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Memeli Reproduktif Dokulari, Gamet Huicreleri ve Embriyolarinda Apoptozis
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Ozet: Apoptozis, embriyo déneminden 6liime kadar pek cok fizyolojik veya patolojik olayda izlenen programli hiicre
olumadir. Memelilerde folikiiler atrezi ve ovulasyon sonrasi regresyondaki en temel mekanizmalardan biridir.
Ovaryumda apoptozis, ovulasyona ilerleyen birkag foliklll haricinde geriye kalan hepsinin uzaklastirnldigi hicresel bir
mekanizmadir. Ayni zamanda luteolizis sirasinda corpus luteumun uzaklastiriimasi mekanizmasidir. Olgun erkeklerde
normal spermatogenesis sirasinda gerceklesen germ hicresi 6limd, sperm Uretiminde en 6nemli rollerden birini oynar.
Olgun memelilerin testisindeki potansiyel spermatozoanin % 25-75'i dejenere olur veya o6lir. Sperm apoptozisinin
hormonal kontrol altinda (FSH ve LH) oldugu bilinen bir gercektir. Bilinmektedir ki, hiicre 8limunin seviyesi hem embri-
yonun kendisi ve hem de maternal reprodiiktif kanal tarafindan uretilen yasamsal faktorler ile diizenlenir. Stoplazmik
fragmentasyon, gelisimin durmasi ve nilkleer yogunlasma apoptozise maruz kalan embriyolarin en tipik ézellikleridir.
Bu derlemenin amaci, morfolojisi ve biyokimyasi ile birlikte apoptozis surecine giincel bilgiler 1siginda genel bir bakis
saglamak ve reproduktif doku faaliyetleri ve embriyolojik gelisim Uzerinde apoptozisin roltine dikkat cekmektir.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, embriyo, ovaryum, spermatozoa, testis

Apoptosis in Mammalian Reproductive Tissues, Gamete Cells, and Embryos

Summary: Apoptosis is a process of programmed cell death that plays a critical role in some normal and pathologic
conditions beginning from embryologic development and ends at death. Apoptosis is a fundamental mechanism in
follicular atresia and postovulatory regression in mammals. In the ovary, apoptosis is the cellular mechanism removing
all but few growing follicles during their way to ovulation. Apoptosis is also the mechanism behind removal of corpus
luteum during luteolysis. In adult males, germ cell death during normal spermatogenesis plays an important role in
sperm production. Approximately 25-75 % of potential spermatozoa degenerate and die in mammalian (adult) testis.
That sperm apoptosis is under hormonal (FSH and LH) control is generally accepted. There is evidence that levels of
cell death are regulated by ‘survival’ factors produced both by the embryo itself and by the maternal reproductive tract.
Cytoplasmic fragmentation, developmental arrest, and nuclear condensation were typical characteristics of embryos
undergoing apoptosis. In this review, apoptosis were accessed with multiple features. The goal of this review is to
provide a general overview of current knowledge on the process of apoptosis including morphology, biochemistry, and
the role of apoptosis in reproductive tissue activities and embryo development.
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Giris ye kadar morfolojik ve biyokimyasal analizlerle
ayirt edilmis iki tip hiicre 6liumu belirlenmistir. Bun-

Bilindigi Uzere, hem tek hicreli hemde cok hiicrel lar: patolojik ve fizyolojik hicre élumleridir (11).

canlilarda olsun yasamin temel basamaklari; do-
gum, blylme, Ureme, yaslanma ve olimdur.
Fertilizasyondan itibaren ¢ok hiicreli bir organiz-
mada mitoz, farklilasma ve hicre 6liminin di-
zenlenmesi buyuk 6nem tasimaktadir. Bunun igin
hiicre cogalmasi ve 6limi arasinda sabit bir oran
bulunmasi gerekmektedir. Organizmada surekli bir
denge stzkonusudur. Yeni hicreler sentez edilir-
ken, var olan hucrelerin bir kismi hiicre 6limu ile

Apoptozun tanimi ve temel 6zellikleri

Hucre o6lumiyle ilgili ilk bilgiler, 1920 yilinda 1s1k
mikroskobunun ve yeni boya yontemlerinin kesfiyle
baslamis ve ilk nekroz tanimlanmistir. Kerr ve ar-
kadaslar 1972 yilinda, nekrozdan farkh olusan bir
hiicre 6lumi gostermis ve buna eski Yunanca'da

ortadan kaldiriimakta ve béylece denge korunmak-
tadir (1, 31, 39).

Canlihgin temel karakterlerinden birisi olan 6lim,
gerek hicre gerekse de organizma bazinda sik¢a
karsilasilan bir olaydir. Okaryotik hiicrelerde simdi-
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sonbaharda yaprak dokimi anlamma gelen
“apoptoz” adi verilmistir. Apoptoz terimi, o zaman-
dan gundmuze kullanilagelmekte ve fizyolojik ne-
denlerden kaynaklanan hicre 6limind ifade et-
mektedir. Apoptoz gelismis organizmalarda hicre-
lerarasi iligkilerin geregdi olarak gereksinim duyul-
mayan ve fonksiyonlari bozulan hiicrelerin, gevre-
ye zarar vermeden programli 6lumu olarak tanim-
lanmaktadir (1, 27, 39).
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Apoptotik hiicre 6limu ve yenilenmesinin gunde
yaklasik 1x10™ hiicreyi buldugu hesaplanmakta-
dir. Bu hizda bir hiuicre 6lumu ve yeniden yapimi,
yetiskin bir insanin vicut agirhginin her 18-24 ay-
da bir yeniden yapim ve yikimi anlamina gelmek-
tedir. Bu dizende bazi hicreler yillarca yasarken
bir kismi sadece birkac saat yasar. Ornegin bagir-
sak hicreleri 3-5 gunlik yasam surelerinin ardin-
dan o6lirken, néronlar yasam boyu canli kalir. N6-
ronlardaki apoptoz ise sinapslarin olusmadigi do-
nemde sekillenmektedir. Bu dénemde, dogumda
asiri sayida olan néronlarin sayisi uygun sinaptik
agin saglanabilmesi icin azaltihr. Bahsedilen bu
hiicre 6lumleri apoptozla gerceklesir (34, 35).

Apoptozun uyarimi

Bir hicrenin yasam, bolinme, farklilasma ya da
6lum secgeneklerinden hangisine yonelecegi konu-
sundaki karar, hicre ici ve disindaki faktorlerin
etkilesimlerine baghdir. Dis ortamdan gelen sinyal-
ler, hicre yiizeyinde bulunan cesitli reseptorlerle
hiicre icine iletilir ve iletilen mesajin hangi yanita
yol agacag! hicrenin i¢ ortamindaki karmasik bir
dizi etken tarafindan belirlenir. Hucrenin 6limu
yonundeki yol apoptozla sonuglanir. Hicrenin ya-
samini bolinmeden sirdirmesi, cogalmasi ya da
6lmesi seceneklerinden hangisinin gerceklesecegi-
ni belirleyen ¢ temel etmen vardir. Bunlar; besin
maddeleri, buyume faktorleri ve hicre disindan
gelen ve hicredeki reseptorler araciligiyla hiicreye
iletilen 6lUm sinyallerinin varliyi ya da yoklugudur.
Bu etkenler disinda, hiicrenin hasar gérmesi ya da
DNA yapisinin bozulmasi da 6lim-yasam karari-
nin verilmesinde belirleyici rol oynar (31, 34).

Mitokondri, hiicre icinde ATP Uretiminin kaynagi
olmasinin yanisira, hiicre ici ya da disi yollardan
gelen o6lum sinyallerinin Uzerinde birlestigi bir
organeldir. Mitokondride zar potansiyelinin bozul-
masi durumunda normalde ATP zincirinde yer alan
Sitokrom C, hicre stoplazmasina dagilip inaktif
halde bulunan Apaf-1 molekiliine baglanarak
Apoptozom adi verilen bir yapinin olusmasina se-
bep olur. Apoptozom, kaspaz-9'u, kaspaz-9 da
diger kaspazlari proteolitik bir zincir halinde aktif-
lestirerek apoptozun gerceklesmesini saglar. Mito-
kondride dis zar potansiyelinin degismesi Bcl-2
ailesi denilen bir protein grubu tarafindan dizenle-
nir. Farkl tdrlerde de rol oynamakla beraber
apoptozu diizenleyen Bcl-2 ailesinin memelilerde
19 lyesi oldugu bildiriimektedir. Mitokondri aracili-
giyla diizenlenen hucre ici yol aslinda hiicre disi
ve hucre i¢i etkenlerin ortaklastigi bir mekanizma
olusturur. ister hiicre ici, isterse hiicre disi meka-
nizmayla baslamis olsun, apoptotik sureg
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kaspazlar (Caspases) adi verilen proteolitik enzim-
ler tarafindan gergeklestirilir (23, 30, 31, 37).

Kaspazlar, sistein proteazlaridir ve aspartik asitten
sonraki peptid bagini kirarlar. Hiicrede inaktif ola-
rak bulunurlar ve proteolitik olarak birbirlerini aktif-
lestirirler. Apoptozda hicreyi pargalayan, yani
apoptotik morfolojinin olusumunu saglayan etken-
ler olarak bilinirler. Bilinen 14 farkli kaspaz tur
bulunmakla beraber farkli dokular icin farkl kaspaz
turlerinin apoptoz gergeklestirdigi dusundlebilir.
Ornegin; Periferik T hiicreleri apoptoza gitmek icin
ne kaspaz-3 ne de kaspaz-9a ihtiya¢ duyarken,
embriyonik kok hicreler her ikisine de ihtiya¢ du-
yar (12, 16, 34).

insandan, nematoda kadar tiim canlilar arasinda
korunmus bir programli hiicre 8lim mekanizma-
sindan s0z etmek mimkindidr. Cunkl ced-3 ile
Interleukin Converting Enzyme (ICE) ve ced-9 ile
Bcl-2 genleri arasinda yuksek oranda benzerlik
bulunmustur. Bu genler gerek memelilerde ve ge-
rekse nematodlarda birbirlerinin yerine gecerek
apoptoz mekanizmalarini aktive veya inhibe ede-
bilmektedirler. Bu nematod model alinarak yapilan
organ gelisimi ve apoptoz calismalari 2002 yilinda
Sydney Brenner, Robert Horwitz ve John Sulston’a
Nobel Odulii kazandirmistir (11, 27, 34).

Diger bir hiicre ici faktor ise Gizerinde ¢okga c¢alisi-
lan p53 proteini'dir. Normalde, esas fonksiyonu
DNA bir sekilde hasar gordigld zaman hicre
siklusunu durdurup, hiicrenin hasarli DNA'sIni
tamir etmesi icin ona zaman kazandirmaktir. Bu
ylizden gen koruyucusu/gardiyani olarak da tanim-
lanir. Ancak hasar telafi edilemeyecek kadar bu-
yikse bu kez p53 zit etki gostererek hicreyi
apoptoza goturdr (16, 35). Ayrica, Tumor Nekroz
Faktori (TNF), Koloni Uyarici Faktorler (CSF),
Néron Blyime Faktorii (NGF), insiilin Benzeri
Blylme Faktort (IGF), IL-2 gibi maddelerin ortam-
da azalmasinin yanisira, glukokortikoidler, radyas-
yon, ilaglar, virusler, ¢esitli antijenler de apoptozu
uyarabilir (11, 21, 27).

Apoptozun morfolojisi

Eskiden beri apoptoz ile nekrozu birbirinden ayir-
mak zor olmustur. Clnkd hicre 6lumlerinin hangi
mekanizma ile olustugunu belirlemek her zaman
mimkin olamamistir. Bazi durumlarda ise hiicre
6lum nedeninin hem nekroz hem de apoptoz olabi-
leceg@i belirtilmistir. Apoptoz hiicrede yarattigi bu
degisikliklerle nekrozun bir par¢asiymis gibi algila-
nabilir (11).

Apoptozisin nekrozdan farklari sunlardir;
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e Nekrozda hicre igine asiri sivi girmesi sonucu
hicre siserken (cell swelling), apoptotik hicre
tam tersine kicilmeler (cell shrinkage) gorulur
(11, 27).

e Nekrozda kromatin yapisi hemen hemen normal
hiicredeki goruntiye benzerdir, ama apoptotik
hicrenin kromatini niikleus membraninin gcevre-
sinde toplanir (chromatin aggregation) ve yogun-
lasma (chromatin condensation) sekillenir (27,
31, 35).

o Nekrotik hiicrenin plazma membrani bitinluga-
ni kaybeder ve hicre disina hiicre ici materyal-
lerinin cikisi gercgeklesir. Oysa apoptotik hicre
membrani saglamdir. Uzerinde kiicik cepgikler
(membrane blebs) olusur (11, 27, 39).

o Nekrotik hiicre lizise ugrar, ama apoptotik hiicre
kiguk cisimciklere (apoptotic bodies) parcalanir.
Apoptotik cisimcikler membranla kaplidir, degi-
sen miktarlarda niikleus veya diger hiicre igi ya-
pilar igerirler (27, 31, 35, 39).

e Nekrozda hicre icerigi dis ortama saliverildigin-
den yangi olusur, ama apoptozda apoptotik htic-
re veya cisimcikler komsu hicreler veya
makrofajlar tarafindan fagosite edildiklerinden
yangi olusmaz (11, 31, 39).

¢ Nekrozda iyon dengesi kaybolur, apoptozda ise
siki bir sekilde kontrol edilen enzimatik olaylar
mevcuttur (35, 39).

¢ Nekroz enerjiye ihtiya¢ duymaz, pasif bir olgudur
ve +4°C’de bile gerceklesebilir. Apoptoz ise
enerji gerektiren aktif bir olgudur ve +4°C'de ger-
ceklesemez (11, 39).

e Agaroz jel elektroforezi yapildiginda, nekroz si-
rasinda DNA'nin rastgele sindirimi mevcuttur.
Oysa apoptozda rastgele olmayan, mono-
oligoniikleozomal pargalanma mevcuttur. Bu da
Agaroz jel elektroforezde apoptoz icin karakteris-
tik, “ladder pattern” adi verilen merdiven goru-
namla kirllmalar meydana getirir (27, 31, 35, 39).

e Nekroz sirasinda DNA, hicre butinligia bozul-
madan 6nce parcalanir. Ayrica, apoptozda mito-
kondri tarafindan stoplazmaya bircok faktor
salinimi mevcuttur (27, 31, 35).

Apoptozun Homeostazis icindeki Yeri

Apoptoz, ¢ok hicreli bir organizmanin embriyonik
donemdeki gelisiminden baslayarak erigkin bir
organizma olarak var olmasina ve yaslanmasina
kadar birgcok gelisim asamasinda homeostazisin
surmesini saglayan onemli bir fizyolojik islevdir.

A. KOGYIGIT, M. CEVIK

Homeostazisin korunmasinda apoptozis,
embriyonik dénemde ekstremitelerin ve organlarda
ventrikullerin olusumunda, disi fétisde Wolf ya da
erkek fotusde Miuller kanallarinin korelmesi sira-
sinda ve merkezi sinir sistemi gelisiminde ndron
sayisinin duzenlenmesinde etkin olarak yer alir.
Dogumdan sonra T ve B lenfositlerin seciminde
temel bir islev yiriterek, ayrica DNA'sI agir hasar
gbren ya da virlsle enfekte hicrelerin 6lumani
saglayarak etkin bir rol oynar. Ayrica; biuyime fak-
torlerinin ortamdan cekildigi kosullarda organlarda
gerceklesen kicilmenin de temel mekanizmasi,
ilgili organlardaki hicrelerin apoptozla olumudar
(1, 13, 31).

Apoptozisin diger bir fonksiyonu ise anormal, hata-
I, islevini kaybetmis ya da tehlikeli potansiyele
sahip hicreleri ortadan kaldirarak kalite kontrol
mekanizmasi gibi islemesidir. Konuyla ilgili yapil-
mis ¢alismalarda bildirildigine gore, p53 ve benzer
genlerden yoksun birakilan fare embriyolarinin
6limiin aksine anomalilerle dogma egilimi goster-
digi belirlenmistir (10, 18, 31, 39).

Reproduktif Doku ve Gamet Hucrelerinde
Apoptoz

a- Spermatogenezisde apoptozun roli

Doku canliliginda ve canlihgin devaminda, normal
fizyolojik ortamin  korunmasinda etkin olan
apoptoz, testikiler dokuda da siklikla saptanan bir
olaydir. Bilindigi Uzere  spermatogenezis,
spermatogonial kdk hucreden mitotik ve mayotik
boélinmeler sonucu hiicre farklilasmasi ile olgun
sperm hicresinin olusmasidir. Normal
spermatogenezis igerisinde, hiicre gelisimi ve fark-
lilagsmasina ilave olarak, germinal hiicre 6limua de
gOrulir ve bu durum sperm olusumunda kritik rol
oynar. Apoptoz, spermatogenezisde genellikle
spermatogonia ve spermatositler de programli
hiicre dlimine yol acar. Germinal hiicrelerdeki bu
6lim spermatozoanin normal gelisimi icin mutlak
gereklidir. Yapilan bir calismada, testiste devamli
olarak kendiliginden apoptoz gerceklestigi ve
defektif germinal hiicrelerin yok edilmesine yonelik
bu islemde erkek germinal htcrelerinin % 75'inin
apoptoza maruz kaldigi bildirilmigtir.
Spermatogoniumlarin  erken gelisim evresinde
baslayan apoptotik eliminasyon, olgunlasmakta
olan germinal hiicreleri ile Sertoli hiicreleri arasin-
da uygun sayisal orani saglamaya yonelik fizyolo-
jik bir yanit olarak tanimlanmistir (37, 39).

Androjen  eksikliginde, azoospermik ya da
oligospermik durumlarda, deneysel kriptorsidizm
olusturulan hayvanlarda, isi artisinin oldugu olgu-
larda testislerde olusan programli hiicre &limlerin-
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de artis gOzlenebilir.  Spermatogenezisde,
testikiler germinal hiicre apoptozunun hormonal
kontrol altinda gerceklestigi bildiriimistir. Seminifer
tubul epitelyumunun 1s1, radyasyon veya soguk
gibi faktorlere olan hassasiyeti de germinal hicre-
lerin programlanmis hiicre dlumlerini artiran diger
bir faktordir. Sonugta, testikiler fizyolojiyi bozan
ekzojen stimilanlarin varliginda fizyolojik olmayan
dizeyde apoptoz gerceklesir ve klinik olarak
spermatogenezisde bozulma ve infertilite olusabilir
(16, 26, 38).

b- Sperm hucrelerinde apoptoz

Yetiskin memelilerde spermatogenezisde,
germinal hicre kaybi dnemli rol oynar. Testislerde
potansiyel spermatozoonlarin yaklasik % 25-75’i
dejenere olur ya da 6lur. Ganodotropinlerin (FSH-
LH) ve testesteronun eksikligi testislerde germinal
hiicre kaybina yol acar. Sperm apoptozu ve sperm
DNA'’sinda hasar, erkek infertilitesi icin potansiyel
ve kullanish belirleyiciler olarak kabul edilir. ilk
olarak anormal sperm hiicrelerinde somatik hiicre-
lerin apoptozu igin karakteristik olan DNA zincir
kiriklarini  ve  DNA in-situ denatlrasyonunda
sensitivite artisini gosterilmistir. Son calismalar da
apoptozun normal spermatogenezis sirasinda
germinal hicre o6limiu mekanizmasinin altinda
yatan nedenlerden biri olup, pek ¢cok memeli tirin-
de spermatogenezisi diizenleyen énemli mekaniz-
malardan biri oldugunu gostermektedir (26, 30,
37).

Apoptoz ile ortaya c¢ikan germinal hicre kaybi,
spermatogenezis sirasinda olusan dominant bir
surectir ve p53, p21, kaspaz, bcl-2 ve Fas dizey-
lerince degisik yollarla ayarlanir. Fas ekspresyonlu
sperm sayisl, spermiyogram sonuglari normal olan
Orneklerde dusuk, fakat anormal parametreli or-
neklerde yiksek bulunmustur. Yine, fragmente
DNA igeren sperm yiizdesinin in Vitro Fertilizasyon
(IVF) ve Intra-stoplazmik Sperm Enjeksiyonu
(ICSI) uygulamalarinda fertilizasyon orani ile nega-
tif iliski gosterdigi saptanmistir. Germinal hiicreler
Uzerinde olusan hafiften orta dereceye kadar olan
genotoksik ve sitotoksik etkiler apoptozu indukle-
mektedir. Apoptozun hasarlasmamis DNA'l hiicre-
lerin secimini garantileyen bir mekanizma oldugu
distnllse de, apoptozla elenmeyen hasarli
spermatozoanin da bir ovumu fertilize edebildigi
bilinmektedir (3, 16, 26, 37, 39).

Sperma dondurma isleminin ise fosfatidilserin
translokasyonuna yol agmak suretiyle apoptozu
indiikledigi bildiriimistir. Ozellikle, sivi azot buhart,
sperm sulandirma ve ekilibrasyon asamalari
apoptozis ve benzeri olaylarin potansiyel baslatici-
laridirlar (3, 23). Dusuk sperm yogunlugu ve ano-
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malilerin apoptozu indikledigi belirtiimis, insanlar-
daki bir calismada 35 yas ve lzeri grubun 25 yas
alti gruba gore yiiksek apoptoz gosterdigi belirtil-
mis olsa da herhangi bir iliskinin bulunmadigi y6-
ninde sonuglanan calismalar da mevcuttur. Ancak
sperm apoptozu ile fertilizasyon arasinda kesin bir
oranti mevcuttur (8, 29, 37).

c- Ovaryum ve foliktlerde apoptoz

Memeli ovaryumunda folikillerin ortaya ¢ikma igle-
mi, folikiler dalgalanma sireci igerisinde
proliferasyon, farklilasma ve atrezi arasinda komp-
leks bir etkilesim sonucunda meydana gelir. Folikil
atrezisi olarak bilinen bu islem apoptozdur ve
foliktl hicrelerinin 6lumi genetik olarak belirlen-
mistir. in vitro calismalarda, atretik folikiillerden
elde edilen kumulus-oosit kompleksleri'nden
(COCs) elde edilen embriyolarda blastosist asa-
masina erisim durumu oldukg¢a zayif oldugu gorul-
mustdr (25, 41).

Gonadotropinler, ovaryum folikillerinin blylimesi
ve gelismesi icin  gereklidir.  Preovulatér
gonadotropin artisi bloke edilir veya hipofizektomi
sonrasl serum gonadotropinleri azalirsa, folikiller
atreziye maruz kalir. Diger folikil yasamsal faktor-
leri olarak; Epidermal Growth Factor (EGF),
Transforming Growth Factor (TGF), Basic
Fibroblast Growth Factor (bFGF), Interleukin-1 (IL-
1), Growth Hormone (GH) ve pro-apoptotik faktor-
ler olarak da Tumour Necrosis Factor-alfa (TNF-
a), Fas Ligand ve GnRH sayilabilir. Bunlardan
IGF-1 folikll apoptozu Uzerinde etkiliyken, Aktivin
graniloza hicre apoptozu uUzerinde inhibe edici
etki gosterir. Folikil yasami ve atrezisi Uzerinde
etkili diger onemli regulatorler seks steroidleridir.
Rat ovaryumunda 6strojenler yasamsal faktér ola-
rak etkiliyken, androjenler apoptozu tesvik ederler
(21, 33).

Apoptoz, ovaryumda oositler adina patolojik bir
durumun olugsmasina sebep olan ve normal olma-
yan folikller gelisim surecinin ¢cok 6énemli bir par-
¢asidir. Atrezinin hicresel mekanizmasinin ardin-
daki asil neden olarak yer alir. Adi gecen mekaniz-
ma, daha ¢cok mRNA ve protein sentezi ile ilgilidir.
Biyokimyasal olarak, folikiiler atrezi apoptotik hiic-
re 6lumlerine atfedilir. Bu da, belirli bir diizen igeri-
sinde hucrelerin sahip oldugu DNA materyalinin
kaybi ve nikleer genomik havuzun dagiimasi ile
sonuglanir.  Apoptoz, ayni zamanda corpus
luteumun (CL) luteolizisini de saglayan mekaniz-
madir. Granlloza hucreleri, folikilogenezde
apoptozdan ilk etkilenen hicrelerdir. Antral
foliklllerdeki granlloza hicrelerinde apoptozun
baslamasi hormonal kontrol ile birlikte parakrin ve/
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veya otokrin intraovarian sinyallere baghdir. Geg-
mis calismalar g0Osteriyor ki, gonadotropinlerin
azalmasi ovaryumda kuvvetli atreziye yol agmak-
tadir. Bunun vyanisira, blylime faktorleri de
ovaryum gelisiminde dnemli rol oynar. Insuline-like
Growth Factor, apoptozun diizenlenmesi olayinda
hiicre proliferasyonu, aromataz aktivasyonu ve
progesteron sentezi gibi kilit roller Ustlenir.
Granuloza hicrelerinde GnRH, androjenler, IL-6,
ROS ve TNF-a apoptozu uyarir (28, 32, 38).

Teka hticrelerinde ise apoptoz geciktirilmis gorin-
mekle beraber, ovaryumdaki bu hicre de
apoptoza ugramaktadir. Teka hicrelerindeki
apoptozun mekanizmasi halen arastiriimakla bera-
ber Bcl-2 ve kaspaz-1'in stirece dahil oldugu bilin-
mektedir.  Folikiler gelisimin  primordial ve
preantral safhalarinda ise apoptozdan ilk etkilenen
hiicre  oosittir. Parakrin  faktorlerin,  oosit
apoptozunu uyardigi distinilmektedir. Bu faktorle-
rin varhgi, folikiler asamada gelisim yetersizligi
olan oositlerin maturasyonunu engelleyen bir me-
kanizma olarak kabul edilmektedir. Strecin anah-
tar molekulleri ise EGF/TGF-a, FGF, Inhibin/
Activin ve c-kit/KL’ dir (32).

d- Embriyolojik gelisimde apoptozis ve 6nemi

Apoptoz, embriyonun implantasyonundan sonra
blastosollerin olusumunu da iceren birgok fonksi-
yonu vyerine getirir. implantasyondan once ise
embriyo ¢ogu erken bélinme safhasinda olmak
Uzere hicre kaybeder. Bu siireg fare, sigir ve in-
san embriyolarinda cesitli metodolojik ¢calismalarla,
apoptoz olarak tanimlanmistir. Bu tirlerde,
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COCs formasyonu guvenilir bir parametre olarak
kabul edilir. COCs'deki apoptoz frekansi ile oosit
kalitesi arasindaki iliski konusundaki calismalar
celiskili sonuclara ulasmistir. Yine de, kumulus
hiicrelerindeki apoptoz frekansi kesin olmamakla
beraber, embriyo gelisim potansiyeli igin bir isaret
olabilir (22, 40).

implantasyondan énce embriyoda hiicre 6limi ve
apoptozun isareti olabilecek morfolojik belirtiler
saptanmistir. Son yillarda kaydedilen cesitli deger-
ler soyledir; normal gelisiminde apoptoz ilk olarak
blastosist evrede baskin olarak da Inner Cell Mass
(ICM) hucrelerde gorulir. Fare blastosistlerinde in
vivo ya da in vitro gelisimde apoptoz gorulme sikli-
g1 ICM' de % 5-10, Trophoectoderm (TE)'de ise
<1%dir. in vitro fertilizasyon ile elde edilmis embri-
yolarda ise TE hiicrelerde apoptoz sikhgi artar (%
7-8). Erken bolinme asamasinda ture spesifik
zamanlarda apoptoz dalgasi sekillenir (6).

ilk buyiik apoptoz dalgasi, blastosistlerde ve ézel-
liklede ICM hicrelerde gorulir. Apoptozun ICM
Uzerindeki bu segici etkisi canli olusum asamasin-
da genetik yapinin korunmasini saglamaya yéne-
liktir. ClUnki fotustaki organ olusumu bu hiicreleri
koken alarak meydana gelir. Apoptoz hasarli, fonk-
siyonunu yitirmis ya da bozuk fenotipteki hiicreleri
de elemine eder. Deoksiribonukleik asit zincirinde-
ki kirlmalar uyarim yolu ile 2 saat icerisinde ICM
apoptozuna yol acar. Embriyoda apoptoz siklikla
meydana gelmesine ragmen c¢ok sinirli kesimlerde
olusur ve ancak birka¢ htcre 6lirken gdzlemlene-
bilir. Bu sebeple en verimli ydontem in situ tespittir
(6,7, 14, 15, 21).

Tablo 1. Farkli tirlerde apoptoz ve embriyonik genom aktivasyonunun zamansal karsilastirmasi (6)

Tar Embriyonik Genom Aktivasyonu Apoptozis
Fare 1-2 hicre 1 hicre
insan 4 hiicre 2 hiicre
Sigir 9-16 hiicre 9-16 hiicre

Kara Kurbagasi Blastula ortasi

Blastula ortasi

apoptozun ortaya cikisi ile ilk embriyonik genom
aktivitesi ayni doneme denk gelir (Tablo-1). Embri-
yolarin ¢ogu apoptoza maruz kalmadan blastosist
evreye kadar normal gelisimini sirdirmektedir (6,
19, 21).

Kumulus hicreleri, sinyal salinimi ve diizenlenme-
si  fonksiyonlari ile oosit maturasyonu ve
fertilizasyonunda kritik rol oynar. Oosit gelisimi icin

Bununla birlikte, insan blastosistlerinin mikroskobik
incelemesinde 6lu hiicrelerin saglikh komsu hicre-
lerce yutuldugu goérilmektedir. Kromatin yodunlas-
masl, nikleus parcalanmasi ve fagositoz
blastosistte apoptozun karakteristigidir. Apoptotik
nikleustaki DNA kirilmalari, merdiven goérinimu
ile elektroforez (Agaroz Jel Elektroforezi) yonte-
minde tespit edilebilir. Fakat memeli embriyolar
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¢ok az hicre icerdiginden bu mimkin degildir (19,
24).

Gunumuzde kullanilan IVF prosedurlerinde fertilize
oositlerin (insan-sigir) yarisindan daha az orani
blastosist asamasina ulasirken, elde edilen bu
blastosistlerin de % 50’den fazlasinda diizgiin bir
implantasyon sekillenmez. Bu kayiplar, embriyo-
nun gelisimi stresince devam eder ve genellikle
morula asamasinda sekillenir (2, 5, 20, 24).

Aneuploidi ve polyoploidi gibi kromozom anormal-
likleri, embriyonun in vivo ve in vitro gelisiminde
onemli rol oynar. Bununla birlikte yetersiz
metabolit salinimi ve yiksek miktardaki serbest
radikaller (ROS) gibi medyum kosullari da embriyo
gelisimini etkiler. Olu hiicrelerin bilyik cogunlugu
blastosist evrede fagositozla temizlenirken bazi
hiicreler buna direnir. Bu hiicreler blastosél bos-
lukta ya da TE ile Zona pellucida (ZP) arasinda
izole edilmis olup, blyik ¢ogunlugunda hiicrelera-
rasi sinyaller kaybolmus, mitokondrileri farklilasmis
ve endoplazmik retikulumlari kivrimlarini yitirmistir.
Hicrelerdeki bu durum bize erken gelisim done-
minde olustuklarini gosterir ve bunlarin apoptoz ile
temizlenmemis olmasi ilgingtir. Bu bilgilere gore,
ya blastomerlerin fagositoz yeteneginden ya da
preimplantasyon asamasinda élen hiicrelerin fago-
sitozu mumkun kilacak yuzey molekdllerinden yok-
sun oldugu varsayilmaktadir (24).
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Apoptoz, embriyo icin in vitro bir bozukluk degildir.
Ancak, bu durum apoptozun in vitro ortam sartla-
rindan etkilenmeyecegdi anlamina gelmez. Brison
ve ark. (1997), farelerde in vitro apoptoz oraninin
in vivo sartlarda olusum oranina gore daha yuksek
oldugunu, bu oranin da kilturdeki embriyo yogun-
luguna bagh oldugunu belirtmistir (Tablo-2). Tekli
embriyo kulturleri, huicreler arasindaki etkilesim ve
sinyal iletiminden yoksun oldugu icin grup kuiltirle-
re oranla daha yiksek apoptoz gostermektedir.
Embriyo kiltirlerinde kullanilan medyumlarin kom-
pozisyonu da onemlidir. Ornegin; farelerde daha
az glutamin iceren iki medyum karsilastiriimis ve
azaltilan glutaminin apoptozu azaltti§i gorilmis-
tdr. Yine rat embriyosu kultirlerinde artan glukoz
orani apoptozu da arttirmistir (15, 20).

Cesitli tirlerde embriyolar growth faktor reseptorle-
ri tasir ve implantasyon oncesi gelisim asamasin-
da hem kendi, hem c¢evresindeki embriyolardan ya
da maternal kanaldan kaynaklanan parakrin etki ile
beslenir. insanlarda implantasyon éncesi 4. giinde
embriyolarin % 60'indan fazlasi bir ya da daha ¢ok
nukleus anomalisi, % 20’si ise kromozomal ano-
mali gosterir. Bunun kontrolii apoptoz ile mimkiin-
dir (15, 20).

Oksidanlarin, gonadal hiicreleri de kapsayan bir-
¢ok hucre turinde in vitro apoptotik surecin bir
kismindan sorumlu olduklari bilinmektedir. Bu nok-

Tablo 2. Farkl tirlerde in vivo ve in vitro erken blastosistlerde apoptozun zamanlamasi ve insidensi (36)

Tar Embriyonik Orijin Apoptozisis ilk Blastosistteki
Olusum Safhasi Apoptozis Orani (%)
In vivo 21 hucreli 4.2-6.1
In vitro 8-16 hucreli 4.0-10.3
SIGIR Partenogenetik - 8.5
Niukleer transfer 6 hucrel 10.2
In vivo 32 hucre 2.0-45
SICANGILLER In vitro 4-32 hiicre 4.0-10.5
In vivo blastosist asamasi 0.4-1.2
In vitro 8 hiicre 7.3
DOMUZ Blastosist asamasi 5.3-6.7
Nukleer transfer 5. gin 5.2
In vivo - 0.18
TAVSAN In vitro 16 hucreli 0.52
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tada Ostrojen, progesteron ve IGF salinimlari da
hicre yogunluguna gore degisim gostermektedir.
Farkl turlerde in vitro embriyo gelisiminde
Insuline-like Growth Factor (IGF-I), Transforming
Growth Factor-B (TGF- ), Fibroblast Growth
Factor (FGF), Trombosit Growth Factor (PDGF),
Epidermal Growth Factor (EGF) ve Growth
Hormone (GH) gibi blytme faktorlerinin yaral
etkileri bildirilmektedir (4, 9, 17, 33).

Embriyonik gelisimde apoptozun dogru dizenle-
mesi de ¢ok dnemlidir. Hasarl hiicrelerin elenme-
sindeki eksiklik, kanser gibi hastaliklarin olusmasi-
na neden olabilirken, apoptozun asiri artisi normal
hicrelerin 6lmesine, noérodejeneratif hastaliklara
yol acabilmektedir. Kritik esigin altina gerileyen
ICM sayisi, embriyonik gelisimi durdurabilir. Ayni

sekilde toplam blastosist hiicre sayisi da
implantasyon potansiyeli ile orantilidir (7).

Sonug

Dondurma islemi fosfatidilserin translokasyonu

yoluyla spermada apoptoza yol agcmaktadir. Sper-
manin dondurularak saklanmasi c¢alismalarinda
sulandirma, dondurma, ¢ozdirme gibi cesitli saf-
halarda ve saklanirken de belirli araliklarla
apoptotik marker’ler (belirte¢) kullanilarak apoptoz
kontroli yapilmasi yararli olabilir. Embriyo icin
apoptoz ise in vitro bir bozukluk olarak kabul edil-
medigi, fizyolojik bir secim sireci oldugu icin mu-
dahale edilmemeli ancak normal diizeyinden sapti-
racak kiltir ve manipilasyon sartlar olusturulma-
masina dikkat edilmelidir.

Hayvanlarda fertilite, yetistirme sirecini etkileyen
onemli  kriterlerden  biridir. Gamet gelisimi,
fertilizasyon ve implantasyon sirecinde apoptoz
mekanizmasi olduk¢a 6nemli rol oynamaktadir.
Son zamanlarda, in vitro fertilizasyon ve klonlama
teknolojileri ile Uretilen memeli embriyolarinin
transferlerinde ylksek oranda (% 55-60) kayiplar
oldugu siklikla ifade edilmektedir. Bu sirecin ve
onu etkileyen faktorlerin aydinlatiimasi yonindeki
calismalarin reproduktif biyoteknolojik faaliyetler
alaninda 6nemli katkilar saglayacag! tartisiimaz bir
gercektir.
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