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OZET

Preimplantasyonel Embriyonik Gelisimde In Vivo ve In Vitro Asidoz Defans

Mekanizmalarinin Karsilastirilmasi

Amag¢: Hiicre ici pH (pHi) diizenlenmesi tiim hiicrelerde oldugu gibi
preimplantasyon asamasindaki embriyolar i¢in de hayati 6nem tasir. Preimplantasyon
asamasindaki embriyolar pH; diizenlenmesi i¢in temel olarak ii¢ farkli iyon degistirici
mekanizma kullanirlar. Bu mekanizmalardan HCOj3; /C1™ degistirici hiicreyi alkaloza,
Na'/H' ve Na*, HCOs /CI" degistiricileri ise asidoza kars1 korurlar. Bu ¢alismada, in vivo
elde edilen ve in vitro kiiltiirde gelistirilen farkli asamalardaki embriyolarin (2 hiicreli, 4
hiicreli, morula ve trofoblast) Na'/H" degistirici aktivitesinin tek basna ve Na',
HCOs /CI"  degistiricisi ile birlikte saglanan asidoz defans mekanizmalarinin
karsilastirilmast amaglandi.

Gere¢ yontem: Calismada 5-8 haftalik Balb/c soyu disi fareler kullanildi. In vivo
ve in vitro elde edilen embriyolarin bir grubu pH-sensitif florofor 2,7 Bis Karboksi Etil
5-6 Karboksi Florosin (BCECF) ile yliklenerek mikrospektrofluorometrik yontem ile
asidozdan iyilesme yanitlar1 kaydedildi. Na"/H" degistirici isoformlarmi (NHE1 ve 3)
asidozdan 1iyilesmeye olan katkisini degerlendirebilmek icin spesifik inhibitorler
(Kariporid, S3226) kullanildi. Diger bir grup embriyoya ise Na"/H" ve Na‘, HCOs /CI
degistirici proteinlerinin spesifik antikorlari ile indirekt immunfloresan boyama yontemi
uygulandi.

Bulgular: Asidozdan iyilesmede ana diizenleyici mekanizma olan Na'/H"
degistirici aktivitesi, in vivo ve in vitro ayn1 asama embriyolar arasinda anlamli farklilik
gostermezken her iki grupta da en yiiksek degistirici aktivitesi 2-h embriyonik agsamada
gozlendi. Na'/H" degistirici 1 ve 3 isoformlarinin asidozan iyilesmede etkili oldugu
saptandi. Na*, HCOs /Cl degistiricisinin asidozdan iyilesmede tamamlayici rol oynadigi
ve in vitro kiiltiir ortaminda gelisen embriyolarda da benzer fonksiyon gosterdigi saptandi.

Sonu¢: Asidozdan iyilesmede fonksiyonel degistirici aktivitelerinin 2 hiicreli
embriyonik asamada yiiksek olmasi ve embriyonik gelisim siirecinde anlamli azalmalar
goriilmemesi, artan metabolik aktivite ve uterusun asidik ortamina uygun olarak etkin bir
asidoz defans mekanizmasinin bulundugunu géstermektedir. /n vivo elde edilen ve in vitro
gelisimi  saglanan tiim preimplantasyonel embriyonik asamalarin asidoz defans
mekanizmalarinin etkinligi arasinda anlamli farklilik saptanmamig olmasi, kiiltiire edilen
ileri asama embriyolarin da IVF uygulamalarindaki embriyo se¢ciminde diistinebilecegini
desteklemektedir.

Anahtar sozciikler: Hiicre i¢ci pH diizenlenmesi, Na'/H" degistiricisi, Na®,
HCO, /CI" degistiricisi, preimplantasyonel embriyonik gelisim, immiinfloresan boyama
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ABSTRACT

Comparison of In Vivo and In Vitro Acidosis Defense Mechanisms in

Preimplantation Embryonic Development

Aim: Intracellular pH (pH;) regulation is crutial for all cell types including
preimplantiton embryos. There are three mechanisms that are used for pH; regulation in
preimplantation embryos. HCO;3 /Cl" exchanger alleviates alkalosis while Na"/H" and
Na', HCOs /CI" exchangers alleviate acidosis. In this study, we aimed to compare acidosis
defence mechanisms provided by Na“/H" exchanger activity alone and together with Na™,
HCOs /CI" exchanger activity in in vivo and in vitro embryos.

Materials and Methods: Embryos were collected from 5-8 week old Balb/c strain
female mice. In vivo and in vitro embryos loaded with 2,7 bis carboxyethyl 5-6 carboxy
fluorescein (BCECF) and recovery rates from induced acidosis were recorded by
microspectrofluorometric method. Specific inhibitors (Cariporide, S3226) were used to
determine the contribution of Na*/H" exchanger isoforms (NHE1 and 3) to recovery from
acidosis. In a group of embryos Na’/H" and Na*, HCOs /CI"exchanger proteins visualised
through indirect immunofluorescence protocol.

Results: Na'/H" exchanger activity was not significantly different between in vivo
and in vitro same stage embryos. NHEI and 3 isoforms contributed to recovery from
acidosis. We found that the major mechanism for defence against acidosis is the Na"/H"
exchanger and the Na', HCOs-/Cl” exchanger plays a complementary role, and embryos
developed in vitro also showed similar results.

Conclusion: The exchanger activities were high at the 2-cell stage of the embryos
and there was no significant decrease during the developmental stages of the embryos.
These results suggest that there are effective acidosis defence mechanisms in accordance
with the increased metabolic activity during embryonic development and the acidic
environment of the uterus. The absence of significant changes in acidosis defence
mechanisms between in vivo and in vitro embryos at all developmental stages may
indicate that cultured advanced stage embryos can also be used for IVF treatment.

Key Words: Intracellular pH regulation, Na/H" exchanger, Na‘, HCOs/CI
exchanger, preimplantation embryo development, immunofluorescence staining
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1. GIRiS

Vitellus kesesinden kdken alan primordial germ hiicreleri gebeligin 5. haftasindan
itibaren gonadlarin korteksine go¢ eder. Overe go¢ eden primordial germ hiicreleri mitoz
boliinmelerle oogoniumu olustururlar. Oogonia gebeligin 8. haftasindan itibaren birinci
mayozun profazina girerek primer oositi olusturur ve profaz I’in diploten agamasinda
durdurulurlar. Bu asamadaki oosite germinal vezikiil asamadaki oosit (GV oosit) de
denir). Pubertede artan gonadotropinlerin etkisiyle profaz I tamamlanir ve oositler
metafaz I evresine ulagir. Bu siirecin ilerlemesiyle oositler birinci mayozu tamamlar ve
birinci kutup cismini atarak fertilizasyona kadar ikinci mayozun metafazinda (MII oosit)
kalirlar.®) Bu siirece mayotik matiirasyon siireci denir. MII oositler sperm ile fertilize
oldugunda ikinci mayoz tamamlanir ve proniiklear (PN) zigot olusur®#. PN zigotun art
arda mitotik boliinmeler gerceklestirmesiyle sirasiyla iki hiicreli (2-h), 4 hiicreli (4-h),
sekiz hiicreli (8-h), morula ve trofoblast asama embriyolar olusur. Zigot olusumuyla
baslayip trofoblast olusumuyla tamamlanan doneme preimplantasyonel embriyonik
dénem ad1 verilir.

Tiim hiicrelerde oldugu gibi oosit ve embriyolarda da hiicrelerin canliligini
stirdlirebilmesi ve normal fonksiyonlarini devam ettirebilmesi i¢in hiicre i¢i pH (pH;) dar
bir aralikta tutulmalidir. pH; regiilasyonu temel olarak hiicre membraninda bulunan iyon
degistiricilerle saglanir® ®. Bu degistiriciler; hiicreyi alkaloza kars1 koruyan HCO3 /CI
degistirici (Anyon exchanger, AE), asidoza kars1 koruyan Na'/H" (Na'/H" exchanger,

NHE) ve Na', HCOs/CI (Na+-dependent HCO;57/CI"  exchanger, NDBCE)
degistiricileridir. Hiicre i¢i pH belirli bir esik degerin iizerine ¢iktiginda AE aktive olur
ve Cl hiicre igine alinirken HCO3~ disina gonderilir. Hiicre i¢i pH ~6.8’in altina indiginde
NHE aktive olur ve Na* hiicre i¢ci H' ile degistirilerek asit yiik azaltilir. NDBCE
degistiricileri ise pHi ~7.0’in altina indiginde aktiflesir, Na" ve HCOs™ hiicre igine
alinirken CI° disar1 atilir®®),

Hiicreigi pH regiilatdr proteinlerin mayotik yeterlik siiresince kazamldigi”>® |
alkaloz defans mekanizmasinin GV oositlerde yliksek aktivite gosterdigi, mayotik
maturasyon siirecinde MI ve MII asama oositlerde baskilandigi, fertilizasyon sonras1 PN

zigot asamasinda tekrar yiiksek degerlere ulasirken ilerleyen embriyonik gelisim



asamalarinda baskilandig1 gosterilmistir® 9. Asidoz defansinda ise temel diizenleyici
mekanizmanin NHE aktivitesi oldugu, NDBCE aktivitesinin tek basina hiicreyi asidozdan
kurtarmada yeterli olmadig1 raporlanmustir!!"'¥. NHE aktivitesinin mayotik matiirasyon
siirecinde AE ile benzer sekilde GV oositte yiiksek iken MII oositlerde baskilandigi, PN
asamada ise tekrar yiiksek aktiviteye ulastign gosterilmistir & ' 13- 14 Embriyogenez
stirecinde in vivo elde edilen embriyolarda NHE aktivitesinin PN zigot ve 2-h embriyonik
asamada daha yiiksek olmakla birlikte, AE aktivite degisiminden farkli olarak, tiim
embriyonik asamalarda yiiksek seyrettigi raporlanmistir!?.

Slc9a genleriyle kodlanan NHE proteinlerinin bilinen ilk 5 isoformu hiicre
membranima yerlesmis halde bulunur!> !9, Preimplantasyonel embriyonik dénemde
NHE isoformlarimin asidozdan iyilesmedeki etkileri incelendiginde, fare soylarinda
farkliliklar gostermekle birlikte, NHE1 ve 3 isoformlarinin baskin isoformlar oldugu
gosterilmistir? 1317,

Laboratuvarimizda daha dnce yapilan ¢aligmada, asidoz defans mekanizmalarinin
in vivo preimplantasyonel donem embriyolarindaki etkinligi degerlendirilmisti. Ancak
literatiirde asidoz defans mekanizmalarinin, in vivo elde edilen ve in vitro kiltiirde
gelistirilen embriyolarda karsilagtirmali  olarak ortaya koyan bir c¢alismaya
rastlanamamaistir. Yardimei tireme tekniklerinin basarisinda dnemli bir etken olan in vitro
kiiltiir sartlari, uzun yillardir yapilan ¢aligmalarla optimize edilmeye calisilsa da in vivo
ortami birebir yansitamamasi nedeniyle, diizenleyici mekanizmalarin kiiltiir ortaminda
fonksiyonlarin1 yerine getirme kapasiteleri embriyo gelisimi i¢in Onemlidir. Bu
calismanin amaci, in vivo ve in vitro ortamda gelisen embriyolarda pH; diizenleyici
mekanizmalarin  karsilagtirilmas: ile fonksiyonlarin1 normal olarak ortaya koyup
koyamadiginin, embriyonik gelisim asamalarina gore asidik pH stresine karsi hiicreyi
koruyabilme durumunun ve dolayis1 ile embriyolarin kalitesine etki edebilecek bir
parametrenin ortaya konmasidir. Bdylece IVF gibi yardimci iireme tekniklerinde transfer
edilecek embriyolarin hangi asamalara kadar in vitro ortamda normal gelisebilmesinin
miimkiin olabilecegine 151k tutulmaya ve implantasyon basari oraninin artirilmasina

katkida bulunulmaya ¢alisilmstir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Oogenez

Prenatal donemin 5-6. haftasinda disi fetiisiin germ hiicrelerinde fonksiyonel
hareketlenme baglar. Vitellus kesesinden koken alan primordial germ hiicreleri gonadlarin
korteksine go¢ eder. Overe gog¢ eden primordial germ hiicreleri gebeligin 20-24. haftasina
kadar mitoz béliinmelerle oogoniumu olustururlar. Intrauterin 24. haftanin sonunda
oogonia sayist 7 milyona ulasir. Oogonia gebeligin 8. haftasindan itibaren birinci
mayozun profazina girerek primer oosit halini alir. Bu asamada primer oositler
DNA’larin1 kopyalayarak 46 (4N, 22 ¢ift otozomal, 1 ¢ift X kromozomu) kromozoma
ulagirlar. Ancak boliinme tamamlanamaz ve primer oositler profaz I’in diploten
asamasinda durdurulurlar. Germinal vezikiil de denen primer oosit ¢ekirdegi bu asamada
hiicrenin merkezinde net bir sekilde goriiliir. Bu nedenle bu asamadaki oosite germinal
vezikiil agamadaki oosit (GV oosit) de denir. Tiim oogonianin primer oositlere doniistigii
mayoz bdliinme siireci dogumdan sonraki 6. aya kadar devam eder. Birinci mayoz
boliinme oviilasyon zamanina kadar tamamlanmaz. Oogenezin baslangicindan itibaren
oogonianin ve folikiil olusumundan sonra folikiillerin bircogu apoptoza ugrar ve oosit
say1s1 giderek azalir. Dogumda yaklasik 2 milyon olan oosit sayis1 pubertede 400.000’e
diiser'® 19,

Diploten evredeki primer oositler tek sira yassi pregraniiloza hiicreleriyle
cevrelenerek primordial folikiilleri olustururlar. Pubertede gonadotropinlerin etkisiyle
pregraniiloza hiicreleri kiiboidal graniiloza hiicrelerine doniigiir ve mitoz boliinmeyle
cogalirlar. Bu siirecte primordial follikiiller sirasiyla primer, sekonder, tersiyer ve graaf
follikiil halini alir. Graniiloza hiicreleri birbirlerine ve oositlere gap kavsaklarla
baghdirlar. Gap kavsaklar sayesinde graniiloza hiicreleriyle oositler arasinda karsilikli
olarak besin maddeleri, biiyiime faktorleri gibi maddelerin alisverisi saglanir®?,
Graniiloza hiicreleri zona pelliisida (ZP) yapisin1 olusturan mukopolisakkaritleri salgilar.
Graniiloza hiicreleri ayn1 zamanda cAMP, C-natriiiretik peptid (CNP), hipoksantin,
guanozin, adenozin, cGMP ve oosit matiirasyon inhibitorii gibi mayotik arrestin
stirdiiriilmesinde rol oynayan molekiilerin gap kavsaklar araciligtyla oosite iletilmesini

saglar®V. Graniiloza hiirelerinden salinan CNP, natriiiretik peptid reseptorii 2 (NPR2)’ye
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baglanarak kumulus hiicrelerinin cGMP iiretimini uyarir. Artan cGMP gap kavsaklar
aracilifiyla oosite ulasir ve oositte bulunan fosfodiesteraz 3A (PDE3A)’y1 baskilar,
boylece cAMP’nin parcalanmasi engellenir ve mayotik duraklama devam eder (Sekil
1A). Oviilasyonda LH pikiyle birlikte folikiil icerisinde amfiregiilin (AREG), epiregiilin
(EREQG) olarak adlandirilan epidermal biiylime faktorii benzeri (EGF-like) biiylime
faktorlerinin artigt goriiliir®®. Bununla birlikte PGE> kumulus hiicrelerinde AREG
iiretimini arttirir. Bu bliylime faktorlerinin iki temel islevi bulunur. C-natriiiretik peptidi
ve NPR2’yi azaltarak ¢cGMP iiretimini baskilamak ve gap kavsaklarin gec¢irgenligini
azaltarak mevut cGMP’lerin oosite iletimini engellemek. Sonug olarak azalan cGMP’ye
bagli fosfodiesteraz 3A inhibisyonu ortadan kalkar ve cAMP parcalanarak oosit mayotik
duraklamadan kurtulur® (Sekil 1B). Birinci kutup cismini atarak birinci mayotik
boliinmeyi tamamlayan oosit artik sekonder oosit adini alir. Sekonder oosit fertilizasyona

kadar ikinci mayozun metafazinda durdurulur.

PGE,
EGF-like

NPR2

Sekil 1. Mayotik duraklamada etkili sinyal yolaklar1 (A) ve ovulasyonda goriilen LH
piki ile bu sinyal yolaklarinda meydana gelen degisiklikler (B)??.

growth factors
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junctions



2.2. Fertilizasyon ve Preimplantasyonel Embriyonik Gelisim

LH, progesteron ve prostoglandinlerin etkisiyle sekonder oositi iceren graaf follikiil
duvari incelir ve proteolitik enzimlerin aktivitesiyle yirtilir®®. Cevresindeki kumulus
hiicreleriyle birlikte periton bogluguna atilan sekonder oosit fimbriyalar yardimiyla tuba
uterinaya alinir. Tuba epitelinin siliyer hareketi ve tubal kaslarin kasilmasiyla sekonder
oosit ampullaya tasinir.

Ejakiilasyon sonrasi vajinaya 250-500 milyon sperm birakilir ancak bunlarin sadece
% 25-50'si ampullaya ulasir. Sperm hiicreleri kisa siirede seminal havuzdan ayrilmaya
baslar ve servikal kanala dogru hareket ederler. Sperm hiicreleri, artmis sekretuar
aktiviteye sahip olan tubaya ulasir. Tuba, spermlerin epitelyuma yapismasina neden olan
mukus salgilar. Disi lireme sisteminin peristaltik kasilmalar1 ve fallop tiiplerinin i¢

yiizeyindeki silia hareketi, spermin hareketine yardimci olur®>

. Sperm, disi lireme
kanalinda yaklagik 7 saat siiren kapasitasyon donemi sonunda oositi dolleyebilme
yetenegini kazamir®®. Qositin ¢evresindeki kumulus hiicrelerinin matriksi hyaluronik asit
yardimiyla pargalanir ve sperm graniiloza hiicrelerine tutunur. Kumulus hiicrelerinin
arasindan gegen sperm zona pellusidaya ulasir. Burada ilk olarak ZP3 proteinine baglanan
spermde akrozomal reaksiyon baslar ve hidrolitik enzimler igeren vezikiillerin ekzositozu
gerceklesir. Salian hidrolitik enzimler zonanin lokal olarak par¢alanmasini saglar. Sperm
daha sonra ZP2 proteinine baglanir ve kuyrugunun kirba¢ benzeri hareketiyle zona
icerisinde oosite dogru ilerler, oosite ulastiginda sperm ve oosit membranlari birlesir'®).
Fosfolipaz C aktivasyonu ile artan IP; oosit endoplazmik retikulumundan Ca*? salinimini
arttirir. Ooplazmik Ca*? artis1 oositin periferik kortikal graniillerinin ekzositozuna yol
acarak kortikal reaksiyonu baglatir. Kortikal reaksiyon zona pellusida proteinlerinin
yapisinin degisip baska spermlerin oosite ulagsmasini engelleyerek polispermiyi onler.
Baslangictaki yiiksek Ca™ artisim takiben saatler siiren kiiciik Ca™? salinimlari ikinci
mayozun tamamlanmasini tetikler ve haploid kromozom igeren ikinci polar cisim atilir.
Oosit ve sperm kromozomlart dekondense olarak disi ve erkek proniikleusu olustururlar.
Sonug olarak iki proniikleusa sahip zigot olusur. Spermin niikleusu ile birlikte oosit igine
giren sentrozom mikrotiibiiller olusturarak disi ve erkek proniikleusu bir araya getirir. Bu

stirecte her iki kromozom da replike olur. Proniikleuslar bir araya geldiklerinde ¢ekirdek



zarlar ¢oziilir ve kromozomlar metafaz plagini olusturur ve ilk mitotik boliinme
gerceklesir. i1k iki béliinme yaklasik 2 giin siirer, ii¢iincii boliinmeden sonra blastomerler
birbirlerine kars1 diizlesir ve aralarinda baglantilar olusmaya baslar, blastomerler
arasindaki sinirlar artik ayirt edilemez hale gelir ve embriyo kompakt morula asamasina
ulasir. Bu asamada embriyonun RNA, protein ve fosfolipid sentezinde 6nemli bir artis
olur ve farklilasma siireci baglar. Trofoektoderm hiicreleri ilk farklilasan hiicrelerdir ve
bu hiicrelerde artan Na'/K" ATPaz aktivasyonu sonucu embriyo igerisinde artan Na" un
osmotik ektisiyle suyun pasif gecisi gergeklesir®”). Boylece bir i¢ hiicre kitlesi, blastosel
ad1 verilen ici s1v1 dolu bir kavite ve dis kisimda trofoektoderm tabakaya sahip trofoblast
olusur. Embriyo, ilk 3 giin boyunca tuba uterinada bulunur, daha sonra uterusa girer.
Embriyonun endometriuma implantasyonunun basarili bir sekilde gergeklesmesi igin
embriyonik gelisimin normal siirecinde devam etmesi ve endometrial olgunlagsmanin bu
siiregle es zamanl gerceklesmesi biiyiik dnem tagir. Iimplantasyon siireci {i¢ evreye ayrilir.
Ilk evre yakinlasma evresi olarak adlandirilir. Bu evrede fertilizasyon sonrasi 5-6.
glinlerde zona pellusidadan ayrilan (hatching) trofoblast uterus duvarina yakinlagir.
Endometrium duvarinda bulunan ve pinopod adi verilen parmaksi c¢ikintilar bu
yakinlagmay1 kolaylastirir. 6-7. giinlerde i¢ hiicre kitlesine komsu olan trofoektoderm
hiicrelerinin mikrovilluslart araciligiyla adezyon (yapigsma) evresi baslar. Bu evrede
integrinler, heparan siilfat proteoglikanlar, kaderinler gibi adezyon molekiilleri gorev alir.
Bunlardan en énemlileri integrin proteinleridir®®. Integrin proteinleri hiicre dis1 matriks
proteinlerine (laminin, fibronektin, kollajen, vitronektin) baglanarak trofoblastin
endometriuma tutunmasina aracilik eder. Tutunma sonrast trofoblast hiicreleri
sitotorofoblast hiicrelerine farklilagir. Sitotrofoblast hiicreleri dis kisimda birbirleriyle
kaynasarak uterus duvarina ¢ikintilar uzatan ¢ok c¢ekirdekli sinsityotrofoblast tabakasini
olusturur. Sinsityotrofoblastlardan salinan metalloproteazlar ve serin proteazlar ile hiicre

dis1 maktiks pargalanir ve embriyonun endometriuma invazyonunu gergeklesir®®.
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Sekil 2. Preimlantasyonel embriyonik gelisim asamalari

2.3. Zigotik Genom Aktivasyonu

Oositlerde depolanmis olan maternal mRNA ve proteinler erken embriyonik
gelisimi destekler. Embriyonik donemdeki ilk iki yariklanma maternal mRNA tarafindan
yonetilir. Zigotik genom aktivasyonu siirecinde maternal transkriptler pargalanir yeni
transkriptler olusur ve gen ekspresyonlar1 yeniden programlanir®?. Gen aktivasyonunun
gerceklestigi embriyonik asamada, hiicre dongiisiinde meydana gelebilecek gecikmeler
mRNA sentezinin belirli bir esik degerin altinda kalmasina ve embriyonik gelisimin
durmasina neden olur. Maternal zigotik gecis olarak adlandirilan bu siire¢ insanda 4-8
hiicre aras1 gergeklesirken farede 2 hiicreli embriyonik asamada gerceklesir®”. Erken
embriyonik donemdeki genom aktivasyonu embriyonik asamalara gore farkli genlerin
aktivasyonunun artmasi ya da azalmasi siireglerini icerir. Ornegin 2 ve 4 hiicreli
embriyonik agamalarda temel hiicresel mekanizmalarin diizenlenmesiyle ilgili genlerin
aktivasyonu artmigken daha ileri asamalarda (8-h, morula, trofoblast) hiicre farklilagmas1

ve morfolojik degisiklikleri diizenleyen genlerin aktivasyonu artar®!.



2.4. Embriyo Toplama ve Kiiltiir Soliisyonlari

Doku kiiltiir soliisyonlarinin ilk 6rnegi Ringer tarafindan olusturulan serum benzeri
dengeli tuz ¢ozeltisidir. Daha sonra kullanilan embriyo kiiltiirlerinin ¢ogu serum veya
plazma gibi biyolojik sivilarda veya bu biyolojik sivilarla desteklenen sentetik kiiltiir
ortamlarinda gergeklestirilmistir. Ancak bu biyolojik sivilarin bilinmeyen bilesenleri
tekrarlanabilirlik a¢isindan sorunlara neden olmus ve in vitro gelisen embriyo icin gerekli
bilesenlerin tanimlanmasi tam olarak saglanamamistir. Bu nedenle dengeli tuz
cozeltilerine dayali Tyrode'nin soliisyonu ve Krebs-Ringer-bikarbonat (KRB)
soliisyonlar1 gibi sentetik ortamlar gelistirilmeye baslanmistir®®. Soliisyon igerikleri
embriyolarin normal gelisimlerini devam ettirebilmek i¢in modifiye edilmis ve M16,
CZB, MEM, SOM, KSOM soliisyonlar1 gelistirilmistir. Bu g¢alismada K™ diizeyi
arttirllmis KSOM (K" simplex optimized medium) soliisyonu kullanilmistir. Soliisyon
icerisinde bulunan NaCl, KCI, MgSQ4, CaCl; elektrolit ve osmotik etki saglarken; laktat,
piriivat, glukoz enerji substratlar1 olarak kullanilir. KH2PO4 ve NaHCOs soliisyonu
tamponlamada kullanilir. Agir metal kontaminasyonlarini 6nlemek i¢in ortama EDTA
eklenir. Embriyolarin birbirlerine ve petri zeminine yapismalarini engellemek i¢in ise
BSA (Bovine Serum Albumin) kullanilir. KSOM soliisyonu igerisindeki bikarbonat
sayesinde % 5-6 CO: igeren inkiibatdr sartlarinda soliisyon pH’sin1 tamponlama
yetenegine sahiptir ancak, embriyolarin toplanmasi sirasinda atmosfer havasinda sabit
pH’ya sahip bir ortam gereklidir. Bikarbonat tamponu igeren soliisyonlar kisa siireli ortam
havasina maruziyette bile sabit pH seviyelerini siirdiiremezler. Bu nedenle embriyolarin
toplanmas1 sirasinda KSOM igerigindeki NaHCO3 miktarinin azaltilip ortama HEPES
tamponu eklenmesiyle elde edilen KFHM (flushing-holding medium) soliisyonu
kullamilir®®. pH &l¢iimii sirasinda monokarboksilat tastyicilarin hiicre i¢i pH’ya olan
etkisini minimalize etmek icin laktati azaltilmis pHKFHM/pHKSOM soliisyonlari

kullanilir.



2.5. Hiicre ici pH Regiilasyonu

Hiicre i¢i pH regiilasyonu, hacim diizenlemesi, hiicresel metabolizma, membran
potansiyeli, kas kasilmasi, vezikiil transportu ve hiicre iskeletindeki etkilesimler gibi
bircok siirecte kritik rol oynar. pH; degisiklikleri, Ca’>" ve cAMP gibi ikinci habercilerin
konsantrasyonunu da etkiyerek hiicre ici sinyal iletimini etkiler®**”). Hiicre ici pH’daki
yiikselmelerin ve diisiislerin fare embriyolarinda metabolik aktivite iizerinde etkili
oldugu®®, yiiksek pHi’nin mitokondriyal disfonksiyona ve andploidiye neden oldugu

gosterilmistir®® 4

. Oosit ve embriyolarda da oldugu gibi biitiin hiicrelerde pH;i
regiilasyonu i¢in temel olarak ii¢ mekanizma kullanilir. Bunlar hiicre membraninda
yerlesik bulunan slc4 gen ailesinin tiyeleri olan HCO37/Cl” degistirici (Anyon exchanger,
AE), Na®, HCOs/ClI" (Na'-dependent HCOs/Cl" exchanger, NDBCE) ve slc9 gen
ailesinin iiyesi olan Na*/H" (Na*/H" exchanger, NHE) degistiricileridir. NHE ve NDBCE

hiicreyi asidoza kars1 korurken, AE hiicreyi alkaloza kars1 korur.

2.5.1. NHE isoformlari

Na'/H" degistirici proteinleri slc9 gen ailesi tarafindan kodlanir, okaryotik ve
prokaryotik tek degerli katyon proton antiporter (CPA) siiper ailesinin bir alt grubunu
olustururlar. SIc9A ailesinin bilinen 9 iiyesi bulunur, bunlardan ilk besi hiicre
membraninda digerleri cesitli organellerde yer alir.  NHE proteinleri elektronétraldirler.
Hiicre i¢i pH ~6.8’in altina diistiigiinde aktive olurlar® ve Na™a bagl siiriicii kuvvet ile
hiicre igi bir H"’i hiicre dig1 bir Na" ile degistirirler, boylece hiicrenin asit yiikiinii azaltirlar
(Sekil 3A). NHE1 isoformu bobregin makula densa, a ve B interkale hiicreleri disinda
cogu memeli hiicresinde bulunur. Epitel hiicrelerin ¢ogunun basolateral membraninda
yerlesim gosterir. Bir istisna olarak plasentel sinsityotrofoblast hiicrelerinde apikal
membranda basolateral membrana gére ~10 kat daha fazla bulunur®". NHE1 knockout
farelerde embriyogenezin normal gerceklestigi ancak dogum sonrasi 6liim oranlarinin
yiiksek oldugu gosterilmis'®. NHE2 isoformu ince bagirsak, kolon ve safra kesesinin
firgcams1 kenarinda, midede ve endotel hiicrelerinde basolateral membranda yer alir.
NHE3 ince bagirsak, kolon, safra kesesi, renal proksimal tiibiil ve henle kulbunun kalin

ve ince kollarinda bulunur. NHE3, ince bagirsak ve bobreklerde ndétral NaCl



absorpsiyonunun ¢ogundan sorumludur. NHE4 en ¢ok midede, az bir oranda da bobrek
medullas1 ve hipokampuste bulunur. NHES sperm ve beyinde (dentat gyrus, serebral
korteks, hipokampus, amigdala, kaudat c¢ekirdek, hipotalamus, subtalamus ve talamus)
bulunur™®®. OQositlerde ve preimplantasyon donemi embriyolarda da NHE1 ve 3
isoformlarin1 gdsteren ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur & 12 20-43-49 NHE! isoformu tiim
preimplantasyonel embriyonik asamalarda bulunurken farkli ¢aligmalarda NHE3
isoformunun trofoblast asamada fonksiyonel olmadig1 raporlanmistir'> 1. NHE4 ve 5
isoformlar1 erken embriyonik dénemde baskin isoformlar olmasa da molekiiler

calismalarda farkli embriyonik asamalarda bulunduklari gosterilmigtir? 13,

2.5.2. pHi Regiilasyonunda HCOs™ Tasiyic1 Proteinlerin Rolii

Slc4 gen ailesi tarafindan kodlanan 10 adet bikarbonat tasiyici protein bulunur. Bu
proteinler fonksiyonlarina gore 3 farkli grupta toplanir. Ilk grup HCOs/CI" degistiriciler
(Anion exchanger, AE) olarak isimlendirilir, ikinci grup Na'- HCOj" birlikte tagiyicilari
(Na'/HCOs" cotransporter, NBC), tiglincii grup ise Na" bagimli HCO37/Cl degistirici (Na*
driven HCOs/Cl" exchanger, NDBCE). Anyon degistiriciler elektronétraldir, CI” ve
HCO5™ iyonlarinin konsantrasyon gradiyentleri net tasinim yoniinii belirler. Cogu hiicrede
hiicre dist CI” hiicre i¢i bir HCO3™ ile yer degistirir (Sekil 3B). Eritrositlerde ise
degisiminin yoni, hiicrelerin sistemik veya pulmoner kapiller yatakta olmasina baghidir.
DIDS gibi disiilfonik stilbenler AE aktivitesini inhibe eder. Na'™-HCOs™ birlikte tasiyicisi,
bir Na" ve iki veya ti¢ HCOj3™ ‘1 hiicre i¢ine tasir (Sekil 3D ve E). Sonug olarak, hiicre igi
pH ytikselir ve membran potansiyeli daha negatif bir deger alir. Bunun bir istisnasi
bobregin proksimal tiibiiliinde goriiliir. Burada bazolateral membranda bulunan NBCel
birlikte tagiyicisi bir Na" ile ti¢ HCO3™ ‘1 hiicre disina gondererek hiicre digina negatif yiik
gecisine neden olur. NDBCE, hiicre i¢i pH yaklasik 7.0’1n altina diistiigiinde aktive olur(®.
Bir Na" ile iki HCO3" ‘1 hiicre i¢ine alinirken bir CI” da hiicre disina gonderilir (Sekil 3C).

Bdylece membran potansiyeli degismeden hiicre ici pH yiikseltilmeye ¢aligilir®®,
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Sekil 3. Hiicre ici pH regiilasyonunda rol alan iyon degistiriciler ve aktiviteleri sonrasi hiicre ici
pH’da meydana gelen degisiklikler. Na*/H* degistirici (A), Anyon degistirici (B), Na* bagimh
HCOs37/CI degistirici (C), Na*- HCOs birlikte tasiyicilar1 (D, E). Resimler BioRender.com
lizerinden cizilmistir.
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3.5.3. NH4" Puls Metodu ile Asidoz Indiiksiyonu

NH;" puls metoduna gore; hiicrelerin bulundugu ortama NH4ClI eklenmesinden kisa
siire sonra soliisyon icerisinde NH4" = NH; + H" tersinir reaksiyonu denge haline gelir.
NH3 hiicre zarindan kolaylikla gegebilir. NH3 in hiicre igine girmesi ile buradaki H"
iyonlarin1 baglamast pHi’nin hizli bir sekilde ylikselmesine neden olur. Takip eden
donemde NH4" iyonlar1 NH3’ten daha yavas bir sekilde hiicre igine girer ve hiicre iginde
NH3 ve H' iyonlarina ayrilir. Ortamdan NH4Cl uzaklastirildiginda NHj3 hiicre digina hizla
cikar. Hiicre iginde kalan H" iyonlari, pHi’nin hizla diismesine yani asidoza neden olur

(Sekil 4A).

2.5.4. Degistirici Aktivitelerinin Hesaplanmasi

Degistirici aktivitelerinin hesaplamasinda yukarida ayrintilar1 belirtilen NH4" puls
metodu uygulanarak asidoz indiiksiyonu yapilir. Normal sartlar altinda hiicre i¢i pH’nin
belirli esik degerlerin altina inmesiyle NHE ve NDBCE aktive olur ve Na* gradiyentinin
sagladig stiriicii kuvvet ile H" hiicreden uzaklastirilirken (NHE), HCOj3 hiicre i¢ine alinir
(NDBCE). Boylece asit yiikiin azaltilmasi saglanir. NH4Cl ile asidoz indiiksiyonu
saglandiktan sonra ortama Na' icermeyen soliisyon verilmesi degistirici aktivitelerini
ortadan kaldirilmis olur ve asidozun devamliligi saglanir. Ortama tekrar Na' igeren
soliisyon verildiginde iyon degistiricilerin tekrar aktive olmasi saglanir ve iyilesme yaniti
kaydedilir. lyilesme yanitinin baslangic hizli fazi sirasinda cizilen egrinin, lineer
regresyon analizi ile degistirici aktivitesi hesaplanir (Sekil 4B). Asidoz indiiksiyonundan
sonra ortama Na* icermeyen soliisyon eklenmesi, pHi’ya bagl grafigin sabit seyretmesine
ve final soliisyonu eklendiginde degistirici aktivitelerine bagl artan iyilesme yanitinin

daha net izlenebilmesine olanak tanir.
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Sekil 4. NH4* puls metodu (A) ve asidozdan iyilesme yanit1 sirasinda cizilen regresyon
egrisi ile degistirici aktivitesinin saptanmasi (B).
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2.6. Hiicre I¢i Iyon Ol¢iim Yoéntemleri

Hiicre i¢i iyon Oolglimiinde mikroeletrot yontemi, floresan spektroskopi,
nonapartikiil problar ile iyon Ol¢limii, niikleer manyetik rezonans spektroskopisi gibi
farkli yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler igerisinde en sik kullanilani floresan
spektroskopisidir. Bu yontemde kullanilan floroforlar orantisal olup olmamalar
yoniinden ikiye ayrilir. Orantisal (ratiometrik) floroforlar bir iyonla etkilesime girdiginde
eksitasyon ya da emisyon spektrumunda kayma meydana gelir. iki tip orantisal florofor
bulunur. {lki eksitasyon spektrumunda kayma meydana gelen ve tek bir emisyon dalga
boyuna sahip floroforlar. Buna &rnek olarak BCECF verilebilir. Ikincisiyse emisyon
cevabinda kayma meydana gelen ve tek bir dalga boyunda eksite edilen floroforlardir.
Karboksi SNARF bu gruba 6rnek verilebilir. Orantisal floroforlar ile yapilan kayitlarda
pHi’ya duyarli emisyon yanitinin pHi’ya duyarli olmayan (isosbestik nokta) emisyon
yanitina orani alinir.

Orantisal olmayan floroforlarda ise 6zgiil iyona baglanma diizeyine gore floresan
yogunlugunda artma ya da azalma gozlenir. Ca*? sensitif bir florofor olan Fluo-3 (Sekil
5) orantisal olmayan floroforlara 6rnektir. Orantisal yontemin avantaji, iki farkli dalga
boyunda kaydedilen floresan yanitlarinin orani yalnizca iyon konsantrasyonuna bagh
degisirken, florofor maddenin hiicre disina sizmasi, floroforun degisik miktarlarda
yiklenmesi, hiicre  kalinligimin  degiskenligi  gibi  olumsuz  durumlardan

etkilenmemesidir™?.
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Sekil 5. Orantisal olmayan florofor Fluo-3’iin emisyon spektrumu®®,

2.6.1. Hiicre Ici pH Olgiimii

Hiicre i¢i pH oOl¢iimiinde en sik kullanilan yontemler igerisinde mikroelektrot
yontemi, niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi ve floresan indikatdrlerin

kullanildig:1 floresan spektroskopi yontemi bulunmaktadir.

2.6.1.1. Mikroelektrot Yéntemi ile pHi Ol¢iimii

Hiicresel pH'nin mikroelektrotlarla 6l¢timii sirasinda, bir referans elektrot ve bir
Olctim elektrodu yerlestirilir. Hiicreye zarar vermemesi i¢in elektrot ¢ap1 genellikle 1 pm

veya daha azdir. Elektrot, diisiik pH'l1 bir ¢6zelti ile doldurulur ve bu, elektrot duvari
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boyunca bir H" gradyani olusturur ve digsaridaki H" konsantrasyonu ile H" gegirgenligine
orantili bir potansiyel olusturur®’. Ancak sadece biiyiikk boyuttaki hiicrelerde
kullanilabilmesi, yerel degisimlere yanit verebilmesi®? ve kalibrasyonunun zor olmasi

bu yontemin kullanimini kisitlamaktadir.

2.6.1.2. Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi

NMR Spektroskopisi, kuvvetli bir manyetik alan igerisideki belirli ¢ekirdeklerin
radyo frekansindaki elektromanyetik 1sinlar1 absorblamasina dayanan bir analiz
yontemidir®D. pH'ya bagli protonasyon/deprotonasyon, ¢ekirdeklerin elektronik ortamini
degistirir ve NMR pikinin konumunu kaydirir. NMR spektroskopisi, iskemi sonrasi izole
kalpteki pH; ol¢imii gibi tiim dokuda pH; analizi yapildigi durumlarda en gii¢li
yontemdir ve iki veya ii¢ boyutlu goriintiileme yapilmasina olanak tanir. Ancak, hiicre i¢i
pHnin 6l¢iimii icin NMR kullanmak karmasik ekipman, metodoloji ve veri analizi
gerektirir. Ayrica duyarliliginin diisiik olmasi, yiiksek hiicre konsantrasyonlar1 ve uzun

veri toplama siireleri gerektirmesi bu yontemin dezavantajlaridir®.

2.6.2. Mikrospektrofluorometrik Yontem ile pHi Ol¢iimii

Bu yontemde pH degisimlerine duyarli florofor maddeler kullanilir. Florofor
maddeye uygun dalga boyundaki eksitasyon 15181 gonderilir ve daha yiiksek dalga
boyundaki emisyon yanit1 kaydedilir. Hiicrelere florofor yiiklenmesi farkli yontemlerle
saglanabilir. Bu yontemler arasinda florofor iceren lipozomlarin kullanima,
mikroenjeksiyon yontemi ve floroforlarin hidrofobik gruplarla konjuge edilmesi bulunur.
Invaziv islem olmamasi ve ayn1 anda birden fazla hiicrenin isaretlenebilmesi avantajlari
nedeniyle hidrofobik gruplarla konjugasyon yontemi tercih edilmektedir. Hidrofobik
gruplar florofor maddelere ester baglariyla baglanirlar, hiicre membranini gegtikten sonra
sitoplazmada bulunan esterazlar ile bu ester baglar1 yikilir ve florofor madde tekrar
hidrofilik hale gelerek hiicre igine hapsolur. Hidrofobik gruplar igerisinde en sik
asetometil gruplar kullanilir.

Mikrospektrofluorometrik yontemde sabit bir eksitasyon kaynagi bulunurken

emisyon yanitlar1 farkli deteksiyon yontemleriyle kaydedilebilir. Bu yontemlerden ilki
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PMT (Photomultiplier tube) sistemidir. Emisyon yanitlar1 igne deligi biiytikliigiindeki bir
acikliktan gececek sekilde sinirlandirilip tek bir hiicreden ya da hiicre boliimiinden gelen
floresan yanitinin kaydedilebilmesini saglar. Hiicrelerin uyarilmasiyla meydana gelen
iyon salimmmlar1 gibi hizli gelisen olaylar1 kaydedebilir. PMT sistemleri ¢ok diisiik 151k
diizeylerini kaydedebilir bu nedenle hiicrelere az miktarlarda florofor yiliklenmesi yeterli
olmaktadir, ancak birden fazla hiicreden gelen yanitlarin ayn1 anda kaydedilememesi ve
uzamsal bilgi verememesi bu sistemin dezavantajlaridir.

Diger bir deteksiyon sistemi birden fazla hiicreden gelen floresan yanitin
kaydedilmesine olanak saglayan kamera sistemleridir. PMT’ye gdre daha yiiksek floresan
yogunlugu ve 1s1k siddetine ihtiyag duyar. Uzamsal bilgi verebilmesi PMT’ye gore
avantaj saglar.

Konfokal mikroskoplar floresan goriintiileme i¢in kullanilan bir diger yontemdir.
Lazer 151k kaynaklari kullanilir. 3 boyutlu goriintii verebilmesi avantaj saglarken,
eksitasyon dalga boyu araliginin sistemde bulunan lazerler ile sinirli olmasi bu yontemin

dezavantajidir®?.

2.6.2.1. BCECEF (2,7 bis Karboksietil 5-6 karboksi florosin)

Hiicrelerde pH’nin 7’ye yakin oldugu degerlerde 6l¢iim i¢in en sik kullanilan
floresan problar florosin tiirevi molekiillerdir. Florosinin hiicrelerden disar1 sizma orani
yiiksektir bu nedenle pH; dl¢limlerinde hiicrelerden disar1 sizma orani daha diisiik olan
BCECEF gibi tiirevleri tercih edilir. BCECF'nin pKa degeri 6.97'dir, bu nedenle fizyolojik
pHi degisikliklerini 6l¢mek igin ideal bir florofordur®®. pH’daki degisimlere bagl olarak
BCECEF’in emisyon spektrumu degiskenlik gostermez, yaklasik 530 nm’de sabit emisyon
kaydi alinir. 440 nm’de eksite edildiginde pH’ya hassas olmayan yanit verirken 490
nm’de eksite edildiginde yiiksek pH’da emisyon cevabi artar (Sekil 6). Buna bagli olarak
490 nm ve 440 nm eksitasyon yanitlarinin orani (490/440) pH’ya bagli degisiklik gosterir.
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Sekil 6. BCECF’in farkh pH degerlerinde kaydedilen eksitasyon spektrumu®>,

2.6.2.2. Karboksi SNARF-1 (carboxy-seminaphthorhodafluor-1)

pH’ya duyarl iki farkli emisyon tepe noktasi bulunur. 540 nm eksitasyon dalga
boyu ile uyarildiginda 588 nm'de gozlemlenen emisyon yogunlugu, pH 6.0'da
maksimumdur ve artan pH ile azalir. Buna karsilik, 638 nm'de gdzlemlenen emisyon
yogunlugu, pH 8.5'te maksimumdur ve azalan pH ile azalir (Sekil 7). Karboksi SNARF-
1’in pKa degeri yaklasik 7.5’tir. Bu nedenle asit pH’daki kullanimi sinirhidir ve alkali pH

caligmalarinda tercih edilir.
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Sekil 7. SNARF-1’in 534 nm eksitasyonu ile gerceklesen emisyon spektrumu.

Mikrospektrofluorometrik  yontemde emisyon yanitinin pH olarak ifade
edilebilmesi i¢in kullanilan floroforun pKa degerini de igine alacak sekilde farkli pH
degerlerine sahip ii¢ veya dort soliisyon hazirlanir. Hazirlanan kalibrasyon soliisyonlarina
K'/H" degistiricisi olan nigerisin eklenerek hiicre i¢i ve hiicre dist1 pH degerlerinin
esitlenmesi saglanir. Hiicre i¢i yiiksek K* konsantrasyonuna benzer sekilde soliisyonlarin
K" igerigi de yiiksek tutularak hiicre i¢i ve disi arasindaki K* gradienti ortadan kaldirilir.
Ortama K" iyonoforu olan Valinomisin de eklenerek gradientin tamamen ortadan
kalkmas1 saglanir.

Farkli pH degerlerine sahip kalibrasyon soliisyonlariyla elde edilen emisyon
oranlar1 kullanilarak bunlara karsilik gelen pH degerlerini gosteren lineer regrasyon egrisi
cizilir. Bu egriye ayn1 zamanda kalibrasyon egrisi de denir. BCECF ve karboksi SNARF’a
ait kalibrasyon egrileri Sekil 8 ‘de verilmistir. BCECF’in kalibrasyon egrisinin asit pH’y1
iceren aralikta, karboksi SNARF’1n ise alkali pH’y1 igeren aralikta en iyi lineer yaniti

gosterir.
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Sekil 8. BCECF ve karboksi-SNARF’1n 4 ayr1 pH degeri ile ¢izilen kalibrasyon
egrileri.

2.7. immiinfloresan Goriintiileme

Immiinfloresan boyama, farkli doku tiirlerinde ¢esitli antijenlerin tespit edilmesini
ve lokalizasyonunun gosterilmesini saglayan 6nemli bir immiinokimyasal tekniktir.
Direkt ve indirekt olmak iizere iki tipi bulunur. Direkt boyama ydnteminde florofor
isaretli primer antikorlar kullanilirken indirekt boyamada primer antikora 6zgiil isaretli
sekonder antikor kullanilir (Sekil 9A). IF boyamada ilk basamak fiksasyon islemidir, bu
islem ile hiicrelerin otolize ugramasi 6nlenirken mevcut morfolojilerini ve antijenitelerini
korumasi saglanir. Formaldehit ve gluteraldehit gibi ¢apraz bag olusturan (cross-linking)
ajanlar hiicre komponentleri arasinda metilen baglar1 olusturarak, metanol gibi organik
coOziiciiler ise hiicrelerden lipidleri uzaklastirarak ve dehidratasyona neden olarak
fiksasyon saglarlar. Eger hedef protein hiicre igerisinde yer aliyorsa fiksasyon sonrasi

permeabilizasyon yapilir. Triton X-100, TWEEN permeabilizasyon isleminde en sik
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kullanilan  kimyasallardir. ~ Etkilerini hiicre membranindan farkli  molekiilleri
uzaklastirarak ve membranda degisken boyutlarda porlar olusturarak gosterirler. Bir
sonraki asamada 0Ozglil olmayan proteinlerin antikora baglanmasini 6nlemek ig¢in
bloklama islemi yapilir. Bloklama isleminde yaygin kullanilan maddeler BSA, siit tozu
ve jelatindir. Bloklama soliisyonunda sekonder antikor ile ayni tiire ait proteinlerin
kullanilmast 6zgiil olmayan baglanmay1 azaltir. Bloklama isleminden sonraki basamak
primer antikor uygulamasidir. Eger indirekt boyama yapiliyor ise primer boyamay1
takiben florofor isareti sekonder antikor ile boyama islemi gergeklestirilir®®. Direkt
boyama yoOntemi daha hizli olsa da duyarhiliinin daha yiiksek olmasi, sinyal
amplifikasyonu saglamasi ve birden fazla proteinin ayn1 anda isaretlenebilmesi nedeniyle
indirekt boyama yontemi daha fazla tercih edilir. Boyama isleminden sonra florofor
maddenin 151ma 6zelligini daha uzun siire korumasimi saglayan soliisyonlar (mounting
medium) ile kullanilan hiicrelerin/dokularin tiirline gore lam-lamel preparatlari, kuyulu
petriler veya kayit chamber’lar1 ile Ornekler goriintiilemeye hazir hale getirilir.
Goriintiilemede floresan ya da konfokal mikroskoplar kullanilarak florofora uygun
eksitasyon 15131 gdnderilir ve daha uzun dalga boyundaki emisyon yanitlar1 kaydedilir®>.
Caligmamizda indirekt yontem ile boyanan embriyolarin konfokal mikroskop ile
kaydedilen goriintiileri Sekil 9B’da verilmistir. IF boyamada en kritik hususlardan biri,
elde edilen sinyalin hedef antijene baglanan antikordan geldigini kanitlamak i¢in negatif
ve pozitif kontrollerin gosterilmesidir. Pozitif kontrol, isaretlenen proteini igerdigi bilinen
hiicreler ile yapilir. Negatif kontrol ise primer antikor eklenmeden tiim boyama

adimlarinin gergeklestirildigi testtir.
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Sekil 9. Direkt ve indirekt immiinfloresan boyama yontemleri (A), indirekt yontem ile boyanan
4-h (B) ve erken trofoblast (C) embriyo goriintiileri.
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2.8. Yardimer Ureme Teknikleri

In vitro kiiltiir ortaminda gelistirilen 8-hiicreli embriyonun uterusa implantasyonu
sonucu ilk IVF bebegi 1978 yilinda saglikli bir sekilde diinyaya geldi. Devam eden
yillarda yardimci iireme teknolojisi (Assisted Reproductive Technology, ART) hizla
gelismeye devam etti. Son yillarda gercekei bir kadin lireme sistemi ortaminin simiile
edilmesi, tim ART tiirleri i¢in ortak bir hedef haline gelmis ve bdylece yapay mikro
¢evrenin perinatal ve yavru sagligi iizerindeki etkisi azaltilmistir.

Diinya capinda ciftlerin yaklasik % 10'u infertildir. Infertilitelerin yaklasik % 25’i
aciklanamayan nedenlere baglidir®®. TUI (Intrauterine Insemination) agiklanamayan
infertilite tedavisinde ilk uygulanan, en basit ve en az invaziv 6zellige sahip fertilizasyon
yontemi olarak kabul edilir. Dogal dongiilerde yapilabildigi gibi gonadotropinlerle,
klomifen sitratla ya da aromataz inhibitdrleriyle (letrozol)®” oviilasyon indiiksiyonu da
saglanabilir. Gonadotropin enjeksiyonundan yaklasik 36 saat sonra yikanmis semen
uterusa enjekte edilir®®.

In vitro inseminasyonda (klasik IVF) oositler 16 saat boyunca spermlerle inkiibe
edilir. Insanlarda, in vitro inseminasyondan sonra spermin kumulus oosit kompleksi
icerisine girisi 15 dakika icerisinde gergeklesir.*”

[k mikromanipiilasyon teknikleri kismi zona diseksiyonu (Partial Zona Dissection,
PZD) ve subzonal inseminasyon (SUZI), erkek faktorlii infertilitesi olan ciftlerde IVF
basarisini artirmak i¢in 1980'lerde gelistirilmistir. PZD, ZP'da bir veya daha fazla delik
olusturarak spermin yumurtaya girmesini kolaylastirir. Geleneksel inseminasyon ile
karsilastirildiginda PZD’da dollenme oranlart % 68 oraninda artig gostermistir. Ancak
perivitellin bosluga giren sperm sayisinin kontrol edilememesi nedeniyle polispermi riski
yluksektir. SUZI, bir veya daha fazla spermin dogrudan perivitellin bosluga yerlestirildigi,
polispermi riskinin daha diisiik oldugu bir yontemidir. Ancak bu yontemde gebelik
oranlar1 diisiik seyretmektedir.

ICSI (Intracytoplasmic sperm injection) ydnteminde olgun bir yumurtanin
ooplazmasina tek bir sperm hiicresinin dogrudan enjeksiyonu gergeklestirilir. Dogal
dollenme veya klasik IVF sirasinda sperm hiicrelerinin oosit igerisine giremedigi

durumlarda (erkek/kadin faktorleri) tercih edilir.
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IVF uygulamalarimin ilk yillarinda yariklanma asamalarindaki embriyolarin
transferi yaygindi. Ancak son donemlerde in vitro kiiltiir sartlarindaki iyilestirmelerle
beraber trofoblast asama embriyolarin implantasyon potansiyelinin daha fazla oldugu ve
cogul gebelik riskini azalttigi savunulmaktadir®. Yukarida ayrmtilar1 verilen

yontemlerin sematize edilmis hali Sekil 10’ da verilmistir.

Partial Zona Perivitelline
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(PZD) \\s Polar body

Ooplasm

Subzonal
Insemination
(SUZI)

Intracytoplasmic
Sperm Injection
(IC50)

Zona pellucida

R

Spermatozoa

Sekil 10. Yardimei iireme teknikleri®®.
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3. GEREC-YONTEM

Calismada, Cukurova Universitesi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden
saglanan 5-8 haftalik Balb/c soyu disi fareler kullanildi. Fareler laboratuvarda 12 saat
aydinlik ve karanlik (06:00-18:00) dongiide, su ve yem kisitlamasi yapilmadan
barindirildi. Ortamin sicakligi 21+1 °C ve nemi % 40-60 olacak sekilde devamli kontrol
altinda tutuldu. Yapilan tiim ¢alismalar i¢in Cukurova Universitesi Hayvan Deneyleri

Yerel Etik Kurulu’ndan onay alind1 (17.09.2021-8/3).

3.1. Soliisyonlar

Embriyolarin eldesi, kiiltir asamasi ve pH; Ol¢iimii sirasinda KSOM bazhi
soliisyonlar kullanildi. Soliisyonlar hazirlanirken yiiksek kalite ultra saf su kullanildi.
Embriyo kiiltiirii i¢in KSOM soliisyonu kullanilirken embriyolarin toplanmasi ve
transferi sirasinda KFHM (HEPES-KSOM) soliisyonu kullanildi. Bu soliisyon KSOM
soliisyonuna 21 mM HEPES eklenerek ve ayni oranda NaHCOs3 azaltilarak hazirlandi.
Soliisyonun pH’1 NaOH ile 7.40’a ayarlandi.

pHi degerlendirilmesi sirasinda kullanilan soliisyonlarda H'/Laktat degistiricisinin
etkisini azaltmak icin Na-laktat 9 mM azaltildi ve NaCl 9 mM arttir1ldi; bu sekilde
hazirlanan soliisyon pHKFHM olarak tanimlandi. Embriyolara BCECF yiiklenmesi
sirasinda pHKFHM soliisyonu kullanildi. Tek basina NHE aktivitesinin saptanmasinda
HCO;s igermeyen soliisyon kullanildi ve 0 Bik. pHKFHM olarak ifade edildi.
NHE+NDBCE aktivitesi 6l¢iimiinde ise HCOj3™ igeren soliisyon kullanildi ve pHKSOM
soliisyonlar olarak tanimlandi. Asidoz indiiksiyonu i¢in her iki soliisyona 35 mM NH4Cl
eklenerek (NaCl yogunlugu ayni oranda azaltildi) NH4CI-0 Bik. pHKFHM ve NH4Cl-
pHKSOM soliisyonlar1 hazirlandi. Sodyum igermeyen soliisyonlarda NaHCOs3 yerine
KolinHCOs, Na-laktat yerine laktik asitin K™ tuzu, Na-piriivat yerine K-piriivat kullanild:
ve 0 Na-0 Bik. pHKFHM/0 Na-pHKSOM soliisyonlar1 olusturuldu. pH; kaydi sirasinda
kullanilan soliisyonlara BSA eklenmedi. Tiim soliisyonlarin ayrintili igerikleri Tablo 1°de

verilmigtir.
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Tablo 1. Kullanilan soliisyonlarin ayrmtil icerikleri.

KSOM+BSA

KFHM+BSA

pHKFHM | OBik. NH«Cl 0|0 Na* 0| pHKSOM NH4Cl 0 Na*
(mM) (mM) (mM) pHKFHM | Bik. Bik. (mM) pHKSOM pHKSOM
(mM) pHKFHM | pHKFHM (mM) (mM)
(mM) (mM)

NaCl 95 95 104 108 73 - 104 69 -
KCl1 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
KH:PO4 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35
MgS04.7H20 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Na-Laktat 10 10 1 1 1 - 1 1 -
Glukoz 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Na-Piriivat 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 - 0.2 0.2 -
NaHCO:3 25 4 4 - - - 25 25 -
Hepes - 21 21 21 21 21 - - -
CaCL.2H:0 1.7 1.7 1.7 1.7 1.7 1.7 1.7 1.7 1.7
Glutamin 1 1 1 1 1 1 1 1 1
EDTA 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
(tetra Na)
K Penisilin G 0.16 0.16 0.16 0.16 0.16 0.16 0.16 0.16 0.16
Streptomisin SOq4 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03
NH4CI 35 35 -
Kolin Cl 108 104
Laktik Asit 1 1
K*-Piriivat 0.2 0.2
Kolin HCO3 25
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3.2. Kimyasallar

Soliisyonlarda kullanilan kimyasallarin hepsi “Sigma-Aldrich Chemicals”dan (St.
Louis MO, USA) saglandi. pH; degerlendirilmesi sirasinda kullanilan diger kimyasallar
Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2. Calismada kullanilan kimyasallar

BCECF-AM Cayman-15922
Kariporid Cayman-16935
PMSG Biovendor-RP178272
hCG Sigma-C1063
Hyaluronidaz Sigma H-3506
Nigerisin Sigma-N7143

S3226 Sigma-1996
Valinomisin Cayman-10009152

3.3. Zigot ve Embriyo Eldesi

3.3.1. In vivo Embriyo Eldesi

Kopiilasyon yapan disi farelere hCG enjeksiyonunu takip eden 2-h i¢in 30-32, 4-h
icin 50-56, morula i¢in 70-75, trofoblast asamasindaki embriyolar elde etmek icin ise
96-110 saat sonra servikal dislokasyon yapilarak lireme sisteminden ovidukt/hornlari

cikarildi ve flush yontemi uygulanarak in vivo gelisen embriyolar elde edildi (Sekil 11).
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Sekil 11. Laboratuvarimizda in vivo elde edilen 2-h (A), 4-h (B), morula (C) ve trofoblast (D)
asama embriyo ornekleri.

3.3.2. PN Zigot ve In Vitro Embriyo Eldesi

Disi farelere intraperitoneal yolla 5 IU PMSG (Pregnant Mare Serum
Gonadotropin) enjeksiyonunu takiben 48. saatte 5 IU hCG (human chorionic
gonadotropin) enjeksiyonu yapildi. hCG enjeksiyonu sonrasi disi fareler erkek farelerle
ayn1 kafese konularak ciftlesmeleri saglandi. Ertesi sabah kopiilasyon plagi pozitif olan
disi farelere (Sekil 12), hCG enjeksiyonundan yaklasik 22 saat sonra servikal dislokasyon
yapild1 ve oviduktlar1 ¢ikarildi. Oviduktlarin ampulla bdlgesinden toplanan PN zigotlar
80ug/ml hyaluronidaz igeren damlaya aktarilip kumulus hiicreleri uzaklastirildi.
Ardindan 3 defa KFHM+BSA soliisyonu ile yikandi. Mikroskopta proniikleuslar1 net olan
ve saglikli goriinen zigotlar KSOM+BSA soliisyonunda kiiltiire edilerek in vitro 2-h, 4-h,

morula ve trofoblast agama embriyolarin eldesinde kullanildi (Sekil 13).
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Sekil 12. Kopulasyon plag: pozitif fare.

Sekil 13. Laboratuvarimizda PN zigot kKiiltiirii ile in vitro elde edilen 2-h (A), 4-h (B), morula (C)
ve trofoblast (D) asama embriyo 6rnekleri.

29



3.4. pHiDegerlendirilmesi

Yiikleme soliisyonu olan pHKFHM, BSA icermedigi i¢in saat camlart % 1 jelatin
ile kaplanarak embriyolarmn zemine yapismasi engellendi. Iki saat camina pHKFHM
ticlinciiye 3 uM BCECF-AM i¢eren pHKFHM konuldu. Embriyolar iki kez pHKFHM ile
yikanip BCECF-AM igeren saat camina aktarildi ve 37°C de 30 dk inkiibe edildi.
Yiikleme sonrasi embriyolar 3 kez pHKFHM ile yikanarak ortamdaki BCECF-AM
uzaklastirildi. In vivo gelisen ve in vitro kiiltlirle elde edilen embriyolar i¢in yukarida
anlatilan islemler ayr saat camlarinda gercgeklestirildi. Yiikleme ve yikama islemlerinden
sonra in vivo ve in vitro embriyolar birbirine karigsmayacak sekilde zemininde lamel
bulunan kayit odacigina alindi. Soliisyondan BSA c¢ikarilarak embriyolarin lamele
yapismasi saglandi. Soliisyon degistirmek i¢in perfiizyon sistemi ve pHKSOM bazli
sollisyonlarda % 5 CO2-% 95 hava kanisimi ile gazlanmayi saglayacak sekilde
havalandirma diizenegi olusturuldu. Sicaklik kontrol iinitesiyle (PTC-20) soliisyonun
sicakligi1 37 °C olacak sekilde stabil tutuldu.

BCECEF ile yiiklenmis embriyolar pHKSOM/0 Bik. pHKFHM soliisyonlarinda 10
dk bekletilerek stabiliteleri saglandiktan sonra 500 nm dalga boyundaki eksitasyon
1s181yla uyarildi. 535 nm dalga boyundaki emisyon degisimleri invert floresan
mikroskoba (Nikon TE 2000-U) baglantili ICCD kamerayla (Sekil 14A) yapild.
Embriyolarin mikroskop (Sekil 14B) ve kamera (Sekil 14C) goriintiileri in vivo ve in vitro
embriyolarin karigsmasi engellenmesi amaciyla haritalandirildi ve es zamanh olarak 30
sn’de bir kayit alindi. Emisyon yanitlarinin pH; olarak ifade edilebilmesi i¢in daha onceki
boliimlerde bahsedildigi gibi nigerisin/yiiksek K' ve valinomisin metodu uygulanir.
Ancak laboratuvarimizda bulunan mikrospektrofluorometrik kayit sistemindeki teknik
arizadan kaynakli olarak pH insensitif dalga boyunun emisyon yanitinda tutarsizliklar
saptandi. Bu nedenle pH sensitif eksitasyon yanitinin zamana bagli rolatif floresan

yogunlugu verileri ile pH; degerlendirmesi yapildi.
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Sekil 14. Calismada kullanilan mikrospektrofluorometik kayit sistemi (A). Farkh asamalardaki
embriyolarin  stereomikroskop  altindaki  goriintilleri (B) ve bu  embriyolarin
mikrospektrofluorometik kayit sistemiyle 500 nm dalga boyunda uyarilan ve 535 nm’de alinan
floresan emisyonlari (C).
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3.4.1. NHE Aktivitesinin Hesaplanmasi

pHi degerlendirmek ve NHE aktivitesini hesaplamak i¢in yapilan kayitlarda,
oncelikle Na* igeren ancak bikarbonat igermeyen 0 Bik. pHKFHM soliisyonuyla 10 dk
dinlenim kayd1 alindi. Daha sonra ortama sirastyla NH4CI 0 Bik. pHKFHM ve 0 Na* 0
Bik. pHKFHM soliisyonu verilerek, ayrintilart agiklandigi tizere, asidoz indiiksiyonu
yapildi. Son olarak ortama Na' igeren 0 Bik. pHKFHM soliisyonu verilerek 20 dk
boyunca asidozdan iyilesme yanitlar1 kaydedildi. lyilesme yanitinin baslangic hizli faz1

sirasinda ¢izilen egrinin, lineer regresyon analizi ile NHE aktivitesi saptandi.

3.4.2. NHE isoformlarinin Degerlendirilmesi

NHE isoformlariin asidozdan iyilesmeye olan katkilarini degerlendirebilmek i¢in
mikrospektrofluorometrik kayitta kullanilan final soliisyonuna isoform spesifik
inhibitorler eklendi. Boylece iyilesme yanitindaki degisimler ile asidozdan iyilesmeye
isoformun/larin katkis1 belirlendi. Calismada kullanilan spesifik inhibitorlerin dozlar1 ve

inhibe ettikleri isoformlar asagida belirtilmigtir 12 6162,

a) 1 puM Kariporid; NHE1 inhibisyonu
b) 1 uM S3226; NHE3 inhibisyonu
c) 10 uM S3226; NHEI ve 3 inhibisyonu

3.4.3. NHE + NDBCE Aktivitesinin Hesaplanmasi

Bikarbonat iceren pHKSOM ortaminda asidoz defansinda NHE ve NDBCE
degistiricilerinin her ikisi de aktiftir pHKSOM soliisyonunda alinan 10 dakikalik
dinlenme kaydi sonrasinda ortama sirasiyla NH4Cl pHKSOM ve 0 Na® pHKSOM
soliisyonlariyla asidoz indiiksiyonu yapildi ve kayitlar 10 dk siiresince izlendi. Final
soliisyonu olarak Na" ve HCOs™ igeren pHKSOM soliisyonu verilerek 20 dk asidozdan
iyilesme kaydi alindi. Baslangigta gerceklesen hizli iyilesme yanitinin lineer regresyon

analizi ile NHE+NDBCE aktiviteleri saptandi.
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3.5. Immiinfloresan Boyama

Elde edilen in vivo ve in vitro embriyolar ilk olarak % 2’lik paraformaldehit
soliisyonunda oda sicakliginda 20 dk fikse edildikten sonra PBS (phosphate buffered
saline) soliisyonunda 3 defa 5’er dk yikandi. % 0.01 Triton X-100 ve % 5 NDS (normal
donkey serum) iceren PBS soliisyonunda oda sicakliginda 1 saat bekletilerek blocking
islemi uygulandi. Primer antikorlarin diliisyonunda % 0.005 Triton X-100 + % 1 NDS
iceren PBS soliisyonu (antibody dilution buffer, ADB) kullanildi. Yapilan optimizasyon
caligmalar1 sonucu NHE-1 primer antikoru 1:200, NHE-3 primer antikoru 1:50, NDBCE
primer antikoru 1:200 oraninda diliie edilerek kullanildi. Primer antikorda +4 °C’de bir
gece inkiibe edilen hiicreler ADB ile 37 °C’de 3 defa yikandi. Florofor isaretli sekonder
antikorda (Alexa fluor 488 Donkey anti-Rabbit IgG) +4 °C’de bir gece inkiibe edildikten
sonra 1:20 oraninda diliie edilen Flash Phalloidin Red 594 ile 37°C’de 30 dk F-actin
boyamasi yapildi. Boyama islemi sonrasi hiicreler polilizin kapli lam iizerine kondu ve
lizeri lamel ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Mersin Universitesi MEITAM
bilinyesinde bulunan konfokal mikroskop (Zeiss LSM 700) kullanilarak goriintiilendi,
goriintiilerin islenmesi ve analizi Zeiss ZEN (2011) programu ile yapild1 (Sekil 15).

-
T AN

1
| Lsm70°
|

Sekil 15. Immiinfloresan goriintiillemede kullanilan konfokal mikroskop ve goriintiilerin
analizinde kullanilan bilgisayar programina ait goriintiiler.
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3.6. istatistik

In vivo ve in vitro farkli embriyonik asamalarin NHE, NHE+NDBCE aktivitelerinin
karsilastirilmasinda tek yonlii ANOVA testi kullanildi, post-hoc olarak Tukey testi
uygulandi. /n vivo ve in vitro ayn1 embriyonik asamalarin degistirici aktivitelerinin ikili
karsilagtirmasinda T-testi, analizler i¢in SPSS 22.0 programi kullanildi. Bulgular
Ortalama+SEM olarak verildi ve anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak alindi. Bulgularin
sunumu i¢in hazirlanan grafikler ve regresyon analizleri ise SigmaPlot 12.0 programi

kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. NHE Aktivitesinin Degerlendirilmesi

In vivo gelisen ve in vitro kiiltiirde elde edilen embriyolara NH4" puls yontemiyle
asidoz indiiksiyonu yapildi. 0 Bik. pHKFHM ortaminda asidozdan iyilesme yanitlarinin
lineer regresyon analiziyle degistirici aktiviteleri hesaplandi. 0 Bik. pHKFHM ortaminda
bikarbonata bagli asidoz defans mekanizmasi aktif olmadigindan alinan iyilesme yanitlar
NHE aktivitesini gostermektedir. NHE aktivitesinin saptanmasi i¢in farkli embriyonik
asamalarda (2-h, 4-h, morula ve trofoblast) toplam 146 in vivo, 126 in vitro embriyo
kullanildi. Bu embriyolardan elde edilen verilerin ortalamalariyla olusturulan asidozdan
tyilesme yanitlarinin grafikleri Sekil 16’da sunulmustur. /n vivo ve in vitro ayni
embriyonik asama embriyolarin asidozdan iyilesme yanitlar1 karsilagtirildiginda tiim
asamalarda in vivo ve in vitro embriyolarin iyilesme yanitlarinin benzer patern gosterdigi

saptandi (Sekil 17).
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Sekil 16. In vivo (A) ve in vitro (B) 2-h, 4-h, morula ve trofoblast asama embriyolarin
amonyum puls metodu ile asidozdan iyilesme yanitlarinin ortalamalar1 kullanilarak
(kirmiz ile isaretli) hesaplanan NHE aktiviteleri. Baslangic pHi kaydinin yapildig: 0 Bik.
pHKFHM soliisyonu, 10. dakikada NH4Cl iceren 0 Bik. pHKFHM ile 20.dakikada ise Na*
icermeyen 0 Bik. pHKFHM ile degistirilerek asidoz indiiksiyonu yapildi. Kaydin 30.
dakikasindan itibaren Na* iceren 0 Bik. pHKFHM verilerek NHE aktivite kaydi 20 dk
boyunca gerceklestirildi.
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Sekil 17. In vivo (°) ve in vitro (°) 2-h (A), 4-h (B), morula (C), trofoblast (D) asama embriyolarin
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Yapilan istatistiksel analizlerde in vivo ve in vitro ayni embriyonik asamalar
arasinda anlamh farklilik saptanmadi. NHE aktivitesi her iki grupta da 2-h embriyonik
asamada yiiksek bulundu; in vivo 2-h embriyonun NHE aktivitesi trofoblast asamaya gore
anlaml yliksek bulunurken diger asamalar arasinda anlamli farklilik saptanmadi. /n vitro
2-h embriyo ile diger tiim asama embriyolar arasinda anlaml farklilik bulundu. Tim
gruplarin NHE aktivitelerinin ortalama + SEM degerleri Tablo 3’ de verilmistir. Tablo
3’teki degerler ile cizilen in vivo ve in vitro embriyolarin NHE aktivite degisimi Sekil

18’te sunulmustur.

Tablo 3. In vivo ve in vitro embriyolarin 0 Bik. pHKFHM soliisyonunda kaydedilen NHE
degistirici aktiviteleri (Ort £+ SEM).

In vivo In vitro

2-h 0,091 £0,017 0,122 +£0,018
N:6 n:42 N:7 n:39

Ah 0,075 £ 0,008 0,068 = 0,014
) N:5 n:27 N:6 n:28

Morula 0,051 £0,010 0,058 £+ 0,009*
N:8 n:43 N:7 n:30

0,039 £ 0,007* 0,050 + 0,003

Trofoblast N:8 n:34 N:6 n:29

*, in vivo 2-h embriyo degerine gore anlamh farkhhk (p<0,05).
a, in vitro 2-h embriyo degerine gore anlamh farklhilk (p<0,05).
N: Kullanilan fare sayisi, n: kullanmilan embriyo sayisi

38



0,12

Hl in vivo
[ in vitro

0,10

0,08 - :|:
0,06 :I:

0,04

0,02

NHE aktivitesi (Rolatif floresan yogunlugu/dk)

0, 00 T T T T
2-h 4-h Morula Trofoblast

Sekil 18. In vivo ve in vitro 2-h, 4-h, morula ve trofoblast asamadaki
embriyolarmn NHE aktivitelerinin karsilastirilmasi. Gruplar arasinda
anlamh farkhhk saptanmadi (p>0,05).
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4.2. NHE isoformlarinin Degerlendirilmesi

Farkli embriyonik asamalarda NHE isoformlarinin asidozdan iyilesmeye olan katkilarini

degerlendirebilmek i¢in 0 Bik. pHKFHM ortaminda alinan kayitlarda spesifik inhibitorler
kullanildi; NHET inhibisyonu i¢in 1 uM Kariporid, NHE3 inhibisyonu i¢in 1 uM S3226
ve NHE1 ve 3 isoformlarinin inhibisyonu igin ise 10 pM S3226 kullanildi'* ¢, 0 Bik.

pHKFHM ve inhibitor eklenmis soliisyonlarda alinan iyilesme yanitlar: Sekil 19 ve 20°de

sunulmustur.
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Sekil 19. In vivo 2-h (A), 4-h (B), morula (C) ve trofoblast (D) asamalarindaki embriyolarin final
0 Bik. pHKFHM soliisyonuna, belirtilen Kariporid ve S3226 dozlarinin eklenmesi ile saptanan
asidozdan iyilesme yanitlari.
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Sekil 20. In vitro 2-h (A), 4-h (B), morula (C) ve trofoblast (D) asamalarindaki embriyolarin final
0 Bik. pHKFHM soliisyonuna, belirtilen Kariporid ve S3226 dozlarinin eklenmesi ile saptanan
asidozdan iyilesme yanitlari.
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In vivo elde edilen 2-h, 4-h, morula ve trofoblast asama embriyolarda NHEI ve 3

isoformlarinin tek basina inhibe edilmesi iyilesme yanitinda anlamli bir baskilanmaya

neden olmadi. NHE1 ve 3 isoformlarinin birlikte inhibe edilmesi 2-h asamada iyilesme

yanitini baskiladi (p=0,053), diger asamalarda iyilesme hizini1 azaltsa da anlamli farklilik

saptanmadi (Tablo 4, Sekil 21).

Tablo 4. In vivo embriyolarm 0 Bik. pHKFHM soliisyonunda ve spesifik inhibitor eklendigi durumlarda

alinan NHE aktiviteleri (Ort £ SEM).

0 Bik.

1M

pHKFHM Kariporid 1 nM S3226 10 nM S3226

7 h 0,091 +£ 0,017 0,079 + 0,007 0,066 0,007 0,049 +0,003*

B N:6 n:42 N:6 n:32 N:5n:32 N:5n:19
0,075 £ 0,008 0,083 +£0,017 0,060 £+ 0,009 0,049 £ 0,012

4-h N:5n:27 N:6n:19 N:5n:15 N:5n:13
0,051 £ 0,010 0,041 £ 0,004 0,043 £0,010 0,034 + 0,006

Morula N:8 n:43 N:6 n:25 N:5n:14 N:5n;13
0,039 £ 0,007 0,038 +0,004 0,039 + 0,006 0,028 £ 0,003

Trofoblast N:8 n:34 N:7n:34 N:6 n:23 N:5n:21

N: Kullanilan fare sayisi, n: kullanilan embriyo sayisi.
*; Ayn1 asama 0 Bik. pHKFHM degerine gore farkhilik (p=0,053).
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Sekil 21. In vivo 2-h, 4-h, morula ve trofoblast asamalarindaki embriyolarin final 0 Bik.
pHKFHM soliisyonuna, belirtilen konsantrasyonlarda Kariporid ve S3226 eklenmesi ile
saptanan NHE aktiviteleri. *; 0 Bik. pHKFHM 2-h embriyo degerine gore farkhihk (p=0,053).
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In vitro embriyolarda da in vivo embriyolara benzer sekilde NHE1 ve NHE3

isoformlarinin tek baglarina inhibe edilmesi 0 Bik. pHKFHM ortaminda kayitlanan

yilesme yanitina gore anlamli baskilanmaya neden olmadi. NHE1 ve 3 isoformlarinin

birlikte inhibe edilmesi, 2-h embriyo ve morula asamalarinda iyilesme yanitin1 anlaml

sekilde baskiladi (Tablo 5, Sekil 22).

Tablo 5. In vitro embriyolarin 0 Bik. pHKFHM soliisyonunda ve bu soliisyona spesifik inhibitor
eklendigi durumlarda ahinan NHE aktiviteleri (Ort + SEM).

0 Bik.

1M

pHKFHM Kariporid 1 nM S3226 10 nM S3226

- 0,122 +£0,018 0,073 £ 0,009 0,126+ 0,010 0,050 + 0,005

) N:7 n:39 N:6 n:32 N:8 n:38 N:5n:23
0,068 £0,014 0,075 + 0,008 0,064 + 0,013 0,055 + 0,003

4-h N:6 n:28 N:6 n:25 N:5n:17 N:5n:23
0,058 = 0,009 0,039+ 0,006 0,039+ 0,006 0,021 + 0,002°

Morula N:7 n:30 N:6 n:38 N:7 n:23 N:6 n:14
0,050 + 0,003 0,046 + 0,007 0,046 + 0,008 0,026 + 0,007

Trofoblast N:6 n:29 N:6 n:34 N:5n:16 N:4n:11

*; Ayn1 asama 0 Bik. pHKFHM degerine gore farkhhk (p<0,05).

N: Kullanilan fare sayisi, n: kullanilan embriyo sayisi.
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Sekil 22. In vitro 2-h, 4-h, morula ve trofoblast asamalarindaki embriyolarin final 0 Bik.
pHKFHM soliisyonuna, belirtilen konsantrasyonlarda Kariporid ve S3226 eklenmesi ile
saptanan NHE aktiviteleri.

*; aym asama 0 Bik. pHKFHM degerine gore anlamh farklhilhik (p<0,05).
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4.3. pHKSOM Ortaminda Alinan Asidozdan Iyilesme Yamitlarinin

Degerlendirilmesi

0 Bik. pHKFHM soliisyonunda bikarbonat degistiricileri inaktif oldugu i¢in alinan
tyilesme yanitlari NHE aktivitesini yansitir. Bikarbonat iceren pHKSOM soliisyonunda
alinan iyilesme yanitlari ise asidoz defansinda etkili olabilecek degistirici aktivitelerinin
(NHE ve NDBCE) toplamimi gosterir. Bu ortamda etkili olabilecek degistirici
aktivitelerinin saptanmasi i¢in 2-h, 4-h, morula ve trofoblast asama embriyolara NH4Cl-
pHKSOM soliisyonuyla asidoz indiiksiyonu yapildi. Farkli embriyonik asamalarda
toplam 101 in vivo ve 149 in vitro embriyonun iyilesme yanitlar1 kaydedildi. Embriyolarin
asidozdan iyilesme yanitinin lineer regresyon analizi ile degistirici aktiviteleri hesaplandi.
In vivo (A) ve in vitro (B) tiim embriyonik agamalarin iyilesme yanitlarinin ortalamalari

ile olusturulan karsilastirmali grafikler Sekil 23’ de sunulmustur.

46



2-h (N:6 n:27)

4-h (N:6 n:28)
Morula (N:6 n:26)
Trofoblast (N:6 n:20)

>40®@®

Rolatif floresan yogunlugu

Zaman (dk)

1,6

2-h (N:6 N:32)

4-h (N:7 n:36)
Morula (N:6 n:48)
Trofoblast (N:6 n:33)

©
>4 00

12 M

1,0 £
0,8
0,6

0,4

Rolatif floresan yogunlugu

0,2

0,0

Zaman (dk)

Sekil 23. In vivo (A) ve in vitro (B) 2-h, 4-h, morula ve trofoblast asamadaki embriyolarda
amonyum puls metodu ile asidozdan iyilesme yanitlarinin ortalamalari kullamlarak (kirmizi
ile isaretli) hesaplanan degistirici aktiviteleri. Baslangic kaydimin yapildiZin pHKSOM
soliisyonu, 10. dakikada NH4Cl iceren pHKSOM ile 20.dakikada ise Na' icermeyen
pHKSOM ile degistirilerek asidoz indiiksiyonu yapildi. Kaydin 30. dakikasindan itibaren
Na™" iceren pHKSOM verilerek degistirici aktivite kaydi 20 dk. boyunca gerceklestirildi.

47



Ayn1 embriyonik asamalarda in vivo ve in vitro embriyolarin iyilesme yanitlart ve
regresyon egrileri trofoblast disindaki tiim embriyonik asamalarda benzer patern gdsterdi

(Sekil 24).
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Sekil 24. pHKSOM soliisyonunda in vivo (¢) ve in vitro (°) 2-h (A), 4-h (B), morula (C) ve trofoblast
(D) asama embriyolarin asidozdan iyilesme yanitlari.
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Yapilan istatistiksel analizlerde in vivo elde edilen embriyolarin degistirici
aktiviteleri karsilastirildiginda farkli embriyonik asamalar arasinda anlamli farklilik
saptanmadi. /n vitro 2-h embriyonik agsamada degistirici aktivitesi, 4-h embriyo, morula
ve trofoblast agamalara gore anlamli oranda yiiksek bulundu (p<0,05). Ayn1 asamadaki in
vivo ve in vitro embriyolarin degistirici aktiviteleri karsilagtirildiginda 4-h embriyo,
morula ve trofoblast agamalarda anlamli farklilik gértilmezken, in vitro 2-h embriyonun
degistirici aktivitesi in vivo 2-h embriyonun degerine gore anlaml yiikseklik gosterdi
(Tablo 6). Tablo 6°’daki degerler ile ¢izilen in vivo ve in vitro embriyolarin asidozdan

tyilesme hizlar Sekil 25’te sunulmustur.

Tablo 6. In vivo ve in vitro 2-h, 4-h, morula ve trofoblast asama embriyolarin pHKSOM ortaminda
elde edilen degistirici aktiviteleri (Ort + SEM).

In vivo In vitro

2-h 0,083 +£0,012* 0,139+ 0,017
N:6 n:27 N:6 n:32

Ah 0,058 £0,015 0,046 £0,014*
N:6 n:28 N:7 n:36

Morula 0,062 +£0,010 0,050 +£0,010%*
u N:6 n:26 N:6 n:48

0,061 £0,013 0,042 £ 0,013*
Trofoblast N:6 n:20 N:6 n:33

*, in vitro 2-h embriyo degerine gore anlamh farkhihk (p<0,05).
N: Kullanilan fare sayisi, n: kullanilan embriyo sayisi
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Sekil 25. In vivo ve in vitro 2-h, 4-h, morula ve trofoblast asamadaki embriyolarin degistirici
aktivitelerinin karsilastirilmasi. *; in vivo 2-h embriyo degerine gore anlamh farkhilik (p<0,05).

Embriyolar1 asidoza kars1 koruyan degistiricilerin aktivitelerini degerlendirebilmek
i¢cin bikorbonat iceren (pHKSOM) ve icermeyen (0 Bik. pHKFHM) ortamlar kullanildi.
In vivo ve in vitro ayn1 agama embriyolarin pHKSOM ortaminda saptanan total degistirici
aktiviteleri ile 0 Bik. pHKFHM ortaminda saptanan NHE aktiviteleri arasinda, 2-h
embriyo disindaki asamalarda, anlaml farklilik saptanmadi (Tablo 7, Sekil 26). 0 Bik
pHKFHM ve pHKSOM ortamlarinda hesaplanan dinlenim floresan yogunlugu ile final
floresan yogunlugu arasindaki farklar (AF) ile ¢izilen grafik Sekil 27°de gosterilmistir. In
vivo 4-h harig tiim asamalarda ve in vitro 2-h ile morula agamalarinda 0 Bik. pHKFHM
sollisyonunda hesaplanan AF degeri pHKSOM soliisyonuna gore anlamli yiliksek bulundu

(p<0,05).
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Tablo 7. In vivo ve in vitro elde edilen embriyolarin pHKSOM ve 0 Bik. pHKFHM ortamlarinda elde

edilen degistirici aktiviteleri (Ort £ SEM).

pHKSOM 0 Bik. pHKFHM

In vivo In vitro In vivo In vitro

2-h 0,083 +£0,012 0,139+ 0,017 0,091 £0,017 0,121 £0,019
N:6 n:27 N:6 n:32 N:6 n:42 N:7 n:39

Ah 0,058 £0,015 0,046 £0,014 0,075 £ 0,008 0,068 £0,014
N:6 n:28 N:7 n:36 N:5n:27 N:6 n:28

Morula 0,062 +£0,010 0,050 £0,010 0,051 £0,010 0,058 + 0,009
N:6 n:26 N:6 n:48 N:8 n:43 N:7 n:30

Trofoblast 0,061 £0,013 0,042 +£0,013 0,039 +,007 0,050 + 0,003
N:6 n:20 N:6 n:33 N:8 n:34 N:6 n:29

N: Kullanilan fare sayisi, n: kullanilan embriyo sayisi
*; pHKSOM soliisyonunda kaydedilen in vivo 2-h degerine gore anlamh farkhhk (p<0,05).

Degistirici Aktivitesi (Rolatif floresan yogunlugu/dk)

0,18
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[ in vitro 0 Bik. pHKFHM
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[ in vitro pHKSOM
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Sekil 26. In vivo ve in vitro elde edilen embriyolarin pHKSOM ve 0 Bik. pHKFHM ortaminda
saptanan degistirici aktiviteleri.
*; in vivo pHKSOM 2-h degerine gore anlamh farkhhk.
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Sekil 27. In vivo (A) ve in vitro (B) embriyolarin pHKSOM ve 0 Bik. pHKFHM soliisyonlarinda
asidozdan iyilesme kayitlarinda dinlenim floresansi ile final floresansi arasindaki farklar, AF.

*; Aym1 asama pHKSOM degerine gore anlamh farklilik (p<0,05).

4.4. iImmiinfloresan ile Iyon Degistiricilerin Gériintiilenmesi

Tiim embriyonik asamalarda fiksasyon ve bloklama islemi sonrasi in vivo ve in vitro

farkli embriyonik asamalarda ayr1 ayr1 olmak tizere NHE1, NHE3 ve NDBCE primer

antikorlar1 ve florofor isaretli sekonder antikor ile indirekt immiinfloresan boyama islemi

yapildi. Tiim antikor gruplarinda in vivo ve in vitro ayn1 embriyonik agamalarin emisyon

yanit1 benzerlik gosterdi (Sekil 28-30), ancak yapilan kalitatif incelemede NHEI

antikorlariyla elde edilen goriintiilerin floresan yogunlugu NHE3 floresan yanitina gore

daha fazla oldugu gozlemlendi (Sekil 28 vs 29).
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In vivo In vitro

A. .
B. .

Sekil 28. In vivo gelisen ve in vitro kiiltiirde elde edilen 2-h (A), 4-h (B), morula (C) ve trofoblast (D)
asama embriyolarin konfokal mikroskop ile kaydedilen NHE1 immiinfloresan goriintiileri.
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In vivo In vitro

Sekil 29. In vivo gelisen ve in vitro Kiiltiirde elde edilen 2-h (A), 4-h (B), morula (C) ve trofoblast (D)
asama embriyolarin konfokal mikroskop ile kaydedilen NHE3 immiinfloresan goriintiileri.



In vivo In vitro

Sekil 30. In vivo gelisen ve in vitro kiiltiirde elde edilen 2-h (A), 4-h (B), morula (C) ve trofoblast (D) asama
embriyolarin konfokal mikroskop ile kaydedilen NDBCE immiinfloresan goriintiileri. Tiim boyama
islemleri icin yapilan pozitif kontrol F-aktin boyanmasi (E) ve primer kullamilmadan yapilan negatif
kontrol (F) goriintiileri.
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5. TARTISMA

5.1. In vivo ve In vitro Embriyonik Gelisim Asamalarinda NHE AKktivitesi

Asidozdan iyilesmede ana diizenleyici mekanizma olan NHE aktivitesi, in vivo ve
in vitro ayni agama embriyolar arasinda anlamli farklilik géstermedi (Tablo 3, Sekil 17).
In vivo elde edilen 2-h asama embriyolarin iyilesme yanit1 yalnizca trofoblast asamaya
gore yiiksek bulunurken in vitro 2-h asama embriyolarin NHE aktivitesi diger tiim
asamalara gore anlamli yiikseklik gosterdi (Tablo 3). In vivo gelisen embriyolar {izerinde
yapilan 6nceki calismamizda NHE aktivitesi, benzer sekilde, PN zigot ve 2-h asamada
yiiksek olmakla birlikte 4-h, morula ve trofoblast asama embriyo degerleri arasinda
anlaml farklilik saptanmamisti!?. Ayni fare soyuyla yapilan bir baska ¢alismada mayotik
matiirasyon slirecinde NHE aktivitesinin germinal vezikiil (GV) asama oosit diizeyinde
yiiksek iken MII asamada baskilandig: fertilizasyon sonrasi PN zigot asamada tekrar
yiikseldigi gosterilmistir'). Mayotik matiirasyon siirecinde CF-1 soyu fareler ile yapilan
calismalarda da NHE aktivitesinde benzer sekilde degisimler oldugu gosterilmistir (!> 14),
Calismamizla uyumlu olarak farkli fare soylarinda 2-h asamada asidozdan iyilesmede
NHE aktivitesinin yiiksek oldugu rapor edilmistir® 9. Fare calismalar1 disinda sigr,
hamster ve insan embriyolarinda da PN zigot ve 2-h embriyonik asamada saptanan NHE
aktivitesinin matiir oositlere gore anlamli yiiksek oldugu ortaya konmustur(® 63 66,

Mayotik matiirasyon siirecindeki GV asama oositler transkripsiyonel ve
translasyonel olarak aktiftir. Ikinci mayozun profazinda duraklayan oositlerde RNA
transkripsiyonu durur ve protein sentezi azalir®?, Fertilizasyonla birlikte maternal zigotik
gecis (maternal to zygotic transition) olarak adlandirilan siire¢ baslar. Bu siiregte oosite
Ozgii transkriptler pargalanir, zigotik transkriptler olusur. Zigotik transkriptlerin
aktivasyonu biiyiik oranda 2-h asamada gerceklesir®!: ¢7- ) 2_h embriyonik asamada
transkripsiyonu artan genlerin, temel hiicresel mekanizmalarla iligkili oldugu
gosterilmistir®). Bu bilgiler 1s1¢inda, yukarida belirtilen NHE aktivite degisiminin
mayotik matiirasyon siirecindeki transkripsiyon paterni ile uyumlu oldugu ve
fertilizasyon sonrasi artan ve 2-h asamada en yliksek diizeye ulasan NHE aktivitesinin
zigotik genom aktivasyonuna bagl transkripsiyon artisi ile iligkili olabilecegi sonucuna

varilabilir. Bu calismayla da ortaya konan NHE aktivitesinin in vivo ve in vitro 2-h
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embriyolarda yiiksek olmasi ve aralarinda farklilik goriilmemesi in vitro kiiltiir ortaminin
embriyolarin genomik aktivasyonu iizerinde olumsuz etki olusturmadigina isaret
etmektedir. Ote yandan alkaloz defans mekanizmasi olan AE aktivitesinin 2-h asamada
yiiksek iken embriyonik gelisim asamalarinda giderek azaldig1®), in vivo ve in vitro
karsilastirmalarda da benzer sonuglar elde edildigi rapor edilmistir®’. Bu ¢alismada elde
edilen asidoz defans mekanizmasinin ana bileseni olan NHE aktivitesinin 2-h
embriyolarda daha fazla olmak {izere in vivo tiim embriyonik agsamalarda yiiksek olarak
saptanmasi ve in vitro gelisen embriyolarda da anlamli farklilik goriilmemesi 6zellikle
trofoblast asamada artan metabolik aktiviteye bagl olusan asit yiike% 7V kars1 defans

mekanizmasinin in vitro kosullarda da calistigini gostermektedir.

5.2. NHE isoformlarinin Etkinliginin Degerlendirilmesi

Slc9a gen ailesinin liyeleri olan NHE proteinleri 1 Na' iyonunun hiicre igine
alinmasma karsilik 1 H" iyonunu hiicre disina gonderen elektrondtral degistiricilerdir.
NHE1-5 isoformlar1 plazma membraninda bulunur. Hiicre i¢i pH belirli bir esik degerin

altina diistiigiinde aktive olurlar ve pHi’nin dar bir aralikta tutulmasmi saglarlar> 19,

Spesifik inhibitérler kullanilarak NHE isoform aktiviteleri baskilanabilmektedir!> 6162,
Bu c¢alismada da NHE isoformlarinin asidozdan iyilesmeye katkilarini degerlendirmek
amaciyla kayitlarin finalinde kullanilan Na" igeren 0 Bik. pHKFHM soliisyonuna spesifik
inhibitorler eklendi. NHE1 inhibisyonu i¢in 1 uM kariporid, NHE3 inhibisyonu i¢in 1
uM S3226, NHE1 ve 3 inhibisyonu igin ise 10 pM S3226 kullanildi®. In vivo ve in vitro
tim asamalarda NHE1 ve 3 isoformlarinin tek baslarina inhibe edilmesi iyilesme
yanitinda anlamli baskilanmaya neden olmadi. NHE1 ve 3 isoformlarinin birlikte inhibe
edilmesiyle in vivo 2-h asama embriyolarda baskilanma anlamlilik sinirinda farklilik
gosterdi (p=0,053) (Sekil 21). In vitro 2-h ve morula asamalarindaki embriyolarin
tyilesme yanitt ise anlamli derecede baskilandi (p<0,05) (Sekil 22). Fonksiyonel
degerlendirmeye ek olarak immiinfloresan yontem ile in vivo ve in vitro tiim embriyonik
asamalarda NHEI ve 3 isoformlarinin varligi gosterildi (Sekil 28-29). Laboratuvarimizda

yapilan bagka bir ¢calismada trofoblast asamada asidozdan iyilesme yaniti 1 uM kariporid

ve 10 uM S3226 ile anlaml1 baskilanma gosterirken PN zigot ve 2-h asamalarda yalnizca
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10 uM S3226 ile anlamli baskilanma goriildii, 4-h ve morula asama embriyolarda ise
kariporid ve $3226 ile anlaml1 baskilanma gériilmedi!'®. Laboratuvarimizda yapilan bu
fonksiyonel ve molekiiler arastirma sonucunda, trofoblast disindaki embriyonik
asamalarda NHE1 ve 3’iin baskin isoform oldugu, trofoblast asamasinda ise NHE3’iin
saptanmadig1 NHE1 ve 5 isoformlarinin bulundugu gosterilmistir. Diger yandan, fertilize
olmamis CF-1 soyu farelerden elde edilen oositlerde NHE1 ve 3 isoformlarinin
ekspresyonu gosterilirken fertilizasyon sonrasi yalnizca NHE1 ekspresyonunu bulundugu
saptanmistir. Bununla birlikte aym1 ¢alismada trofoblast asama embriyolarda
immiinositokimyasal yontem ile NHE1 isoformunun bazolateral membranda ve NHE3
izoformunun ise apikal membranda lokalize oldugu gésterilmistir’?. Bir diger calismada
Quackenbush Swiss soyu farelerin oosit, PN ve 2-h asamalarinda, bizim sonuglarimiza
benzer sekilde, NHE1 ve 3 isoformlarmin gosterildigi ancak trofoblast asama
embriyolarda NHE3 aktivitesinin olmadig1 belirtilmistir!”). Siyanov ve Baltz tarafindan
rapor edilen ve CF1 fare oosit ve preimplantasyonel embriyolarinda da slc9al, slc9a3 ve
slc9a4 transkripsiyonlar1 gosterilirken Western-blot ile bu genler tarafindan kodlanan
proteinlerin ekspresyonu gosterilememistir. Bu durumun muhtemel diisiik protein
ifadesinden kaynaklanabilecegi seklinde yorumlanmastir. Diisiik protein ifadesine ragmen
2-h, 4-h, morula ve trofoblast asamalarda asidozdan tam iyilesmenin gerceklestigi, 10 uM
konsantrasyonlarindaki kariporid ve S3226 ile bu iyilesmenin baskilandigi
gosterilmistir'®. Bu bilgiler 1s131nda, soylara gore farkliliklar goriilebilmesine ragmen,
hiicre i¢i pH regiilasyonunda baskin isoformlarin NHE1 ve 3 oldugu sdylenebilir.
Calismamizda da bu isofromlarin etkinligi degerlendirilmis ve NHE 1 ve 3 isoformlarini
baskilayan inhibitor dozlarinda in vivo ve in vitro 2-h embriyonik asamalarda anlaml
olmak iizere tliim asamalarda iyilesme yanitlarinda azalmalar saptanmistir. NHEI ve 3
isoformlariin inhibe edildigi durumlarda iyilesme yanitinin tamamen baskilanmamasi,
yukarida belirtilen ¢aligmalarda transkripsiyonu gosterilen diger isoformlarin (NHE4,
NHES) farkli embriyonik asamalarda iyilesme yanitina katkida bulunmus olabilecegi
seklinde degerlendirilebilir.
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5.3. HCO3 Iceren Ortamda In vivo ve In vitro Embriyolarin Asidozdan Iyilesme

Yanitlar

Bikarbonat igeren ortamlarda asidozdan iyilesme sirasinda NHE ile birlikte
NDBCE aktivitesi de gozlemlenir. pHKSOM soliisyonu kullanarak yapilan 6l¢iimlerde
iyilesme yanitt NHE+NDBCE aktivitelerinin toplami olarak degerlendirildi. Toplam
degistirici aktivitesi in vivo farkli embriyonik asamalar arasinda anlamli farklilik
gostermezken, in vitro 2-h embriyonik asamada 4-h, morula, trofoblast degerlerine gore
anlaml olarak yiiksek bulundu (Tablo 6). In vitro 2-h toplam degistirici aktivitesi ayni
zamanda in vivo 2-h degerine gore de anlaml yiikseklik gosterdi (Sekil 27). In vivo 2-h,
morula, trofoblast asamalar ile in vitro 2-h ve morula asama embriyolarda asidozdan
tyilesme yanitlarindan elde edilen AF (dinlenim floresans yogunlugu-final floresans
yogunlugu) degerleri pHKSOM soliisyonunda 0 Bik. pHKFHM soliisyonuna gore
anlamli olarak diisiik (dinlenim degerlerine yakin) bulundu (Sekil 27). Kaydedilen
floresans yogunlugunun pH; ‘nin indirekt gdstergesi oldugundan NDBCE aktivitesinin ilk
donemdeki hizli iyilesme yanitina anlamli katkisinin olmadigr ancak embriyolarin
dinlenim pH degerine donebilmesi i¢in gerekli oldugu seklinde degerlendirilebilir.
Nitekim insan embriyolarinda HCO;™ ve CO;z igermeyen ortamlarda asidozdan iyilesmede
yalnizca Na'/H" degistirici aktivesiyle pHi’nin ~6.8 diizeyine getirilebildigi ancak HCO3~
ve CO; varliginda NDBCE aktivitesinin eklenmesiyle pHi’nin 7’ye kadar ¢ikabildigi
rapor edilmistir®. Ustelik tim preimplantasyonel gelisim asamalarinda NDBCE
proteinini kodlayan slc4a8 ekspresyonunun ortaya konmasinin'® yaninda, bu ¢alismada
IF boyama ile slc4a8 proteinin gdsterilmesi bu diisiinceyi destekler niteliktedir. Ote
yandan yapilan bir ¢alismada PN zigot ve 2-h asamada NDBCE aktivitesinin DIDS ile
inhibe edilmesi iyilesme yanitinda anlamli baskilanmaya neden oldugu gosterilmistir?).
Mayotik matiirasyon siirecinde GV ve MII oosit ile PN zigot asamalarinda pHKSOM
soliisyonunda alinan iyilegsme yanitlarinin 0 Bik. pHKFHM ortamindan daha yiiksek
oldugu ve bu iyilesmenin DIDS ile baskilandigi, 2-h asamada ise NDBCE aktivitesinin
asidozdan iyilesmeye katkisinin daha az oldugu ve DIDS’in iyilesme yanitin1 baskiladigi
ancak anlamli farklilik olmadigi gosterilmistirt'> ). Bu bilgiler 1s131nda asidozdan
iyilesmeyi saglayan temel mekanizmanin NHE oldugu, NDBCE aktivitesinin ise

tamamlayici rol oynadigi seklinde yorumlanmistir'V. Calismamizda da in vivo elde
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edilen embiyolarda ayn1 yonde sonuglar elde edilmis, in vitro gelisen embriyolarda da

asidozdan iyilesmeye katkida bulunan bu tamamlayici mekanizma korunmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Asidozdan 1iyilesmede gorevli NHE+NDBCE degistirici aktivitelerinin  2-h
embriyonik agsamada yiliksek olmasi, alkaloz defans mekanizmasindan farkli olarak
ilerleyen asamalara bagli anlamli azalmalar gdriilmemesi, artan metabolizma sonucu
olusan asit yiike ve uterusun asidik ortam sartlarina uygun olarak etkin bir asidoz defans
mekanizmasinin bulundugunu gostermektedir.

IVF, ICSI gibi yardimer iireme teknikleri sirasinda embriyolar in vitro kiiltiir
ortamina maruz kalirlar. Embriyolar icin stres faktorii olarak kabul edilen bu gibi
durumlarda embriyo canliliginin siirdiiriilmesi, hiicre i¢i pH regiilasyonu gibi
homeostasin saglanmasinda 6nemli rol oynayan mekanizmalarin igleyisine baghdir.
Calismamizda in vivo ve in vitro elde edilen embriyolarin asidoz defans mekanizmalari
arasinda farklilik saptanmamis olmasi in vitro kiiltiir sartlarinin pH; regiilasyonu iizerinde
olumsuz etki gostermedigini ortaya koymustur. Gilinlimiizde yapilan IVF
uygulamalarinda transfer i¢in genellikle 8-h asama embriyolar kullanilmaktadir. Halbuki
ilerleyen embriyonik asamalarmn uterusa tutunmasi daha kolay olabilmekte®® 29
dolayistyla daha ileri embriyonik asamalarin (morula, trofoblast) transferi IVF basarisini
arttirmak i¢in daha yaygin tercih edilen bir strateji olarak 6n plana ¢ikabilir . Bu ¢alismada
temel homeostatik mekanizmalardan hiicre i¢i pH regiilasyonunun, in vivo elde edilen ve
in vitro gelisen embriyolarin ileri asamalarinda dahi anlamli farklilik géstermemesi bunun
miimkiin olabilecegine isaret etmektedir.

Son 30 yil igerisinde yapilan IVF uygulamalarinda gebelik ve canli dogum
oranlarin dnemli Sl¢iide arttigi raporlanmustir. Ingilterede tiim yas gruplar dahil
edildiginde 1991 yilinda % 10 olan gebelik oraninin 2021 yilinda % 29’a yiikseldigi
bildirilmistir 3. Farkli iilkelerden alinan verilere gore tiim yas gruplar1 dahil edildiginde
IVF tedavisi sonrasit gebelik oranlart % 30’lara, canli dogum oranlart % 20’lere
ulagsmaktadir. Erken yas gruplarinda (35 yas alt1) ise bu oranlar gebelik i¢in % 40-50’lere,
canli dogum oranlar1 igin ise % 30-40’lara ¢ikmaktadir. 7*79. Gebelik ve canli dogum
oranlarindaki bu artig IVF siirecine etki edebilecek tiim faktorleri degerlendiren kapsamli

calismalar neticesinde saglanabilmistir. Bu c¢alismada oldugu gibi, embriyo kiiltiir
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ortamina ve embriyogenesis siirecine etki edebilecek homeostatik mekanizmalarin

degerlendirilmesi bu uygulamalarin basarisin1 daha da arttirabilme potansiyeline sahiptir.
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