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Giris

Genellikle kadinlarda 35 yas iistii gebelikler olarak tanimlanan ileri maternal yas (IMY) ,
diinya ¢apinda artan bir fenomendir. (Laopaiboon ve ark.,2014; Fall et al., 2015; Sauer, 2015).
Maternal yas arttik¢a overlerdeki primordial folikiil sayisinda azalma (Nelson ve ark.., 2013)
ve oositlerde kromozomal anomali sayisinda artis oldugu (Jones and Lane, 2013) kabul edilir.
Insanlarda yapilan epidemiyolojik ¢alismalar IMY ’1n azalmis konsepsiyon kapasitesi(Dunson
ve ark.., 2004) ve artmis diisiik riski(Khalil ve ark.., 2013). ile iliskili oldugunu gdstermistir.
Gebelikteki istenmeyen etkiler bildirilmis olup kanitlar kesin olmamakla birlikte insan
calismalarindaki pek ¢ok veri IMY 1n kongenital anomliler(Csermely ve ark., 2015), 6lii
dogum(Laopaiboon ve ark., 2014),preterm dogum(Kenny ve ark., 2013), perinatal
olim(Laopaiboon ve ark., 2014), makrozomi (Kenny et al., 2013),LGA(Kenny et al., 2013),
SGA (Khalil et al., 2013), diisiik dogum agirlig1 (Fall et al., 2015) , ve sezaryen ile
dogum(Khalil et al., 2013) ig¢in bir risk faktorii oldugu fikrini desteklemektedir. Calismalar
arasinda tutarsizliklar bulunsa da, epidemiyolojik calismalar IMY *nin post natal yasami
insanlarda etkileyebilecegini gdstermistir. Ornegin, IMY ’I1 adilarin cocuklarinda otizm
spektrum bozuklugu da dahil olmak iizere davranigsal farklilik riskinde artis oldugunu

destekleyen kanitlar bulunmaktadir(Lee and McGrath, 2015).30 ¢calismadan olusan bir



metaanalizde diabet gelistirme riski incelenmis IMY’I1 anneden dogan ¢ocuklarda tip 1 diabet
riskinin arttig1 goriilmiistiir (Cardwell ve ark. 2010). IMY’I1 annelerin geng eriskin
cocuklarinda bu iliski saptanamamistir fakat IMY erken baslangicl tip 2 diabet ile iliskili
bulunmustur(Lammi ve ark., 2007). Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, IMY 11 annelerin
geng eriskin ¢cocuklarinda aglik plazma glukoz seviyelerinde artis oldugu bildirilmistir.
Maternal konsepsiyon yast ve ¢ocuklarda 5-7 yaslardaki kan basinct (Whincup et al., 1989;
Lawlor et al., 2004) ve IMY’I1 annenin yenidoganinda gériilen yiiksek kan basinci (Gillman et
al., 2004) arasindaki gozlemlenen pozitif baglanti ile kardiyo vaskiiler fonksiyonun da
etkilenebilecegi gosterilmistir.IMY’ nin yasam déngiisiinii kisalttigi(Wilding ve ark., 2014)
ve insan reprodiiktif kapasitesini azalttigini(Tarin ve ark .,2001; Smits ve ark., 2002) gdsteren
bulgular da mevcuttur. Aksine, insan galismalarinda IMY’1n pozitif etkileri de bildirilmistir.
Ornegin, baz1 ¢alismalar IMY *1n,cocuklarda baz1 pozitif davranigsal ve kognitif sonuglarmin
oldugunu belirmistir(Tearne, 2015). Birlesik Krallik’ta yapilan bir calismada, IMY’I1 anne
cocuklarinda istemsiz yaralanma, hastaneye bagvuruda azalma, daha iyi dil gelisimi, 9 aylik
as1 takvimini tamamlama, sosyal duygusal zorluklarla daha iyi basa ¢ikabilme yetenegine
oldugu gériilmiistiir(Sutcliffe ve ark, 2012). Ayn1 zamanda IMY’l1 annelerin ¢ocuklari daha
uzun daha ince yapili ve abdominal adipoz dokularinin ve insiilin benzeri biiyiime faktorii-2
‘nin plazma konsantrasyonunun daha az oldugu goézlemlenmistir (Savage ve ark., 2013).
Dahasi, 73 asir1 kilolu orta yash erkek tizerinde yiiriitiilen ¢alisma, annelerinin ¢gocuk
dogurdugu yas arttikca(18-45 yas arasi1) gelismis insiilin hassasiyeti, azalmis aclik glukoz ve
insiilin konsantrasyonlar1 ve diisiik kan basinci da dahil olmak {izere daha iyi kardiyovaskiiler
ve metabolik fenotip gostermekte olduklarini bildirmistir(Albert ve ark., 2015). Benzer
olarak, yakin zamanda yapilan baska bir ¢alisma ise, geng eriskinlerde annelerinin ¢ocuk
dogurma yas1 ve aglik glukoz seviyeleri arasinda tersine bir iligki oldugu
bulunmustur(Verroken ve ark., 2015).Fakat, IMY’ nin bu pozitif etkilerinin muhtemelen
cevresel faktorlere bagli oldugu, iireme yasinin biyolojik mekanizmalari ile direk olarak
iliskili olmayabilecegi belirtilmistir. Bu baglamda, bazi toplumlarda, ileri yash anneler daha
iyi soysoekonomik seviyededir ve/ veya saglikli yasam hakkinda (emzirme, dengeli beslenme,
fiziksel aktivite vb gibi ) daha fazla bilgiye sahiptirler bu da daha saglikli ve giivenli bir
ortamda gocuk yetistirmey, saglayip eriskinlikte uzun siireli pozitif sonuglar
doguracaktir(Wilding et al., 2014; Albert et al., 2015; Tearne, 2015). Baz1 yazarlar, insan
calismalarinda IMY ’ye bagli oldugu diisiiniilen baz1 istenmeyen etkilerin ¢evresel faktdrlere
bagli olabilecegine inanmaktadirlar. Bu farkli faktorleri kontrol etmek zor olsa da,insan

retrospektif calismalari IMY *nin uzun dénem etkilerini nitelendirememektedir (Myrskyla”



and Fenelon, 2012; Albert et al., 2015). Bu da hayvan deney modellerinin 6neminin altini
cizmektedir. Farelerde yapilan deneysel ¢alismalar, IMY nin dogal yolla iireme ile elde edilen
yavrunun postnatal gelisimini etkiledigini belirtmektedir. Buna bagl olarak IMY dogumdan
sonra ilk 3 giin i¢indeki yliksek mortalite ,postnatal 8-10(Lerch ve ark.,2015) ya da 24-37
(Tarin ve ark., 2003)haftada davranis degisiklikleri, post natal 40-90 haftada daha diisiik viicut
agirlig1 ve azalmis yasam dongiisii (Tarin ve ark., 2005) ile iliskili bulunmustur. Fakat

IMY nin deneysel hayvan modellerinde yavrularin metabolik ve kardiyovaskiiler
fonksiyonlar1 {izerine uzun dnem etkileri ile ilgili yeteri kadar bilgi bulunmamaktadir. Dahasi,
IMY ’I1 kadinlarda infertiliteyi azaltmak i¢in yardimci {ireme tekniklerinin (YUT)
kullaniminin artmas1 IMY’I1 deneysel YUT modelleri gelistirme zorunlulugu
dogmustur(Cabry et al., 2014; Jackson et al., 2015). Bu ¢alismalar, IMY *nin implantasyon
oncesi embriyonun kendisi ile embriyo transferi(ET) sonras1 gebeligin sistemik ¢evresinden
ve maternal traktus lizerine ekilerinin ayrimini saglayabilir. Su an ki ¢alismada, murin ET
modeli kullanarak IMY’nin YUT ile olusan yavrunun postnatal gelisimindeki etkisini
inceliyoruz. Ovulasyon indiiksiyonu, IVF ,genisletilmis embriyo kiiltiirii ve paternal
kosullarin potansiyel istenmeyen etkisinden kaginmak; embriyonun maternal yasiile iliskili
sonuclara odaklamak i¢in yash ya da geng disieri dogal yolla geng erkekler ile eslestirdik
ardindan toplama ve hemen geng alicilara blastokistleri transfer ettik. Yash fareden gelen
yavrunun viicut agirligi, kan basinici glukoz metabolizmasi ve post natal gelisimdeki organ
allometrisinde farkliliklar sergileyebilecegini 6zellikle de disiler etkiledigine dair kanit
saglamaktay1z. Dahasi, verilerimiz istenmeyen fenotiplerin daha blastokist evresinde iken

programlandigini géz oniine sermektedir.
Materyal ve Metod
Hayvanlar

Tiim hayvan deneyi UK Home Office Animal (Scientific Procedures) Act 1986 ve
Southampton Universitesi yerel etik kuruluna gére yiiriitiilmiistiir. Tiim hayvanlar
Southampton Universitesi Biyomedikal arastirma merkezinde 0700-1900h 1s1k siklusunda 20-
228 derecede biiyiitiilmiis ve tutulmustur. Su ve standart yem (Special Diet Services, Ltd,
Witham, Essex, UK) istenildigi zaman bu ¢aligmada kullanilan tiim hayvanlara saglanmaistir.
Non-superoviile virgin geng(8— 9 hafta) ve yash (34— 39 hafta) disi farelerin(C57BL/6) in-
vivo olusturulan blastokistleri, geng CBA erkekler(10— 15 hafta; Fig. 1) ile eslestirilmistir.
Erkek disi ¢iftler gece boyu aynmi yerde birakilmistir ve vajinal tikag varligi basarili bir
ciftlesme olarak kabul edilmistir. Giin ortasinda embriyonik 0.5.(E0.5) giinde kabul edilen



disilerde vajinal tikag izlenmistir. E3.5’te fareler servikal dislokasyon ile 6ldiirilmiis, uterin
hornlar hemen diseke edilmis ve 111ik(37.8C) bir salin soliisyonuna yerlestirilmistir.
(BR0053G, OXOID, UK). Her bir uterin horn stereomikroskop altinda, 4mg/ml domuz zerum
albumini ile desteklenmis Iml H6 mediumu ile kibarca bos bir petri kabina bosaltildi (BSA,
A3311, Sigma, UK; Nasr-Esfahani et al., 1990). 2-8 hiicre evresinde dondurulmus ya da
parcalanmis embryolar dejenere embiyo olarak siniflandirilmistir. Belirgin fragmantasyon
belirtileri olan morula ve blastokistler de dejenere embriyolar olarak kabul edilmistir. Tim
fragmante olmamais 1 hiicreli yapilar ( ilk klivaj ayrimi olmayan) fertilize olmamais oositler
olarak siniflandirilmistir. ( ova; Wu ve ark., 2010).Morula ve blastokist evresindeki
fragmantasyon belirtisi gostermeyen tiim embriyolar viable embriyolar olarak kabul edildi.
Viabilite ( total viable embriyo sayisi/ total embriyox100) , fertilizasyon( total embriyo/ total
embriyo+ ova x100) ve dejenerasyon ( dejenere embriyolar/ total embriyox100) oranlari
hesaplandi. Kalintilardan arindirmak i¢in blastokistler 3 kere H6-BSA mediumda yikandi.
Toplanan blastokistler ayririci boya ile muamele edildi ya da potasyum ile zenginlestirilmis
30ml damlalik (damlaya 10-15 blastokist) sentetik oviduktal mediuma transfer edildi
(Summers ve ark., 2000) ve %5 CO2 ‘li hava da 37’8 derecede 2-3 saat kadar ET’ye kadar
inkiibe edildi.

Blastakistlerde ayirict boyama

Blastocoel kavitesi embriyo voliimiiniin yarisindan fazla olan blastokistler Hardy ve
arkadaslarinin (1989) gelistirdigi bir protokole gore bazi degisiklikler yapilip ayirici niikleer
isaretleme yapildi. Aksi gerekmedigi siirece, embriyolar 50 ml damlalarla muamele edildi. 1ml
11k(37,5C) asit Tyrode (T1788, Sigma)soliisyonunda zona pelluciday ayirdiktan sonra,
blastokistler 15-20 dakika siire ile 1ml H6-BSA’da yikand1 ve ardindan %10
trinitrobenzenesulfonic asit soliisyonunda (TNBS, P-2297, Sigma) oda sicakliginda 10 dakika
inkiibe edildi. 1% polyvinylpyrrolidone (PVP, P0930, Sigma) eklenmis H6 mediumu, %10
luk TNBS soliisyonu hazirlamak i¢in kullanilmistir. Ardinfan blastokistler H6-PVP’ de 3 kere
yikanmis ve 0.4 mg/ml goat anti-dinitrophenyl antikor (D9781, Sigma’te H6-PVP’da oda
sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir. H6-PVP de 3 kere yikadiktan sonra,blastokistler 4
ml propidium iodide (1 mg/ml, P4170, Sigma) eklenmis yeniden yapilandirilmis 50 ml (H6-
BSA ile 1:10 diliie edilmig) Low-Toxw guinea pig komplemanda 15 dakika boyunca 37.8

derecede inkiibe edilmistir.



Blastokistler tekrar H6-BSA ile 3 kere yikanip, 1% Bisbenzimide H 33258 eklenmis 1 ml buz
gibi ethanol ile 1saat boyunca 48 derecede fikse edilmistir. Hiicre 6l¢iimii i¢in, lastokistler buz
gibi 1 ml taze ethanol ile yikanip, 4 ml gliserol(G5516, Sigma) ile mikroskop lamina
yerlestirilip lamel kapatilmistir. Blastokistlerin dijital fotograflar1 karanlik bir odada ters
epifloresan mikroskop (Axiovert 200M, Carl Zeiss Ltd) ile elde edilmistir. Hiicre ¢ekirdekleri

MetaMorph yazilim ile manuel olarak sayilmistir. (Version 6.2r6, Molecular Devices).
Embriyo transferi

Blastokistler embriyo transferinden 6nce 3 kere M2 mediumda yikandi (Watkins ve ark.,
2007). Uterine horn flank laparatomi ile agiga ¢ikarildi ve MF1 pseudo-gebe (E2.5) geng
alicilarin uterin kavitesine minimal miktarda medium ile 6 tane gelisen blastokist transfer
edildi (8— 9 hafta; Fig. 1). Ardindan uterin horn tekrar abdominal kaviteye yerlestirildi ve
insizyon hatt1 kapatildi. Bu prosediir diger 6 adet gelisen blastokistin yerlestirildigi kars1 flank
bolgede de tekrarlandi. Embriyo transferini takiben alicilarin her biri anesteziden
derlenmeleri i¢in temiz birer kafese 111k(28-30,8C) bir odaya yerlestirildi. Daha sonra disiler

sessiz bir odaya alind1 ve gebelik ve laktasyon i¢in dinlenmede tutuldu.
Yavrularin analizi

ET sonucu olusan yavrular dogumdan 3 hafta sonra siitten kesildi ve cinsiyetlerine gore
ayrilarak 30 hafta boyunca haftalik viicut agirliklar1 kaydedildi. Sistolik kan basinci, Ilik (28—
30°8C; Watkins ve ark., 2007, 2008) bir odada mangonlu pletismografla Non-invaziv kan
basinci monitoru(NIBP-8, Columbus Instruments, Columbus, OH, USA) esliginde post natal
9-15-21. Haftalarda standart protokole gore 6l¢iildii. Her bir fare i¢in iyi dalga sekilli 5 okuma
ve iyi, genis kapsamli kalite elde edildi (Williams ve ark., 2011). Post natal 30. Haftada 15
saatlik gece agligini takiben glukoz tolerans testi i¢gin standart protokol uygulandi. Kuyruktan
alman kiiciik bir damla kandan glukometri ile 6l¢iildii. (Accu-Chek, Aviva, Roche
Diagnostics GmbH, Germany). GTT ye baglamadan 20 dakika 6nce kuyruga anestetik
krem(Lidocaine 5%, Teva, UK) uygulandi. Bazal glukoz seviyewsini kaydettikten sonra (0.
Dakika), 2g/kg sozunda i.p. enjeksiyon ile bir glukoz(G8270, Sigma) soliisyonu( steril distile
suda ,%20) uygulandi. Glukoz seviyeleri uygulamadan sonra 15, 30,60 ve 120. Dakikalarda
Olciildii. (Constantinou et al., 2014; Weidemann et al., 2016). Aglikta ve GTT sirasinda su



istenildigi kadar saglanmistir. GTT Den hemen sonra fareler istenildigi kadar su ve yiyecek
dolu temiz kafeslere kondu. GTT’ den 2 giin sonra fareler servikal dislokasyon ile 61diiriildii

ve organlar( dalak, karaciger, sag ve sol bobrek, kalp ve akcigerler) ve kalan dokular tartildi.
Istatistik

Istatistiksel analiz BM SPSS StatisticsSoftware, Version 21 (IBM Corporation UK Ltd,
Hampshire, England) ile yapildi. Tiim veriler Shapiro—Wilk test ile normal dagilim i¢in test
edildi. Fertilite ve blastokist hiicre ayrimi degiskenleri T-test ile ya da x2 ile analiz edildi. T-
test ile analiz edilen veriler analiz 6ncesi diiniistiiriildii. Embriyo transferi sonrasi tek sefer
olusan yavrularin boyut ve cinsiyet ayrimi T-test ve binominal test ile analiz edildi. Kalan tiim
post natal veriler multi seviyeli random etki regresyon modeli ile analiz edildi. Regresyon
analizine bagli olan post natal veri normal dagilimli olmayip analiz dncesi Fisher-Yates
degisimi ¢ikan degiskenler iizerine uygulanmistir. (Crozier et al., 2012).her bir fare i¢in
yapilan 5 kan basinci 6l¢iimiinden en yiiksek ve en diisiik olan degerler dikkate alinmayip, 3
orta degerin ortalamasi alinmis ve istatistiksel analiz i¢in kullanilmistir(Williams et al., 2011).
Egri altinda kalan alan GTT verileri igintrapezoidal kural ile hesaplanmistir (Matthews et al.,

1990). Aksi gerekmedikge veriler veriler ortalama olarak sunulmustur.

Sonuglar

Maternal yaslanma fare blastokistindeki hiicre dagilimin etkileyebilir.

Embriyo iiretememis pitht1 pozitif disilerin yiizdesi(Fig 2A) ve donor bagina iiretilen embriyo
say1s1 yas gruplari(Fig. 2C). arasinda farklilik gostermemistir. Fakat fertilizasyon oran1 yash
disilerde daha diisiiktiir. (Fig. 2B). Embriyolarin bazilar1 ayirici boya ile muamele edilmis
veanalizler, trofoektodermdeki azalmis hiicre sayisina(Fig. 3A). bagl olarak yagsl farelerde
blastokistlerdeki total hiicre sayisinda azalma oldugunu aciga ¢ikarmistir. Hiicre dagilimindak

diger degiskenler etkilenmemistir. (Fig. 3B).

Yash farelerden toplanan blastokistlerden olusan yavrularda post natal hayatta cinsiyete bagli

olarak artmis kilo alim1 goriilmektedir.



IMY’nin YUT ile olumus bir yavrunun post natal hayatindaki etkilerini arastirmak igin, yash
annelerden alinan blastokistleri geng tasiyicilara yerlestirdik ve ortaya ¢ikan yavru (yaslt ET)
ile gen¢ anneden toplanan ve geng tastyicilara transfer edilen blastokistler(geng ET)
karsilagtirildi. ET takiben, gruplar arasinda {iriin sayisinda ya da ET nin canli yavru elde etme
etkinligi arasinda farklilik gézlenmedi. (yash 66%; gen¢ 65%). Benzer olrak erkek/disi orani
embriyonun orijininden etkilenmemistir. (Fig. 4B). Bu deneysel ¢alismanin herhangi bir
asamasinda, haftalik viicut agirlig1 dlgtimlerinde erkek yavruarda kilo aliminda bir frklilik
gorilmemistir. Aksine yash ET disiler, geng ET disilere gore post natal hayatta daha
agirdirlar. Viicut agirliklarindak bu farklilik post natal 13. Haftada belirginlesmeye

baslamistir ve calismanin geri kalan siirecinde de belirgin olarak kalmistir. (Fig. 5C).

Yash farelerden toplanan blastokistlerden olusan yavrularda post natal hayatta cinsiyete bagl
olmayan hipertansiyon gelisimi goriilmektedir.

Yavrunun non invaziv kan basinci 6l¢timleri post natal 9,15,21. Haftalarda yapilmistir.
Analizler, yash ET erkek yavrularda 9-15. Haftalarda geng ET’ye gore kan basincinda
belirgin artig gostermektedir(Fig. 5B). Fakat, 21.haftadan itibaren sistolik kan basinci
degerleri gruplar aras1 belirgin farklilik géstermemektedir. (Fig. 5B). Benzer bir senaryo disi
yavrularda da gozlemlenmistir fakat bu farklilik post natal 15. Haftada belirgindir(Fig. 5D).
Bu 3 6l¢iimii ortalamasi yash ET yavrularda her iki cinsiyet i¢in de daha yiiksektir fakat bu

istatistiksel olarak onem tasimamaktadir.

Tartisma

Bu ¢aligmada, post natal donemde AMA nin yavru gelisimi tizerindeki uzun dénem etkisini
arastirdik. Verilerimizin ET modelinde; yash disi farelerden (geng erkeklerle ¢iftlestirilen)
elde edilen gen¢ embryo alicilarina transfer edilen embryolardan gelisen yavrularda; kilo
alimi, kan basinci, glukoz metabolzmasi, post natal organ allometrisinde degisiklikler
gozlenmektedir. Degisiklik gosteren fenotiplerin ¢ogu sex-spesifik bicimde gdzlenmis olup
disiler daha cok etkilenmistir. Bizim ¢alismamiz, yash disi farelerin YUT iliskili prosediirlerle
olusturulan yavrularinin metabolik ve kardiyovaskiiler fonksiyonunu inceleyen ilk ¢alismadir.
ET’i takiben normalize edilmis invivo maternal ¢evrede fenotipik degsikliklerin
gdzlemlenmesi; IMY tarafindan meydana gelen olumsuz programlanmanin bazilarinin,
embryo blastosist evresine gelmeden olusmus oldugu ve gebeligin ilerleyen donemlerindeki

durumlardan bagimsiz oldugu anlamina gelmektedir. Bizim mevcut bulgularimizi



destekleyecek sekilde; kemiriciler ve gevis getirenler ile ilgili deneysel veriler, post natal
yagsamda degisiklik gosteren fenotiplerin, ovaryen folikiilogenez, preimplantasyon embryo
gelisimi gibi kritik iireme olaylarinin oldugu, asir1 beslenme, yetersiz beslenme, YUT iliskili
prosediirlere veya inflamasyona maruz kalmis perikonsepsiyonel donemde progarmlandigini

gostermektedir.

Biz, yasliliga bagli kaginilmaz iiretkenlik kaybindan ziyade orta yas kadinlardaki reprodiiktif
yaslanmanin baslangicini gdstermek amaciyla IMY modelimizde 34-39 haftalik fareler
kullandik. Calismamizda, superovule olmamis farelerden elde edilen embryo sayisi
etkilenmemisti, bu da benzer yaslardaki farelerle yapilan IMY ¢alismalarinda, IMY nin
normal ¢iftlesmeyi takiben olusan yavru sayisina etkisinin olmayisi ile karsilastirilabilir. Her
ne kadar 60larinda gebe kalan kadinlar ile ilgili olgular bildirilmis olsa da, bizim modelimizin,
yasl bireylerden ziyade orta yash kadinlarin anneligi erteledigi, geciktirilmis ¢ocuk

bakimindaki mevcut akima daha yakin olduguna inaniyoruz.

Yast ilerleyen annelerden gelen embryolarda, azalms fertiliteye katki saglayabilecek olan
aneploidide artig oldugunu biliyoruz. Diger taraftan, fare cinsine bagli olarak fare
embryolarinda, 6zellikle de bu ¢aligmada kullanilan yas araliginda, aneploidi goriilmesi daha
az olasidir. Bu ayrilik, her ne kadar insan konsepsiyon calismalarindan elde edilen
durumlardan bir farklilik yansitsa da, sagkalimda artisa neden olarak maternal yas ile iliskili
postnatal saglig1 degerlendirmemize olanak verdigi i¢in bu fare modelinde bizim lehimizedir.
Ayrica, aneploidi,implantasyon basarisizligi, diisiik, yavrunun konjenital bozukluklarla
dogmasi ile sonuglandigl icin, insan IVF basarisizligindaki temel neden gibi goriilmektedir.
Ayrica klinik ¢alisma bakisacisindan, bizim ¢alismamiz, ama embryolarinin daha geng bir
aliciya transfer edildigi ve bu embryolarin potansiyel programlanmasinin donér maternal yasa

bagli oldugu, insan tasiyici anneligi ile baglantilidir.

Bizim c¢alismalarimiz, maternal yaglanmanin, blastosist evresindeki hiicrelerin sayisindaki
azalmay1, 0zellikle trophectoderm evresinde, tetikleyebilecegini gostermektedir. Fareler ile
yapilan yakin zamanl bir ¢alismada, konsepsiyonda IMY ile biiyiimesi kisitlanmis disilerde,
trophoectodermde daha az sayida hiicre olan, daha diisiik sayida hiicreden olusan blastosist
olustugu bildirilmistir. Blastosistteki azalmis hiicre sayisi; mitokondrial disfonksiyonlu bir
fare grubunda azalmis plasental ve fetal agirlik ile iliskilidir. Biz ¢calismamizda fetal gelisimi
incelemedik, ancak IMY nin fare yavrulart modelinde, yavru sayisinda azalma olmaksizin
embryo boyutunda ve somit sayisinda azalma bildirilmistir. Calismamizda dogum agirlig

incelenmemistir, ancak bizim c¢alismamiz gelisimin erken donemindeki hiicre boliinmesindeki



deviasyonun, bozulmus post natal sagligin bir gostergesi oldugunu 6ne siirmektedir.
Yetiskinlikte yiiksek kan basinci izlenen kemirgen yavrularinda, preimplantasyon dénemi
oncesinde invitro bir ortama veya yetersiz beslenmeye maruz kaldiktan sonra blastokist

evresinde hiicre sayisinda degisiklik oldugu gézlenmistir.

Calismamizdaki yagh farelerin disi yavrularinda glukoz dengesinde hemen gbze ¢carpmayan
bozulmalar, yakin zamanda yapilan ¢oklu iilke katilimli, IMY ’nin geng eriskinlerde plazma
glukoz seviyelerini artmaya neden olabilecegini 6ne siiren bir ¢alismay1 desteklemektedir(Fall
et al., 2015). Fakat, bu epidemiolojik insan ¢alismasinda(Fall et al., 2015), bizim
sonuc¢larimizin tersine bozulmus glukoz metabolizmasi cinsiyet spesifik degildir.post natal
glukoz metabolimasindaki bu cinsiyete spesifik olmama durumunun, paterfnal yasa bagli olup
olmadigimi deneysel kosullarda test etmek ilging olabilir. Onceki epidemiyolojik insan
calismalar1 da IMY ’nin yavrunun eriskinlikteki viicut agirligi(Myrskyla “ and Fenelon, 2012)
ya da kan basinci(Fall et al., 2015; Verroken et al., 2015) iizerine etkisini belirlemede
basarisiz olmustur. Burada, epidemiyolojik ¢alismalarda ilgili sasirtict faktorleri kontrol
etmek ve yasam tarzi aligkanliklar ve saglik durumu ie ilgili dogru, uzun dénem bilgi
toplamanin zorlugunun da alt1 ¢izilmelidir. Farelerde iyi kontrol edilmis deneysel kosullarda,
anne yaslanmasinin cinsiyet spesifik olmayan bir sekilde yetiskinlikte yiiksek kan basinci
gelisimini programladigini agiga ¢ikardik. Ancak, yash ET yavrularda gozlemlenen yiiksek
kan basinci, sadece disilerde artmis viicut agirligi ile eslik etmektedir. Benzer olarak, dnceki
deneylerde farelerde perikonsepsiyonel donemde yetersiz beslenmenin ve in vitro kiiltiiriin
etkileri arastirilirken, post natal gelisim sirasinda viicut agirliginda belirgin degisiklik
olmaksizin erkek yavrularda kan basincinin arttigini gozlemledik. Bagka bir gelisimsel
programlama modelinde de obez farelerin erkek yavrularinda post natal gelisim sirasinda
kardiyovaskiiler fonksiyonla iligkili viicut agirhigindan bagimsiz pek ¢ok degisken goriilmesi
kardiyak aktivite ve viicut yapisi arasinda iligski olmadigini gostermistir. Programlama
egrisinde bulunan cinsiyet spesifik yavru fenotipinin arkasinda erkek ve disi arasindaki sex
kromozom doz farkliliginin olduguna inanilmaktadir. Bu senaryoda, sex kromozomlari
arasindaki gen dozaj farkliliginin, otozomal genlerin transkripsiyonel aktivitesini farkl
etkileyebilecegini; sonug olarak da genomun , sexome’un, biiytlik bir kismini etkileyebilecek
ve bu sayede gen aginda cinsiyet yanlis1 modiilator baglantilara neden olabilecek sex spesifik
fenotipler olusturabilecektir. Gen ekspresyonu,mitokondrial fonksiyon ve epigenetik
fonkiyondaki sex spesifik degisiklikler, preimplantasyon doneminde de mevcut olup

embriyogenez boyunca siirmesi beklenmektedir.



Ilgingtir ki, IMY modelimiz, farelerde in vitro embriyo kiiltiiriinde uzun dénem etkileri
inceleyen bir 6nceki calismamizla benerlikler gostermektedir. Bu ¢aligmada, trofektoderm ve
i¢ hiicre kitlesindeki az hiicre sayis1 disilerde artmis vuciit agirligi, cinsiyetten bagimsiz olarak
da tiim yavrularda yiiksek kan basinci ile iliskilidir. Ancak, blastokist transferinden 6nce kisa
bir embriyo kiiltiirii yavrunun kan basinicin1 minimal artirmak i¢in yeterlidir. Dahasi,bu
caligmada embriyonun anne yasi ve in vitro kiiltiirli ve transfer,nin kobine etkisi biiyiik
ihtimalle post natal fenotip degisikliklerinin arkasindaki nedendir. Yine de amacimi IMYli
kadinlarda su an kullanilan YUT’ii gelistirmektir. ET nin ¢alismamizda kullanimi biiyiik
olasilikla viicut agirhigindaki artistan sorumludur bu da 6nceden belirtilen normal yasta,
eslesmis farenin yaasli maternal trakt ortami ile ¢ftlesmesi sonucu olusan daha diisiik viicut
agirlikli yavru ile kontrast olusturmaktadir. Fakat, her iki modelde de erken donemde
olmasada ge¢c donemde post natal gelisimde, siitten kestikten sonra viicut agirliginda
deviasyon gozlenmistir. Dahas1 calismamizda gozlemledigimiz IMY ile iliskili azalmis dalak
agirligi, dogal yolla elde edlen yasl fare gebeliklerinde de goriilmiistiir. Su an bu azlmis dalak

agirliginin immiin sistem fonksiyonunu etkileyip etkilemedigi bilinmemektedir.

Oositlerde artmis oksidatif strese bagli mitokondrial disfonksiyon, yasliligin uzun dénem
etkileri arkasidaki olas1 mekanizma olarak one siiriilmektedir. Aslinda farelerde ve insanlarda
yapilan pek ¢ok calisma, yaslt disilerdeki oositlerde mitokondrial fonkdiyonda degisiklikler
bulmustur. Yetiskinlikte goriilen hastaliklarin perikonsepsioynel programlanmasinin altinda
yatan potansiyel mekanizmanin epigenetik modifikasyon olduu 6ne siiriilmektedir. Yash
farelerin ve insanlarin oositlerindeki pek ¢ok epigenetik modifikasyon raporlanmistir. Fakat,
hastaliklarin uzun dénem programlanmasi ve oosit degisiklikleri arasinda direkt bir baglanti
bulunamamuistir. Ek olarak, deneysel kanitlar uterin yaslanmanin molekiiler ve morfolojik
degisikliklerle birlikte goriildiigiinii gosterse de bunn fertilite i¢in zararli olabilecegi
gorilmiistiir. Yaslh annenin uterusu ve tiipiindeki mikroortamin postnatal yasamdaki uzun
donem fenotip programlamasina katikis1 bilinmemektedir. Ilgingtir ki, geng ve yash
annelerden yapilan resiprok transplant yapilan yakin zamandaki bir calismada uterin ¢gevrenin,
oositin degil, yasli farenin yavrusunda kongenital kalp defektlerinde hayati 6neme sahip
oldugu belirtilmistir. IMY’ye bagli bozulmus oosit kalitesi ve kongenital kalp defekti
gelisimi, beslenme ve egzersiz miidahaleleri ile iyilestirilebilir. IMY ile iliskili farkli post
natal fenotip gelisim riskinin benzer miidahalelerle azalabileceginin belirlenmesi kritiktir.
Hayvan modellerindeki verilerin insanlara uyarlanmayacagini fakat bu ¢aligmalar1 hedef tiir

iizerinde test edilebilir hipotezleri gelistirmek agisindan degerlidirler.



Sonug olarak,

Murin bir YUT modelinde, maternal yaslanmanin post natal yasamda bozulmus
kardiyovaskiiler ve metabolik fonksiyon gelisimini programlayabilecegini gosterdik. Dahasi,
verilerimiz preiplantasyon déneminin,IMY *nin istenmeyen programlanmanin IMY ’ye baglh
olabilecegi ve gebeligin olustugu maternal traktus ve sistemik ¢evreden bagimsiz oldugunu
gostermektedir. Yine de, insan embriyosu fareye gore daha fazla andploid gostermektedir,

verilerimizin tastyict annelik dahil YUT kullanan IMY 1 kadnlar i¢in dnemli olduguna

inaniyoruz.
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