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OZET

Fertilizasyon ile implantasyon arasinda gecen yaklasik bir haftalik siire
preimplantasyon gelisim donemi olarak tanimlanr. Bu ddnemde meydana
gelebilecek herhangi bir anormallik, embriyonun gelisim potansiyelini ve/veya
yasayabilirligini etkileyebilmektedir.

Glukoz preimplantasyon embriyolarda 8-hiicreli embriyo agamasindan dnce
kullanilmazken, kompaksiyonun gerceklesmesinden itibaren embriyo geligimini
destekleyen temel enerji kaynagidir. Preimplantasyon embriyolarda glukoz
transportu, “kolaylastirici glukoz tasiyicilar1” olarak bilinen GLUT proteinleri
aracilig ile gerceklestirilir. GLUT proteinleri, preimplantasyon embriyolarin degisen
cevresel kosullara ve metabolik ihtiyaglara adaptasyon yetenegini saglamaktadirlar.

p38 MAPK (mitojenle-aktive edilen protein kinaz) sinyal yolagi ¢ok sayida
onemli hiicresel aktivitede rol oynamaktadir. Yapilan c¢aligmalarda, p38 MAPK
sinyalinin farmakolojik inhibitorii olan Sitokin Baskilayic1 Anti-Inflamatuar Ilaglar
(CSAIDs) kullanilarak p38 MAPK aktivitesinin inhibe edilmesinin, preimplantif
gelisimi yavaslattigi gosterilmistir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, p38 MAPK
sinyali ile GLUT ekspresyonu arasinda bir iliski oldugu da farkli somatik hiicre
hatlarinda ortaya konulmustur. Bu bulgular, p38 MAPK yolagmin preimplantasyon
embriyolarda da glukoz metabolizmasi ile iligkili bir mekanizma olabilecegini akla
getirmektedir.

Cahsmada 5-6 haftalik disi farelerden (Balb/C) toplanan 2-hiicreli
embriyolardan kontrol, ¢6zgen (inhibitor ¢oziiciisiiniin verildigi) ve inhibitér (20 uM
SB203580 verilen) olarak ii¢ grup olusturulmustur. /n vitro Xkiiltiir siiresince
embriyolarin gelisim potansiyelleri takip edildi ve kontrol grubundaki yariklanma
sliresi esas alnarak karsilastirildi. Bu {i¢ gruptan in vitro ortamda elde edilen 8-
hiicreli, morula ve blastosist asamasindaki embriyolarda GLUT1 ve GLUT4
ekpresyon diizeyleri belirlendi. GLUT1 ve GLUT4 proteinlerinin Kkalitatif
degerlendirmeleri immiinfloresan yontemiyle; bu genlerin mRNA ekspresyonlar1 ise
gRT-PCR (kantitatif real time PCR) yontemi ile belirlendi.

Calismamizin = sonuglarma goére, p38 MAPK sinyal aktivitesinin
preimplantasyon gelisiminin devami i¢in gerekli mekanizmalardan biri oldugu
goriilmektedir. Hiicre icerisindeki p38 MAPK sinyal aktivitesinin durdurulmasina
bagli olarak, GLUT1 protein ekspresyonu morula ve blastosist evresi embriyolarda;
GLUT4 protein ekspresyonu blastosist evresi embriyolarda belirgin diizeyde
azalmaktadir. Ayrica, p38 MAPK inhibisyonunda blastosistlerde Glutl ve Glut4
mRNA ekspresyon diizeyinde artis gdzlenmis, fakat bu artis anlamli bulunmamastir.

Sonug olarak, preimplantasyon donem embriyolardaki p38 MAPK sinyali,
GLUT1 ve GLUT4 protein ekspresyonlarmin diizenlenmesinde rol oynamaktadir.
Caliymamiz, preimplantasyon gelisimi diizenleyen hiicre i¢i mekanizmalarin
anlasilmasina katkida bulunabilir.

Anahtar Kelimeler: Preimplantif Embryo, GLUT, p38 MAPK, Immunofloresan,
Fare
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ABSTRACT

Approximately one-week period between fertilization and implantation is
defined as preimplantation development. Apperance of any aberration in the cascade
of this sequential events may affect the developmental potential and/or the survival
of the embryo.

Although glucose is not used in the preimplantation embryos before 8-cell
stage, after compaction occurs it is the major energy source to support embryonic
improvement. Glucose transport in the embryos is achieved by GLUT proteins
known as facilitative glucose transporters. GLUT proteins provide adaptation
capability of the the preimplantation embryos to the variable enviromental conditions
and metabolic demands.

p38 MAPK (mitogen-activated protein kinase) signaling pathway plays a role
in many important cellular activities. It has been showed that inhibition of p38
MAPK activity by using the Cytokine Suppressive Anti-Inflammatory Drugs
(CSAIDs) which is a pharmacological inhibitor of p38 MAPK resulted in decreasing
the preimplantation development. In the studies conducted recently, presence of
relation between p38 MAPK signalling and GLUT expression has been revealed in
different somatic cell lines. These findings thought that p38 MAPK pathway may be
associated with the mechanism of glucose metabolism inpreimplantation embryo.

In this study, inhibition of p38 MAPK signaling pathway by using SB203580
(CSAID™) molecule was taken place in vitro development of 8-cell, morula and
blastocyst stages at which time development is glucose-dependent in mouse (BalbC)
embryos. Three groups such as the experiment group (inhibitor-treated group), the
vehicle group (inhibitor-solvent treated) and the control group were formed. GLUT1
and GLUT4 expression levels were determined in the 8-cell, morula and blastocyst
embryos which had been obtained from those three groups. Qualitative expression of
GLUT1 and GLUT4 proteins with immunofluorescence technique and mRNA levels
of these genes have been determined with qRT-PCR (quantitative real time PCR)
technique.

According to our results, the activity of p38 MAPK signalling pathway
appears to be one of the mechanisms necessary for the continuation of preimlantation
development. In case of the suppression of the activity of p38 MAPK signal inside
the cell, GLUT]1 protein expression in morula and blastocyst stage embryos; GLUT4
protein expression in blastocyst stage embryos was significantly decreased. In
addition, in the precense of p38 MAPK inhibition, increased level of Glutl and Glut4
mRNA expression was observed in blastocysts, but this increased was not
statistically significant.

As a result, p38 MAPK signalling pathway in preimplantation embryos plays
a role in the regulation of GLUT1 and GLUT4 protein expression. Our study may
contibute to the understanding the intracellular mechanisms that regulate
preimplantation development.

Keywords: Preimplantation Embryo, GLUT, p38 MAPK, immunofluorescence,
Mouse
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GIRIS

1.1 Hipotezin Temeli ve Amacg

Memeli gelisimi, yiiksek derecede farklanmis, transkripsiyonel olarak sessiz
iki germ hiicresinin flizyonu ile baslar. Fertilizasyonun gerceklesmesinden sonra
olusan zigotun endometriyuma implante olana kadar gecirdigi yaklasik bir haftalik
slire¢ preimplantasyon (tutunma oncesi) gelisim olarak tanimlanir. Preimplantasyon
gelisimi, embriyonun bir seri yariklanma boliinmesi gegirmesi, embriyonik genom
aktivasyonu (EGA), kompaksiyon, kavitasyon (blastosol olusumu) ve sonunda zona
pellusidadan ¢ikarak (hatching) endometriyuma implantasyonu ile karakterizedir. Bu
slireglerin basarili bir sekilde tamamlanmasi, gebeligin siirdiiriilmesi igin ilk
kosuldur. Hayvan modellerinde yapilan c¢alismalar, preimplantasyon ddnem
embriyolarin ¢evresel kosullara duyarli oldugunu géstermislerdir (1, 2). Bu ¢evresel
kosullar, hem prenatal hem de postnatal donemdeki biiylime ve gelisim potansiyelini
etkileyebilir.

Preimplantif embriyo gelisim siireci, erken ve ge¢ donem olmak iizere iki
evreye ayrilmaktadir. Kompaksiyon oncesi erken yariklanma dénemi embriyolar,
nisbeten daha basit bir fizyoloji sergilerken; kompaksiyondan sonra daha ¢ok
somatik hiicre benzeri bir fizyoloji kazanirlar ve metabolik ihiyaglari artar (3). Erken
yariklanma donemindeki embriyolar (zigot, 2-hiicreli, 4-hiicreli embriyo) metabolik
enerji kaynagi olarak piruvata ihtiya¢c duyar. Farede, zigotun birinci yariklanmasi
piruvatin varhiga ihtiya¢ duyarken (4), ikinci yariklanma ise hem piruvat hem de
laktat kullanimi ile gerceklesmektedir (5, 6). Kompaksiyon siirecinde piruvat ve
laktatin oksidasyonu devam ederken, glukolitik metabolizma da baglar.
Kompaksiyondan sonra, ge¢ yariklanma donemindeki embriyolar (8-hiicreli, morula
ve blastosist) ise enerji kaynagi olarak glukoza bagimli hale gelir (7, 8, 9).
Preimplantif embriyolarin gelisim doneminde enerji elde ettikleri yolaklar farklilik
gostermektedir. Kompaksiyondan Onceki donemde embriyolar bulunduklar
mikrogevreden aldiklar1 piruvat ve laktati, mitokondrilerde gergeklesen trikarboksilik
asit dongiisiyle (TCA) enerji eldesinde kullanmaktadirlar. Bu donemdeki
embriyolarin, glukozdan piruvatin elde edildigi yolak olan glikoliz i¢in gerekli enzim
miktar ve aktiviteleri oldukga diisiiktiir. Kompaksiyonun gerceklesmesi ile birlikte
glikolitik enzimlerin miktar ve aktivitesinde de artis meydana gelmektedir (71, 72).
Boylece, ge¢ yariklanma donemi embriyolar, sitozolde bulunan glikolitik yolaga ait
enzimler ile glukozu parcalar ve enerji ihtiyacii karsilar. Sonugta, kompaksiyona
girmemis embriyolar sitozolde glukozu piruvata kadar parcayamayacaklarindan
disaridan hazir piruvat veya laktat alip yalnizca TCA dongiisii kullanirken,
kompaksiyon sonrast embriyolar glikolitik yolak ile sitozoldeki glukozu
pargalayabilirler. Preimplantasyon gelisimde 8-hiicreli evreden itibaren glukoz
alinimi ve kullanimi1 embriyonun canliligmmin devamliligi ve gelisimi kritik bir 6neme
sahiptir. Ge¢ yariklanma ddneminde, hiicre igerisine glukoz alinimi ve hiicre
icerisinde glukoz kullaniminda olusabilecek bozukluklar embriyo gelisimini
etkileyerek, embriyonik letaliteye sebep olabilmektedir (10, 11).

Plazma membram1 boyunca glukoz tasmimi, Okaryotik hiicrelerde glukoz
tastyic1 kanallar aracilii ile olmaktadir. Bu kanallar hiicrelere metabolik destek



saglayarak, enerji ihtiyacinin karsilanmasindan sorumludurlar. Glukoz tasiyicilarinin
iki sin1f1 bulunmaktadir: konsantrasyon gradienti ile ¢alisan Sodyum-Bagimli Glukoz
Tastyicilar1 (SGLT) ve enerji bagimsiz Kolaylastirici Glukoz Tasiyicilar1 (GLUT).
SGLT ailesinin, preimplantasyon donem embriyo gelisimindeki varligi kesinlik
kazanmamustir (81).

Mevcut bilgilere gére, GLUT ailesinin GLUT1-12 ve H* bagli myo-inositol-
tastyict (HMIT) olmak iizere yiiksek derecede sekans homolojisi gdsteren on ii¢
tiyesi bulunmaktadir.. GLUT ailesi proteinleri, sekans benzerligi ve karakteristik
elementlerine gore ti¢ alt smifa ayrilmistir. Bunlar GLUT 1-4'i igeren, sinif [; GLUT
5,7,9,11'1 igeren, smif II; ve GLUT 6,8,10,12 ve HMIT'i i¢eren, sinmif III’tlir. GLUT
proteinleri substrat 6zgiinliigii, kinetik karakteristigi, doku ve hiicresel dagilimlari
bakimindan farkli 6zelliklere sahiptirler (12). Yapilan ¢alismalarda, gelisimin farkli
asamalarindaki preimplantif embriyolarda ¢esitli GLUT proteinlerinin varligi ve her
bir transport kanalinin farkli hiicresel lokalizasyonlara sahip oldugu gosterilmistir.
Son yillarda, gelisim siirecinde Oonemli rollere sahip oldugu bilinen bu transport
proteinlerinin ekspresyonunu kontrol eden hiicre i¢i sinyal mekanizmalarina iligkin
caligmalar yaymlanmis olsa da, literatiirde bu proteinlerin erken embriyonik
gelisimdeki kontrol mekanizmalarma iliskin net bir bilgi bulunmamaktadir (13, 14,
15).

Mitojenle-aktive edilen protein kinaz (MAPK) sinyal yolagi hiicre
proliferasyonu, biiyiime, farklanma ve apoptoz gibi pek cok hiicresel siiregte rol
oynamaktadir (16). MAPK siiperailesi dort farkli ardisik sinyal basamagindan
olusmaktadir: c-Jun N-terminal kinaz veya stres aktivasyonlu protein kinazlar
(JNK/SPKSs) (17, 18), ekstraseliiler sinyalle diizenlenen kinazlar (ERKs) (19), ERK5
veya bliyik MAP kinaz 1 (20, 21) ve p38 MAPK grup Kkinazlar (22).
Preimplantasyon dénemi embriyolarda p38 MAPK sinyal yolagmin varlhig: ilk kez
2004 yilinda Natale D.R. ve arkadaslari tarafindan ortaya konulmustur (23). Bu
calisgmada, p38 MAPK sinyalinin blastosiste kadar gelisen embriyonun normal
gelisimini  siirdiirebilmesi icin gerekli oldugu belirlenmistir. Calismada, p38
MAPK’1n farmakolojik inhibitorleri olan sitokin baskilayici anti-inflamatuar ilaglar
(CSAIDs) kullanilarak yapilan p38 MAPK aktivitesinin inhibe edilmesi sonucunda
preimplantif gelisimin yavasladigi gosterilmistir (23). Yine, daha sonraki yillarda
p38 MAPK inhibitorleri kullanilarak yapilan c¢alismalardaki bulgular, 6zellikle
kompaksiyon sonrasi asamalardaki preimplantif embriyolarin bu inhibisyondan
etkilendigi, embriyonik gelisimde durma ve blastosist asamasinda belirgin morfolojik
defektlere neden oldugu yoniindedir (24, 25, 26). Literatiirde var olan p38 MAPK
inhibisyonunun preimplantif donem embriyolarda neden oldugu gelisimsel
defektlerin ozellikle embriyonun glukoza bagimlhi oldugu 8-hiicreli embriyo
asamasindan sonra (kompaksiyon sonrasinda) gerceklesmesi, bu inhibisyonun
metabolik ihtiyaclar1 karsilayan mekanizmalarla da iliskili olabilecegi fikrini akla
getirmektedir.

Farkli hiicre hatlarinda yapilan c¢alismalar, MAPK sinyali ile GLUT
ekspresyonu arasinda bir iliski oldugunu da gostermektedir. GLUT aktivasyonunda
p38 MAPK sinyal yolagmm etkili oldugu farkli laboratuarlarda ve farkli hiicre
hatlarinda gosterilmistir (27, 28). Taha C. ve arkadaglar1 tarafindan L6 kas hiicresi
hattinda yapilan c¢aliyjmada GLUT1 ekspresyonunun p38 MAPK aracili oldugu



gosterilmistir (29). Montessuit C. ve arkadasglarinin ergin rat kalp kasi hiicre
kiiltiiriinde yaptiklar1 ¢alismada, plasmid transfeksiyonu ile arttirilan p38 MAPK
sinyal yolag1 aktivitesinin GLUT4 ekspresyonunu arttirdigi immunoblot analizleri ile
gostermislerdir (30). Caligmada kiiltiire p38 MAPK segici inhibitorii olan SB203580
(CSAID) eklendiginde ise GLUT4 ekspresyonun azaldigi belirtilmektedir. Ayrica, bu
caligmada yenidogan rat kalp kasi hiicrelerindeki p38 MAPK sinyalinin, GLUT4
promoter transkripsiyonel aktivitesini de stimule ettigi, GLUT4 mRNA’sinin p38
MAPK-bagimli ekspre oldugu kantitatif RT-PCR analizleri ile belirlenmistir. p38
MAPK segici inhibitoric SB203580 ile muamele sonucunda kantitatif RT-PCR
sonuclarma gore GLUT4 mRNA miktar1 azalmaktadir (30). Riera ve arkadaslari
tarafindan bu kez Sertoli hiicrelerinde glukoz kullaniminin molekiiler temelleri
iizerine yapilan calismada ise GLUTI1 ekspresyonunun p38 MAPK sinyal aracili
oldugu ortaya konulmustur (31). Calismada, rat testis dokusundan izole edilen Sertoli
hiicreleri p38 MAPK secici inhibitorii SB203580 ile kiiltiire edildiklerinde GLUT1
mRNA seviyesinin azaldigi1 belirlenmisdir (31). Marko A.J. ve arkadaslarmin 2010
yilinda yaptig1 baska bir calismada ise; MAPK sinyalinin T lenfositlerde glukoz
metabolizmasini diizenledigini gostermislerdir (32).

Literatiirde ¢esitli somatik dokulardaki p38 MAPK sinyal aracili GLUT
ekspresyonlarina iliskin hem protein hem de mRNA diizeyinde yapilan ¢aligmalar
bulunmasina karsin, glukoz kullanimmnin hayati 6nem tasidigi1 preimplantasyon
embriyo gelisiminde bu konu ile ilgili herhangi bir ¢alisgma bulunmamaktadir. Farkli
hiicre hatlarinda yapilan calismalar, GLUT ekspresyonlarmin p38 MAPK sinyal
aracilt oldugunu agikga gosterilmistir. Bu calismada, embriyo yasayabilirligi ile
direkt iliskili olan bu transport proteinlerini ve dolayisi ile embriyo igerisine glukoz
almimini kontrol eden sinyal mekanizmasinin aydinlatilmas1 amaglanmaistir.

Calismanm Hipotezi: Kolaylastirici glukoz tastyicilar1 olarak bilinen GLUT
proteinlerinin, gelisen preimplantif embriyoya metabolik destek sagladigi ve
Ozellikle embriyonun metabolik enerji kaynagi olarak glukoza bagimli oldugu 8-
hiicre asamasindan itibaren glukoz transportundan sorumlu olduklar1 bilinmektedir.
Direkt olarak embriyo yasayabilirligi tizerinde etkili olan GLUT proteinlerin pek ¢ok
dokudaki ekspresyonel kontroliinii p38 MAPK sinyalinin yaptig1 bildirilmistir.
Preimplantif donem embriyolarda p38 MAPK inhibisyonunun gelisimsel defektlere
neden oldugu, bu defektlerin de 6zellikle embriyonun glukoza bagimhi oldugu 8-
hiicreli embriyo asamasindan sonra (kompaksiyon sonrasinda) gergeklestigi bilgisi
de literatiirde mevcuttur. Bu bilgiler; preimplantif donem embriyonik gelisimde
GLUT proteinlerinin ekspresyonlarinin  p38 MAPK sinyal aracili oldugunu
diistindiirmektedir.

Calismada Balb/C ki disi farelerden hormonal indiiksiyon (PMSG ve hCG)
ile elde edilen 2-hiicre asamasindaki embriyolar, kontrol, ¢dzgen (inhibitor
¢oziiclistiniin verildigi) ve inhibitoér (SB203580, CSAID™ verilen) olarak ii¢ grupta
in vitro kiiltiire edilmistir. Kiiltiirde 8-hiicre, morula ve blastosist asamasina ulasan
embriyolarda (glukoza bagimli asamalar) GLUT1 ve GLUT4 ekpresyonlarmin
belirlenmesi amacglanmigtr. GLUT1 ve GLUT4 ekspresyonel degisimleri
immiinofloresan ile protein diizeyinde ve qRT-PCR ile mRNA diizeyinde ortaya
konulmustur.



GENEL BiLGILER

2.1. Fare Preimplantasyon Embriyo Gelisimi: Fertilizasyondan Implantasyona

Olgunlagsmasin1  tamamlamis, metafaz-Il asamasindaki fare oositleri
ovaryumdan atilir ve oviduktun ampulla bdlgesinde fertilizasyon meydana gelir (33).
Sperm zona pellusida igerisine penetre olup, oosite temas ettiginde, oosit
membraninda meydana gelen ufak kabariklik fertilizasyon konisi olarak adlandirilir
(34). Fertilizasyon esnasinda disi ve erkek proniikleuslarinin flizyonu gergeklesir
(Sekil 2.1). Fertilizasyon sonucunda; diploid kromozom sayisna tekrar ulasilir,
cinsiyet belirlenmis olur, ilk mitoz boliinme ile (yariklanma/klevaj) yasam baslar ve
iki hiicreli embriyo olusur (35).

Sekil 2.1.  Fertilizasyondan sonra pronukleuslarin fiizyonu. Mikrotiibiiller yesil floresan, DNA
mavi floresan ile isaretlenmistir. A) Maturasyonunu tamamlamuisg, fertilizasyon oncesi
00sit B) Spermin penetrasyonundan sonra fertilize oositin ikinci polar cismi atmasi.
Spermin niiklear igerigi sol tarafta goriinmektedir. C) Proniikleus zarlarinin
parcalanmasi ve proniikleuslarin flizyonu D) Disi ve erkek proniikleusuna ait
kromozomlarin metafaz plaginda hizalanmasi. C ve D’de goriilen ok oosit igerisine
penetre olmus spermin kuyrugunu isaret etmektedir (35).

Oositin sperm ile karsilasmasi ve devaminda fertilizasyonu, oviduktun
ampulla bolgesinde gerceklesir. Dollenme sonucu olusan yeni canlinin taslagini
olugturan ortak hiicre “zigot” olarak adlandirilir. Zigot siradan bir hiicre olmayip,
birlesenlerin tiim 06zelligini yansitacak sakli potansiyele sahiptir. Fertilizasyonun
gerceklesmesinin ardindan devam eden giinlerde, embriyo ovidukttan uterusa kadar
yol alir ve implantasyona hazirlanir. Fertilizasyonun gergeklesmesinden sonra olusan



zigotun endometriyuma implante olana kadar gegirdigi siire¢ “preimplantasyon
gelisimi” olarak tanimlanir (36).

Preimplantasyon gelisim periyodu tiim memelilerde 6zdes olup, sirasiyla;
fertilize olmus zigotun yariklanma boliinmelerine baslamasi, embriyonik genom
aktivasyonu, kompaksiyon, kavitasyon ve blastosist olusumu ile karakterizedir (37).

2.1.1. Zigot Yariklanmalan

Zigot iki hiicreli evreye ulastiktan sonra, pespese bir seri mitotik boliinmeye
girerek hiicre sayisini artirmaktadir. Preimplantasyon boyunca tuba uterinanin
periyodik kontraksiyonlari, silya hareketleri ve kimyasal sivi akimi ile gelisen
embriyonun ovidukt duvarma yapigmasi engellenir. (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2.  Farede preimplantasyon gelisim siireci (37).

Farede birinci yariklanma fertilizasyondan bir giin sonra gergeklesir. Birinci
yariklanma ekseninin pozisyonu hakkinda One siiriilmiis birka¢ model ve farkli
fikirler bulunsa da (38, 39, 40), kabul edilen tanimlama, ilk yariklanma ekseninin
kutup cisimlerinin pozisyonu ile iligkili oldugudur. Plazma membrani ile zona
pellusida arasinda yer alan I. ve II. kutup cisimlerinin bulundugu noktada plazma
membran1 hafifce ¢okiiktiir ve ilk boliinme bu ¢okiik olan noktadan baslar, karsi
tarafa kadar devam eder. Bir bakima kutup hiicreleri ilk yariklanmanmn yol
gostericisidir. Iki hiicreli evreyi, tekrarlanan diger yariklanma bdliinmeleri (cleavage)

takip eder. ilk bdliinme ve onu takip eden bdliinmeler sonucu olusan yeni hiicrelere
blastomer ad1 verilir (36, 37).

Fare embriyolarmin 1-hiicre (zigot) evresinden, 32 veya daha fazla hiicre
iceren blastosist evresine gelismeleri yaklasik 3,5 giinde tamamlanir. Tiirlere gore
farkli olmakla birlikte, fare embriyolarmin birinci yariklanmasi (2-hiicreli asamaya
gecis) yaklasik 16-20 saatte, ikinci yariklanmasi (4-hiicreli asamaya gegis) yaklagik



18-22 saatte gerceklesir (41, 42, 43). Yapilan ¢aligmalarda, yariklanma siirelerinin
genetik faktorler ile de iliskili oldugu ac¢iklanmistir (44).

2.1.2. Embriyonik Genom Aktivasyonu

Preimplantasyon gelisimde fare embriyolari, 2-hiicreli embriyo evresine
kadar protein  sentezini maternal mMRNA’lar tarafindan  gergeklestirir.
Preimplantasyon gelisimin 2-hiicreli asamasinda maternal transkript rezervi
tilkenmeye baslar ve maternal kaynakli transkripler ile zigotun ekspesyonlarmimn yer
degisimi gergeklesir. Zigota 6zgii genlerin ekspresyonel artist ile birlikte zigotik gen
aktivasyonu 2-hiicreli asamada baslar (45, 46). Gelisen embriyo artik proteinlerinin
sentezi i¢in kendi mRNA’larmi kullanacaktir (Sekil 2.3).

Ovulasyon Fertilizasyon implantasyon
Oogenez oosit | 1- hucre 2-hiicre  4-hiicre  Morula Blastosist
(~2 hafta) (E2.5) (E3.5)
ovaryum ovidukt uterus
ve proteinlerin proteinlerin degradasyonu
toplanmasi Embriyonik genom aktivasyonu

Sekil 2.3. Fare preimplantasyon gelisiminde embriyonik genom aktivasyonu (46).

2.1.3. Kompaksiyon: Sikilasma ve Hiicre Polarizasyonunun Kazanilmasi

Preimplantasyon gelisimde embriyolarin gecirdigi bir sonraki degisim
kompaktlasma siirecidir. Bu siireg, morfogenik ve hiicresel farklanmanin ilk
basamagidir. Kompaktlasma, hiicre yiizeyi adezyon glikoproteinlerince, baslica E-
kadherin tarafindan gergeklestirilir. Kompaktlasma esnasinda E-kadherin fosforile
olur. Ayrica ZO-1 (Zonula OKludens-1), laminin, cingulin gibi hiicre baglanti
molekiilleri miktarinda artis meydana gelerek hiicreler arasi etkilesim artar.
Blastomerler sekil degistirir ve embriyo siki bir hiicre topu haline doniisiir (Sekil
2.4). Kompaktlagsma sonunda hiicrelerde kutuplagma (polarizasyon) gézlenir (apikal-
bazal) (36, 46).



Sekil 2.4. Kompaksiyon SEM goriintiileri. A) Kompaktlagmamis 8-hiicreli embriyo, B) Kompakt
morula (96).

Kompaksiyon siiresince meydana gelen en 6nemli olay, iki farkli hiicre
populasyonunun ortaya ¢ikmasidir: disariyla temas halinde kalan dis blastomerler
trofoektoderm (TE) tabakasini olusturmak i¢in se¢ilmisken, icerideki blastomerler i¢
hiicre kitlesini (ICM) olusturmak iizere secilmistir (Sekil 2.5) (46).

4-Hiicreli

) Morula Blastosist
Embriyo S
Zona Pellusida Kompakt aaN0R0) Tropoektoderm
blastomerler (TE)
‘dis’ hicreler
Blastomerler Tropoektoderm ic Hiicre Kitlesi
‘i¢’ hiicreler (TE) ¢ Hiicre Kitlesi

(ICM)

Sekil 2.5. Kompaksiyonun baglamasi ile embriyonik polarizasyonun indiiklenmesi (46).

Dort-hiicreli  embriyoda, blastomerlerin  belirgin  hiicresel  sinirlar1
bulunmaktadir ve her bir blastomer hala pluripotent 6zelliktedir. 8-, 16- ve 32-hiicreli
asamalar siiresince, belirli hiicreler kendi morfolojik ve islevsel fenotipini,
kutuplasmis (polarize) bir forma degistirmek ic¢in indiiklenir. Bu olay, gelisim
stiresince yariklanmaya devam eden 8-hiicreli embriyonun, embriyo igerisinde
ortalama 7 adet apolar “i¢” ve 9 adet polar, daha biiyiik “dis” hiicre meydana
getirmesi ile baslar (Sekil 2.5) (47). Disaridaki hiicrelerde polarize bir fenotip
gelisiminin tetiklenmesi, interseliiler temaslarm yapisi ile ilgili olabilir: bir hiicre ile
temas halindeyken polariteyi gelistiren bir hiicre, diger hiicrelerce tamamen
cevrelendiginde ise polarizasyonu baskilanir. Hiicreler arasindaki yakin temaslar,
hiicre-hiicre temas noktalarinda artan oranda dagilmaya baslayan hiicre adezyon
molekiillerinin varhigi ile olusturulur. Adezyon molekiilleri polarize olmus dis
hiicrelerin apikal yiizeylerinde bulunmaz (48). Dis hiicrelerin polarizasyonu,
niikleusun bazale go¢ii ve aktin, klatrin, endozom ve mikrovilluslarin apikal
sitoplazmada yogunlagmasiyla bariz olarak izlenir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Kompaksiyon siirecinde embriyolardaki hiicresel polarizasyon. A) Sekiz-hiicreli
embriyo; non-polar fakat lokal temas etkisinde. B) Kompakt embriyo; polar,
bazolateral ve apikal kutuplar farklanms.

Bir hiicre polarite kazandiktan sonra devamindaki hiicre soylari, devam eden
yariklanma diizleminin oryantasyonundan etkilenecek, dolayis1 ile ya iki polar, ya da
bir polar bir apolar hiicreler ortaya ¢ikacaktir. Farklilasmadaki bu ilk adim ayni
zamanda embriyonun hiicre totipotensisindeki ilk gerilemedir. Morula icerisindeki
apolar hiicre alt-populasyonu gelisen blastosistte tercihli olarak i¢ hiicre kitlesini
(ICM) olusturacak, disaridaki polar hiicreler ise trofoektoderm 6zellikleri
gelistirecektir (45).

2.1.4. Kavitasyon ve Blastosist Olusumu

Kompaksiyonun tamamlanmasi ile birlikte, trofoektodermal hiicreler siki
baglanti komplekslerini bir araya getirmis ve yassilasmis epitelyal hiicre
karakteristigi kazanirlar (50). Fare embriyosu yaklasik 32-hiicreli asamaya
geldiginde, trofektodermal hiicreler, hiicre i¢i ve daha sonra hiicre dis1 alanlara sivi
pompalayarak blastosist kavitesini olusturmaya baslar (51). Trofoektoderm iyon
transport  sistemi, epitelyum boyunca iyon konsantrasyon gradientinin
olusturulmasimda ve bdylece suyun blastosol sivisina akiginin saglanmasinda 6nemli
rol oynar. Elektron-prob mikro analizleri Na*, CI, K*, Ca2" ve Mg2" iyonlarmin
blastosél sivist igerisinde yogunlastigini  gostermistir  (51). Bu iyonlarin
konsantrasyon gradientlerine gore tasinmasi aktif bir transport mekanizmasina sahip
olmay1 gerektirir. Bu silire¢ trofoektodermin bazolateal kisminda yerlesik bulunan
sodyum-potasyum ATPaz (Na,K-ATPaz) sistemi ile basarilir. Ayrica, siki baglanti
komplekslerinin varligi da 6nemlidir. Bu kompleksler, hiicreler arasinda gegirgen



olmayan (impermabl) bir yap1 saglayarak, sivi toplanmasina, paraseliiler transportun
diizenlenmesine izin verirken Na,K-ATPaz dagilimmin polarizasyonuna katkida
bulunur (Sekil 2.7 ) (52).
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Sekil 2.7. Trofoekderm hiicrelerindeki su ve iyon transportu. TE hiicreleri blastosist olusumunu

kontrol eden sivi dinamigini kontrol eder. Trofoektoderm hiicreleri arasindaki siki
baglantilar embriyo digina sivi kaybini engeller (52).

Kompaktlagsma siirecini tamamlayarak 6nce morula, daha sonra da blastosist
evresine gecen embriyodan iki tip hiicre elde edilir: embriyonik tabakalar1 verecek
olan ICM ve plasenta ve ekstraembriyonik membranlarin olusumuna katilacak olan
TE tabakasi (Sekil 2.8.).

Sekil 2.8. Fare blastosist asamas1 embriyosu. A) Faz kontrast goriintii. B) U¢ boyutlu yeniden-
olusturulmus blastosist konfokal mikroskop gérintiisi. ICM kirmizi, TE mavi (78).

2.2. Preimplantasyon Donem Embriyolarin Nitelikleri

Farede yaklasik 4,5 giinliik bir siirecte ilerleyen preimplantasyon gelisimi,
embriyolarm ovidukt ve uterus igerisinde gecirdikleri zamanla uyumlu olarak, erken
ve gec donem olmak tizere iki evreye ayrilabilir (3).



2.2.1. Erken Donem Preimplantasyon Embriyolar

Bu siire¢ zigot olusumunu takiben 2-, 4- ve 8-hiicreli embriyo asamalarini
kapsar (Sekil 2.9). Erken donem preimplantif embriyolar hiicresel olarak
farklilagsmamustir, yiiksek mitotik aktiviteye sahiptir ve tekrarlayan yariklanma
boliinmeleri gegirirler fakat belirgin bir biiylime gostermezler (53). Embriyonik
genom aktif olana kadar gelisimin genetik kontrolii maternal genoma baglidir. Bu
asamadaki embriyolar hormonlara ve biiyiime faktorlerine son derece hassasiyet
gosterirler. Fare erken donem preimplantif embriyolarin oksijen tiiketimi, DNA,
RNA ve protein sentezi agisindan metabolik aktiviteleri diistiktiir (54, 55).

Sekil 2.9. Fare erken donem preimplantasyon embriyo asamalari. A) 2-hiicreli embriyo B) 4-
hiicreli embriyo C) 8-hiicreli embriyo

Ovidukt icerisindeki erken donem preimplantasyon embriyolar nispeten dis
ortamdan bagimsiz, kendini idare edebilen niteliktedirler ve kontrolleri cogunlukla
kendi i¢ (intrinsik) faktorlerine bagimhidir. Bu nedenle, in vitro kiltir
uygulamalarinda, erken donem embriyolarin kiiltiirdeki ihtiyaglar1 nisbeten basittir

@3).

2.2.2. Ge¢ Donem Preimplantasyon Embriyolar

Kompaksiyonunu tamamlamig ve daha sonraki asamalarda bulunan
embriyolar, ge¢ donem preimplantasyon embriyolar olarak tanimlanirlar (Sekil 2.10).
Erken donemin aksine, ge¢ donem preimplantif embriyolar 6zellikle blastosist
asamasinda net bliylime (56) ve trofoektoderm ve i¢ hiicre kitlesi olarak hiicresel
farklilasma gosterirler. Bu donemdeki embriyolar hormonlara ve biiylime
faktorlerine asir1 hassasiyet gosterirler. Gelisimin kontrolii artik embriyonik genom
tarafindan diizenlenir ve metabolik aktiviteleri yiiksektir.

Sekil 2.10.  Fare ge¢ dénem preimplantasyon embriyo agamalari. A) Kompakt morula B) Blastosist
(3,5. Giin) C) Ekspanse blastosist (4,5. Giin)
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Uterus igerisindeki ge¢ donem preimplantasyon embriyolar daha az kendini
idare edebilir, daha ¢ok dis (ekstrinsik) faktorlerin destegine bagimli niteliktedir. Bu
nedenle, in vitro ortamlarda gelisebilmeleri i¢in daha karmasik kiiltiir ortamlarina
ihtiyac duyarlar (3).

2.3. Preimplantasyon Embriyolarda Metabolik Adaptasyon

Preimplantasyon embriyo gelisimi siiresince embriyolarin gecirdigi en 6nemli
degisimlerden biri enerji ihtiyaclarindaki farklanmadir. Gelisim siiresince embriyolar
farkli enerji substratlarina ihtiya¢ duyarlar ve hiicre igerisine alinan bu substratlar,
farkli enerji metabolizma yolaklari ile metabolize edilir (Sekil 2.11) (59).

Fare preimplantasyon embriyo kiiltiir caligmalari, zigotun ilk yariklanmasmin
mutlak piruvat gereksinimi duydugunu gostermistir (6). ki hiicreli asamada, ikinci
yariklanmadan itibaren, embriyonik gelisim ortamdaki laktat varliginda desteklenir
(5, 6). Embriyonik gelisimin 8-hiicreli asamasindan itibaren ise, embriyo igerisine
piruvat ve laktatin alinimi geriler ve ozellikle blastosist asamasindaki embriyonik
gelisim mutlak glukoz varligina ihtiya¢ duyar (5, 57). Yani, farede 8-hiicreli agamaya
kadar glukoz erken embriyonik gelisimi desteklemezken, 8-hiicreli asamadan sonra
ise embriyolar glukoza bagimli hale gelir. Gelisim ilerledik¢e ortaya ¢ikan glukoz
kullanimindaki bu dramatik degisim bir dizi metabolik ihtiyacin varlig ile ilgilidir:

1. Kompaksiyon siireci ve blastosist olusumu esnasinda, embriyolardaki
protein sentezinin artmasina bagli olarak enerji ihtiyaglar1 da artar.

2. Glukoz, niikleik asit sentezi i¢in pentoz kismini olusturur ve bu
nedenle fosfolipit ve esansiyel olmayan aminoasitlerin biyosentezinde
gereklidir.

3. Kompaksiyondan sonra, ge¢ yariklanma donemi embriyolarda spesifik
enzimlerin ve enzim aktivasyonlarmi saglayacak kofaktorlerin sentezi
baslar (58).

4. Blastosist asamasindaki embriyo, implantasyon esnasindaki oksijensiz
ortama uyum saglamak i¢in, anaerobik glikoliz (oksijensiz solunum)
yapmaya yiiksek derecede uyum saglamistir (10).

Preimplantasyon siirecinde besin ihtiyacindaki bu degisim, embriyo enerji
metabolizmasindaki onemli bir adaptasyonu da beraberinde getirmektedir. Bu
adaptasyon, kompaksiyon zamaninda, embriyolarn trikarboksilik asit dongiisiine
bagimliliktan, glikolize dayanan bir metabolizmaya ge¢cmesidir (59).
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Sekil 2.11.  Preimplantasyon siirecinde embriyolarin kullandig1 enerji substratlarnin molekiiler
yapilar1 ve bu substratlarin glikoliz ve TCA dongiisii ile metabolizasyonlari. Kirik hatlar
iki veya daha fazla reaksiyon basamaklarini igaret etmektedir (59).

2.3.1. Preimplantasyon Embriyolarda Trikarboksilik Asit Dongiisii (TCA)
Trikarboksilik asit dongilisii (TCA) tiim 6kayotik hiicrelerde oldugu gibi,
preimplantasyon donem embriyolarda da mitokondri matriksinde ger¢eklesmektedir.
Preimplantasyon siirecindeki embriyonun ilk yariklanmasinda (zigot agsamasindan iki
hiicreli evreye ge¢is), mikrogevreden alinan iki molekiil piruvat sitoplazmadan,
mitokondri igerisine tamgmir. Ikinci yariklanmadan itibaren (2-hiicreli asamadan 4-
hiicreli embriyo asamasina gecis) ise embriyolar mikrogevrelerinden piruvat ile
birlikte laktat molekiilleri de almaya baslarlar. Embriyo igerisine alinan laktat,
oncelikle sitoplazmadaki laktat dehidrogenaz (LDH, EC 1.1.1.27) enzimi ile piruvata
doniistiiriir ve daha sonra mitokondri icerisine transfer edilir (Sekil 2.11). Piruvat ve
laktat molekiilleri birbirlerine doniisebilir 6zelliktedir ve karbon numaralar1 aynidir.
Mitokondride piruvat molekiilli, piruvat dehidrogenaz (PDH, EC 1.2.4.1) enzimi ile
dekarboksile ederek TCA dongiisiinii baglatacak olan asetil-KoA molekiilii
olusturulur. Piruvat dehidrogenaz enzimi tarafindan piruvatin asetil-KoA molekiiliine
doniistiiriilmesi sirasinda piruvat molekiiliiniin 1. karbon atomu [C-1], CO, olarak
salinir (Sekil 2.11) (59). TCA dongiisiiniin ilk {irlinii sitrat, son {irlinii ise oksaloasetat
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molekiiliidiir. Mitokondri igerisindeki toplamda sekiz reaksiyonun ardindan TCA
tamamlanir ve enerji tiretimi saglanir.

Yapilan ¢aligmalarda 2-hiicreli fare embriyolarmin, piruvat [C-1] ve [C-2] ile
laktat [C-1] ve [C-2] atomlarindan CO; iiretimini gergeklestirdigi belirlenmistir. Bu
durum, erken donem embriyolarda TCA dongiisiiniin aktif oldugunu gostermektedir
(60). Bununla birlikte, TCA dongiisii ara triinlerinden olan malat molekiiliiniin
CO,,’e metabolizasyonu 8-hiicreli embriyolarda, 2-hiicreli embriyolara nazaran daha
fazladir. Bu durum, birinci ve iiglincli yariklanmalar arasinda hiicre membraninin
malat molekiiliine gecirgenliginin arttigini1 ve preimplantasyonun geg¢ evrelerinde de
TCA dongilistiniin devam ettigini gostermektedir (61).

2.3.2. Preimplantasyon Embriyolarda Glikolitik Yolak

Glikolitik yolak, tiim hiicrelerde oldugu gibi preimplantasyon donem
embriyolarda da sitoplazma igerisinde gergeklesir. Kompaksiyonun baslamasi ile
birlikte, ge¢ yariklanma donemi embriyolarin mikrogevrelerinden sitoplazma
icerisine aldiklar1 glukoz, oncelikle hekzokinaz enzimi (HK, EC 2.7.1.1) ile glukoz-6-
fosfat (G6P) molekiiliine doniistiiriiliir. Ardindan sitoplazma icerisinde bulunan
glikolitik yolaga ait bir seri enzim varliginda, anaerobik kosullarda, her bir glukoz
molekiilii 2 molekiil piruvata kadar yikilir ve enerji tiretimi saglanir (Sekil 2.12) (62).
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Sekil 2.12.  Glukoz metabolik yolagi. Enzimler kirmizi, son iiriinler sar1, glikoliz basamaklart mor
isaretlenmistir (99).
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Hicre igerisindeki glikolitik yolak ara metabolitlerinin  seviyesi
incelendiginde, embriyolarin metabolik adaptasyonlar1 daha iyi anlagilmaktadir.
Glukoz-6-fosfat seviyesi, morula ve blastosist asamasindaki embriyolarda, 2-hiicreli
embriyolara kiyasla 4 kat fazladir (Tablo 2.1). Aym sekilde, diger bir glikoliz yolagi
ara basamak metaboliti olan fruktoz-6-fosfat seviyesi, morula blastosist asamasmdaki
embriyolarda, 2- ve 8-hiicreli embriyolara kiyasla yaklasik 3 kat fazladir (Tablo 2.1).
Ge¢ donem embriyolarm her iki ara metabolit i¢in yiiksek seviyeye sahip olmasi,
hiicre igerisinde etkin glikoliz metabolizmasina sahip oldugunu gostermektedir. Buna
karsilik, erken donem embriyolardaki diisiik seviye ise, bu donemdeki glikolitik
yolak blokajmin gostergesidir (62).

Tablo2.1.  Preimplantasyon embriyordaki enerji metabolitlerinin seviyeleri (umol/kg) (62).

Metabolit 2-Hiicreli 8-Hiicreli Morula Blastosist
Embriyo Embriyo
Glukoz-6-P 53+4 81+13 200 + 14 220+ 18
Fruktoz-6-P 28+6 14+7 48+ 7 82+7
Malat 390 + 31 390 + 30 380 +£ 44 430 + 31

Glukoz molekiiliiniin sitoplazmada piruvata metabolizasyonu sonunda,
glukoz molekiilinde bulunan 1. ve 2. karbon [C-1 ve C-2] atomu piruvat
molekiiliindeki 3. karbon [C-3] atomuna, glukoz molekiiliindeki 2. ve 5. karbon [C-2
ve C-5] atomu piruvat molekiilindeki 2. karbon [C-2] atomuna, glukoz
molekiiliindeki 3. ve 4. karbon [C-3 ve C-4] atomu ise piruvat molekiiliindeki 1.
karbon [C-1] atomuna doniisiir (Sekil 2.11) (59).

Ozet olarak, kompaksiyona girmemis embriyolar sitozolde glukozu piruvata
kadar parcalayamayacaklarindan disaridan hazir piruvat veya laktat alip yalnizca
TCA dongiisii kullanirken, kompaksiyon sonrasi embriyolar glikolitik yolak ile
sitozoldeki glukozu parcalayabilirler ve elde ettikleri piruvatt TCA dongiisiinde
kullanirlar (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13.  Preimplantasyon embriyolarda metabolik adaptasyon.
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2.4. Preimplantasyon Embriyo Gelisiminde Metabolik Kontroliin
Diizenlenmesi
Preimplantasyon embriyo gelisiminin metabolik kontrolii iki potansiyel sinifa
ayrilabilir (3):

(i) Intrinsik (i¢) Faktorler: enzim miktarlar1 ve aktiviteleri, hiicre i¢i aracilar
ve plazma membran transport sistemleri tarafindan olusturulur.

(i1) Ekstrinsik (D1s) Faktorler: disi tireme kanali tarafindan desteklenen gevre
tarafindan olusturulur.

2.4.1. Preimplantasyon Embriyo Gelisiminde Intrinsik Faktorler

2.4.1.1. Enzim Sistemleri

Embriyo icerisine alinan enerji substratlarinin, hiicre icerisinde metabolize
edilmesi gerekmektedir. Embriyonun farkli substrat ihtiyaglarindan dogan farkh
yolaklar1 kullanmasina parallel olarak, hiicre icerisindeki enzim miktarlar1 ve
aktiviteleri de gelisim siiresince degisim gostermektedir.

Laktat dehidrogenaz enzimi (LDH, EC 1.1.1.27), tersinir ozellikte bir
enzimdir ve laktat-piruvat doniisiimiinii gergeklestirerek piruvatin TCA dongiisene
girmesine ve okside olmasmna imkan verir. Yapilan calismalarda fare ve insan
embriyolarindaki LDH aktivitesi zigot asamasinda en yiiksek seviyede iken,
blastosist asamasina dogru gerilemektedir (63, 64, 65).

Preimplantasyon embriyolardaki enerji metabolizmasinin anahtar enzimleri,
6-fosfofruktokinaz (PFK, EC 2.7.1.11) ve hekzokinaz (HK, EC 2.7.1.l) olarak
tamimlanmustir (66, 67, 68). Embriyolardaki 6-fosfofruktokinaz aktivite diizeyi,
hekzokinaz aktivitesininden daha fazladir ve preimplantasyon gelisim siiresince
belirli bir degisim gostermez. Bununla birlikte, erken donem embriyo gelisimi
stiresince glukoza kullanilmamasima bagl olarak, embriyolardaki hekzokinaz (HK)
enzim aktivitesinin oldukg¢a diisiik oldugu (69, 70), glukoz tiiketiminin basladig1
asamalar olan ge¢ donem preimplantasyon siirecindeki embriyolarda ise, beklenildigi
gibi, hekzokinaz aktivitesinin yaklasik 4 kat artis gosterdigi belirlenmistir (Tablo 2.2)
(7, 57, 71). Hekzokinaz aktivitesindeki bu farklilik, ge¢c dénem embriyolardaki
glukoz-6-fosfat seviyesinin, erken donem embriyolara gore 4 kat fazla olmasinin
nedenidir (Tablo 2.1). Erken dénemdeki embriyolar, hekzokinazin enzimatik
aktivitesinden yoksun olduklar1 i¢in hiicre sitoplazmasinda glukozdan glukoz-6-
fosfat metabolizasyonunu gergeklestiremezler (62).
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Tablo2.2.  Preimplantasyon dénem fare embriyolarinda PFK ve KH aktivitesi. *her embriyoda saat
basina doniistiiriilen substratin molii x10%.

Gelisim Evresi PFK Aktivitesi* HK Aktivitesi*
Fertilize olmamis oosit 35.0 1.23
Fertilize oosit 324 1.76
2. Giin 32.2 1.70
3. Giin 30.1 2.24
4. Giin 22.6 6.79
5. Giin 22.7 9.40
Referans (72) (72)

2.4.1.2. Plazma Membran Transport Sistemleri

Preimplantasyon gelisim siiresince embriyonun ihtiyag duydugu ekzojen
besinlerin embriyo igerisine transport edilmesi gerekmektedir. Plazma membran
transport sistemleri embriyo i¢in son derece dnemli olup, gelisen embriyonun hayatta
kalabilmesi i¢in besin ihtiyacini karsilamaktadir.

e Monokarboksilat Tasiyicilar1 (MCTs)

Kompaksiyondan once preimplantasyon dénem embriyolar birincil enerji
ihtiyac1 olarak piruvat ve laktat kullanir (7). Fare ve insanda embriyo igerisine
piruvat ve laktat monokarboksilat tasiyicilart (MCTs) ile alinir (7,73). Preimplantif
gelisim siiresince MCT 1, 2, 3 ve 4’lin varlig1 tanimlanmigtir fakat bu tasiyicilarin
rolleri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (Tablo 2.3). Monokarboksilat alinimina ek
olarak, MCT1 fare embriyolarmin 2-hiicreli asamadan blastosist asamasma gegisi
stiresince hiicre i¢i pH dengesinin siirdiiriilmesinde de rol oynadigi bilinmektedir (74,
75). Glukozun kullanildigi glukolitik metabolizma kompaksiyon esnasinda
baslarken, embriyo icerisindeki laktat ve piruvatin oksidasyonu da devam eder (7,
11, 57). Bu nedenle monokarboksilat tasiyicilarina preimplantif gelisimin tiim
asamalarinda ihtiyag vardir.

Tablo 2.3.  Fare preimplantasyon donem embriyolarda tanimlanmis monokarboksilat tagicilar.

MCT Lokasyon Evre mRNA  protein Ref.

1 Blastosist TE’de sitoplazmada  tiim agamalar X X 75,76, 77

Biitiin asamalarda sitoplazma
ve plazma membraninda,
morula ve blastosistte apikal
plazma membraninda
3 = tiim agamalar X X 75
Yariklanma dénemi
embriyolarin plazma
4 membraninda, diger tiim agamalar X X 76,77
asamalarda niiklear veya
periniiklear

tiim asamalar X X 75,77
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¢ Kolaylastiric1 Glukoz Tasiyicilar1 (GLUTS)

Okaryotik hiicrelerde glukoz tastyicilarmin iki farkli smifi bulunmaktadir:
Sodyum-Bagimli Glukoz Tasiyicilart (SGLT) ve Kolaylastirict Glukoz Tasiyicilar
(GLUT). Bu mekanizmalarin ilki, Sodyum-Bagilimli Glukoz Tastyicilar1 (SGLT),
hiicredeki N*-K* ATPaz’lar tarafindan olusturulan konsantrasyon gradienti ile iki
molekiil glukozu hiicre igerisine Na* molekiilleri ile birlikte tasir (Sekil 2.4.1.2.2.1).
Sodyum-Bagimli  Glukoz Tastyicilarnin  preimplantasyon donem embriyo
gelisimindeki varlig1 kesinlik kazanmamustir. Immiinolojik calismalarda apikal
trofoektoderm membraninda SGLT nin varlig: tespit edilmis olmasina karsin (79),
farmakolojik g¢aligmalar SGLT’lerin bazolateral membranlarda bulundugunu 6ne
stirmiistiir (80). Preimplantif gelisimde aktif glukoz transportu tespit edilemedigi i¢in
SGLT’lerin bu donemdeki varlig1 ve fizyolojik rolleri de aydinlatilamamustir (81).

Hiicre igerisine glukoz tasmimmindan sorumlu diger mekanizma olan
Kolaylastiric1 Glukoz Tastyicilar1 (GLUT) ise enerji-bagimsiz calismaktadir (Sekil
2.14). GLUT ailesi proteinleri, sekans benzerligi ve karakteristik elementlerine gore
¢ alt smifa ayrilmistir; GLUT 1-4' iceren, simif I; GLUT 5,7,9,11'1 igeren, simif II;
ve GLUT 6,8,10,12 ve HMIT'i igeren, smf III’tir. GLUT proteinleri substrat
Ozglinliigli, kinetik karakteristigi, doku ve hiicresel dagilimlar1 bakimindan farkh
Ozelliklere sahiptirler (12). GLUT protein ailesi yiiksek derecede sekans homolojisi
gosterirken; substrat 6zglinligii, kinetik karakteristigi, doku ve hiicresel dagilimlar1
bakimindan farkl 6zelliklere sahiptirler (Sekil 2.15.) (12).

N*-K* ATPaz SGLT GLUT
glukoz Na* glukoz
2 K+
hilicre membrani
[ 2K 3 Na*

sitoplazma glukoz Na* glukoz

'd +da\>

Sekil 2.14.  Hiicre membraninda glukoz transportu.

Fare preimplantasyon embriyo gelisiminin farkli asamalarinda, ¢esitli GLUT
proteinlerinin varligi ve her bir transport kanalinin farkli hiicresel lokalizasyonlara
sahip oldugu gosterilmistir (Tablo 2.4). Preimplantasyon donem embriyolarinin
uterusa implante olana kadar gecgirecekleri siirecte, GLUT proteinleri gelisen ¢evresel
kosullara ve metabolik ihtiyaglara adaptasyon yetenegi saglamaktadirlar. Post-
kompaksiyon asamasina kadar embriyolar glukoza mutlak ihtiya¢ duymamalarma
ragmen, embriyo icerisine glukoz alimimi gelisimin tiim asamalarinda mevcuttur.
Kompaksiyondan 6nce embriyo icerisine alian glukoz gelisimi destekler, apoptozu
onler, biyosentetik rollerde kullanilir ve belirli genlerin transkripsiyonu i¢in
gereklidir (13, 14, 15, 82).
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Sekil 2.15.  Glukoz transporter ailesinin dentogrami. Protein benzerlik oranlar1 agacin dallarindaki
rakamlarla gosterilmistir (12).

Erken yariklanma, morula ve blastosist evrelerindeki embriyolarin apikal,
lateral, bazal, bazolateral hiicre yilizeylerinde ve intraseliiler kompartmanlarminda
bulundugu tanimlanan GLUT protein ailesinin farkli {iyeleri, embriyonik gelisim
stiresince gelisimi desteklemekte ve metabolik ihtiyaglar1 karsilamaktadir (Sekil
2.16.) (82). Pek ¢ok GLUT protein ekspresyon zamaninin, kompaksiyon esnasinda
glukoz kullanimimina gecis ile birlikte gergeklesmesi, bu tasiyicilarin glukoz
kullanimu ile fonksiyonel iligkisini géstermektedir (Tablo 2.4.).

GLUTI1 preimplantasyonun tiim gelisim asamalarindaki embriyolarda
bulunmaktadir. Kompaksiyondan sonra GLUT1 blastosistte trofoblastlarin apikal ve
Ozellikle bazolateral plazma membraninda, i¢ hiicre kitlesinde plazma membraninda
lokalize olmaktadir (83). Bu kanal, glukozun hiicreler arasi transportunu
gergeklestirmekte ve muhtemelen glukozu blastosol boslugundan i¢ hiicre kitlesine
aktarmaktadir (2). Sekiz-hiicreli asamadan sonra gozlenen GLUT2 ekspresyonu, i¢
kisimlara yerlesik blastomerde intraseliiller olarak ve plazma membraninda
bulunurken, trofoblastlardaki GLUT2 lokalizasyonun bazolateral yiizeyde
bulunmasi, bu proteinin GLUT1 ile benzer gorevde olabilecegine isaret etmektedir
(84, 85). GLUT3 ise yiiksek-kapasiteli bir glukoz tasiyicisidir ve ilk olarak
kompaksiyon esnasinda ekspre olmaya baslar (85). Morula ve blastosistlerde,
GLUTS3 apikal plazma membraninda lokalize olur ve muhtemelen glukozu maternal
cevreden embriyo icerisine transport eder. Embriyolarda GLUT3 proteininin
cikarilmasi, blastosist olusumunu ve morula asamasindaki glukoz alinimini geriletir
(85). GLUT4 yiiksek-afiniteli bir glukoz tastyicisidir ve ¢ogunlukla kalp, iskelet kast,
yag dokusu gibi insiilin-duyarli dokularda ekspre oldugu bilinmektedir. Insiilin,
GLUT4’lin intraseliiller membranlardan plazma membranmna translokasyonunu
stimiile ederek, hiicre igerisindeki glukoz transportunun aniden 10-20 kat artigina
neden olur (86, 87). GLUT4 preimplantasyon doneminde gorevi tam olarak
tanimlanmamig olmakla birlikte, sadece blastosistte bulundugu bilinmektedir (88).
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Sekil 2.16.  Blastosistte glukoz transport modeli. Trofoektoderm (TE) hiicrelerinin apikal yiizeyinde
dagilim gosteren GLUT3 maternal glukozun embriyo igerisinde alimimindan sorumlu
iken, alinan glukozun hiicreler arasi transportu bazal ve bazolateral yiizeydeki GLUT1
ile gerceklestirilir. Ayrica GLUTI, blastosdlden i¢ hiicre kitlesi (ICM) hiicrelerine
glukoz transportunu yiiriitir. Sekilde TE ve ICM’de bazal yiizeyde bulunan GLUT2
proteini de gosterilmistir. GLUT2’nin transporttaki rolii kesin olarak bilinmemektedir
(82).

Bir diger glukoz tasiyicis1 olan GLUTS ise, insan veya fare embriyolarinda
bulunamamis fakat diger tiirlerde saptanmistir (89). GLUTS8, fare blastosistlerinde
inslilin duyarhdir ve insiilin ile muamelesinin ardindan transportunu intraseliiler
kompartmandan plazma membranina dogru yapmaktadir (90).

Preimplantasyon embriyolardaki diger ii¢ glukoz tasiyici protein ise yakin
zamanlarda tanimlanmis fakat kesin fizyolojik rolleri belirlenmemistir. Farede,
GLUT?Y proteini blastosist asamasinda bulunmakta ve trofoektoderm hiicrelerinde
intraseliiler olarak lokalize olmaktadir (91). GLU12 mRNA transkriptlerinin fare
oositlerinde, zigotta ve 2-hiicreli embriyo asamasinda var oldugu, morula asamasmda
ekspresyonunun durdugu ve blastosistte tekrar ekspre edildigi tanimlanmistir (92).
GLUT12 ile GLUTS yiiksek derecede sekans homolojisi gosterir ve insiilin duyarl
olarak ekspre olur (93). GLUTI14 ilk olarak insan testisinde tanimlanmis olup
GLUT3 ile olduk¢a benzerdir (94). Daha sonralar1 bu glukoz tasiyici protein sigir
blastosistlerinde de tanimlanmis fakat embriyodaki rolleri aragtirtlmamustir (95).
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Tablo 2.4.  Fare preimplantasyon donem embriyolarda tanimlanmig glukoz tastyicilari.

GLUT Lokasyon Evre mMRNA  protein Ref.
1 Slt?plazn'la boyunca, blastosistte fiim asamalar X X 83, 97
TE’de yogun
Sitoplazma boyunca, trofoblastta
2 ‘pazczlatera} pla}zrr}a merr}b}ranlnda, 8-hiicre ve X X 84, 97
i¢ hiicre kitlesi hiicrelerinin plazma sonrasi
membraninda
Erken asamalarda sitoplazmada, 4-6 hiicre ve
3 morula ve blastosistte apikal X X 85
sonrast
plazma membraninda
4 Sitoplazmada ve periniiklear Blastosist X X 87, 88, 89
alanlarda
Insiiline cevap olarak
8 trofoblastlarin apikal plazma Blastosist X X 89, 90
membraninda
1 ve 2-hiicreli plazma Tiim
9 membraninda, trofoblastta 4 X X 91
: asamalar
sitoplazmada
1-2 hiicre ve
L : blastosist X 84

2.4.2. Preimplantasyon Embriyo Gelisiminde Ekstrinsik Faktorler

Tim tiirlerde oldugu gibi, fare ovidukt ve uterusu da spesifik fizyolojik ve
biyokimyasal kosullara sahiptir. Bu kosullar, embriyonun metabolik ihtiyaglarini
karsilayarak, gelisimini destekler.

2.4.2.1. Fare Disi Ureme Sistemindeki Metabolik Kosullar

Preimplantif donem embriyonun gelisim siiresince ihtiya¢ duydugu piruvat,
laktat ve glukoz gibi ekzojen besinler ovidukt ve uterus tarafindan saglanir. Enerji
substratlarmin konsantrasyonlari oviduktun ampulla bdlgesinden uterusa kadar
kademeli olarak degisir. Bu degisim embriyolarmn gereksinimlerini karsilayacak
dogrultudadir (3).

Fare oviduktunun piruvat konsantrasyonu ampulla bolgesinde en yliksek
seviyede iken, uterusta en disiik durumdadir (98). Fare embriyolarmnin ilk
yariklanma bdliinmesinde piruvat zorunlu oldugu i¢in, ampulladaki konsantrasyonun
en yiiksek diizeyde olmasi beklenen bir durumdur (3). Glukoz i¢in ise tam tersi bir
durum s6z konusudur. Farede disi tireme kanalinda ovidukttan uterusa dogru glukoz
konsantrasyonu artmaktadir. Disi lireme kanalindaki bu fizyolojik kosul, erken
yariklanma embriyolarinin glukoz kullanmadigi, ge¢ donemde ise glukoza mutlak
gereksinim duydugu metabolik adaptasyonlar1 ile dogru orantihidir. Ayrica, yapilan
caligmalarda kiiltiir ortamindaki glukozun erken donem fare embriyolarinda geligimi
olumsuz yonde etkiledigi belirlenmistir (100). Bu nedenle, embriyolar1 ¢ok yiiksek
glukoz maruziyetinden korumak i¢in oviduktun, diisiik glukoz konsantrasyonuna
adapte oldugu diisiiniilebilir.
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2.5. Mitojenle-Aktive Edilmis Protein Kinaz (MAPK) Sinyal Yolag:

Sinyal transdiiksiyon aglari, hiicrelerin extraseliiler ortamlarindaki degisimleri
algilamalarina ve bu degisimlere uygun cevabi vermelerine olanak saglar. Mitojenle-
aktive edilmis protein kinaz (MAPK) ardisik basamaklar1 (kaskat), sinyal
transdiiksiyon aglar1 arasinda en kapsamli ¢alisilanlarindan biridir ve hiicre biiyiimesi
ve farklanmasi, hiicre hareketinin yeniden diizenlenmesi, hiicre boliinmesi, hiicre
cogalmast (proliferasyon) ve hiicre Olimii (apoptoz) gibi pek ¢ok hiicresel
programlanma siireglerine dahil oldugu gosterilmistir (16, 101). Mitojenle-aktive
edilmis protein kinaz sinyal yolagi ligand-reseptor etkilesimlerinden gelen iletilerin
aktarimini ve bu iletilerin ¢ok cesitli hiicresel cevaplar (apoptoz, proliferasyon..vs)
seklinde doniistiiriilmesini saglar (102, 103).

MAPK siiperailesi, her biri 6karyotik sistemlerde yiiksek derecede korunmus,
birbirinden bagimsiz dort ardisik sinyal basamagindan olusmaktadir (101):

1. c-Jun N-terminal Kinaz veya Stres Aktivasyonlu Protein Kinazlar
(JNK/SPKs) (17, 18)

Ekstraseliiler Sinyalle Diizenlenen Kinazlar (ERKS) (19)

ERKS veya Biiyiik MAP Kinazl ailesi (20, 21)

p38 MAPK ailesi (22)

»own

Mitojenle-aktive edilmis protein kinazlar bir Serin/Treonin (Ser/Thr) protein
kinaz ailesidir. Hedef protein substratlarinin serin ve treonin rezidiileri spesifik
MAPK’lar tarafindan fosforillenmekte ve hiicresel yanitlar olusturulmaktadir.
MAPK sinyal kaskat1 ii¢ katmanli modiiller halinde hiyerarsik olarak diizenlenir.
MAPK’lar MAPK-kinazlar (MAPKKs) tarafindan fosforillenir ve aktive edilir.
MAPKK’lar da bir iist basamaktaki MAPKK-kinazlar (MAPKKKSs) tarafindan
fosforillenmekte ve aktive edilmektedir. Sinyalin en iist basamaginda bulunan
MAPKKK’larin aktivasyonu ise, eksternal uyaranlarin veya hiicre ylizey
reseptorlerinin MAPK modiillerine baglanmasindan sonra, kiigiik bir GTPaz ailesi
ve/veya diger protein kinazlarin etkilesimi tarafindan gergeklestirilir (Sekil 2.17.)
(16, 102, 103).
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Sekil 2.17. MAPK sinyal yolagi ve hiicresel yanitlar. MAPK sinyal yolagi, iist basamaklardaki
kinazlarin hiicre yiizey reseptorleri tarafindan aktive edilmesinin ardindan, MAPK
modiillerinin (MAPKKK — MAPKK — MAPK) ardigik aktivasyonlar: ile organize
modiiler bir kaskattir (49).

2.5.1. p38 MAPK Sinyal Yolag

2.5.1.1. p38 MAPK izoformlar

MAPK kaskatinin alt ailesi olan p38 MAPK sinyali, inflamasyon, hiicre
iskeleti yeniden-diizenlenmesi, hiicre proliferasyonu ve apaptozu gibi ¢ok ¢esitli
hiicresel siirecleri diizenleyen dort protein izoformundan olugmaktadir: p38a, B, y ve
d (22, 104). p38a ilk izole edilen 38-kDa’luk proteindir ve uyaranlara yanit olarak
hizli bir sekilde tirozin fosforiller. p38a ve p38P siirekli olarak ekspre edilirken
(105), p38y ve p38o’nin dokulardaki ekspresyonlar1 birbirinden farklhidir (106).
Sekans karsilastirmalari, her bir p38 izoformunun kendi arasinda %60’tan fazla
benzerlik igerdigini, fakat diger MAPK iiyeleri ile yalnizca %40-45 oraninda
benzerlik tagidigini gostermistir (Tablo 2.5) (22).

Tablo2.5. p38 MAPK izoformlarinin 6zellikleri (22).

p38 Aminoasit mRNA Boyutu  Molekiiler Agirhk  SB203580°¢e
izoformlar1  Numarasi (kB) (kDa) duyarhlik
p38a 360 3.5 38 +
p38p 364 2.5 39 +
p38y 367 2.0 43 -
p385 366 1.8 40 -
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Fare preimplantasyon gelisiminin tiim basamaklarinda (zigot, 2-hiicreli, 4-
hiicreli, 8-hiicreli embriyo, morula ve blastosist) p38 MAPK tiim izoformlarin1 (a, f,
v, 0) kodlayan mRNA’lar tespit edilmistir (23). Protein analizlerinde ise, p38
MAPK’m hem total, hem de fosforile formunun preimplantasyonun tiim gelisim
basamaklarinda, blastomer sitoplazmasinda bulundugu gosterilmistir (23, 24).

2.5.1.2. p38 MAPK Ust Basamak Substratlar

Memelilerde p38 MAPK sinyali ¢evresel stres, biliylime faktorleri,
inflamatuar sitokinler gibi ¢ok ¢esitli etkenler tarafindan aktive edilebilmektedir
(107, 108, 109). p38 izoformlarmi ise spesifik olarak aktive eden iist basamak
kinazlar1 bulunmaktadir (Sekil 2.18). MKK3 ve MKK6 etkin bir sekilde p38p’y1
aktive edemezken, p386 yalnizca bu iki iist basamak kinazi tarafindan aktive
edilebilmektedir. Bu durum, p38 izoformlarmin farkl regiilatorler tarafindan aktive
edildigini gostermektedir (110).

Tiim MAPK’lar gibi, p38 grup kinazlar da ¢iftli kinazlar olan MAP kinaz
kinazlar (MKKs) tarafindan aktive edilmektedir. MKK6, dort p38 izoformunu da
aktive edebilirken, MKK6’nin %80 homologu olan MKK3, p38a, p38y ve p386’y1
aktive etmektedir. Ayrica p38a ve p386°’nin MKK4 tarafindan da aktive oldugu
bildirilmigtir (111).

2.5.1.3. p38 MAPK Alt Basamak Substratlari

MAP kinazla aktive olmus protein kinaz 2 (MAPKAP-2 veya MK-2) ilk
tamimlanmis p38 alt basamak substratidir. MK-2’nin in vitro aktivasyonu, p38a ve
p38B spesifik inhibitér olan SB203580 tarafindan inhibe edilir (112). MK-3
tanimlanmis bir diger p38 alt basamak substatidir (113). Aktive olmus MK-2 ve MK-
3 proteinleri, 1s1 sok proteini 27 (HSP27), lenfosit-spesifik protein 1 (LSP1), cCAMP
cevapli element-baglanma proteini (CREB), tirozin hidroksilaz gibi pek ¢ok substrati
fosforiller (114, 115). Stress ile aktive olan bir protein kinaz olan, p38 ile
regiile/aktive olmus kinaz (PRAK)’da, p38a ve p38p tarafindan aktive edilmektedir.

p38 MAPK sinyalinin hiicre icerisindeki alt basamak hedefleri olan PRAK,
MK-2 ve HSP27 mRNA’lar1 ile bu proteinlerin total ve fosforile formlari,
preimplantasyon gelisimin tiim asamalarindaki varligi gosterilmistir. Protein
lokalizasyon ¢alismalarinda p38 MAPK’in fosforile olmus alt basamak hedeflerinin
tespit edilmesi, bu yolagin preimplantasyon gelisimi siiresince, hiicre icerisindeki
aktif sinyal arac1 mekanizma oldugunu gostermektedir (23, 24, 25, 26).
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Sekil 2.18.  p38 MAPK sinyali (49).

2.5.1.4. p38 MAPK Tarafindan Aktive Edilen Transkripsiyon Faktorleri

Birkag transkripsiyon faktoriiniin p38 sinyali tarafindan fosforillendigi ve
boylece aktive edildigi gosterilmistir. Bu transkripsiyon faktorlerinden bazilar1 su
sekilde siralanabilir;

o Aktive edici transkripsiyon faktori-2 (ATF-2) ve ATF-1 (115)

o SRF aksesuar protein 1 (Sapl) (118)

o Biiyiime durdurucu ve DNA hasar indiikleyici gen 153 (CHOP veya
GADD153) (116)

e p53(119)

e Miyosit ¢cogaltict faktér 2C (MEF2C) ve MEF2A (117)
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2.5.1.5. p38 MAPK Regiilasyonunun Baskilanmasi

Fizyolojik kosullarda, MAP kinaz aktivitesi ¢cogunlukla kisa siirelidir. MAP
kinazlarm diizeyi situmiilasyon boyunca asla degismedigi i¢in, fosfatazlar tarafindan
MAPK defosforilasyonu, MAPK aktivitesinin durdurulmasinda major rol
oynamaktadir. Fosfatazlarin bir grubu tanimlanmistir. MAP kinaz fosfataz (MKP)-1
bu grubun bir 6rnegidir ve ERK, JNK ve p38’leri i¢eren bir kag MAP kinazlarin
aktivitesini baskilamaktadir (120). Diger dokuz fosfataz tipi memelilerde
tanimlanmistir ve bunlarin bazilar1 siki transkripsiyonel kosullar altinda ve belirli
dokularda patern gosterir (121, 122).

In vitro gegici transfeksiyon c¢alismalar1t MKP-1, MKP-4 ve MKP-5’in p38a
ve p38PB’y1 etkin bir sekilde defosforile ettifini gostermistir (123, 124). Iiging bir
sekilde p38y ve p386 ise tiim MKRP ailesi iiyelerine direng gostermektedir. Bu durum,
p38 izoformlarinm farkl regiile olmasindan kaynaklanmaktadir.

p38 MAPK sinyal yolagmm baskilayan bazi farmakolojik inhibitor
molekiilleri de bulunmaktadir. p38 spesifik inhibitdrii olan SB203580 nin (pyridine,
4-[4-(4-fluorophenyl)-2-[4-(methylsulfinyl)phenyl]-1H-imidazol-5-yl]) yapisal
analizleri, bu molekiilin ATP bolgelerine baglanarak, enzimatik aktiviteyi spesifik
olarak inhibe ettigini gostermistir (125). SB203580 ile benzer davranista, piroller
olarak bilinen bir kag¢ farkli inhibitér daha bulunmaktadir ve bu inhibitorlerin in vitro
ve in vivo ortamlardaki potansiyel anti-inflamatuar etkisi ortaya konulmustur (126,
127).

p38 sinyal yolagmin farmakolojik inhibitorlerine sitokin-baskilayic1 anti
inflamatuar ilaglar (CSAID) ad1 verilmektedir ve bu ilaglarin inflamasyon ile iliskili
hastaliklardaki rolii birka¢ hayvan modellerinde calisilmistir. SB203580 molekiilii
tarafindan p38 aktivitesinin baskilanmasi, fare endotoksin-indiiklenmis sok
modellerinde mortaliteyi diisiirmekte ve fare kollojen-indiiklii artiritin ve rat adjuvan
artiritinin gelisimini baskilamaktadir (127). Bununla birlikte, bir diger p38 inhibitori
olan SB220025’in graniilomanin vaskiiler yogunlugunu doz-bagimli diizeyde
belirgin bir sekilde gerilettigi gosterilmistir (128). Bir baska calismada ise,
SB203580 uygulamasinin fare endometriyozis modelinde IL-13 , TNF- o , MMP-2
ve MMP-9 seviyelerini azaltarak, endometriyotik lezyonlar1 gerilettigi gosterilmistir
(129). Bu sonuglar, p38 sinyalinin veya komponentlerinin, inflamatuar hastaliklar
icin tedavi edici hedefler olabilecegini 6nermektedir (22). p38 MAPK sinyali, TNF-a
ve IL-1 dretimini diizenledigi igin, p38 inhibitorlerinin yalnizca pro-inflamatuar
sitokin liretimini degil, onlarin etkilerini de baskilamasi ve bdylece inflamatuar ve

immiin cevapl hastaliklara neden olan habis sikluslar1 da durdurmasi beklenmektedir
(130).

p38 MAPK’mn ve alt basamak hedeflerinin preimplantasyon siiresince tespit
edilmesinin ardindan, son yillarda yapilan bazi calismalar ile birlikte, bu yolagin
embriyo gelisimindeki fizyolojik rolleri de arastirilmaya baslanmistir. p38 MAPK’1n
farmakolojik inhibitorleri olan CSAID’lerin in vitro embriyo kiiltlir ortamlarinda
uygulanmas1 dikkat cekici bazi sonuglara isaret etmektedir. /n vitro kiiltiirde
SB220025 ve SB203580 uygulamasi ile p38 MAPK aktivitesi baskilanmig
embriyolarm 8-16 hiicre asamasinda gelisimlerinin geriledigi ve bir cogunun
blastosist asamasina ulagamadigi gosterilmistir (24, 25, 26). Buna karsilik p38
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MAPK aktivesi baskilanmis erken yariklanma donemindeki embriyolarda belirgin
bir gelisim geriligi olmamaktadir (24). Bu sonuglar, aktif p38 MAPK sinyalinin
normal bir preimplantasyon gelisimi i¢in mutlak gerekli mekanizmalardan biri
oldugunu gostermektedir.

2.6. Cahsmanin Hipotezi

Preimplantasyon embriyo gelisimi siiresince gerek embriyonun metabolik
ihtiyaclari, gerekse bu ihtiyaglar1 karsilayacak olan transport sistemleri ve enzimatik
aktiviteler tanimlanmig olmasina karsin, bu sistemlerin hiicre igerisinde kontroliinii
diizenleyen sinyal aracilarina iligkin bilgiler bulunmamaktadir. Dahasi, p38 MAPK
sinyali bloke edilmis embriyolarda, preimplantasyon gelisim gerilikleri tespit edilmis
fakat bu durumun fizyolojik nedenleri aydinlatilamamistir. Preimplantasyon
siiresince embriyolardaki p38 MAPK aktivitesinin bloke edilmesi, metabolik
ithtiyaclarin degistigi ve aktivitenin yiiksek oldugu ge¢ donem embriyo gelisimi
iizerinde etkisini gostermesi, bu yolagin embriyoda metabolik siirecleri diizenleyen
hiicre i¢i aract mekanizmalardan biri olabilecegini akla getirmektedir. Yakin
zamanlarda yapilan ¢aligmalarda, direkt olarak embriyo yasayabilirligi tizerinde etkili
olan GLUT proteinlerin pek ¢ok dokudaki ekspresyonel kontroliinii p38 MAPK
sinyalinin yaptig1 bildirilmistir (27-32). Bu bilgilerden yola ¢ikarak su hipotezi
kurduk: Preimplantif donem embriyonik gelisimde GLUT transport proteinlerinin
ekspresyonlar1 p38 MAPK sinyal araciligiyla gerceklesir. Bu baglamda amacimiz;
p38 MAPK inhibisyonunda GLUT1 ve GLUT4 protein ve mRNA ekspresyon
diizeylerini belirlemektir.
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GEREC VE YONTEM

3.1. Siiperovulasyon Protokolii

Stiperovulasyon, disaridan hormonal miidahale ile genital dongiiyii kontrol
altna alarak, normal fizyolojik kosullarda elde edilebilen kaliteye en yakin, cok daha
fazla sayida, es zamanli olarak oosit ve embriyo elde etmek amaciyla kullanilan
yontemdir. Bu calismada bir Folikiil Situmulan Hormon (FSH) analogu olan
Pregnant Mare’s Serum Gonadotropin (PMSG, Sigma G-4877), disi farelerde
folikiilogenezi stimiile etmek icin; bir LH analogu olan Human Chorionic
Gonadotropin (hCG, Sigma CG-10) ise disi farelerde ovulasyonu indiiklemek igin
kullanild.

3.1.1. Gonadotropinlerin Hazirlamsi

Cogu fare soylarinda PMSG ve hCG’nin onerilen ¢ozeltisinde dozu
intraperitonal 5 1.U. dir. Bu ¢alismada, uygulamadan 6nce PMSG ve hCG steril
enjeksiyonluk su igerisinde 50 1.U./ml olacak sekilde sulandirildi. Stok solusyonlar
aliquatlar igerisine ayrilarak -80°C’de kullanima kadar muhafaza edildi.
Enjeksiyonun yapilacagi giin hazirlanan bu ¢ozeltiden, her hayvana 0.1 ml
intraperitonel yolla enjekte edildi.

3.1.2. Gonadotropinlerin Uygulanmasi

Calismamizda Akdeniz Universitesi, T1p Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Bakim
ve Uretim Unitesi’nden temin edilen 5-6 haftalik BALB/C k1 disi ve ciftlestirme
icin 12-18 haftalik BALB/C 1rki1 erkek fareler kullanildi. BALB/C irki disi ve erkek
fareler su ve besin kisitlamasi olmaksizin, on iki saatlik aydinhk/karanlik
dongiisiinde muhafaza edildi. Folikiilogenezi stimiile etmek icin her bir disi fareye
intraperitonal yolla 5 I.U. PMSG enjeksiyonu yapildi. PMSG enjeksiyonundan 48
saat sonra, ovulasyonu indiiklemek i¢in intraperitonel yolla 5 TU hCG enjeksiyonu
yapildi. hCG enjeksiyonunun yapildigi giiniin aksaminda disi fareler, erkek fareler (2
disi bir erkek olacak sekilde) ile gece boyunca ciftlesmeye birakildi. Ertesi sabah
vajinal plak kontrolii yapilan ve plak varlig1 belirlenen disi fareler fertilizasyonun
0,5. gilinlinde kabul edildi.

3.2. Embriyolarin Toplanmasi

Vajinal plak kontrolii yapilarak gebeligin pozitif oldugu varsayilan disi fareler
hCG enjeksiyonundan 48 saat sonra servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi.
Sakrifiye edilen farelerin oviduktlar1 ¢ikartilarak %0,4 BSA (Sigma A8412) iceren
Human Tubal Fluid (HTF) (Irvine Scientific 90126) medyumu igerisine alindi.
Stereo mikroskop (Zeiss Stemi SV 11) altinda yeni bir %0,4 BSA-HTF medyumu
icerisine alinan oviduktun penset ile sabitlenmesi saglanarak, ampulla bolgesi
enjektdr ignesi ile patlatildi ve embriyolarin ovidukt icerisinden disariya ¢ikmalari
saglandi. Medyuma yayilan 2-hiicreli embriyolar stereo mikroskop altinda toplandi
ve li¢ adet %0,4 BSA-—HTF medyum damlasindan gegirilerek yikandiktan sonra, her
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bir deney grubunda esit sayida embriyo igerecek sekilde kiiltiir ortamlarma aktarildi.
Embriyolarin medyumlarm birinden digerine aktarilma islemleri ucu inceltilmis cam
pastor pipetleri ve agiz pipeti kullanilarak gerceklestirildi.

3.3. Embriyo kiiltiirii ve inhibitér Uygulamasi

Iki-hiicreli asamada toplanan embriyolar her bir deney grubuna ait in vitro
kiiltiirde 8-hiicreli, morula ve blastosist asamalarina kadar gelistirildi. iki-hiicreli
embriyolarin kiiltiir medyumlarina aktarildig: saat kiiltiiriin sifirmer (0.) saati olarak
kabul edildi ve her bir deney grubu i¢in embriyolarin yariklanma stireleri ve 8-
hiicreli, morula ve blastosist asamalarma ulastiklar1 saatler not edildi.

3.3.1. Cahsmada Kullanilan /n-Vitro Embriyo Kiiltiir Medyumlari

Calismada ¢ok adimli (sekansiyel) kiiltir medyumu sistemi kullanildi.
Sekansiyel medyumlar embriyonun fizyolojisindeki ve gereksinimlerindeki
degisiklikler goz Oniine alinarak gelistirilmis 6zel medyumlardir. Embriyonun
gereksinimleri hangi gelisim evresinde bulunduguna gore degisir (5, 8, 10). Bu
calismada, iki-hiicreli asamada toplanan embriyolar oncelikle piruvat ve laktat iceren
G-1 (G-1™ PLUS v5 Cleavage Medium, Vitrolife 26080.02) medyumu igerisine
alind1. Sekiz-hiicreli asamaya gelistikleri gozlenen embriyolar glukoz igeren G-2 (G-
2™ PLUS v5, Vitrolife 26082.02) medyumu igerisine aktarildi (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1.  Calismada uygulanan in-vitro kiiltiir deney diizenegi.
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3.3.2. inhibitériin Hazirlamis1

Calismada p38 MAPK selektif inhibitorii olan SB203580 (CSAID™,
Cytokine Suppressive Anti-Inflammatory Drug, Calbiochem 559389) molekiilii
kullanildi. Uygulamadan once, stok 5 mg toz halindeki inhibitor, onerilen ¢oziiciisii
olan DMSO (dimetil siilfoksit, Sigma D2650) icerisinde, stok konsantrasyonu 20
mM/ml olacak sekilde ¢dziildii. Stok ¢ozelti aliquatlara ayrild: ve -20°C’de kullanima
kadar muhafaza edildi. Embriyo kiiltir medyumlarmin hazirlanacagi giin oda
sicakligma getirilen aliquatlardan, 20 pM/ml doz SB203580 igerecek sekilde kiiltiir
medyumlari igerisine eklendi.

3.3.3. Deney Gruplan
Calismada ii¢ deney grubu olusturuldu;

1) Kontrol grubu; sadece kiiltiir medyumunu igeren ortam

2) Cozgen grubu; kiiltiir medyumu + inhibitdr ¢oziiclisiini (%0.1
DMSO) iceren ortam

3) Inhibitér grubu; kiiltir medyumu + 20 pM SB203580 molekiilii
(CSAID™. p38 MAPK selektif inhibitorii) iceren ortam (23-26).

Hazirlanan kiiltiir medyumlari ile steril petri kabr igerisinde 50 pul’lik 5 damla
olusturuldu. Kiiltiir damlalarinin iizeri buharlasmayi, kontaminasyonu ve pH
degisimlerini engellemek amaciyla 5 ml steril mineral yag (Sigma MS5310) ile
ortildi. Bu kiltiir diizenegi (Sekil 3.2) her bir deney grubu (kontrol, ¢dzgen,
inhibitor) i¢in olusturuldu. Biitiin uygulamalar laminar flow kabin (Metisafe Class 11
Safety Cabinet) igerisinde gergeklestirildi. Hazirlanan kiiltiir ortaminin 37°C 1s1, %95
nem, %5 CO; kiiltiir kosullaria sahip inkiibatérde (Heraecus HERA Cell 150) petri
kabinin kapagi acik bir sekilde en az 2 saat gazlanmasi saglandi. Stereo mikroskop
altinda toplanan embriyolar, her damlada esit sayida embriyo olacak sekilde
gazlanmis kiiltiir damlalarina aktarildi. Ortadaki damla bos birakildi ve toplanan
embriyolar1 yilkama amaciyla kullanildi. Toplanan embriyolarin 3 deney grubuna ait
kiiltlir medyumlarina aktarim islemi tamamlandiktan sonra, petri kabinin kapagi
kapali bir sekilde inkiibatére (37 °C 1s1, %95 nem, %5 CO;) kaldirildu.

Kultur damlalar

(Her bir damla 50 pl)

B S£5Y \
Mineral yag
(4 ml) ﬁ’ 5&)

Sekil 3.2. Calismada kullanilan kiiltiir diizenegi.
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3.3.4. Embriyolarin Gelisim Takibi ve invert Mikroskopta Degerlendirilmesi

p38 MAPK inhibitoriiniin preimplantasyon embriyo gelisimi iizerine etkisini
belirlemek i¢in, embriyolarin gelisim potansiyelleri her {i¢ grupta, in vitro kiiltiir
stiresince degerlendirildi. Embriyolarin, invert mikroskop (Olympus IX71) altinda
her giin gelisimleri takip edildi, tiim gelisim agamalar1 degerlendirildi ve fotograflari
cekildi. iki-hiicreli embriyolarm toplandig1 ve kiiltiir medyumuna aktarildig1 giin
kiiltiiriin 0. saati olarak kabul edildi. Gruplar arasi kiyaslama kontrol grubundaki
yariklanma stireleri esas alinarak yapildi. 0. saatten itibaren kiiltiirde her ii¢ grup icin,
8-hiicreli, morula ve blastosist asamalarina ulagan embriyo sayilar1 not edildi.
Sonugta biitiin veriler toplandi ve istatistiksel analiz yapilarak, ii¢ deney grubundaki
embriyolarin gelisim oranlar1 belirlendi.

3.3.5. Istatistiksel Analiz

Kontrol, ¢6zgen ve inhibitor eklenmis ortamlarda in vitro kiiltiire edilen
embriyolarin gelisim dagilimlar1 istatistiksel olarak One-Way Anova testi ile
degerlendirildi. p<0,05 degeri anlamli olarak kabul edildi.

3.4. Immiinofloresan Boyama

Calismada bu yontem kontrol, ¢6zgen ve inhibitor iceren kiiltiir ortamlarinda
in-vitro kultiir sonras1 elde edilen 8-hiicreli, morula ve blastosist asamasindaki
embriyolarda arastirilan protein ekspresyonlarmin belirlenmesi ve ekspresyon
diizeyinin karsilastirilmasi i¢in kullanild.

Kullanilan Soliisyonlar:

e %3 Paraformaldehit Soliisyonu
6 gr paraformaldehit 200 ml bidistile su igerisine eklenerek
manyetik karistiricida (Velp Scientifica F20520162) ¢oziinene kadar
karistirildi, ¢Oziinmesi i¢in igerisine NaOH eklendi. Berrak c¢ozelti
olugtuktan sonra 1 tablet PBS eklendi (1X PBS). pH=6.4 olacak
sekilde ayarlandiktan sonra soliisyon esit hacimlere bolindi ve -

20°C’de muhafaza edildi.

e PBS (Phosphate Buffered Saline-Fosfat tamponlu tuz) - %2 BSA
Soliisyonu

1 tablet PBS (Sigma P4417) 200 ml bidistile su igerisinde

coziilerek 1X PBS hazirlandi. Ardindan bu soliisyon igerisinde 2 gr

toz BSA (Sigma A9647) ¢oziildii. En son olarak, hazirlanan 200

ml’lik tampon igerisine kontaminasyonu engellemek amaciyla 90 mg

Sodyum Azid (%0,09 oraninda) eklendi. pH=7.4 olacak sekilde
ayarland1.

e Permeabilizasyon Soliisyonu

100 pl Tween-20 (Sigma P1379) 100 ml PBS igerisinde (%0,1
oraninda olacak sekilde) ¢oziildii.
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Bloklama Soliisyonlar
a. Normal Ke¢i Serumu (Vector N0912); 9%20’lik oranda serum
iceren PBS - %0,1 Tween-20 soliisyonu hazirlandi.
b. Normal Esek Serumu (Jackson ImmunoResearch 017-000-
121); %?20’lik oranda serum igeren PBS-%0,1 Tween-20
soliisyonu hazirlandi.

Antikor Diluent Soliisyonu
%0,05’lik Tween-20 iceren PBS - %2 BSA soliisyonu antikor
diliient olarak hazirlandu.

DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole Dihydrochloride)
Niiklear boyanma i¢in DAPI (Sigma D8417) 1:500
konsantrasyonda 1X PBS icerisinde hazirlandi.

Kapatma Soliisyonu: Vector Vectaschield H-1100

Gozlem:

3.4.1.

Stereomikroskop: Tiim immiin boyama basamaklar1 Zeiss Stemi SV11
marka stereomikroskop altinda yapildi.

Floresan Mikroskop: Immiinboyama sonrasi floresan-isaretlenmis
proteinlerin gézlemi ve degerlendirilmesi i¢in Olympus BX61 marka floresan
mikroskop kullanild.

Preimplantasyon = Embriyolarda p38 MAPK  Sinyal Yolagi
Inhibisyonunun Gésterilmesi
Hiicre sitoplazmasi igerisinde aktif olan p38 MAPK sinyali hsp27 proteinini

fosforiller. Aktif p38 MAPK sinyali niikleus igerisine gegtikten sonra ise, niikleus
icerisindeki MK2 proteininin fosforilasyonunu gergeklestirir. Hiicre i¢erisindeki aktif
p38 MAPK sinyali p-MK2 ve p-hsp27 proteinlerinin varligi ile belirlenir (Sekil 3.3).
Calismada kullanilan inhibitér molekiiliiniin (SB203580; p38 MAPK selektif
inhibitorii) etkinliginin dogrulanmas i¢in, p38 MAPK sinyal yolaginin alt basamak
hedefleri olan MK2 (MAPKAPK2) ve hsp27 (heat shock protein 27) proteinlerinin
fosforilasyonlar1 degerlendirildi. Her ii¢ deney grubundan (kontrol, ¢6zgen, inhibitor
uygulanmig) in vitro kiltiir sonrasi elde edilen 8-hiicreli, morula ve blastosist
asamasindaki embriyolarda p-MK2 (cell signalling 3616) ve p-hsp27 (cell signalling
2401) proteinlerinin varhigt immiinofloresan boyama yontemi ile belirlendi ve
inhibitor etkinligi gosterildi (23-26).
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Sekil 3.3. Hiicre icerisindeki p38 MAPK sinyal aktivitesi dogrultusunda hsp27 ve MK2
proteinlerinin fosforillenmesi (49).

3.4.2. Preimplantasyon = Embriyolarda  Glukoz Tasiyict  Proteinlerin

Gosterilmesi

Calismada Kolaylastirict Glukoz Tasiyicilar1 (GLUT) protein ailesinden
GLUTI1 ve GLUT4 proteinlerinin preimplantasyon donemi embriyolarda varligi her
ii¢c deney grubunda immiinofloresan boyama yontemi ile belirlendi ve gruplar arasi
karsilagtrma yapildi. Literatlir bilgilerine goére, GLUT1 protein ve mRNA’s1
preimplantasyon embriyonik gelisimin her asamasinda bulunmasina karsin, GLUT4
protein ve  mRNA’s1 premplantasyon embriyonik gelisimin yalnizca blastosist
asamasinda bulunmaktadir (13). Calismada GLUT1 (Abcam, ab652) proteini her ii¢
deney grubundan (kontrol, ¢6zgen, inhibitdr uygulanmis) in vitro kiiltiir sonrasi elde
edilen 8-hiicreli, morula ve blastosist asamasindaki embriyolarda; GLUT4 (Abcam,
a654) proteini her ti¢ deney grubundan in vitro kiiltiir sonras1 elde edilmis yalnizca
blastosist agsamasindaki embriyolarda varligi immiinofloresan boyama yontemi ile
belirlendi ve gruplar arasi karsilastirma yapildi.

3.4.3. Immiinofloresan Boyama Yontem Basamaklar
Caligmada uygunanan immiinfloresan boyama prosediirii su basamaklardan
olustu;

1. Embriyolar %3 paraformaldehit i¢erisine almarak 20 dakika fikse edildi.

2. Fiksasyon igsleminden sonra embriyolar, 3 adet 10’ar dakika PBS - %2 BSA
damlasindan gecirilerek yikandi.

3. Yikama isleminin ardindan embriyolar, %0.1’lik tween-20 icerisinde 30 dakika
bekletilerek permeabilize edildi.
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4. Bloklama soliisyonu igerisinde embriyolar 1 saat oda 1sisinda inkiibe edildi.

Bloklama siiresinin sonunda embriyolar, antikor diliient soliisyonu igerisinde

hazirlanmis olan primer antikor igerisine aktarild1 ve gece boyu +4°C’de inkiibe

edildi. Calismada arastirilan tiim primer antikorlar icin gece boyu +4°C

inkiibasyon uyguland1.

6. Inkiibasyon siiresinin sonunda embriyolar tekrar 3 adet 10’ar dakika PBS - %2
BSA damlasindan gegirilerek yikandi.

7. Embriyolar antikor diliient soliisyonu igerisinde hazirlanmis floresan isaretli
sekonder antikorda, 40 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

8. Sekonder antikor uygulamasindan sonra embriyolar 3 adet 10’ar dakika PBS-
%2BSA damlasidan gegirilerek yikandi.

9. Niiklear DNA boyamasi i¢in embriyolar DAPI soliisyonu igerisine alind1 ve 1
dk soliisyon igerisinde inkiibe edildi.

10. Embriyolar tek bir PBS-%2BSA damlasindan gegirilerek yikandi.

11. Embriyolar 5ul floresan 1simanin solmasini engelleyen kapatma soliisyonu
icerisine alirak, lamel ile hava boslugu kalmayacak sekilde kapatildi.

o

Primer antikorlar, sekonder antikorlar ve bunlara ait diliisyon oranlar1 Tablo
3.1’de verilmistir.

Tablo3.1. Immiinofloresan isaretleme yonteminde kullanilan primer antikor, sekonder antikor ve
diliisyon oranlari.

PRIMER - SEKONDER N
ANTIKOR KATALOG NO | DILUSYON ANTIKOR DILUSYON
GLUT1 Abcam Ab652 1/300 Alexa Flour 488
Esek Anti-Tavsan
GLUT4 Abcam Ab654 1/50 A-21206 Invitrogen
p——T 1/500
p-MK2 Cell :,o!grl'g”'“g 1/100 Alexa Flour 488
Cell Signallin Keei Anti-Tavsan
p-hsp27 hryioaal 1/50 A-11008 Invitrogen

3.5. Kantitatif Real-Time PCR Teknigi

Calismada gqRT-PCR (quantitative Real-Time-Polymerase Chain Reaction),
teknigi, ti¢ deney grubunda (kontrol, ¢6zgen, inhibitor) GLUT1 ve GLUT4 gen
ekspresyonlarint mRNA diizeyinde kantitatif diizeyde degerlendirmek amaciyla
kullanild1. Sekiz-hiicreli, morula ve blastosist asamasma kadar kiiltiire edilen
embriyolar, her bir grup i¢in 20 adet embriyo olacak sekilde liziz tamponu igerisine
toplandi. Her bir grup i¢in toplanan 6rneklerden RNA izolasyonu, izole edilen
RNA’lardan reverse transkripsiyon ile cDNA eldesi ve elde edilen cDNA 6rnekleri
ile real-time PCR uygulamasi gergeklestirildi.
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3.5.1. Total RNA izolasyon Basamaklar

Sekiz-hiicre, morula ve blastosist asamasindaki embriyolardan RNA

izolasyonu RNAqueous-Micro (Micro Scale RNA Isolation Kit, Ambion Am1931)
kiti ile gerceklestirildi.

1.

10.

11.

Her gruptan (kontrol, ¢6zgen, inhibitér uygulanmis) elde edilen 20 embriyo,
steril 0.5 ml tiipteki 50 pl lizis soliisyonu icerisine konuldu, +4 °C’de 10 dakika
bekletildi.

Siire sonunda tiiplere, 25 ul etanol eklendi ve vorteks ile karistirildi.

Lizat + etanol karigimi belirli bir por ¢apma sahip micro filtreden 30 saniye
13200 rpm’de dondiirtilerek gecirildi. Boylece karisimdaki RNA’nin tamaminin
filtreden gegmesi saglandi. RNA’lar, bu agamada filtrelere tutundu.

. Daha onceden oda 1sisina getirilmis 180 pl yikama solusyonu filtreyi igeren

tiipe eklendi, 30 saniye 13200 rpm’de dondiiriilerek yikandi. Prosediiriin bu
basamagi 2 kez tekrar edildi.

Ardindan 13200 rpm hizda 1 dakika santrifiij edildi.

Filtre, yikama tiipiine konuldu, +4 °C’de saklanan ve kullanim &ncesi 75 °C’de
onceden 1sitilan ayirma solusyonundan 5 pl filtrenin tam merkezine gelecek
sekilde eklendi. Kapagi kapatilip oda 1sisinda 1 dakika bekletildikten sonra
RNA’nin filtreden tiipiin dibine inmesi i¢in 13200 rpm hizda 30 saniye santrifiij
edildi.

Ayni iglem 5 pl ayirma soliisyonu ile bir kez daha gerceklestirildi, RNA’larin
mikro ayirma tiipliniin dibinde toplanmasi saglandi.

Mikro ayirma tiipliniin dibindeki total RNA, (yaklasik 10 pl) steril 0.2 ml’lik
PCR tiipiine alindi.

Mikro ayirma tiiptindeki karisimin hacminin %10’u kadar 10x DNaz I tamponu
(1 pl) ve 1 ul 10x DNaz | konulup 30 dakika 37 °C’de inkiibe edildi. Boylece,
genomik DNA’lar ortamdan uzaklastirildi.

Tipteki hacmin %]10’u kadar 10x DNaz inaktivasyon soliisyonu (1.2 pl)
konuldu, iyice karigtirildi ve oda 1sisinda 2 dk bekletildi.

Siire tamamlandiktan sonra, 13 200 rpm’de 1 dakika santrifiij edilip DNA
inaktivasyon soliisyonunun dibe ¢okmesi saglandi. Tiipiin iistteki kisminda yer

alan RNA, yeni bir 0.2 ml’lik tiipe konuldu. izole edilen RNA’lar, cDNA eldesi
islemine kadar -80 °C saklandh.

3.5.2. cDNA (Komplementer DNA) Eldesi

Calismada cDNA eldesi asagida belirtilen basamaklarla gergeklestirildi;

. Her bir tiip i¢in hazirlanacak olan temel karisim Tablo 3.2.’de belirtilmistir.
Her tiipe koyulacak olan temel karisimin ayni igerik ve homojenitede
olmasmi saglamak ac¢isimdan 6rnek sayisina gore ana bir karisim hazirlanip,
tiiplere bu karigimdan 8 pl aktarildi. Uygulamada cDNA eldesi i¢in Ambion
RETROscript (AM1710) kiti kullanild1.
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Tablo3.2.  Komplementer DNA eldesinde kullanilan igerikler ve konsantrasyonlari.

Igerikler Hacim (ul) Final konsantrasyon
10x Tampon RT 2.0 1
dNTP (her bir dNTP 2.5 mM’dir.) 4.0 0.5 mM/ her bir NTP
10 unit/ 20 pl reaksiyon
RNaz inhibitor (10 unit/pl) 1.0 karisiminda
100 unit/ 20 pl reaksiyon
MMLV-revers transkriptaz 1.0 karigiminda
Toplam 8.0

2. 0.2 ul’'lik reaksiyon tiiplerine izole edilmis olan RNA’dan 10 ul konuldu.
Ayrica her bir tiipe 2 ul random decamer eklendi. izole edilen RNA’lardaki
sekonder kivrimlar1 agsmak igin tiipler, 85 °C’de 3 dakika bekletildi.

3. Her bir tiipe 8 pul temel karigimdan da konulup, karistirildi ve kisa stire (spin)
dondiiriildi.
4. Reaksiyon tiipleri, 42 °C’de 60 dakika inkiibe edildi.

5. Daha sonra, tiipler 92 °C’de 10 dakika inkiibe edildi ve elde edilen cDNAlar,
-20 °C’de sakland.

3.5.3. Kantitatif Real-Time PCR Uygulama Basamaklari

Goreli ve kesin mRNA miktarini belirlemek i¢in siklikla tercih edilen bir
yontem olan kantitatif real time RT-PCR teknigi, gen ekspresyonu ¢alismalarinda
yogun olarak kullanilmaktadir. Calismada bu teknik i¢in, her hiicrede belirli diizeyde
eksprese oldugu bilinen house-keeping bir gen olan beta aktin ekspresyonu temel
almd1 ve gruplardaki GLUT1, GLUT4 gen ekspresyon diizeyleri karsilagtirildi.
Kantitatif real-time PCR uygulama basamaklar1 asagida belirtilmistir.

1. Yukarida belirtildigi gibi RNA izolasyonu ve cDNA eldesi gergeklestirildi.

2. Tablo 3.3.’de belirtilen igerikler konularak reaksiyon karisimi olusturuldu.
Glutl ve Glut4 genlerine ait primer dizileri Tablo 3.4.’de belirtilmistir.

Tablo 3.3.  gRT-PCR yonteminde kullanilan igerikler ve miktarlari.

Icerikler Miktarlar (ul)
2X SYBRGreen Supermix
(BioRad 1708880) 12.5
. o 0.5
Primer Ileri (F) (10 pm)
0.5

Primer Geri (R) (10 um)

Niikleaz icermeyen su 25 pl’ye tamamland:.
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Tablo3.4. gRT-PCR asamasinda kullanilan primerler.

Glutl 1F 5 -TGTGTACTGCGGCCTGACTACTG-3
Glutl 2R 5" -AACAGCTCCAAGATGGTGACCTTC-3'
Glut4 1F 5" -AAGATGGCCACGGAGAGAG-3’
Glut4 2R 5 -GTGGGTTGTGGCAGTGAGTC-3

Amplifikasyon, 30 siklusta, tablo 3.5.de belirtilen PCR protokolii
kullanilarak gerceklestirildi. PCR programi olarak touch-down sistemi kullanildi. Ug
grup icin, beta aktin, GLUT1 ve GLUT4 genlerinin ekspresyonel degisimleri,
Akdeniz  Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Merkezi
Laboratuvarinda bulunan real-time PCR cihazinda (Light Cycler, Roche) okutuldu ve
software programi yardimiyla belirlendi. Her dort gen i¢in verilen esik degerleri (ct
degerleri) 2[-Delta Delta C(T)] (2*“") metodu kullanildi, GLUT1 ve GLUT4
genlerinin goreli ekpresyonlar1 hesaplandi.

Tablo 3.5.  Calismada kullanilan PCR programi

Bagslangi¢ denatiirasyonu 94 °C’de 5 dakika

10 siklus (her siklusta sicaklik bir derece diismektedir)

92 °C’de 30 saniye
65 °C’de 20 saniye
72°C’de 1 dakika

Geriye kalan 25 déngii

92 °C’de 30 saniye
55 °C’de 20 saniye
72°C’de 1 dakika

3.5.4. lstatistiksel Analiz

Kantitatif Real-Time PCR bulgularmin istatistiksel anlamlilik diizeyi
Kruskal-Wallis One Way analizi ile degerlendirildi. p<0,05 degeri anlamli olarak
kabul edildi.
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BULGULAR

Bu calismada, preimplantasyon donem embriyo gelisiminde Onemli bir
intrinsik kontrol mekanizmasi oldugu bilinen p38 MAPK sinyal yolagi, in vitro
kiiltiir siiresince embriyolarda inhibe edilerek, preimplantasyon embriyo gelisiminin
glukoza bagimli oldugu bilinen 8-hiicreli, morula ve blastosist evrerelerinde gelisime
etkisi gozlendi ve kontrol gruplar1 ile kiyaslandi. Ayrica, preimplantasyon
embriyolarda p38 MAPK sinyal yolagi inhibisyonunun, embriyodaki GLUT1 ve
GLUT4 ekspresyonlari tizerine etkisi protein ve gen diizeyinde arastirildi.

4.1. In-Vitro Kiiltiir Ortamlarindaki Embriyolarin Gelisim Potansiyelleri

4.1.1. Embriyolarin Gelisim Takibi

Yapilan gelisim takibi gézlemleri sonucunda, kontrol ve ¢6zgen grubuna ait
embriyolarmm in vitro kiiltiiriinde yiiksek oranda blastosist gelisimi goézlenirken;
inhibitor uygulanmis grupta ise blastosist gelisiminin oldukg¢a gerilemis oldugu
gozlendi. In vitro kiiltiir siiresince yapilan embriyo sayimna ait total sonuglar Tablo
4.1.°de goriilmektedir.

Tablo4.1.  Embriyolarin in vitro gelisim potansiyelleri
Elde edilen 2-hiicreli 8-hiicreli Kompakt | Blastosist Deienere
embriyolar (n) embriyo (n) | Morula (n) (n) Arrest (n) J(n)
(0. Saat) (22. Saat) (35. Saat) | (50. Saat)
- Kontrol 195 172 150 122 22 10
E (%88,69) (%85,85) | (%81,78) | (%9,79) | (%5,52)
=
£ ) 105 173 148 121 21 11
© Cozgen (%89,13) (%83,13) | (%77,19) | (%10,06) | (%6,70)
=
2| 20mm | . 152 117 77 56 64
SB203580 (%68,12) (%56,78) | (%4321) | (%2521) | (%30,68)

Iki-hiicreli asamada elde edilen embriyolar, normal kiiltir medyumunda
kiiltiire edildiklerinde, toplamda 195 adet 2-hiicreli embriyodan 172 tanesinin
(%88,69) 8-hiicreli asamaya, 150 tanesinin (%85,85) kompakt morula asamasina,
122 tanesinin (%81,78) blastosist asamasina ulastiklar1 gdzlendi. Inhibitér ¢oziiciisii
olan %0.1 oraninda DMSO igeren kiiltir medyumunda in vitro kiltire edilen
toplamda 195 adet 2-hiicreli embriyonun 173 tanesinin (%89,13) 8-hiicreli asamaya,
148 tanesinin (%83,13) kompakt morula asamasina, 121 tanesinin (%77,19)
blastosist asamasina ulastiklar1 gézlendi. 20 pM inhibitér molekiilii igeren kiiltiir
medyumunda kiiltiire edilen toplamda 223 adet 2-hiicreli embriyonun 152 tanesinin
(%68,12) 8-hiicreli asamaya, 117 tanesinin (%56,78) kompakt morula asamasina, 77
tanesinin (%43,21) blastosist asamasma ulastiklar1 gdzlendi. Inhibitér molekiiliiniin
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bulundugu in vitro kiiltiir ortamindaki gerilemis gelisim potansiyeli dikkat ¢ekicidir.
Kiiltiirdeki arrest ve dejenere oranlarina bakildiginda, kontrol grubunda toplamda
195 adet embriyonun 22 tanesi (%9,79) arrest, 10 tanesi (%5,52) dejenere oldugu
gozlendi. Cozgen grubunda ise toplamda 195 adet embriyonun 21 tanesi (%10,06)
arrest, 11 tanesi (%6,70) dejere oldugu gozlendi. Inhibitor ile muamele edilmis
grupta ise toplamda 223 adet embriyonun 56 (%25,21) arrest, 64 adet embriyonun
(%30,68) dejenere olduklar1 goriildii. Inhibitér grubunda goriilen arrest oraninda
kontrol grubuna gore 2.5 katlik; dejenere oraninda kontrol grubuna gore 5.5 kathik
artis oldugu tespit edilmistir.

4.1.2. Embriyolarin Gelisme Oranlarinin istatistiksel Degerlendirilmesi

Kontrol, ¢6zgen ve inhibitér uygulanmis in vitro ortamda embriyo gelisim
dagilimlarinin istatistiksel degerlendirilmesi sonucunda; tiim degiskenler icin (8-
hiicreli embriyo, morula, blastosist, arrest, dejenere) kontrol ve ¢6zgen gruplari
arasindaki fark anlamli bulunmazken (p>0,05), inhibitoér grubunun her iki grup ile
arasindaki fark anlamli bulundu (p<0,05) (Sekil 4.1). Istatistiksel degerlendirme i¢in
One-Way Anova testi kullanildi.
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Sekil 4.1.  In vitro kiiltiir ortamlarindaki gelisme oranlarmin total sonuglar1. Kontrol ve ¢odzgen

grubu embriyolarin gelisim oranlar1 benzer (p>0,05), inhibitér grubu embriyolarin ise
her iki gruba kiyasla diisiikk gelisim oranina sahip oldugu goriildii (p<0,05). Ayrica,
kiiltiir siiresince goézlenen arrest ve dejenere embriyo oraninin kontrol ve ¢bzgen
gruplar1 arasinda benzerlik gosterdigi (p>0,05), inhibitér grubundaki oranin ise her iki
gruba kryasla oldukea yiiksek oldugu saptandi (p<0,05).
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4.1.3. Evre-Spesifik Gelisim Oranlar1 ve Embriyolar Invert Mikroskobunda
Degerlendirilmesi
Kontrol, ¢dzgen ve inhibitér uygulanmis in vitro kiiltir kosullarinda
embriyolarin 8-hiicreli, morula, blastosist evrelerine gelisimleri, invert mikroskop
altinda degerlendirilerek fotograflari ¢ekildi ve gruplar arasi kiyaslandi.

4.1.3.1. Sekiz-Hiicreli Embriyo Evresi

In vitro kiiltiiriin yaklasik 22. saatinde embriyolarm, 8-hiicreli embriyo
evresine ulastiklar1 belirlendi. Her ii¢ deney grubu igin yiiksek oranda 8-hiicreli
asamaya gelisim gdzlendi. Sekiz-hiicreli embriyo evresine gelisim oranlar1 kontrol ve
¢ozgen gruplar1 arasinda istatistiksel agidan bir degisim gostermezken, inhibitor

grubunun her iki grup arasindaki degigimi istatistiksel olarak anlamli bulundu (Sekil
4.2).
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KONTROL COZGEN 20 uM SB203580

Sekil 4.2.  In vitro kiiltir gruplarindaki embriyolarn 8-hiicreli embriyo asamasma gelisme
oranlari. Kontrol ve ¢ozgen gruplarinda gelisim orani benzer bulunurken, inhibitor
grubundaki gelisim orani her iki gruba kiyasla diisik gelisim oranina sahip oldugu
goriildii (*p<0,05).

Kontrol ve ¢6zgen gruplarma kiyasla, inhibitér uygulanmis grupta yiiksek
oranda arrest ve dejerenere embriyolarm varhigi dikkat ¢ekici idi. Kontrol ve ¢ozgen
gruplarinda yiiksek c¢ogunlukta esit blastomer biiyiiklikklere sahip embriyolar
gbzlenirken, inhibitor uygulanmis gruptaki 8-hiicreli embriyolarin ¢cogunlugunun esit
blastomer biiyiikliiklerine sahip olmadiklar1 goriildi (Sekil 4.3). Ayrica, kontrol ve
cozgen grubundaki embriyolarin yariklanmalarmin yiiksek oranda senkronize
ilerledigi go6zlenirken, inhibitér uygulanmig grupta yariklanmalarin senkronize
ilerlememesine bagli 4-hiicre ve 6-hiicreli asamalardaki embriyolarin varlhig: dikkat
cekici idi.
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Sekil 4.3.

Kiiltiirdeki 8-hiicreli embriyolarin invert mikroskobunda degerlendirilmesi. Kiiltiiriin
22. saati. A) Kontrol grubu, B) Cozgen grubu. Her iki grupta da blastomer biiyiikliikleri
esit 8-hiicreli embriyolar goriilmektedir. C) Inhibitér grubu. I¢ resimde, inhibitor ile
muamele sonrast blastomer Dbiiyiiklikleri esit olmayan bir embriyo Ornegi
goriilmektedir. Biiyiitme 200X, i¢ resim 400X.

4.1.3.2. Kompakt Morula Evresi

In vitro kiiltiiriin yaklasik 35. saatinde embriyolarm, morula evresine
ulastiklar1 ve yiiksek oranda kompaksiyonlarin1 tamamladiklar1 belirlendi. Kontrol ve
¢ozgen grubuna ait embriyolarin yiiksek oranda morula evresine gelistikleri
belirlenirken, inhibitér uygulanmis gruptaki morula evresine ulasan embriyo
oraninda gerileme belirlendi. Morula gelisim oranlar1 kontrol ve ¢dzgen gruplari
arasinda istatistiksel bir degisim gostermezken, inhibitér grubunun her iki grup
arasindaki degisimi istatistiksel olarak anlamli bulundu. Kontrol grubunda morula

evresine gelisim orani, inhibitor grubunda morula evresine ulasan gelisim oraninin
yaklagik 1.4 kat1 oldugu belirlendi (Sekil 4.4).
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Gelisimsel Oran (%)
w
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Morula Morula Morula
KONTROL COZGEN 20 uM SB203580
Sekil 4.4. In vitro Kkiiltiir gruplarindaki embriyolarm morula asamasina gelisme oranlar1. Kontrol

ve ¢ozgen gruplarinda gelisim orani benzer bulunurken, inhibitér grubundaki gelisim
orani her iki gruba kiyasla diisiik gelisim oranmna sahip oldugu goriildii (*p<0,05).
Inhibitér uygulanmis gruptaki embriyolarin gelisim oraninin kontrol grubuna kiyasla
yaklasik 1.4 kat gerileme gosterdigi dikkat ¢ekicidir.

Kiiltiirtin  35. saatinde kontrol ve c¢ozgen gruplarina kiyasla, inhibitor
uygulanmis grupta oldukca yiiksek oranda arrest ve dejerenere embriyolarin varligi
dikkat c¢ekici idi. Kiiltiirtin ayn1 saatinde yapilan kiyaslamada, kontrol ve ¢ozgen
gruplarindaki morula evresine ulasan embriyolarm biiylik c¢ogunlugunun
kompaksiyonlarmi1 tamamladigi gozlenirken, inhibitdr grubuna ait embriyolarin
cogunlugunun kompaksiyonlarini tamamlayamadiklar1 gézlendi (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Morula evresine ulagsmig embriyolarm invert mikroskobunda degerlendirilmesi.
Kiiltiiriin  35. saati. A) Kontrol grubu, B) Cozgen grubu. C) Inhibitér grubu.
Embriyolardaki non-kompakt yapilar dikkat cekicidir. D) Inhibitér grubu. 20 pM
SB203580 ile muamele edilmis kiiltiiriin 35. saatinde gelisim geriligi gosteren ve arrest
olmus embriyolar goriilmektedir. Biiylitme 400X.

41



4.1.3.3. Blastosist Evresi

In vitro Kiiltiiriin yaklasik 50. saatinde embriyolarm kavitasyonlarin
tamamladiklar1 ve blastosist evresine ulastiklar1 belirlendi. Kiiltiiriin bu asamasinda
gruplar arasinda yapilan kiyaslamada, hem blastosist evresine gelisim orani hem de
blastosist morfolojisi yoniinden inhibitor uygulanmis gruptaki embriyolarin oldukca
dikkat g¢ekici sekilde etkilendikleri gozlendi. Blastosist gelisim oranlari1 kontrol ve
¢ozgen gruplar1 arasinda istatistiksel bir degisim gostermezken, inhibitor grubunun
her iki grup arasindaki degisimi istatistiksel olarak anlamli bulundu. Inhibitor
uygulanmis gruptaki embriyolarin blastosist evresine gelisim oraninin, kontrol ve
¢ozgen gruplarma oranla yaklasik 2 kat diisiis gosterdigi belirlendi (Sekil 4.6).

Gelisimsel Oran (%)
w
o

Blastosist Blastosist Blastosist
KONTROL COZGEN 20 uM SB203580

Sekil 4.6.  In vitro kiiltiir gruplarindaki embriyolarin blastosist asamasina gelisimsel oranlari.
Kontrol ve ¢ozgen gruplarinda gelisim orani benzer bulunurken, inhibitér grubundaki
gelisim oran1 her iki gruba kiyasla diisiik gelisim oranma sahip oldugu goriildii
(*p<0,05). Inhibitér uygulanmis gruptaki embriyolarm gelisim oraninmn kontrol ve
¢ozgen grubuna kiyasla yaklagik 2 kat gerileme gosterdigi dikkat ¢ekicidir.

Invert mikroskobu ile yapilan incelemelerde kontrol ve ¢dzgen gruplarmnda in
vitro kiiltiire edilmis embriyolarin olduk¢a saglikli bir morfolojiye sahip olduklari,
kavitasyon, ekspansiyon ve hatching zamanlarmin yiiksek oranda senkronize
ilerledigi gozlendi. Kontrol ve ¢6zgen grubuna ait embriyolarda morfolojik olarak
oldukc¢a net trofoektoderm (TE) ve i¢ hiicre kitlesi (ICM) olusumu gozlendi (Sekil
4.7. A, B). Inhibitér ile muamele edilmis embriyolarm ise oldukea siddetli morfolojik
hasarlara sahip olduklar1 gozlendi. Inhibitér uygulanmis grupta yiiksek oranda
blastosist asamasina ulasamamis ve/veya blastosist gelisimleri geri kalmis
embriyolar dikkat cekmekte idi (Sekil 4.7. C, D). Inhibitér ile muamele sonrasi
blastosist asamasinda olduklar1 tanimlanan embriyolarin ise, kavitasyonlarini
tamamlayamamis olduklar1 veya hasarli tamamladiklar1 gozlendi. Yine inhibitor ile
muamele edilmis embriyolarin ¢ok yiiksek cogunlugunun ekspanse olamadiklari, net
bir trofoektoderm ve i¢ hiicre kitlesi morfolojisine sahip olmadiklar1 gézlendi.
Inhibitér grubu blastosistlerde oldukg¢a kalin bir zona pelusidanin varligi dikkat
¢ekici idi. Bu durumun, inhibitér uygulanmis blastosistlerde ekspansiyonun
olmamasma ve/veya kontrol gruplarma gore gelisimin geride kalmasma baglh
olabilecegi saptandi. Ayrica, inhibitor ile muamele edilmis blastosistlerde neredeyse
hi¢ hatching asamasina ulagmis embriyo goriilmedi (Sekil 4.8. E-H).
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Calismada yapilan gelisim oranlarinin istatistiksel hesaplamasi ve invert
mikroskoptaki morfolojik degerlendirmeler sonucunda, p38 MAPK selektif
inhibitori olan SB203580 molekiiliiniin in vitro kiiltiir siiresince en siddetli etkisinin
embriyonik geligimin blastosist evresindeki embriyolar iizerine oldugu belirlendi.

Sekil 4.7. In vitro kiiltirde blastosist evresine ulasmis embriyolarin invert mikroskobunda
degerlendirilmesi. Kiiltiiriin 50. saati. A) Kontrol grubu, B) C6ézgen grubu. Her iki grupta
da kavitasyon siiregleri tamamlanmis, ekspanse blastosistler goriildii. C) Inhibitér grubu.
20 pM SB203580 ile muamele edilmis kiiltiirde gelisim geriligi gosteren embriyolar. I¢
resimde morfolojik defektli iki blastosist goriilmektedir. D) Inhibitér grubu. 20 uM
SB203580 ile muamele edilmis kiiltiiriin 50. saatinde blastosist asamasina ulasamamus,
arrest ve dejenere embriyolar goriilmektedir. Biiylitme 400X.
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Sekil 4.8.  [n vitro kiiltiirde blastosist evresine ulagmis embriyolarin morfolojik gériintiileri. A)
Kontrol grubuna ait erken-blastosist asamasindaki embriyo. ICM ve TE ayirt
edilebilmektedir. B, C) Cozgen grubuna ait geg-blastosist agamasindaki embriyolar. Her
iki blastosistin de ekspanse oldugu goriilmektedir. D) Kontrol grubuna ait hatching-
asamasmdaki embriyo. E, F, G, H) nhibitor grubuna ait blastosist asamasindaki
embriyolar. 20 uM SB203580 muamelesi sonrasi blastosistlerdeki morfolojik hasarlar
dikkat ¢ekicidir. ICM ve TE ayrimi yapilamayan, hatali kavite olusumu goézlenen
blastosistler, kontrol gruplarma kiyasla, olduk¢a kalin zona pellusida yapilar ile
goriilmektedir.

4.2.  Immiinofloresan Bulgular

Inhibitér molekiilii ile in vitro kiiltiir sonrasmda embriyolarda p38 MAPK
sinyal yolagi inhibisyonunun gerceklestigini belirlemek ve bu inhibisyonun
preimplantasyon gelisimin glukoza bagimli oldugu bilinen 8-hiicreli, morula ve
blastosist evrelerindeki GLUT1 ve GLUT4 protein ekspresyonlari iizerindeki etkisini
degerlendirmek i¢in immiinofloresan isaretleme yontemi kullanildi.

4.2.1. Preimplantasyon Embriyolarda p38 MAPK Sinyal Yolag:
Inhibisyonunun Gésterilmesi
Calismada kullanilan inhibitér molekiiliiniin (SB203580; p38 MAPK selektif
inhibitorii) etkinliginin dogrulanmasi i¢in, p38 MAPK sinyal yolagmin alt basamak
hedefleri olan hsp27 ve MK2 proteinlerinin fosforilasyonlari, in vitro kiiltiirde 8-
hiicreli, morula ve blastosist evresine ulagan embriyolarda degerlendirildi.

4.2.1.1. Sekiz-Hiicreli Embriyo Evresinde p38 MAPK inhibisyonunun
Gosterilmesi
Kontrol ve ¢ozgen (%0,1 DMSO ugulanmis) kiiltiir gruplarindaki 8-hiicreli
embriyolarda p-hsp27 (Sekil 4.9. A, B) ve p-MK2 (Sekil 4.9. D, E) proteinlerinin
beklenilen ekspresyonlar1 belirlendi. Buna karsilik, 20 uM SB203580 ile muamele
edilmis 8-hiicreli embriyolarda ise, her iki protein igin floresan sinyali tespit
edilemez diizeyde idi (Sekil 4.9. C, F). Bu durum inhibitér muamelesi sonrasinda
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p38 MAPK aktivesinin yokluguna bagli olarak, protein fosforilasyonlarinin
gerceklesememesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

Immiinofloresan isaretleme yontemi sonucunda, 20 puM SB203580 ile
muamele edilmis 8-hiicreli embriyolarda p38 MAPK sinyal yolagi aktivitesinin
baskilandig1 tespit edildi.
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Sekil 4.9.  Sekiz-hiicreli embriyolarda p38 MAPK inhibisyonunun MK2 ve hsp27 protein
fosforilasyonlar1 iizerine etkisi. Biitiin fotograflarda yesil floresan primer antikora ait
sinyali, mavi floresan niikleusa ait sinyali (DAPI) gostermektedir. A) Kontrol, B)
Cozgen, C) Inhibitér grubu, p-hsp27 ekspresyonlart. Al) Kontrol, B1) Cézgen, C1)
Inhibitér grubu, p-hsp27 ve DAPI birlestirilmis goriintiileri. D) Kontrol, E) Cézgen, F)
Inhibitér grubu, p-MK2 ekspresyonlar1. D1) Kontrol, E1) Cézgen, F1) Inhibitor grubu,
p-MK2 ve DAPI birlestirilmis goriintiileri. H, 1) Negatif kontroller. Tiim fotograflarin
biiylitmesi 400X’dir.

4.2.1.2. Morula Evresi Embriyolarda p38 MAPK inhibisyonunun Gésterilmesi
20 uM SB203580 ile muamele edilmis inhibitdr grubundaki morulalarda, p-
hsp27 ve p-MK2 proteinleri i¢in floresan sinyali tespit edilemez diizeyde idi (Sekil
4.10. C, F). Kontrol ve ¢ozgen grubuna ait embriyolarda ise p-hsp27 ve p-MK2
proteinlerinin beklenen ekspresyonlar1 belirlendi (Sekil 4.10. A, B, D, E).
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Immiinofloresan isaretleme yontemi sonucunda, 20 pM SB203580 ile
muamele edilmis morula asamasidaki embriyolarda p38 MAPK sinyal yolagi
aktivitesinin baskilandigi tespit edildi.
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Sekil 4.10. Morula asamasindaki embriyolarda p38 MAPK inhibisyonunun MK2 ve hsp27
protein fosforilasyonlar1 iizerine etkisi. Biitiin fotograflarda yesil floresan primer
antikora ait sinyali, mavi floresan niikleusa ait sinyali (DAPI) gostermektedir. A)
Kontrol, B) Cézgen, C) Inhibitér grubu, p-hsp27 ekspresyonlari. Al) Kontrol, B1)
Cozgen, C1) Inhibitér grubu, p-hsp27 ve DAPI birlestirilmis goriintiileri. D) Kontrol,
E) Coézgen, F) Inhibitér grubu, p-MK2 ekspresyonlari. D1) Kontrol, E1) Cézgen, F1)
Inhibitér grubu, p-MK2 ve DAPI birlestirilmis gériintiileri. H, 1) Negatif kontroller.
Tiim fotograflarin biiylitmesi 400X’ dir.

4.2.1.3. Blastosist Evresi Embriyolarda p38 MAPK Inhibisyonunun
Gosterilmesi
Kontrol ve ¢dzgen kiiltiir gruplarmdaki blastosistlerde p-hsp27 (Sekil 4.11. A,
B) ve p-MK2 (Sekil 4.11. D, E) proteinlerinin beklenen ekspresyonlar1 belirlendi.
Buna karsilik, 20 pM SB203580 ile muamele edilmis inhibitdr grubundaki
blastosistlerde ise, her iki protein i¢in floresan sinyali tespit edilemez diizeyde idi
(Sekil 4.11. C, F).
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Immiinofloresan isaretleme yontemi sonucunda, 20 pM SB203580 ile
muamele edilmis blastosistlerde p38 MAPK sinyal yolag1 aktivitesinin baskilandig1
tespit edildi.
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Sekil 4.11. Blastosist asamasmdaki embriyolarda p38 MAPK inhibisyonunun MK2 ve hsp27
protein fosforilasyonlar1 iizerine etkisi. Biitiin fotograflarda yesil floresan primer
antikora ait sinyali, mavi floresan niikleusa ait sinyali (DAPI) gostermektedir. A)
Kontrol, B) Cézgen, C) Inhibitér grubu, p-hsp27 ekspresyonlari. Al) Kontrol, B1)
Cozgen, C1) Inhibitér grubu, p-hsp27 ve DAPI birlestirilmis goriintiileri. D) Kontrol,
E) Cozgen, F) Inhibitér grubu, p-MK2 ekspresyonlari. D1) Kontrol, E1) Cézgen, F1)
Inhibitér grubu, p-MK2 ve DAPI birlestirilmis gériintiileri. H, 1) Negatif kontroller.
A, Al, B, Bl, C, C1 H, | fotograflarmin biiyiitmesi 600X; D, D1, E, E1, F, F1
fotograflarinin biiytitmesi 400X’dir.

4.2.2. p38 MAPK Aktivitesi Baskilanan Preimplantasyon Embriyolarda
Glukoz Tasiyic1 Protein Ekspresyonlarn
Bu calismada ti¢ farkli kiiltiir grubundaki (kontrol, ¢6zgen, inhibitor)
embriyolarda GLUT1 proteininin varligi 8-hiicreli, morula ve blastosist evrelerinde,
GLUT4 proteininin varlig1 blastosist evresinde immiinfloresan isaretleme yontemi ile
belirlendi ve ekspresyon diizeyleri i¢in gruplar arasi karsilastirma yapildi.
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4.2.2.1. Sekiz-Hiicreli Embriyo Evresinde GLUT1 immiinfloresan Bulgular
In vitro Kkiiltiiriin yaklasik 22. saatinde kontrol, ¢dzgen ve inhibitdr
gruplarinda bulunan 8-hiicreli embriyolarda, GLUT1 proteininin, beklenildigi gibi,
esas olarak blastomer membraninda lokalize oldugu belirlendi. Bununla birlikte,
zayif sitoplazmik ekspresyonlarin varligr da tespit edildi (Sekil 4.12. A, B). p38
MAPK sinyal aktivitesi baskilanmis 8-hiicreli embriyolarda, kontrol gruplarina
kiyasla blastomer membranina lokalize GLUT1 sinyalinde bir fark goriilmedi (Sekil

4.12.C).
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Sekil 4.12. Sekiz-hiicreli embriyolarda GLUT1 protein ekspresyonlari. Biitiin fotograflarda yesil
floresan primer antikora ait sinyali, mavi floresan niikleusa ait sinyali (DAPI)
gostermektedir. A) Kontrol, B) Cozgen, C) Inhibitér grubu, GLUT1 ekspresyonlari.
Al) Kontrol, B1) Cozgen, C1) Inhibitér grubu, GLUT1 ve DAPI birlestirilmis
goriintiileri. D) Negatif kontrol. Tiim fotograflarin biiyiitmesi 400X’dir.
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4.2.2.2. Morula Evresi Embriyolarda GLUT1 immiinfloresan Bulgular

In vitro kiiltiiriin yaklagik 35. saatinde kontrol ve ¢dzgen gruplarinda bulunan
morula evresindeki embriyolarda, GLUT1 proteininin yogun membranéz, zayif
sitoplazmik yerlesime sahip oldugu gozlenirken (Sekil 4.13. A, B); p38 MAPK
sinyal aktivitesi baskilanmig morula evresi embriyolarda, kontrol gruplarina kiyasla
GLUT1 ekspresyon siddetinde gerileme oldugu belirlendi (Sekil 4.13. C).
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Sekil 4.13. Morula evresi embriyolarda GLUT1 protein ekspresyonlari. Biitiin fotograflarda yesil
floresan primer antikora ait sinyali, mavi floresan niikleusa ait sinyali (DAPI)
gostermektedir. A) Kontrol, B) Cézgen, C) Inhibitér grubu, GLUT1 ekspresyonlari
Al) Kontrol, B1) Cozgen, C1) Inhibitér grubu, GLUT1 ve DAPI birlestirilmis
gorintiileri. D) Negatif kontrol. Tiim fotograflarin biiyiitmesi 400X’dir.
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4.2.2.3. Blastosist Evresi Embriyolarda GLUT1 ve GLUT4 immiinfloresan
Bulgulan

In vitro kiiltiirin yaklasik 50. saatinde blastosist evresine ulasmis olan
embriyolarda GLUT1 ve GLUT4 ekspresyonlar1 belirlendi ve gruplar arasi
kiyaslandi. Kontrol ve ¢6zgen grubuna ait blastosistlerde esas olarak membrana
lokalize GLUT1 ekspresyonu tespit edildi (Sekil 4.14. A, B). Ayrica her iki grupta da
zayif sitoplazmik sinyallerin varligi belirlendi. p38 MAPK sinyal aktivitesi
baskilanmig blastosistlerin ise membrana lokalize GLUT1 ekspresyonundan yoksun
oldugu belirlendi. Bununla birlikte, p38 MAPK sinyal aktivitesi baskilanmig
embriyolarda olduk¢a zayif sitoplazmik GLUT1 ekspesyonunun varligi da gézlendi
(Sekil 4.14. C).

GLUT4 ekspesyonunun ise kontrol ve ¢6zgen grubuna ait blastosistlerde
sitoplazmik oldugu belirlendi (Sekil 4.14. D, E). 20 uM SB203580 muamele edilmis
blastosistlerde ise, stoplazmik GLUT4 ekspresyonunda belirgin gerileme oldugu
goriildii. Tlging bir sekilde, inhibitorle muamele edilmis blastosistlerdeki gerilemis
GLUT4 ekspresyonu, sitoplazmada kiimelenmis bir goriiniimde sinyal vermekte idi.

Sonu¢ olarak, kontrol gruplarma kiyasla, hiicre ici p38 MAPK sinyal
aktivitesininden yoksun olan blastosistlerde GLUT1 ve GLUT4 protein
ekspesyonlarmin agik¢a gerilemis oldugu tespit edildi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Blastosist evresi embriyolarda GLUT1 ve GLUT4 protein ekspresyonlari. Biitiin
fotograflarda yesil floresan primer antikora ait sinyali, mavi floresan niikleusa ait
sinyali (DAPI) gostermektedir. A) Kontrol, B) Cézgen, C) Inhibitér grubu, GLUT1
ekspresyonlart. Al) Kontrol, B1) Cozgen, C1) inhibitér grubu, GLUT1 ve DAPI
birlestirilmis goriintiileri. D) Kontrol, E) Cozgen, F) Inhibitér grubu, GLUT4
ekspesyonunlari. D1) Kontrol, E1) Cézgen, F1) Inhibitér grubu, GLUT4 ve DAPI
birlestirilmis gortntiileri. H, 1) Negatif kontroller. Tim fotograflarin biiyiitmesi

400X"dir.

4.3. Kantitatif Real-Time PCR Bulgulari

Caligmada bu teknik, in vitro kiltirde SB203580 uygulamasi ile
embriyolarda p38 MAPK sinyal aktvitesinin baskilanmasinin Glutl ve Glut4 mRNA
ekspesyonlari ilizerine etkisini aragtirmak i¢in kullanildi. Kontrol, ¢6zgen ve inhibitor
gruplarinda Glutl mRNA ekspresyonu 8-hiicreli, morula ve blastosistlerde; Glut4
mRNA ekspesyonu blastosistlerde belirlendi ve gruplar arasi kiyaslandi.
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4.3.1. Inhibitér Uygulamasimin Embriyolardaki Glutl mRNA Ekspesyonu
Uzerine Etkisi
Yapilan qRT-PCR analizleri sonucunda, {i¢ deney grubundaki embriyolarda
evre-spesifik (8-hiicreli, morula, blastosist) Glutl mRNA ekspesyonlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark olmadig1 belirlendi (Sekil 4.15.).
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Sekil 4.15. In-vitro kiiltiir gruplarindaki embriyonik gelisim siiresince Glutl mRNA ekspresyonu
(p>0,05).

4.3.2. Inhibitér Uygulamasimin Blastosistlerdeki Glut4 mRNA Ekspesyonu
Uzerine Etkisi
Yapilan qRT-PCR analizleri sonucunda, {i¢c deney grubundaki blastosistlerde
Glut4 mRNA ekspesyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi
belirlendi. Bununla birlikte, inhibitér uygulamasi sonucunda p38 MAPK sinyal
aktivitesi baskilanmis blastosistlerdeki Glut4 mRNA ekspesyon diizeyinin kontrol
gruplarina kiyasla artmis oldugu gozlendi.
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Sekil 4.16. In-vitro kiiltiir gruplarindaki blastosistlerde Glut4 mRNA ekspresyonu (p>0,05).
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TARTISMA

Preimplantasyon gelisim, implantasyonun basariyla tamamlanmasi ve saglikli
bir gebelik siirecinin siirdiiriilmesi i¢in son derece dnemlidir. Yapilan ¢aligmalarda,
insan embriyolarinin yalnizca %40"min basarili bir sekilde uterusa implante oldugu
belirlenmistir (131). Preimplantasyon donem embriyolar, uterus icerisine implante
oluncaya kadar gegirdikleri siliregcte, ovidukt ve uterus tarafindan desteklenen
cevrelerinde, metabolik ihtiyaglarinda, sahip olduklar: hiicre sayisinda ve farklanma
derecelerinde Onemli degisimler gegirirler. Glukoz preimplantasyonun erken
evrelerinde gelisimi desteklemezken, gec evrelerinde (8-hiicreli embriyo ve sonrasi)
glukoz transportu ve kullanimi, embriyonun gelisimi ve hayatta kalmasi i¢in hayati
bir onem tasimaktadir (7-11). Preimplantasyon gelisim siirecindeki embriyolarda
bulunan ¢esitli GLUT proteinleri, embriyolarin gecirdigi onemli de§isimlere adapte
olmalarmma imkan verir ve ihtiya¢ duyduklar1 glukozun mikrocevrelerinden hiicre
icerisine almimimi saglar (13). Preimplantasyon embriyolardaki GLUT protein
ekspresyonlarindaki azalmanin, hiicre igerisine glukoz aliniminda gerilemelere neden
oldugu, gec asamalardaki embriyolarin canliligini tehlikeye attig1 belirlenmistir (15).

Giintimiize kadar yapilan pek ¢ok ¢alisma embriyolarin gelisim basamaklarini
ele almasina ragmen (42, 43, 48, 51), bu basamaklarda gorev alan kilit protein ve gen
ekspresyonlarinin  kontroliinii saglayan hiicre i¢i aracilar hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir. Calismamizda, p38 MAPK sinyal aktivitesinin, GLUT protein ailesi
iiyelerinden GLUT1 ve GLUT4’lin potansiyel diizenleyicisi olabilecegi iizerine
odaklandik. /n vitro gelisim ortaminda, p38 MAPK sinyal aktivesi baskilanmis geg
dénem preimplantasyon embriyolardaki (8-hiicreli, morula, blastosist), GLUT1 ve
GLUT4 glukoz tasiyicilarinin protein ve mRNA diizeylerinde degisim olup
olmadigimni arastirdik.

Calismamizda oOncelikle in-vitro gelisim ortaminda kiiltiire edilen
embriyolarin,  kiiltiir  siiresince  gelisimsel  potansiyelleri  degerlendirildi.
Embriyolardaki p38 MAPK sinyal aktivitesini tanimlamak tizere yapilan daha 6nceki
calismalarda, bu yolagin aktivitesinin baskilanmasi ile 6zellikle preimplantasyonun
8-16 hiicreli asamasindan sonra embriyo gelisiminde yavaglamalar ve gelisimsel
arrest gorildigi bildirilmistir (23-26). Calismamizda, p38 MAPK inhibisyonunun
gec dénem preimplantasyon embriyolardaki etkisi degerlendirilmistir. /n vitro kiiltiir
stiresince gruplardaki embriyonik gelisim potansiyelleri incelendiginde, inhibitor
grubunda giderek azalan gelisim oran1 dikkat ¢ekicidir. Gelisim potansiyeli
tablosunda, inhibitor grubundaki morula asamasina ulagmis embriyo oraninin kontrol
grubuna kiyasla 1.4 kat, blastosist asamasina ulasmis embriyo oraninin ise 2 kat
gerilemis oldugu goriilmektedir. Bu bulgular, p38 MAPK sinyal aktivitesinin
durdurulmasinin, preimplantasyonun ge¢ asamalarinda gelisim geriliklerine neden
oldugu bilgisi ile uyumludur.

Embriyolarin gelisim potansiyellerinin degerlendirildigi tabloda dikkat ¢eken
bir baska 0Ozellik, gruplarda belirlenen arrest ve dejerenere olmus embriyo
oranlaridir. Inhibitér grubunda goriilen arrest oraminda kontrol grubuna goére 2.5
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katlik; dejenere oraninda kontrol grubuna gore 5.5 katlik artig, 20 pM SB203580
muamelesinin embriyolar ilizerindeki dramatik etkisini net bir sekilde gostermektedir.
Bu sonuglardan yola ¢ikarak, 20 pM dozundaki SB203580 uygulamasi sonrasi p38
aktivitesinin bloke edilmesinin, embriyo canliligini tehlikeye attig1 sdylenebilir.

In vitro kiiltiiriin ayn1 saatinde gruplar arasinda yaptigimiz morfolojik
degerlendirmelerde, inhibitoriin  embriyolar iizerindeki etkisi daha net
anlagilmaktadir. Calismamizda, kiiltiirlin yaklagik 22. saatinde kontrol ve ¢dzgen
gruplarindaki embriyolarin yariklanmalarinin ¢ok yiiksek oranda senkronize
ilerledigi ve 8-hiicreli agamaya ulastiklar1 gozlendi. Kiiltiiriin ayni1 saatinde 20 uM
SB203580 uygulanmis grupta ise, yariklanmalarin senkronize ilerlememesine bagli
4- ve O6-hiicreli asamalardaki embriyolarin varligi, gelisimdeki gerilemeyi
gostermektedir. Ayrica, kontrol ve ¢ozgen gruplarindaki esit blastomer
biiyiikliiklerine sahip 8-hiicreli embriyolarin aksine, inhibitér uygulanmis 8-hiicreli
embriyolarin ¢ogunlugunun esit blastomer biiyiikliikklerine sahip olmadigi izlendi.
Ayrica, 20 uM SB203580 muamelesinin kompaksiyon baglayana kadar
embriyolardaki morfolojik etkisi nispeten daha az ayut edilebilir diizeydeyken,
kompaksiyonun baslamas: ile birlikte belirgin morfolojik farkliliklar gozlenmeye
baslandi.

Aktin mikrofilamenti, c¢ok sayidaki hiicresel siiregte tamamlayict rolii
bulunmaktadir. Bu rollerden biri, embriyonun kompaksiyon siirecinde, embriyonik
hiicrelerin  birbirlerine yapigsmalar1 i¢in baglant1 komplekslerinin  birbirine
kenetlenmesini  gerceklestirmesidir  (132). Hiicre-hiicre adezyon (yapisma)
baglantilari, hiicre i¢i aktin mikroflament ag1 ile iliskili olan kaderin’e bagiml bir
yap1 gosterir (133, 134). Gelisen embriyoda komsu hiicreler arasindaki yapigsma
baglant1 molekiillerinin olusumu ve bu molekiillerin birbirine kenetlenmesi
sonucunda, embriyonik hiicrelerin birbirine gittikce daha c¢ok yaklasmasi ve
baglanmas1 gergeklesir. Sonugta, embriyonik hiicrelerin bireysel siirlarinin
kaybolmasi ile kompaksiyon tamamlanir (135). Paliga ve arkadaslar1 2005 yilinda
yaptiklar1 ¢aligmada, embriyolardaki p38 MAPK sinyal aktivitesinin 6 saatlik 20 uM
SB220025 muamesi ile baskilanmasimnin, 8-16 hiicreli asamada embriyolardaki F-
aktin’in depolimerizasyonuna neden oldugunu ve bu depolimerizasyonun sonucu
olarak da a-catenin protein lokalizasyonunun degistigini gostermislerdir (25). Bu
durum, CSAID-uygulanmis embriyolarda, stabil olmayan yapisma baglantilarinin
olugsmasima neden olmaktadir. Calismamizda bir diger p38 farmakolojik inhibitori
olan, SB203580 molekiilii kullanilmis ve bu CSAID molekiiliiniin de, embriyolar
iizerindeki morfolojik etkisinin SB220025 ile benzer oldugu goriilmiistiir.
Caligmamizda, in vitro kiiltiiriin yaklagik 35. saatinde kontrol ve ¢ézgen gruplarina
ait morulalarin yliksek ¢ogunlugunun kompaksiyonlarmi tamamlamis olduklar
g6zlenmistir. Fakat, in vitro kiltiiriin ayn1 saatinde, 20 uM SB203580 uygulanmis
morulalarin  bir ¢ogunda hiicresel smnirlar1 hala net olarak ayirt edilebilen
blastomerler saptanmistir. Morfolojik sonuglarimiz Paliga ve arkadaslarinin, p38
aktivitesinin embriyolardaki kompaksiyon siireci ile iliskili protein ekspresyonlarini
diizenledigi bulgusu ile uyumludur. Ayrica, iki farkli CSAID molekiilii uygulanmis
embriyolarmn da benzer morfolojik goriinlimde olmasi, ¢alismamizda kullandigimiz
SB203580 molekiiliiniin Paliga ve arkadaslarinimn kullandig1 SB220025 molekiilii ile
kompaksiyon siireglerinde benzer etkiye sahip oldugunun isaret etmektedir. Bu
sonuglar, CSAID varligimda embriyolarin biiyiik ¢ogunlugunun kompaksiyonlarini
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tamamlayamadiklarinin muhtemel nedeninin p38 sinyal aktivitesinin inhibe
edilmesinin oldugunu diisiindiirmektedir. Embriyo hiicreleri arasindaki yapigmada,
baglant1 kompleks bilesenlerinin uygun kenetlenmesinin kompaksiyon i¢in 6nemli
oldugu goriilmektedir.

p38 MAPK sinyal yolaginin, niikleustaki bazi transkripsiyon faktorlerini
fosforilledigi ve bdylece aktive ettigi bilinmektedir (115-119). Bu transkripsiyon
faktorlerinden preimplantasyon fare embriyo gelisimi ile iliskili olanlar, Maekawa
M. ve arkadaglar1 tarafindan 2005 yilinda yapilan ¢alismada rapor edilmistir (26).
Calismada arastirmacilar, hem kompaksiyon hem de kavitasyon olusumu ig¢in de
novo mRNA sentezinin gerekli oldugunu belirtmislerdir (26). Arastirmacilar
yaptiklar1 mikroarray analizleri sonucunda, 20 uM SB203580 ile muamele edilmis
fare blastosistlerinde incelenen 156 transkriptin yaklasik %4 iiniin ekspresyonunun
degistigini gostermislerdir. Ayrica bu ¢alismada arastirmacilar, kavitasyon olusumu
ile ilgili olduklar1 bilinen Dkk1, Sox7, Cdx1, Aqp8 gibi cesitli genlerin blastosistteki
ekspresyonlarinin, p38 MAPK inaktivasyonunda degistigini belirtmislerdir (26).

Calismamizda in vitro kiiltiirdeki blastosist gelisimi degerlendirildiginde,
inhibitér molekiiliiniin en siddetli etkisinin blastosist gelisimi iizerine oldugu ve
inhibitdr uygulanmig blastosistlerin morfolojik goriiniimlerinin kontrol gruplarindan
belirgin bir sekilde farkhliklar gosterdikleri gozlenmistir. 20 uM SB203580
uygulanmis blastosistlerdeki en dikkat c¢ekici morfolojik bozukluk ise, hatali
kavitasyon olusumuydu. CSAID ile muamele edilmis blastosistlerin bazilarmda
kavitasyonun gerceklesmedigi, bazilarinin kontrol gruplarma goére daha kiiciik
kaviteye sahip olduklari, bazilarinin ise iki farkli blastos6l bosluguna sahip
goriiniimde olduklar1 gozlendi. p38 aktivitesi baskilanmis blastosistlerde gozlenen bu
hatali kavitasyonun, Makaewa ve arkadaslarinin tanimladiklar1 kavitasyon ile iligkili
genlerin degismis ekpresyonu nedeniyle gerceklestigini diisiinmekteyiz. Hem bizim
calismamizin, hem de Makaewa ve arkadaslarinin yaptig1 calismanm bulgulari, p38
aktivitesinin kavitasyon olusumu ile ilgili molekiillerin de muhtemel diizenleyicisi
olduguna isaret etmektedir.

Normal blastosist gelisiminde, ekspansiyon zamaninda blastosél bosluguna
biriken sivida artis meydana gelerek, blastosistin hacimsel oranlarinda artis ve buna
bagl olarak zona pelusida kalinliginda azalma olmaktadir. Calismamizda, 20 uM
SB203580 wuygulanmis embriyolarda izlenen kalm zona pellusida yapilari,
blastosistlerin ekspanse olamadiklarinin bir gostergesidir. Ayrica, in vitro kiiltiiriin
ayni saatinde yapilan gruplar arasi kiyaslamada, inhibitor ile muamele edilmis
blastosistlerde neredeyse hi¢ hatching asamasina ulagmis embriyo goriilmemesi de
embriyo gelisimindeki yavaslamanin diizeyine isaret etmektedir. Kontrol ve ¢dzgen
gruplarindaki embriyolarin ise beklenildigi gibi, blastosist olusumu zamaninda
saglikli bir morfolojiye sahip olduklari, kavitasyon, ekspansiyon ve hatching
zamanlarinin yiiksek oranda senkronize ilerledigi incelenmistir.

Preimplantasyon embriyolarm kompaksiyon zamaninda polarize olmalari ile
beraber hiicresel farklanmalar1 da baglar. Cdx2 ve Oct3/4 transkripsiyon
faktorlerinin, trofoektoderm (TE) ve i¢ hiicre kitlesi (ICM) hiicre kimliklerinin
olusturulmasimdan sorumlu transkripsiyonel programlar1 diizenledigi tanimlanmstur.
Cdx2 ekspresyonu 8-hiicreli blastomerlerde baslar ve TE tabakasmi olusturacak olan
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hiicrelerde ekspresyonu giderek artar (136). ilging bir sekilde, Oct3/4 ve Cdx2
blastosist asamasina kadar, embriyonik hiicrelerde beraber eksprese olurken;
blastosist gelisimi ile birlikte TE hiicrelerindeki Oct3/4 ekspresyonu azalwr (137,
138). TE hiicrelerindeki Oct3/4 ekspresyonunun azaltilmasi ve/veya arttirilan Cdx2
ekspresyonu, hiicresel farklanmayr TE tabakasi olarak yonlendirir. Geligen
blastosistte Oct3/4 baskin hiicreler ise ICM tabakasmni olusturmaktadir.
Calismamizda, kontrol ve ¢dzgen gruplarindaki normal blastosist gelisimine devam
ettigi gozlenen embriyolarda morfolojik olarak olduk¢a net TE ve ICM olusumu
goriilmiistiir. Inhibitér grubundaki blastosistlerin  yiiksek cogunlugunda ise
morfolojik olarak TE/ICM ayrimi yapilamamustir. Kiiltlir ortamindaki bu morfolojik
goriintii, inhibitdr grubu blastositlerde hiicresel farklanmada rolii olan molekiillerin
bir sekilde etkilenmis olabilecegini gostermektedir. Fakat, kesin olarak bir hiicresel
farklilasma bozuklugundan bahsedebilmemiz i¢in, TE/ICM belirtecleri ile yapilacak
ek calismalara ihtiyag vardir.

p38 MAPK inhibitorleri, sitokin-baskilayict anti inflamatuar ilaglar (CSAID)
ad1 verilen farmakolojik molekiillerdir (130). Hiicrelerdeki p38 MAPK aktivitesinin
baskilanmasi i¢in ¢alismalarda, SB220025 veya SB203580 molekiillerinin farkli
dozlar1 uygulanmaktadir. Daha Once yapilan c¢alismalarda her iki CSAID
molekiiliiniin (SB220025 ve SB203580) farkli dozlarmin, farkli doku ve hiicre
tiplerindeki, p38 alt basamak hedefleri olan p-MK2 ve p-hsp25/27 proteinlerinin
ekspresyonlarini tamamen baskiladigi gosterilmistir (23, 25, 26, 30). Bu iki proteinin
defosforile formlari ise p38 inhibisyonundan etkilenmemektedir (23). Calismamizda
kullandigimiz inhibitér molekiiliin (SB203580) etkinliginin ispat1 i¢in, p38 MAPK
tarafindan aktive edilmesi beklenen MK2 ve hsp27 proteinlerinin fosforilasyonlari
analiz edilmistir. Kontrol ve ¢dzgen grubuna ait 8-hiicreli, morula ve blastosist evresi
embriyolarda p-MK2 proteini niiklear; p-hsp27 proteini ise hem sitoplazmik hem
niiklear yerlesim gostermekteydi. Her iki proteine iligkin saptanan bu hiicre ig¢i
yerlesimler literatiir bilgileriyle uyumludur ve ¢alismamizda olusturdugumuz kiiltiir
kosullarinda embriyolardaki p38 aktivitesinin normal devam ettiginin gostergesidir.
Inhibitdér grubuna ait calisilan embriyonik evrelerin higbirinde ise bu proteinlerin
fosforile formlar1 saptanamamistir. Bu bulgumuz, 20 uM SB203580 uygulamasinin
embriyolardaki p38 MAPK sinyal aktivitesini tamamen baskiladigmin net bir sekilde
gostergesidir. Hiicre igerisindeki aktif olmayan p38 sinyali, her iki alt basamak
substratmin da fosforilasyonunu gerceklestiremez.

GLUT proteinleri, dokulara metabolik destek saglayan glukoz tasiyicilardir.
Son yillarda yapilan bazi ¢aligmalar, bu protein ailesinin bazi iiyelerinin, somatik
dokulardaki ekspresyonunun p38 MAPK sinyal aracili oldugunu agiklamistir. Bu
caligmalardan birinde, L6 kas hiicre kiiltiiriinde SB203580 uygulamasinin, GLUT1
protein ekspresyonunu azalttigi, GLUT4 protein ekspresyonunun ise degismedigi
bildirilmistir (29). Bu ¢calismada, p38 MAPK sinyal aktivitesi L6 kas hiicrelerindeki
GLUT1’in aktivatorii oldugu belirtilmektedir (29). Bir baska ¢aligmada ise, Sertoli
hiicre kiiltlirtindeki 48 saatlik, 8 uM SB203580 uygulamasmm, GLUTI1’in hem
protein hem de mRNA ekspresyonunu azalttigir rapor edilmistir (31). Bir diger
glukoz tastyicist olan GLUT4’iin ise, kalp kasi hiicrelerinde p38 MAPK sinyal aracili
ekspre oldugu tanimlanmistir. Kalp kas1 hiicre kiiltiirindeki plasmid transfeksiyonu
ile arttirilan p38 MAPK sinyal yolagi aktivitesinin GLUT4 ekspresyonunu da
arttirdig1 immunoblot analizleri ile gosterilmistir (30). Ay ¢alismada, kiiltiire p38
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MAPK segici inhibitérii olan 10uM SB203580 eklendiginde ise GLUT4
ekspresyonun azaldigi gosterilmistir.

Yaptigimiz immiinofloresan degerlendirmelerde 20 upM  SB203580
uygulamasi ile p38 MAPK sinyal aktivitesi baskilanmig 8-hiicreli embriyolarda,
kontrol gruplarma kiyasla GLUTI1 protein ekspresyonunda bir fark olmadiginin
goriilmesi, ge¢  preimplantasyon  doneminin  ilk  basamagi  olarak
nitelendirebilecegimiz bu asamadaki GLUT1 ekspresyonunun, p38 aktivitesinin
kontrolinde olmayabilecegini diisliindiirmektedir. Ayrica bu bulgu, gelisim
potansiyeli degerlendirmesinde, CSAID varliginda belirlenen, kontrol gruplarma
gore diisiik, fakat nisbeten yiiksek (%68.12) 8-hiicreli embriyo oraninin aciklayicisi
olabilir. 8-hiicreli embriyo asamasinda devam eden GLUT1 ekspresyonu ve embriyo
icerisine muhtemel glukoz tasinimi nedeni ile hiicre i¢i metabolik ihtiyaglarin
karsilanmasma bagli olarak embriyonik gelisim oranmin yiiksek olabilecegi
disiincesindeyiz. Ayrica, hem daha Onceki literatiir bilgileri, hem de bizim
calismamiz, p38 MAPK sinyalinin embriyolardaki aktivitesinin durdurulmasinin 8-
16 hiicreli asamadan itibaren gelisimi etkiledigini gostermektedir. Dolayisi ile 8-16
hiicreli asamadan Once embriyonik gelisimin p38 MAPK aktivitesinin GLUT
ekspresyonlarini diizenlemedigi kanisinday1z.

Morula evresi embriyolarda GLUT1 protein ekspresyonunun esas olarak
hiicre membraninda yerlesik oldugu, bununla birlikte sitoplazmik zayif
ekspresyonlarin da bulundugu immiinofloresan sonuglarimizda gosterilmistir. 20 uM
SB203580 uygulamasi ile p38 MAPK sinyal aktivitesi baskilanmis morula evresi
embriyolarda ise membrana lokalize GLUT1 ekspresyonunda belirgin azalma
goriilmiistiir. Bununla birlikte sitoplazmik zayif GLUT1 ekspresyonu inhibitor
uygulanmis morulalarda  izlenmistir. Bu sonuglar, p38 aktivitesi baskilanmis
morulalardaki, hiicre icerisine glukoz transportunu gerceklestirecek olan membrana
lokalize GLUT1 miktarinin azaldigmi isaret etmektedir. Dahasi, kiiltiirde blastosist
asamasina ulastig1 belirlenen embriyolardaki GLUT1 ekspresyon karsilastirmasinda
da benzer sonuclar saptanmistir. Kontrol ve ¢dzgen gruplarindaki blastosistlerde,
beklenildigi gibi, esas olarak membrana lokalize GLUT1 protein ekspresyonlari
tespit edilirken; zayif sitoplazmik ekspresyonlarin varligi da gozlendi. p38 aktivitesi
baskilanmis blastosistlerde ise neredeyse hi¢ membrana yerlesik GLUT1 protein
ekspresyonu goriilmezken, sitoplazmik zayif ekspresyonlarin varligi belirlenmistir.
Inhibitér uygulanmis morula ve blastosist asamasindaki embriyolarda tespit edilen
membrana lokalize GLUT1 ekspresyonundaki belirgin azalma, bu asamalarda
embriyolardaki GLUT1 protein lokalizasyonun p38 sinyali ile diizenlendigini isaret
etmektedir.

Simdiye kadar yapilmis pek cok calismada, cesitli somatik dokulardaki ve
kompaksiyon sonrasi donem embriyolardaki GLUT1 ekspresyonunun belirgin bir
sekilde membran6z oldugu ve bu yerlesimin mikrocevreden hiicre icerisine glukoz
alimimin1 gergeklestirmesinden sorumlu oldugu acgiklanmigtir. Pantaleon M. ve
arkadaglarmm 2001 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, GLUT1 protein ekspresyonunun
zigot ve 2-hiicreli embriyolarda esas olarak niiklear membranda ve sitoplazmada, 4-
hiicreli asamada esas olarak sitoplazmik ve zayif membrandz, 8-hiicreli asamadan
itibaren ise artan diizeyde membrandz yerlesimli oldugu gosterilmistir (83).
Pantaleon ve arkadaslarinin bu bulgulari, embriyo glukoza bagimli hale gelmeye
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bagladikca, hiicre icerisine mutlak glukoz transportu ihtiyacina cevap olarak,
sitoplazmada {iretilen GLUT1 proteininin blastomer membranina gecis yaptigini
gostermektedir. Calismamizda ilging bir sekilde, p38 aktivite blokajinda
preimplantasyon gelisim ilerledikce, GLUTI membran ekspresyonu azalirken,
sitoplazmik ekspresyonlarin degismedigi goriilmistiir. Bu bulgu oldukca dikkat
cekici olup, ge¢ donem embriyolardaki GLUT!1 proteininin sitoplazmadan hiicre
membranina gecis yapmasinin, p38 MAPK sinyal aracili olabilecegini 6nermektedir.
Bu nedenle, morula ve blastosistlerde belirledigimiz gerilemis membrandz protein
ekspresyonunu, hiicre icerisindeki p38 MAPK sinyalinden yoksun olan embriyolarda
GLUT! proteninin gelisim ilerledik¢e sitoplazmadan membrana geg¢is yapamadigi
seklinde yorumladik. Ayrica, p38 inaktivasyonunda embriyonik gelisim ilerledikge
olusan membrana lokalize GLUTI1 yoksunlugunun, morula ve 0&zellikle de
blastosistlerin artan glukoz ihtiyacini karsilayamiyor olabilecegi diisiincesindeyiz. Bu
sonucumuz, literatiirde var olan p38 MAPK inaktivasyonunda preimplantasyon
gelisimin 8-16 hiicreli embriyo asamasindan sonra gelisimin geriledigi, gelisimsel
defektlerin ve arrestlerin goriildiigii bulgularin muhtemel bir nedeni olabilir. Ayni
sekilde c¢alismamizin bu sonucu, in vitro kiltirdeki embriyonik gelisim
potansiyellerini agikladigimiz tablodaki CSAID muamelesindeki morula ve blastosist
oranlarimdaki ciddi diisiisiin muhtemel aciklayicisidir. p38 MAPK aktivitesi
baskilanmis 8-hiicreli, morula ve blastosist evresi embriyolardaki GLUT1 protein
ekspresyonuna iligkin bu orijinal bulgular ilk kez ¢calismamiz ile ortaya konulmustur.

Insiilin-bagimli bir glukoz tastyicist oldugu bilinen GLUT4 proteininin daha
once fare preimplantasyon donem embriyolardaki ekspresyonunu gosteren cok az
sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu caligmalardan birinde, GLUT4 ekspresyonunun
C57 k1 fare blastosistlerinde, niiklear membranda ve sitoplazmada lokalize oldugu
tamimlanmustir (88). Calismamizda ise, kontrol ve ¢dzgen grubuna ait blastosistlerde
GLUT4 proteininin sitoplazmik yerlesim gosterdigi belirlendi. Bu glukoz tasiyici
proteinin immiinofloresan bulgularmin gruplar arasi kiyaslamasmin ise énemli bir
sonucu isaret ettigi belirlendi. 20 uM SB203580 uygulamasi ile p38 MAPK aktivitesi
baskilanmis blastosistlerin sitoplazmik GLUT4 ekspresyonunda belirgin azalma
tespit edildi ve bu gerilemis GLUT4 ekspresyonunun sitoplazmada kiimelenmis bir
goriiniimde oldugu gozlendi. Bu bulgumuz, p38 MAPK sinyal aktivitesinin
blastosistlerdeki GLUT4 lokalizasyonunu diizenleyebilecegini diisiindiirmektedir.
GLUT4 proteininin, blastosistlerdeki glukoz transportu siirecindeki gérevleri heniiz
aydmlatilamadigr i¢in, p38 MAPK blokajinda blastosistlerdeki GLUT4
yerlesimindeki bu ilging degisimi yorumlamamiz olduk¢a zor goriinmektedir.
Ayrica, immiinofloresan bulgularimiz CSAID muamelesindeki blastosistlerdeki
GLUT4 protein ekspresyonun azalmis olduguna isaret etse de, net bir azalmanin
varligindan bahsedebilmemiz icin kantitatif bir degerlendirmeye ihtiya¢ oldugu
kanisindayiz. GLUT1 proteinin ekspresyonu degerlendirmesinde oldugu gibi, p38
MAPK aktivitesi baskilanmig blastosistlerdeki GLUT4 protein ekspresyonuna iligkin
bu bulgular da ilk kez ¢alismamiz tarafindan tarif edilmistir.

Riera ve arkadaglar1 tarafindan 2009 yilinda yapilan calismada, sican testis
dokusundan izole edilen Sertoli hiicreleri p38 MAPK secici inhibitdrii SB203580 ile
kiiltiire edildiklerinde Glutl mRNA seviyesinin azaldigi belirtilmektedir (31).
Calismamizda ise, 8-hiicreli, morula ve blastosistlerdeki Glutl mRNA
ekspresyonunda ii¢ deney grubu arasinda anlamli bir degisim bulunmamistir. Bu
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bulgumuz, erken donem embriyolardaki Glutl’in  transkripsiyonel ve
posttranskripsiyonel kontroliinde p38 MAPK sinyal yolaginin etkin olmayabilecegini
gostermektedir.

Yenidogan sican kalp kasi hiicrelerindeki p38 MAPK sinyalinin, Glut4
promoter transkripsiyonel aktivitesini de stimiile ettigi, Glut4 mRNA’smnin p38
MAPK-bagimli ekspre oldugu Montessuit C. ve arkadaslarinin 2004 yilinda
yaptiklar1 caliymada belirtilmektedir (30). Ayni1 calismada, p38 MAPK segici
inhibitoric SB203580 ile muamele sonucunda kantitatif RT-PCR sonuglarma gore
Glut4 mRNA miktar1 azalmaktadir (30). Bizim ¢alismamizda ise, li¢ deney grubuna
ait blastosistlerde saptanan Glut4 mRNA ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark olmadigi belirlendi. Bununla birlikte, kantitatif RT-PCR bulgularimiz
incelendiginde, inhibitdr uygulamasi sonucunda p38 MAPK sinyal aktivitesi
baskilanmig blastosistlerdeki Glut4 mRNA ekspresyonunda, kontrol grubuna kiyasla
yaklasik 1.4 katlik artis oldugu goriilmektedir. Immiinfloresan bulgularimiz, p38
MAPK sinyali inhibe edilmis blastosistlerde, GLUT4 protein ekspresyonunun
azaldig1 yoniindeydi. Bu gruba ait blastosistlerde Glut4 mRNA diizeyinin artisi,
hiicre icerisinde daha c¢ok protein liretimi saglamak i¢in olabilecegi kanisindayiz. Su
ana kadar yapilan higbir ¢alismada, embriyolardaki p38 MAPK aktivitesi
durduruldugunda, embriyolardaki Glutl ve Glut4 mRNA’sinin ekspresyon diizeyi
degerlendirilmemistir. Calismamiz, bu agidan bir ilktir.
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SONUCLAR

Bu tez projesi ¢aligmasinda, fare preimplantasyon gelisimde aktif ve gerekli
hiicre i¢i sinyal mekanizmalarindan biri oldugu bilinen p38 MAPK sinyal yolaginin,
preimplantasyon gelisiminin glukoz kullanimina bagimli oldugu ge¢ donemlerinde
(8-hiicreli, morula, Dblastosist) GLUTI ve GLUT4 ekspresyonlarmnin
diizenlenmesindeki muhtemel rolleri arastirilmis ve elde edilen sonuglar maddeler
halinde asagida 6zetlenmistir.

1. Gelisim potansiyeli ve morfolojik bulgularimizi degerlendirdigimizde:
p38 MAPK sinyal aktivitesinin preimplantasyon gelisiminin devami ve
ozellikle de normal blastosist gelisimi i¢cin gerekli mekanizmalardan biri
oldugu goriilmektedir.

2. GLUT1 protein ekspresyonunun 8-hiicreli embriyonik evrede, hiicre
icerisindeki p38 MAPK sinyal aktivitesinin durdurulmasina bagl olarak
degismedigi goriilmiistiir. Bu bulgu gelisimin erken asamasimdaki GLUT
ekspresyonunun p38 MAPK sinyali aracili olmadigini diisiindiirmiistiir.

3. Kontrol grubuna ait morula ve blastosist evresi embriyolarda GLUT1
protein yerlesiminin esas olarak membrandz, zayif miktarda da
sitoplazmik oldugu belirlenmistir. 20uM SB203580 muamelesi ile p38
sinyali baskilanmig morula ve blastosistlerde ise membrana yerlesik
GLUTTI protein ekspresyonunda belirgin bir azalma tespit edilmistir.

4. Simdiye kadar ¢ok az calismada embriyolardaki varligi gosterilen ve
fonksiyonel yonleri agiklanamayan GLUT4 proteininin, blastosist evresi
embriyolarda sitoplazmik yerlesime sahip oldugu calismamizda ortaya
konulmustur.

5. Immiinfloresan sonuglarimiz, 20uM SB203580 muamelesi ile p38 sinyali
baskilanmis blastosistlerdeki GLUT4 protein ekspresyonunun azaldigini
isaret etmektedir. Ayrica, dikkat cekici bir sekilde inhibitér grubu
blastosistlerdeki GLUT4 protein yerlesimi de degismistir.

6. Her iki glukoz tastyicisi proteine iliskin bu bulgularimiz, embriyolardaki
p38 sinyalinin, GLUT1 ve GLUT4 protein ekspresyonlarini diizenledigi
hipotezimizi dogrulamaktadir.

7. Yaptigimiz kantitatif RT-PCR sonuglarina gore gruplar arasinda Glutl ve

Glut4 mRNA  ekspresyon diizeyinde anlamli  bir degisim
goriilmemektedir. Bu durum, preimplantasyon embriyolardaki p38
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MAPK  sinyal aktivitesinin, bu genleri transkripsiyonel ve
posttranskripsiyonel diizeyde kontrol etmedigini diisiindiirmektedir.

. Bu calisma, p38 MAPK aktivitesinin preimplantasyon embriyolardaki
GLUTI1 ve GLUT4 ekspresyonlari tizerindeki diizenleyici rollerinin, hem
protein hem de mRNA diizeyinde arastirildigi ilk ¢aligmadir.

Glinlimiizde deney hayvant modelleri iizerinde yapilan g¢alismalarda
tedavi edici yonleri arastirtlan CSAID molekiillerinin, inflamasyon ile
iliskili gesitli hastaliklarda potansiyel farmakolojik etkinlikleri klinikte
belirlenmistir (127-130). Arastrmamizin bu bulgu ve sonuglari, bu
tedavilerin gebeligin erken doneminde uygulanmasmin preimplantasyon
embriyo gelisimi iizerine olabilecek olas1 olumsuz etkilerinin, g6z 6niinde
bulundurulmasi gerektigini géstermektedir.
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