize Glut 1 ekspresyonu ve
benzer sekilde fiziksel anoksi grubunda da, erken evrede duraklayan prekompaksiyon

embriyolardaki belirgin ve artmis membrandz Glutl ekspresyonu dikkat cekmektedir.
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Sekil 4.13. Morula asamasindaki embryolarin kiiltiiriin 36. saatinde kontrol, kimyasal anoksi (FCCP) ve
fiziksel anoksi (%0 02) grubuna ait embriyolarin DIC, FAD, Mitotracker, Rhodamine ve Glutl sonuglar.
Skala bar: 50pm. *: p<0,05, (n=15).
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Kiiltiirtin 60. saatinde blastosist grubu degerlendirildiginde (Sekil 4.14), FCCP grubunda
geri kalan embriyolar oldugu ve 6zellikle fiziksel anoksi grubunda 2, 3 ya da 4 hiicreli
asamada durakladiklar1 goriilmektedir. Ancak sasirtict bir sekilde fiziksel anoksi
grubunda bir embriyonun, morfolojik olarak ¢ok saglikli gériinmemekle birlikte morula
asamasina kadar gelebilmesi olduk¢a sasirtici bir sonug olarak karsimiza ¢ikmistir.
Rho/Mito oraninin kontrol grubuna gore, sadece FCCP grubunda anlamli bir sekilde
azaldig1 goriilmektedir (p=<0,001). FAD sinyaline bakildiginda ise; kontrol grubuna
FCCP (p=<0,001) ve fiziksel anoksi (p=<0,001) gruplarmin her ikisinde de anlaml1 bir
sekilde azaldig1 goriilmektedir. Glutl ekspresyonu degerlendirildiginde, kontrol grubu
blastosistlerinde literatiir ile uyumlu olarak membrana lokalize oldugu goriilmektedir.
FCCP grubundaki blastosistlerdeki Glutl ekspresyonunu kontrol blastosistlerine olduk¢a
benzer oldugu goriilmektedir. Ancak fiziksel anoksi grubunda, erken evrede duraklayan
prekompaksiyon embriyolardaki ve morula asamasma gelebilmis olan embriyodaki

belirgin ve artmig membrandz Glutl ekspresyonu dikkat cekmektedir.
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Sekil 4.14. Blatosisit asamadaki embriyolarin kiiltiiriin 60. saatinde kontrol, kimyasal anoksi (FCCP) ve
fiziksel anoksi (%0 02) grubuna ait embriyolarin DIC, FAD, Mitotracker, Rhodamine ve Glutl sonuglari.

Skala bar: 50pm. *: p<0,05, (n=15).
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5. TARTISMA

Preimplantif embriyo gelisimi dinamik ve oldukca enerji gerektiren bir siirectir. Erken
donem embriyolar, hiicre boliinmeleri ve gelisimin basarili bir sekilde ilerleyebilmesi
icin yeterli seviyede enerjiye ihtiya¢ duymaktadir. Preimplantif donem embriyo,
hiicresel fonksiyonlarini yerine getirmek iizere ihtiya¢ duydugu enerjiyi liretmek i¢in
farkli kaynaklar kullanmakta ve donemsel olarak farkli enerji tiretim yollarinmi tercihen
kullanabilmektedir. Prekompaksiyon dénem embriyolar (zigot asamasindan kompakt
morulaya kadar), gelisim siirecinde gereksinim duydugu enerjinin iiretimi i¢in temel
olarak pirtivat ve laktat kullanarak mitokondride gergeklesen aerobik solunumu
kullanirken, kompaksiyon ile birlikte embriyonun glikoz kullaniminin arttirmasi sonucu
glikoliz, enerji tiretimi i¢in baskin hale gelmektedir. Bu bilgilere dayanarak, iiremeye
yardimci tedavi kliniklerinde kullanilan morfolojiye dayali embriyo se¢im kriterlerine ek
olarak embriyo metabolizmasinin gdstergesi olan mitokondri fonksiyonunun bir
biyobelirte¢ olarak kullanilmasi hedeflenmistir. Bu konuda pek ¢ok caligma yapilmastir.
Ozellikle 2002 yilinda, Henry Leese tarafindan ortaya konulan sessiz embriyo hipotezine
gore, embriyo canliliginin metabolizmasinin aktifligi ile ters orantili oldugu bilgisinin
ortaya konulmasimin ardindan embriyo metabolizmasi ile ilgili yapilan caligmalar hiz
kazanmigtir. Ancak metabolik durum degerlendirmelerinde literatiirde yapilan
caligmalarda kullanilan tekniklerin olumsuz yani, mtDNA igeriklerinin belirlenmesi gibi
yontemlerde embriyo biyopsisi gibi invaziv uygulamalarm gerekliligidir. Invaziv olarak
yapilan uygulamalarin, 6zellikle oositlerde ve embriyolarda stres yaratarak pek c¢ok
olumsuz sonuca neden oldugu da yapilan caligmalarca ortaya konulmustur (Leese ve
ark., 1998; Thompson ve ark., 2002; Lane ve Gardner, 2005; Leese, 2012). Ayrica bu
embriyolar daha sonra embriyo transferi gibi ileri degerlendirmelerde
kullanilamayacagindan, kaliteli embriyo se¢imi i¢in klinikte 6zellikle invaziv olmayan,
zaman almayan, kolay uygulanabilir ve erisilebilir olan ve segilen embriyonun daha

sonra kullanilabilecegi tekniklere ve objektif kriterlere gerek duyuldugu bilinmektedir.

Yaptigimiz tez ¢aligmasi ile invaziv olmayan iki farkli teknik olan FLIM (NADH ve
FAD) ve konfokal (FAD) mikroskoplari kullanilarak, NADH ve FAD otofloresan
parametrelerinin 6zellikle farkli oksijen konsantrasyonu ve mitokondriyon bozuculari

varliginda embriyonun metabolizma yaniti belirlenmistir. Oncelikle FLIM ile elde edilen
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verilerden farkli kosullarda embriyo metabolizmasmin yanitinin belirlenmesi ve bu
sonuglarin bir algoritma ile modellenmesinin sonucunda NADH ve FAD 6l¢iimii yapilan
herhangi bir canli embriyonunun hangi metabolik profile daha uygun oldugunun (hangi
metabolizma yolagini kullandiginin) belirlenmesine olanak saglayan temel bir ¢aligma
olmustur. Bu tez ¢alismasin1 Harvard Universitesi ile yiiriittiigiimiiz sirada konu ile
benzer bir ¢calisma yapilmis ve 2019 yili Eyliil ayinda literatiire sunulmustur (Ma ve ark.,
2019). Calisma temel olarak bizim de hedefledigimiz gibi embriyolardan FLIM ile
NADH ve FAD olciimleri gergeklestirilip elde ettikleri veriler dogrultusunda
olusturduklar1 skorlama ile metabolik dl¢timii yapilan herhangi bir embriyonun saglikli
ya da sagliksiz oldugunu %86 basar1 orani ile tespit edilebildigini “embriyo canlilik
indeksi” verisi ile literatlire sunulmustur (Ma ve ark., 2019). Bu c¢alismada; FLIM’in ve
olusturulan algoritma sayesinde iretilen indeksin, {iremeye yardimci tedavi
merkezlerinde kaliteli embriyo se¢iminde morfolojiye ek olarak kullanilabilecek
kantitatif, glivenli ve hizl1 bir teknik olarak kullanilabilecegi vurgulanmistir. Dolayisiyla
bu c¢alisma bizim verilerimizi desteklemekle birlikte literatiir zamanlamasi agisindan
orijinallik ustiinliigiinden dolay1 ¢alismamizin ilerleyen kisminda konfokal mikroskobu
ile yapilan deneylerimiz orjinallik ac¢isindan daha da Onem kazanmistir ve ilgili
metabolik yolaklar agisindan ek deneyler yapilmistir. 2019 yilinda ilk kez Raman
spesktroskopi yontemi ile fare embriyolarinin gelisimlerini etkilemeden giivenli lazer
dozlar1 ve uygulama siiresi kullanilarak dl¢timler yapilabilecegi literatiire sunulmustur
(Perevedentseva ve ark., 2019). Ancak caligmada Raman sinyalleri ile embriyonun
metabolik iligkisi arasindaki baglantiyr kurmanin giigliikleri ve embriyo canliligl ve
gelisimsel potansiyelinin belirlenmesi i¢in ileri calima gerekliligi vurgulanmigtir. Bizim
calisgmamizda; konfokal mikroskop ile elde ettigimiz temel sonuglardan biri embriyo
metabolizmasinin ucuz, kolay uygulanabilir ve pratik olan ve iiremeye yardimer tedavi
merkezlerinde de kolayca kullanilabilecek olan bir teknik ile degerlendirilebilir
olmasidir. Sonuglarimizda embriyo metabolizmasindaki farklarin belirte¢ olarak bilinen
Rhodamine ve Mitotracker belirteclerine benzer bir sekilde otofloresan FAD
degerlendirilmesi ile de belirlenebildigi iistelik Rho/Mito oran1 tarafindan
belirlenemeyen farklarin FAD ile daha belirgin bicimde ortaya ¢iktig1 gozlenmistir. Bu

bilginin 6nemi FAD gibi bir metabolik belirtecin higbir invaziv girisim
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gerceklestirmeden goriintiilenerek hizli, kolay ve wucuz bir sekilde embriyo

metabolizmasi1 hakkinda bilgi sahibi olunmasina olanak vermesidir.

Cevresel faktorlerin ve buna karsilik gelisen metabolik yanitin molekiiler seviyede gen
ekspresyonlarindaki degisiklikleri nasil indiikledigi, Louis Pasteur yillarindan itibaren
devam eden bir arastirma konusudur. Anaerobik kosullarda glikozu metabolize etmek
icin kullanilan baskin olan yolagin glikoliz oldugu goézlenmistir ve bu Pasteur etkisi
olarak adlandirilmistir (Engelhardt, 1974). Yaklasik 60 yil 6nce 1956 yilinda, Otto
Warburg bu konuyu memelilerde arastirmistir (Burk ve Schade, 1956) ve aym yil
Wesley Whitten ve arkadaslari, 8 hiicreli fare embriyolarini blastosist agmasina kadar
gelistirdigi kiiltlir medyumu igerigi calismasint yayinlamistir (Whitten, 1956) ve
ardindan embriyo Kkiiltliir sistemlerinin de gelismeye baslamasiyla metabolizma

aragtirmalar1 da yapilmaya baglanmigtir.

Insan hiicrelerinde aerobik metabolik yolaklar kullanilarak enerji iiretiminin
stirdiiriilebilmesi i¢in oksijene ihtiya¢ duyulmaktadir, ancak kanser, kronik obstriiktif
pulmoner hastaliklar, iskemi ve kalp hastaliklar1 gibi durumlarda oksijen seviyesi
diismekte ve hipoksik durumlar olusmaktadir (Semenza, 2000b). Hipoksi 6zellikle solid
tiimorlerde goriilmektedir ve bu sorunu kompanse etmek icin hiicrelerde temel olarak
hipoksi indiiklenebilir faktor (HIF) molekiiliiniin ekspresyonu artmakta ve metabolik
yolaklar, pH, anjiyogenez gibi hiicresel olaylar diizenlenerek hiicrede homeostaz
saglanmaktadir (Singh ve ark., 2017). Kanser hiicreleri gibi yiiksek proliferatif 6zellige
sahip hiicreler, oksijen yoklugunda ATP iiretimini siirdiirebilmek i¢cin metabolik
yolaklarin1 daha iiretken olan oksidatif fosforilasyondan daha az verimli olan anaerobik
metabolizmaya kaydirmaktadir. Normal hiicreler sadece oksijen yoklugunda anaerobik
glikolizi kullanirken, kanser hiicreleri normoksik kosullarda dahi glikolizi tercih
etmektedir ve gergeklesen bu uzun siireli aerobik glikoliz Warburg etkisi olarak
adlandirilmaktadir (Burk ve Schade, 1956; Warburg, 1956; DeBerardinis ve ark., 2008;
Yeung ve ark., 2008; Vander Heiden ve ark., 2009). Bu metabolik tercihinin nedenini
aragtiran ¢aligmalar; eger glikoz akisi yeterince yiiksek ise glikolizden iiretilen ATP
yiizdesinin oksidatif fosforilasyonun iizerinde ve daha hizli oldugunu gostermistir
(Guppy ve ark., 1993; Kaneko, 2016). Oksidatif fosforilasyondan anaerobik glikolize

dogru olan metabolik ge¢isin molekiiler mekanizmasi temel olarak heksokinaz (HK) ve
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piriivat kinaz (PK) upregiilasyonu ile glikolizin arttirilmas1 ve piriivatin asetil CoA’ya
doniiserek TCA’ya girisini saglayan piriivat dehidrogenazin (PDH), piriivat
dehidrogenaz kinaz 1 (PDK-1) tarafindan baskilanmasi ile ger¢eklesmektedir (Semenza
ve ark., 1994). Kanser hiicrelerinde HIF-1 hedefinde olan ve metabolizmay1 glikolize
yonlendirmek ve TCA’ya girisi engellemek amaciyla hedef ekspresyonu artan protein ve
enzimler; GLUT, heksokinaz, glikoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD), fosfofruktokinaz
(PFK), triofosfat izomeraz 1 (TPIl), piriivat kinaz (PK), laktat dehidrogenaz (LDHA),
piriivat dehidrogenaz kinaz 1 (PDK1), monokarboksilat transporter (MCT)’dir (Singh ve
ark., 2017). Ayrica Warburg etkisininin embriyonik kok hiicreler gibi yiiksek proliferatif
olan normal hiicrelerde de goriildiigiinli ve metabolizmalarinin biiylime faktorleri (Feng
ve Levine, 2010) ve HIF-1 aracilifiyla glikoliz yoniine degistigi gosterilmistir (Zhou ve
ark., 2012).

Preimplantif dénem boyunca embriyonun fizyolojik olarak maruz kaldig1 oksijen
konsantrasyonlarinin énemi ve gelisimsel sonuglari acgikca gosterilmistir ve Ozellikle
implantasyona dogru ilerleyen blastosistin  uterusa dogru azalan oksijen
konsantrasyonlarina fizyolojik olarak maruz kaldig: bilinmektedir (Kind ve ark., 2005).
Implantasyona dogru ilerleyen blastosistin, gradiyent seklinde azalan oksijene maruz
kalmasinin metabolik homeostaz1 siirdiirmek i¢in blastosist iizerinde ¢esitli alternatif
metabolik yolaklar1 aktive ettigi ve molekiiler degisikliklere neden oldugu bilinmektedir
(Gardner ve Harvey, 2015). Hiicre icinde oksijen konsantrasyonundaki degisikliklere
cevap verme yetenegi, DNA’ya baglanan transkripsiyon faktor HIF e baglidir (Semenza,
2000a; Harvey, 2007). Normoksik kosullarda, HIFo proteinleri proteozomal
degradasyona ugramaktadir. Oksijen konsantrasyonu %7 nin altinda oldugunda hipoksik
kosullarda ise, HIFa protein stabilitesi ve akiimiilasyonu artarak niikleusa lokalize
olmaktadir (Jiang ve ark., 1996). Transkripsiyon faktorii olarak gorev alan HIFa proteini
metabolik degisimi aerobik glikolize kaydirmak amaciyla; GLUT’lar, bir onceki
paragrafta adi gecen glikolitik enzimlerin transkripsiyonlarin1 aktive eder ve piriivatt
laktata doniistiiren LDH ve piriivatin TCA’ya girisini saglayan PDH’1 inhibe eden PDK1
ekspresyonunu diizenler (Semenza, 2000a; Luo ve Semenza, 2011). Ayrica hiicrenin
redoks durumu, biiylime faktorleri ve sitokinler ve fosfatidilinositol 3 kinaz (PI3K)/Akt

yolag1 araciligiyla rapamisinin memeli hedefi (mTOR); HIFo molekiiliinii diizenleyen
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diger faktorlerdir (Dery ve ark., 2005; Sengupta ve ark., 2010). Preimplantif embriyonun
gelisim siirecinde post kompaksiyon oksijen konsantrasyonun, blastosistlerde cesitli
gen ekspresyonlarin1 HIF araciligiyla diizenledigi gosterilmistir (Gardner ve Harvey,
2015). Ornegin yapilan bir calismada; %2 O, konsanstrasyonunda kiiltiire edilen
blastosistlerde, temel glikolitik enzimlerden olan GLUT1 ve LDHA ekspresyonlarinin,
%7 ve %20 02’de kiiltiire edilen blastosistlere gore arttig1 gosterilmistir (Harvey ve ark.,
2004; Harvey ve ark., 2007). Yapilan pek cok calisma sonucunda diger hiicrelerde
hipoksik kosullarda goriilen HIF aracili metabolik degisim, blastosistlerde de benzer
molekiiler yolaklar ile diizenlenmektedir ve anaerobik glikolize dogru olan metabolik
gecis temel olarak; glikozun hiicre i¢ine alinimini saglamak amaciyla GLUT larin ve
glikolizin arttirilmas1 amaciyla HK ve PK upregiilasyonu ve OXPHOS baskilanmasi
amaciyla piriivatin asetil CoA’ya dontiserek TCA’ya girisini saglayan PDH’1in, PDK1

tarafindan baskilanmasi ile gerceklesmektedir.

Konfokal mikroskobu kullanarak gerceklestirdigimiz anoksi kosullarindaki deneylerde
ozellikle prekompaksiyon déonem embriyolarin boliinerek bir sonraki agamaya belli
bir oranda gecebilmesi, bu evrede oksijen bagimli ve sadece OXPHOS ile enerji
iiretebilen bir hiicre i¢in oldukca sasirtici bir sonug olarak karsimiza ¢ikmustir. Ozellikle
kanser hiicrelerinde goriilen ve Warburg etkisi olarak adlandirilan aerobik glikoliz
yoniindeki molekiiler seviyedeki HIF aracili metabolik degisimin daha Oncede
bahsedildigi iizere blastosistlerde benzer mekanizmalarla diizenlendigi bilinmekte
(Gardner ve Harvey, 2015) ve bu nedenle literatiirde kanser hiicrelerinin ve embriyo
metabolizmasinin paralel yonlerini belirten yayimlar bulunmaktadir (Krisher ve Prather,
2012; Redel ve ark., 2012; Smith ve Sturmey, 2013). Embriyolarin in vivo fizyolojik
olmayan kosullara ya da in vitro suboptimal kiiltiir kosullarina adaptasyon yetenegi
vardir ve bu metabolik plastisise olarak adlandirilmaktadir. Biz de yukaridaki bilgiler
dogrultusunda implantasyona hazirlanan blastosistte oldugu gibi prekompaksiyon dénem
embriyolarin hipoksik kosullar altinda farkli metabolik yolaklarin1 aktive olabilecegi
ihtimali lizerine (Pasteur etkisi) Glutl degerlendirmesi gerceklestirdik. Bilindigi gibi
erken evre embriyolarda hiicre icine glikoz alimi ve sitoplazmada glikoliz
gerceklesmediginden hiicre membraninda Glutl ekspresyonu goriilmemektedir.
Sonuglarimizda goriildiigli gibi 6zellikle 2 hiicre, 4 hiicre ve 8 hiicreli embriyolardaki

(prekompaksiyon donem) anoksik kosullarda membrana lokalize belirgin Glutl
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ekspresyonu, bu embriyolarda anoksiye bagli metabolik plastisite yani OXPHOS’dan
glikolize dogru metabolik gegcisin olabilecegi gostermektedir. Bu embriyolar 2-3 hiicre
boliinmesi  gecirebilmekte ve hatta ¢ok diisiik oranda morulaya kadar
ilerleyebilmektedir. Hiicre boliinmesi i¢in enerji gerekmektedir. Bu enerjinin alternatif
bir yolla embriyoda ortaya konmasini isaret eden bulgular bu baglamda oldukga
onemlidir. Oksijen yoklugunda olas1 HIF aracili, GLUT!’in biiylik oranla membrana
lokalize olmasi ve olas1 PFK inhibisyonun ortadan kalkmasi ile glikolizin enerji kaynagi
olarak alternatif bir yol olarak aktive edilebilecegini onermektedir ve sonuglarimiz Sekil
5.1°de ozetlenmistir. Konu ile ilgili anoksik kosullarda embriyo metabolizmasinin
OXPHOS’dan glikolize dogru metabolik gecisin olabilecegi ihtimaini GLUT1’e ek
olarak HIF ve PFK gibi hedef molekkiillerin detayli bir sekilde arastirildigi

caligmalarimiz devam etmektedir.

NORMOKSI

|

OXPHOS ——» Enerji uretimi

ety |
X

Embriyo
canlihigi

Sekil 5.1. Normoksi (%5 Oz) ve anoksik kosullarda (%0 O2) prekompaksiyon asamada bir embriyodaki
Glutl ekspresyonunu ve enerji liretime ve canlilik i¢in gerekli var olan ve olasi sinyal yolaklarini gdsteren
sekil. Sekilde 6rnek olarak sunulan bir normoksik 2 hiicreli embriyoda genel olarak az siddette ve yaygin
sitoplazmik ekspresyon paterni gosteren Glutl (kirmizi kare) ve bu evredeki bilinen enerji {iretimi igin
kullanilan OXPHOS yolag1 gosterilmektedir. Anoksik kosulda kiiltiire edilmis ve 2 hiicreli embriyo
asamasinda kalan bu embriyoda ise, kontrol grubunda hiicreye daginik lokalizasyon paterni gosteren
Glutl’in hiicre membrana lokalizsyonu (kirmizi kare) goriilmektedir. Hiicrelerde meydana gelen
metabolik gecisin anoksik kosullarda membrana lokalize Glutl’e ek olarak olast HIF ve PFK aracilt
glikoliz aktivasyonu ile enerji iireterek embriyo canliligi ihtimalleri (kesikli ¢izgi ile) ve oksijen yoklugu
nedeniyle kullanilamayan OXPHOS yolag: (kirmizi ¢arpr ile) gosterilmektedir.
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Calismamizin sonuglari; embriyo gelisim siliresince embriyo metabolizmasinin invaziv
olmayan yontemlerle goriintiilenebilecegi ve oOzellikle kolay uygulanabilen, kolay
erigilebilen ve FLIM gibi pahali cihazlara gore pratik bir yontem olan konfokal
mikroskobu ile FAD goriintiilemesinin embriyo metabolizmasindaki farklari ayirt
edebildigi gosterilmistir. Caligmamizin  6zellikle tekniksel olarak yapilabilirlik
anlaminda ileri c¢aligmalar i¢in alt yap1 sagladigini diisiinmekteyiz. Bu anlamda
calisgmamizin ve yapilacak ileri ¢caligmalarla birlikte elde edilecek verilerin kliniklerde
morfolojik parametrelere ek olarak konfokal mikroskobu gibi teknikler araciliiyla
metabolizma goriintiilenme parametresinin de biyobelirte¢ olarak kullanilmasia katki
sagladigim diisiinmekteyiz. Ayrica onemli bir bulgu olarak erken evre prekompaksiyon
embriyolarin anoksik kosullar altinda metabolik plastisite gosterebilecegi ve
metabolizmasinin  OXPHOS’tan glikoliz kullanma yoniinde gecirmek icin ilgili
mekanizmalar1 upregiile edebilecegini de Onemli bir bilgi olarak literatiire

sunulmaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez projesi kapsaminda, invaziv olmamalari nedeniyle olduk¢a avantajli 2 farkli
mikroskopi teknigi kullanilarak embriyo metabolizmas1 hakkinda detayli bilgi
saglayabilecek ve morfolojik embriyo degerlendirme kriterlerine ek olarak
kullanilabilecek veriler sunulmustur. Oncelikle FLIM teknigi ile embriyo metabolizma
profilleri ortaya ¢ikartilarak embriyo metabolizmasinin farkli kosullara verdigi yanitlar
NADH ve FAD araciligiyla giivenli bigimde belirlenmistir. Bu baglamda ayrica
konfokal mikroskopi tekniginin ise daha kolay uygulanabilir, daha az maaliyeti olan ve
kliniklerde de rahatlikla kullanilarak farkli kosullara embriyo metabolizmasinin verdigi
yanit1 belirleyebilecek invaziv olmayan bir teknik oldugu gosterilmistir. Bu teknik ile
literatiirde bilinen mitokondriyal belirteglere benzer sekilde hatta daha ayirt edici olarak
FAD o6l¢iimii ile embriyo metabolizmasinin belirlenebilecegi gosterilmistir. Ayrica
konfokal mikroskobu deneylerinde yapilan anoksik kosullarda gerceklesen embriyo
boliinmeleri, enerji kaynagi olarak oksijen bagimli olan prekompaksiyon embriyolarin
bunu nasil gergeklestirebildigi sorusunu akla getirmistir. Buradan yola ¢ikilarak yapilan
Glutl ekspresyon sonuclarina gore, anoksik kosullardaki erken evre embriyolarda
artarak membrana lokalize olan Glutl ekspresyonu olduke¢a sasirtici bir sonug¢ olarak
karsimiza ¢ikmistir. Normal sartlarda embriyo gelisiminin erken doneminde Glutl hiicre
membraninda degil sitoplazmada az ve dagmiktir. Embriyonun farkli kosullarda
plastisite gosterdigi bilindigi lizere, anoksik kosullarda embriyo metabolizmasinin Glutl
membran lokalizasyonuna ek olarak olast HIF1 ve PFK aracilifi ile oksidatif
fosforilasyondan glikoliz yoniine gecebilecegi sorusunu akla getirmistir. Bu konu ile
ilgili ileri caligmalar planlanmakta ve yapilan tez ¢aligma sonuglari ve planlanan gelecek
calisma sonuglarindan elde edilecek metabolik verilerin embriyo metabolizma
caligmalarina ve kliniklerde morfololojik kriterlere ek olarak kullanilabilecek
biyobelirteglere hem biyolojik hem de tekniksel Onemli katkilar saglayacagini

diistinilmektedir.
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