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OZET

ASTAKSANTIN TAKVIYESI’NIN MALATHION TOKSISITESI’NE MARUZ
BIRAKILMIS FARE OOSIiT MATURASYONU’NA EGFR ARACILI ERK1/2
SINYAL YOLAGI UZERINDEN ETKIiLERI’NIN INCELENMESI

Tozun B. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Histoloji ve

Embriyoloji (Tip) Program, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2024.

Amag: Bu projede, malathion toksisitesine maruz kalan oositlerde astaksantin desteginin, in

Vvitro matiirasyon siirecine olan etkilerinin arastirilmasi amaglanmaktadir.

Gere¢ ve Yontem: Bu calismada, 6-8 haftalik disi BALB/C farelere PMSG enjeksiyonu
yapilarak 48 saat sonra ovaryumlar1 toplanmis ve izole edilen kumulus-00sit kompleksleri
(KOK) in vitro matiirasyon medyumunda kiiltiire edilmistir. Malathion ve astaksantinin etkin
dozlar1 belirlenerek deney gruplari olusturulmustur. immiinofloresan goriintiileme ile ig ipligi
ve kromozom yapilar1 incelenmis, ERK1/2 aktivasyonu analiz edilmis, hiicre i¢i ROS seviyeleri
ve mitokondriyal membran potansiyeli 6l¢iilmiis, apoptoz oranlar1 degerlendirilmistir. ERK1/2
ile iligkili gen ekspresyonlari ise RT-PCR ile incelenmistir. Veriler, varyans analizi ve ki-kare

testi ile SPSS programinda degerlendirilmistir.

Bulgular: Elde edilen deney sonuglarina gore, malathion’un oosit matiirasyon oranlarini
diistirdligli, kusurlu ig ipligi ve dagimik kromozom oranlarimi artirdigi, hiicre ici ROS
seviyelerini yiikselttigi, mitokondriyal aktiviteyi azalttigi, erken apoptotik siirecleri tetikledigi
ve ERK1/2 aktivasyonunu engelledigi goézlemlenmistir. Ancak, astaksantin takviyesinin

malathion’a bagl olarak gelisen olumsuz bulgulara karsit bir etki gosterdigi tespit edilmistir.

Sonug¢: Bu ¢alisma, malathionun BALB/C farelerden izole edilen kumulus-o0sit kompleksleri
(KOK) tizerindeki zararli etkilerini ve astaksantinin bu etkilere kars1 koruyucu potansiyelini
ortaya koymustur. Malathion, oosit canlilig1 ve matiirasyonunu olumsuz etkilerken, astaksantin
bu etkileri iyilestirmistir. Bu bulgular, astaksantinin infertilite tedavisinde potansiyel bir

destekleyici olarak kullanilabilecegini 6nermektedir.

Anahtar kelimeler: Astaksantin, ERK1/2, In Vitro Matiirasyon, Malathion, Oosit.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF ASTAXANTHIN SUPPLEMENTATION
ON MALATHION TOXICITY-EXPOSED MOUSE OOCYTE MATURATION VIA
EGFR MEDIATED ERK1/2 SIGNALING PATHWAY

Tozun B. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Histology and
Embryology (Medicine) Program, Master Thesis, Aydin, 2024.

Objective: This project aims to investigate the effects of astaxanthin supplementation on the in

vitro maturation process of oocytes exposed to malathion toxicity.

Material and Methods: In this study, 6-8 week-old female BALB/C mice were injected with
PMSG, and 48 hours later, their ovaries were collected. The isolated cumulus-oocyte complexes
(COCs) were cultured in an in vitro maturation medium. Effective doses of malathion and
astaxanthin were determined to establish the experimental groups. Spindle and chromosome
structures were examined using immunofluorescence imaging, ERK1/2 activation was
analyzed, intracellular ROS levels and mitochondrial membrane potential were measured, and
apoptosis rates were assessed. Gene expressions related to ERK1/2 were analyzed by RT-PCR.

The data were evaluated using variance analysis and chi-square test with SPSS software.

Results: Based on the obtained experimental results, it was observed that malathion decreased
oocyte maturation rates, increased the percentage of defective spindle fibers and scattered
chromosomes, elevated intracellular ROS levels, reduced mitochondrial activity, triggered
early apoptotic processes, and inhibited ERK1/2 activation. However, it was determined that

astaxanthin supplementation counteracted the adverse effects induced by malathion.

Conclusion: This study demonstrates the harmful effects of malathion on cumulus-oocyte
complexes (COCs) isolated from BALB/C mice and the protective potential of astaxanthin.
Malathion adversely affects oocyte viability and maturation, while astaxanthin ameliorates
these effects. These findings suggest that astaxanthin could be a supportive agent in infertility

treatments.

Keywords: Astaxanthin, ERK1/2, In Vitro Maturation, Malathion, Oocyte.
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1.GIRIS

1.1.Problemin Tanimi ve Onemi

Infertilite, diinya genelinde milyonlarca bireyin karsilastigi 6nemli bir halk saglig
sorunudur ve kadinlarda goriilen infertilite bu sorunun neredeyse yarisini olusturmaktadir.
Kadinlarda infertilite tanis1 alanlarin, yaklasik %8,6-15,2’sinin mayotik olarak yetersiz en az
bir oosit iirettigi bilinmektedir. Oositlerin %25’inden fazlas1 matiirasyon gostermediginde ise,
basarili fertilizasyon ve klinik gebelik oranlarinda bir diisiis gerceklesir (Beall ve digerleri,

2010; Bhattacharya ve digerleri, 2010).

Kadinlarda goriilen infertilite ¢esitli faktdrlerden etkilenmektedir. Yas, kronik hastaliklar,
genetik ve hormonal dengesizlikler gibi igsel faktorlerin yani sira, yagam tarzi, sigara, alkol ve
uyusturucu tiiketimi gibi digsal etmenler de 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica agir metaller,
kimyasal maddeler ve pestisitler gibi ¢evresel faktorler de kadinlarin infertilite riskini artirabilir

(Kumar ve digerleri, 2019).

Pestisitler, insan, hayvan, bitki ve cansiz ylizeylerdeki zararlilar1 6ldiirmek veya kontrol
altina almak icin kullanilan kimyasal bilesiklerdir ve tiim canlilar i¢in potansiyel zehir riski
tagirlar; bu nedenle dikkatli kullanilmalari gerekmektedir. Organofosfatlar (OP) ise hem
tarimda hem de hasere kontroliinde yaygin olarak kullanilan pestisit siniflarindandir (Howard
ve Pope, 2002). Bu grubun orneklerinden biri olan malathion, diinya genelinde sivrisinek
miicadelesinde, tarimda ve bazi cilt hastaliklarinin tedavisinde (Malathion losyonu) sikg¢a
kullanilmaktadir (Luo ve digerleri, 2016). Yaygin kullanimi nedeniyle, igme suyu (Shayeghi ve
digerleri, 2012), yiyecekler (Raghu ve digerleri, 2014) ve gida maddelerinde (Francis ve

digerleri, 2017) bulunan yiiksek seviyedeki malathion kalintilarina maruziyet kaginilmazdir.

Lipofilik bir yapiya sahip malathion, hiicre zarina kolayca baglanarak yapisal hasarlara
ve hiicre i¢i serbest radikal seviyelerinin artigsina neden olur (Rieger ve digerleri, 2017a). Artan
oksidatif stres, oositlerde mayoz bolinme sirasinda ig ipliklerinin diizenlenmesi ve
kromozomlarin ayrilmasi gibi énemli mitokondriyal islevlerde hasara yol acar (Z. Jiang ve
Shen, 2022). Ayrica, mitokondriyal hasar apoptoz i¢sel yolunu aktive eder ve oositlerde

apoptoz siirecini baglatir (Chaube ve digerleri, 2005).



Fertilite igin oosit matiirasyonunun basarili olabilmesi, kumulus-oosit komplekslerinde
(KOK) kumulus hiicrelerinin genislemesi, besinlerin ve sinyallerin transferi yoluyla mayoz
boliinmenin durdurulmasi ve yeniden baslatilmasini gerektirir (S. Liu ve digerleri, 2015). Oosit
matiirasyonunda, epidermal bliyiime faktorii (EGF), epidermal biiylime faktorii reseptoriini
(EGFR) aktive eder. EGFR'in asag1 akis sinyali, hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinazlar 1 ve
2'yi (ERK 1/2) fosforile ederek aktive eder, boylece kumulus hiicresi genisleme faktorlerinin
salgilanmasi ve mayotik olgunlasma tesvik edilmis olur (Z. Liu ve digerleri, 2010; Sugimura

ve digerleri, 2015).

Hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz/mitojenle aktive olan protein kinaz (ERK/MAPK)
sinyali, Okaryotik hiicrelerde yaygin bir serin/treonin protein kinaz ailesidir (Fan ve Sun,
2004a). Birgok ¢alisma, EGFR aracili ERK1/2 sinyali aktivasyonunun oosit olgunlagsmasinda
kritik rol oynadigini bildirmistir. ERK/MAPK aktivasyonu, KOK’larda mayotik yeniden
baslatmayi, 1§ iplik¢igi olusumunu ve MII fazinda duraklamay1 diizenler (Tong ve digerleri,
2003; Verlhac ve digerleri, 1994). Oksidatif stresin artigi, graniiloza hiicrelerinde ERK1/2
sinyalinin bozulmasina neden olur ve bu durum oositlerin olgunlagsmasini, kumulus hiicresi

genislemesini ve ovulasyonu basarisiz kilabilir (Fan ve digerleri, 2009).

Astaksantin (AST) ise, karotenoidlerin ksantofil ailesine mensup bir iiye olup, deniz
canlilarinin kabuklarinda dogal olarak bulunan ve yagda ¢6ziinen kirmizi/turuncu bir pigmenttir
(Hu ve digerleri, 2018; Zheng ve digerleri, 2013). Astaksantin molekiilii, iyonon halkalarinin
uclarinda bulunan polar bolge sayesinde serbest radikalleri notralize ederken, merkezinde 13
bag yapmis polar olmayan bir bolgeye sahiptir. Bu yapi, yliksek enerjili elektronlarin ortamdan
uzaklastirilmasina yardimci olur. Iyonon halkalarinin uglarindaki polar bélge, astaksantinin
hiicre zarmmdan gegisini de oldukga kolaylastirir (Tume ve digerleri, 2009). Hidrofilik ve
lipofilik 6zellikleri bir arada barindiran astaksantin, bu sayede hiicre membraninin i¢ ve dis
ylizeylerine esit afinitede baglanabilir. Bu 06zellik, hiicre yiizeyindeki ve c¢ift tabakali
membranin i¢ kismindaki serbest radikalleri etkisiz hale getirmesini saglar. Ayrica,
mitokondriyal redoksu ve islevsel biitiinliigii tamamen korur, bu nedenle B-karoten ve C
vitamini gibi yalnizca membranin tek bir bolgesinde konumlanabilen antioksidanlardan ¢ok

daha essizdir (Yamashita, 2015).



1.2. Arastirmanin Amaci

Astaksantin’in antioksidan etkileri géz Oniine alindiginda, malathion kaynakli oosit
hasarma karsi disi lireme parametrelerini koruyabilecegi agiktir. Bu nedenle, bu proje,
Malathion toksisitesine maruz kalmis oositlerin, astaksantin takviyesi ile birlikte matiirasyon
stireclerinde oksidatif stres, ig ipligi ve kromozomal yapi, mitokondriyal aktivite gibi
parametrelerin yani sira kumulus hiicrelerinde bulunan ve oosit matiirasyonunu diizenleyen
EGFR aracili ERK1/2 aktivasyonu agisindan arastirtlmasini hedeflemektedir. Literatiir
incelemesiyle birlikte, disi farelerde iireme parametrelerinde astaksantinin malathion ile
indiiklenen matiirasyon hasarina kars1 etkilerini degerlendiren bir ¢alisma olmadigi goriilmiis

olup, bu durum projenin 6zgiin kismin1 olusturmaktadir.

1.3.Arastirmanin Hipotezleri

H1: Malathion maruziyeti, kumulus hiicrelerinde EGFR aracili ERK1/2 aktivitesini
diistirerek in vitro matiirasyonu (IVM) olumsuz yonde etkiler ve 00sit matiirasyon oranlarini
diisliriir.

H2: Astaksantin takviyesi, malathion’un neden oldugu olumsuz etkileri azaltir, kumulus
hiicrelerinde bulunan EGFR aracili ERK1/2 aktivitesini arttirir ve oosit matiirasyon oranlarini

yiikseltir.

H3: Malathion maruziyeti ile meydana gelen ig ipligi ve kromozom anormallikleri

astaksantin takviyesi ile diizeltilir.

H4: Malathion’un etkisi altinda bulunan oositlerde astaksantin kullanimi, ROS

seviyelerini diigiiriir, mitokondri membran potansiyelini iyilestirir, apoptozu azaltir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ovaryum

Ovaryum, disi lireme sisteminde i¢ genital organlar arasinda yer alan, disi ana lireme
hiicresi olan ovum’u ve disiye 6zgl cinsiyet hormonlari olan progesteron ve dstrojeni liretmekle
gorevli bir ¢ift organdir. Anatomik olarak pelvis’in yan duvarlarina yakin, fallop tiiplerinin
distalinde yer alan, ligamentler yardimiyla uterusa ve pelvis duvarina baglanmis sekilde asili
durmaktadirlar (Sekil 1). Pembe/gri aras1 bir renge sahip olan ovaryumlarin dis yiizeyi puberte
oncesinde diizgiin iken puberte sonras1 ovulasyonlarin baglamastyla birlikte gittikce piiriizlii bir
goriiniim almaya baglar. Ortalama olarak bir badem biiyiikliigiinde olan ovaryum 3-4 cm boyda,
1,5-2 cm genislikte ve 1 cm kalinlikta olmasiyla birlikte, yaklasik 5 gr agirligindadir.
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Sekil 1. Disi lireme sistemi anatomisi ve ovaryum histolojisi (Eroschenko, 2013).



Ovaryum’un en dig katmanina bakildiginda periton zar1 ile ortiili oldugunu
goriilmektedir. Ancak puberte ile birlikte tek katli yassi epitel olan periton zari, yerini yine yer
yer tek katli yass1 epitel olmakla birlikte ¢cogunlukla tek katl kiibik epitelden olusan germinal
epitele birakir. Histolojik olarak incelendiginde germinal epitel tabakasinin hemen altinda
kollajen liflerce zengin siki bag dokusu yapisinda olan tunica albuginea yer almaktadir. Onun
da altinda ise, artik ovaryumun esas dokusu olarak nitelendirebilecegimiz dista korteks icte
medulla olmak iizere birbirinden keskin c¢izgilerle ayrilamayan iki katman ile karsilasiriz.
Medulla bolgesi, ovaryumun merkezinde yer alan, hilus adi verilen bir bolgeden ovaryuma
giren kan ve lenf damarlarini, sinirleri, intertisiyel hiicreleri barindiran gevsek bag dokusu
yapisinda bir katmandir. Ovaryumun fonksiyonel bolgesi olan korteks tabakasi ise, ovaryumun
periferinde yer alir ve hiicrece zengin bir bag dokusu igene gdmiilii halde bulunan follikiilleri
icerir (Sekil 1). Follikiiller intrauterin hayatta olugmaya baslayarak puberteyle birlikte gelisme
evresine girer, oogenez siireci ile birlikte ovumun olugmasina ve steroidonegenez siireciyle

birlikte canlinin endokrin sistemine katki saglar (Kurus, 2020; Ross ve Pawlina, 2011).

2.1.1. Oogenez ve Ovaryan Follikiillerin Intrauterin Gelisimi

Embriyonik hayatin baglayabilmesi i¢in erkek ve disi germ hiicrelerinin zigotu
olusturabilecek yeterliligi edinebilmeleri gerekmektedir. Bu yeterlilik gametogenez ad1 verilen
bir hiicresel gelisme ve olgunlasma siireci ile gerceklesir. Bu siire¢ erkek germ hiicreleri icin
spermatogenez, disi germ hiicreleri i¢in ise oogenez olarak adlandirilir. Gametogenez’in
temelleri intrauterin hayatta atilmaktadir. Germ hiicrelerinin kokeni olan primordiyal germ
hiicreleri (PGH), embriyonik yasamin 3. haftasinda vitellus kesesinin allantoise bakan
yiizeyinde bulunan endoderm hiicreleri arasinda belirmeye baslar (Sekil 2). 4. hafta ile birlikte
ameboid hareketler gosteren PGH’ler, tek tek veya gruplar halinde intermediyet mezoderm
tabakas1 igerisinde bir cift olarak gelismekte olan gonadal kabartilara dogru gog¢ etmeye
baglarlar. Go¢ sirasinda yogun mitotik aktivite gostererek sayilarini arttiran PGH’ler disilerde,
5. hafta itibariyle ulagtiklar1 hedefleri i¢erisinde de proliferasyonlarina devam ederek oogonium
ad1 verilen hiicrelere farklanirlar. Gonadal kabart1 igerisinde bulunan oogoniumlar,
intermediyet mezoderm kokenli somatik hiicrelerle ileride primordiyal follikiilleri olusturmak
tizere bir arada bulunmaktadirlar. Gelisimin 12-13. haftasina gelindiginde ise hala siirekli olarak

mitotik aktivite goOsteren oogoniumlar yavas yavas, primer oositlere farklanarak mayoz
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boliinme siirecine baglar. Ancak primer oositler, mayoz I’in profaz evresinin diploten
sathasinda duraklatilir. 17-20. hafta icerisinde primer oositler gonad icerisinde bulunan tek sira
halindeki yass1 somatik hiicreler tarafindan c¢evrelenir ve bu birliktelik primordiyal follikiil

olarak adlandirilir. Ancak primordiyal follikiiller inaktiftir.
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Sekil 2. 3 haftalik bir embriyoda PGH pozisyonu (Sadler, 2012).

Gebeligin 5. ayina gelindiginde, ovaryum igerisinde bulunan germ hiicrelerinin sayist
yaklasik olarak 7 milyon’a kadar ulagsmaktadir. Buna paralel olarak hiicre oliimii de
gercekleserek oogoniumlarin ve primer oositlerin atreziye ugramasina sebebiyet verir. Doguma
yakin bir zamanda fetus ovaryumunda ortalama olarak 1 milyon kadar primordiyal follikiil
kalir. Dogum sonrasi ve pubertal donem arasinda ise follikiil kaybinin devam etmesiyle say1
daha da azalir. Puberte ile birlikte ovaryan rezerv igerisinde sadece 300-500 bin inaktif
primordiyal follikiil’iin kaldig1 bilinmekte olup, menapoz donemine kadar bu follikiillerin
yalnizca ortalama 400 kadar1 olgun follikiil asamasina gecebilmektedir (Kurus, 2020; Ross ve
Pawlina, 2011; Sadler, 2022).



2.1.2. Ovaryan Follikiillerin Histolojisi

Ovaryum korteksi incelendiginde her gelisim evresine ait follikiil gézlemlenebilmektedir.
Follikiiller, intrauterin hayatta olusan ve ovaryan rezervi olusturan primordiyal follikiiller,
puberte sonrasi disi iireme becerisini destekleyen gelismekte olan follikiiller, olgun/graff
follikiiller olmak {izere siniflandirilabilir. Follikiiller farkli gelisim evrelerine gore iclerinde
barmdirdiklart oositleri koruyan ve besleyen bir mikrogevre meydana getirirler. Bu mikrogevre
icerisinde farkli fonksiyonlar i¢in 6zellesmis olan hiicre gruplar1 ve bu hiicre gruplari arasinda
birikerek oosite destek saglayan follikiil sivis1 yer almaktadir (Celik, 2011; Ross ve Pawlina,

2011).

2.1.2.1. Primordiyal Follikiiller

Fonksiyonel olarak inaktif bir sekilde bulunan primordiyal follikiiller, follikiiler gelisim
basamaklari igerisinde ilkin goriilen asamay1 temsil eder. Ayni zamanda pubertel donem dncesi
ovaryum icerisinde goriilebilen tek follikiil tipidir ve ovaryum’un rezervini olusturur.
Primordiyal follikiillerin gelisimi i¢in FSH/LH gibi gonadotropin hormonlarina ihtiyag
duyulmaz ve temelde lokal olarak salgilanan faktorler vasitasyla yonlendirilir. Ovaryum
icerisinde korteks tabakasinin stromasinda, germinal epitel ve tunika albuginea’nin hemen
altinda konumlanmis olup, ortalama 30 um ¢apindaki primer oositler ve onlar1 gevreleyen tek
tabaka halindeki yass1 follikiiler hiicreler (pregraniiloza hiicreleri) tarafindan meydana gelir.
Follikiiler hiicreler birbirlerine desmozomlarla baghdir, disaridan bazal lamina ile
cevrelenmistir ve boylelikle primer oositler ve follikiiler hiicreler birbirine siki bir sekilde

yaklagmis halde bulunur.

Primordiyal follikiil icerisinde bulunan primer oositler’in nukleuslar: olduk¢a biiyiiktiir,
kromatinleri ince dagilmistir ve nukleoluslari1 birden fazla sayida olabilmektedir. Ayni zamanda
nukleus etrafinda kiimelenmis olarak bulunan, “Balbiani Cisimcigi” olarak adlandirilan ve
golgi kompleksi, endoplazmik retikulum, mitokondriyon ve lizozomlar1 ihtiva eden bir yapiya
sahiptir (Sekil 3). Bununla birlikte sitoplazma icerisinde dagilmis olan ¢ok sayida kiigiik vezikiil
ile kiiresel formda ve kiigiik boyutlarda mitokondriyonlar mevcuttur. Ek olarak, insanlara ait

oositlerde bulunan, niikleer zarf kesitleri dizilerinden de bahsetmek miumkiindiir. Aniiler



lameller olarak da isimlendirilen bu dizilerdeki her tabaka porlu bir yapidadir ve niikleer porlar

ile 6zdes bir morfolojik yap1 gosterir (Celik, 2011; Kurus, 2020; Ross ve Pawlina, 2011).

Stromal
Hiicreler

Cisimcigi

Aniiler
Lameller

Sekil 3. Primordiyal follikiil’{in sematik (a) ve mikrografik (b) gosterimi. FC: Yassi
follikiiler hiicreler, X: Oosit, N: Oosit nukleusu, Ok: Follikiiler hiicrelerin tegetsel goriiniimii
(Ross ve Pawlina, 2011).

2.1.2.2. Gelismekte Olan Follikiiller

2.1.2.2.1. Primer Follikiiller

Pubertel doneme girisle birlikte, canlida gerceklesen endokrin degisiklikler ovaryan
rezervi olusturan primordiyal follikiillerin gelisimini tetikler. Bu tetiklenme her bir menstrual
dongii bagina 10-15 kadar primordiyal follikiil i¢in gecerlidir. Bu sirada, follikiilii olusturan
hiicrelerde, oositte ve follikiile komsu stroma iizerinde degisiklikler meydana gelir. Oncelikle
oosit bilylimeye baglar ve onu ¢evreleyen pregraniiloza hiicreleri sayilarin arttirarak kiibik bir
forma doniistir. Follikiil hiicrelerinin kiibik yapida goriinmeye baslandigi bu evre, artik primer
follikiil olarak isimlendirilir. Ancak primer follikiiller, follikiil hiicrelerinin katman sayisina

gore ikiye ayrilmaktadir; unilaminar primer follikiiller ve multilaminar primer follikiiller.

Unilaminar primer follikiiller, oositin etrafinda bulunan follikiil hiicrelerinin tek bir

tabaka halinde olmasiyla karakterizedir. Bu evre ile birlikte oosit biiyiidiik¢e birtakim 6zel
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protenlerin ekspresyonu baslar. Boylelikle oosit ve follikiil hiicreleri arasinda glikoprotein
yapida, ekstraselliiler bir kilif olan zona pellusida (ZP) meydana gelir. Zona pellusida tiire
spesifik bir akrozom reaksiyonu indiikleyicisi ve spermatozoa baglanma reseptorii olarak islev

gormektedir (Sekil 4).

Follikiil Hiicreleri
Stromal Hiicreler

Zona Pellusida
Olusumu

Sekil 4. Unilaminar primer follikiil’iin sematik (a) ve mikrografik (b) gosterimi. FC:
Follikiiler hiicreler (Ross ve Pawlina, 2011).

Multilaminar primer follikiiller (preantral follikiiller) ise, follikiil hiicrelerinin yiizeyinde
bulunan FSH reseptorlerinin FSH etkisi ile tetiklenmesi sonucu proliferasyonun artmasi ve tek
sira halindeki kiibik hiicre tabakasinin ¢ok sayida bir katmana doniismesiyle olusur (Sekil 5).
Bu asamadan sonra follikiiler hiicreler graniiloza hiicreleri, ¢ok katmanh tabaka da graniiloza
hiicre tabakasi olarak isimlendirilmektedir. Zona pellusida tabakasinin da kalinlagmasiyla
birlikte artik tiim follikiil ortalama olarak 100-150 um ¢apa ulagmaktadir. Bu sirada primordiyal
follikiil ile ovaryan korteks stromasi arasinda bulunan bazal lamina mevcudiyetini korumaya
devam ederken, graniiloza hiicrelerinin birbirleri ve oositle aralarinda oluklu baglantilarin

geligsmesiyle hiicreler aras1 haberlesme artar.

Es zamanli olarak follikiil cevresinde bulunan stromal hiicrelerin farklilagsmasiyla birlikte
teka follikiili ad1 verilen, hiicreler toplulugu olan bir kilif meydana gelmektedir. Teka follikiili
icte vaskiiler bir yap1 gosteren, kiibik yapida hiicreler bulunduran, salgilama fonksiyonu igin
gelismis bir teka interna tabakasi ile dista bag dokusu hiicreleri, diiz kas hiicreleri ve kollajen

fibrillerce zengin bir teka eksterna tabakasi olmak tiizere ikiye ayrilmaktadir. Bu tabakalar
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arasinda ve teka eksterna ile hemen disinda bulunan ovaryan stroma arasindaki sinirlar belirgin
degildir. Ancak teka interna ve graniiloza hiicreleri arasindaki sinir olduk¢a nettir ve ovaryum
kaynakli 0strojen hormonu bu iki yapida bulunan hiicrelerin is birligi sonucu tretilmektedir.
Membranlarinda ¢ok sayida LH reseptorii barindiran teka interna hiicreleri, LH stimiilasyonu
ile birlikte gerekli androjenleri sentezleyerek graniiloza hiicrelerine yonlendirir. Graniiloza
hiicreleri ise disaridan gelen bu androjenleri aromataz enziminin etkisiyle isleyerek ostradiol

hormonu sentezini gergeklestirir (Celik, 2011; Kurus, 2020; Ross ve Pawlina, 2011).

Sekil 5. Multilaminar primer follikiil’iin mikrografik gosterimi. GC: Graniiloza
hiicreleri, ZP: Zona pellusida (Ross ve Pawlina, 2011).

2.1.2.2.2. Sekonder (Antral) Follikiiller

Sekonder follikiil asamasinda follikiiller yaklasik 200 pm’lik bir ¢apa ulagmaktadir.
Hacimleri artmakta olan bu follikiillerde graniiloza hiicre tabakalar1 6-12 katina ulastiginda
hiicreler arasinda Call-Exner cisimleri adi verilen bosluklar olusur. Follikiil sivis1 olarak
tanimlanan, bol miktarda hyaliironan iceren bir sivi bahsedilen bu bosluklar igerisinde
birikmeye baglar. Zamanla bu bosluklar birleserek hilal seklinde antrum olarak isimlendirilen
tek bir biitiin bosluk meydana getirir (Sekil 6). Boylesi bir yapiya sahip follikiil artik sekonder
veya antral follikiil olarak tanimlanmaktadir. Bu asamada oosit yaklasik olarak 125-130 um’lik
bir ¢apa yani en son boyutlarina ulasarak biiyiimesini durdurur (Celik, 2011; Kurus, 2020; Ross
ve Pawlina, 2011; Sadler, 2022).
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Sekil 6. Sekonder follikiil’iin mikrografik gosterimi. A: Antrum, GC: Graniiloza
hiicreleri, TI: Teka interna, TE: Teka eksterna (Ross ve Pawlina, 2011).

2.1.2.3. Olgun (Graff) Follikiiller

Antrum’un giderek biiyiimesiyle birlikte yaklasik 10 mm ve {izeri bir ¢apa ulasan follikiil
sekonder follikiil ile kiyaslandiginda olgunluk ag¢isindan net bir sekilde ayrilabilir hale
gelmektedir. Oosit antral bosluk icerisinde bir kenara dogru ¢ekilmis halde konumlandirilir
(Sekil 7). Antrumun disinda kalan ve nispeten esit kalinlikta bulunan stratum graniiloza
hiicreleri mural graniiloza tabakasini, primer oosit’i ¢cevreleyen ve ovulasyon sirasinda oositle
birlikte atilan graniiloza hiicreleri ise korona radiata’y1 olusturmaktadirlar. Korona radiata
hiicreleri ve mural graniiloza hiicrelerini birbirine baglayan ve antruma dogru bir ¢ikint1 yapan
kisim ise cumulus ooforus olarak isimlendirilir. Boyle bir goriiniime sahip olan follikiil olgun
bir follikiil olarak degerlendirilir ve biiylik boyutlar1 nedeniyle ovaryum yiizeyinde ¢ikintilar
olusturacak sekilde korteks boyunca uzanir. Follikiil ulagabilecegi en genis boyutlara
yaklagirken graniiloza hiicrelerinde mitoz boliinme azalmaya baslar. Stratum graniillozum
kalinlig1 antrumun genislemesiyle ters orantili bir sekilde incelir. Kumulus ooforus’ta bulunan
graniiloza hiicreleri arasindaki genislik artmaya baglayarak oosit ve etrafindaki kumulus
hiicreleri ile diger graniiloza hiicreleri arasindaki bag zayiflar ve follikiil ovulasyona

hazirlanmaya baglar (Celik, 2011; Kurus, 2020; Ross ve Pawlina, 2011; Sadler, 2022).
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Sekil 7. Olgun follikiil’iin sematik (a) ve mikrografik (b) gosterimi. A: Antrum, CO:
Kumuus ooforus, SG: Stratum graniilozum, TI: Teka interna (Ross ve Pawlina, 2011).

2.1.3. Ovulasyon

Ovulasyona ugrayacak olan follikiil menstrual siklusun en basinda secilerek gelisimi
desteklenir. Ovulasyondan yaklasik olarak 34-36 saat oncesinde LH seviyelerinde bir artig
gerceklesir ve son 9-24 saat igerisinde de en yiiksek diizeye ulasir. LH artis1 mayoz I’in profaz
evresinin diploten safhasinda bekleyen primer oositler iizerinde mayotik tetiklenmeye neden
olarak boliinmenin devam etmesini saglar. Bunun sonucunda da preovulatuvar follikiil
igerisinde perivitellin aralikta birinci polar cisimcigi goriinen, mayoz Il evresinde tekrar

duraklatilmig sekonder oosit bulunmaktadir.

LH seviyesindeki bu artig ayn1 zamanda follikiil yapisinda da degisikliklere neden olur.
Teka hiicreleri ve graniiloza hiicreleri birtakim hidrolitik enzimler ve sitokinler salgilamaya
baslar. Follikiil’iin ovaryum disina bakan yiizeyinde acik renkli, stigma olarak isimlendirilen
kiiciik bir ¢cikint1 olusur. Follikiil gelisimi ile pozitif korelasyon gdsteren 0strojen hormonundaki
artigin stromal hiicrelerin kollejenaz tliretimini tetiklemesiyle stigma bolgesine komsu olan teka
tabakasi ile germinal epitel incelmeye baglar ve bu bolgede bulunan membrana graniiloza yapisi

dejenarasyona ugrar. Ayni zamanda follikiil sivisinin yapmis oldugu basing nedeniyle stigma
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bolgesinde kan dolagimi azalarak bu bolgede bulunan hiicrelerin nekroza gitmesi ile yapi

biitiinliigh gittikge zayiflar.

Bu sirada sekonder oosit ve onu saran kumulus hiicreleri membrana graniiloza ile olan
bagim1 keserek follikiil sivisi igerisinde serbestce yiizer hale gelir. Follikiil, plazminojen
aktivator, siklooksijenaz-2 ve ¢esitli metalloproteinazlar gibi birtakim faktoriin etkisiyle yapisal
biitiinligli bozulmus olan stigma bolgesinden yirtilir ve bdylelikle follikiil sivist igerisinde

serbest halde yilizen kumulus-oosit kompleksinin ovaryum disarisina atilmasi saglanir (Sekil 8).

Ovulasyon oncesinde sekonder oosit ¢evresinde bulunan kumulus hiicreleri LH piki ile
birlikte ¢esitli ekstraselliiler matriks ve bol miktarda hyaluronik asit sentezlemeye baslar. Bu
sayede ovulasyon sonrasinda kumulus oosit kompleksi’nin tuba uterina’nin fimbrialari
tarafindan kolay bir sekilde yakalanmasi ve hareketinin kolaylagsmasi amaciyla kumulus oosit
kompleksinin geniglemesi ger¢eklesir. Ayni zamanda kumulus hiicrelerinin etrafinda bulunan
hyaluronik asit, ancak sperm tarafindan salgilanacak olan hyaluronidaz enzimi ile eritilerek
spermin sekonder oosite yaklasabilmesi saglanir. Bu asamaya kadar mayoz II’nin metafaz
evresinde bekleyen sekonder oosit fertilizasyon ile birlikte hizlica mayotik siirecine devam

ederek ikinci kutup cisimcigini disartya atmasiyla oogenez siirecini de tamamlamis olur (Celik,

2011; Jones ve Lopez, 2013; Ross ve Pawlina, 2011).

Gelismekte Olan o= S
Follikller \ N -
S >F/allop Tiipi

Kumulus

Patlayan Y 0 == Ooforus
Follikiil A S Hiicreleri
Fimbriyalar . :

Sekil 8. Ovulasyon’un sematik gdsterimi (Sadler, 2012).
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2.2. Oosit Matiirasyonu

Oosit matilirasyonu, ovaryan rezervi olusturan ve mayoz [’in profaz evresinin diploten
sathasinda arrest’e ugrayan primer oositlerin, pubertal dénem ile birlikte artan gonadotropinler
ve Ozellikle LH’in etkisiyle, sirasiyla germinal vezikiil yikimi (GVBD), mayoz [I’in
tamamlanmasi, mayoz II’nin baslayarak metafaz Il evresine kadar ilerletilmesi (Sekil 9) ve bu
evrede tekrar arrest’e ugramasini kapsayan bir dizi siireci tanimlamaktadir (Delilbasi, 2008;
Kuyucu ve Tap, 2009). Oosit matiirasyonu, follikiiler gelisime paralel olarak ilerler ve mayoz
boliinme i¢in 6nemli bir asama olan kromozom yogunlasmasi ve ayrilmasi siireglerini kapsayan
niikleer matiirasyon ile niikleer matiirasyon siirecinde de etkin olan, ayrica ooplazmanin
fertilizasyon ve sonrasindaki embriyo gelisim asamalari i¢in diizenlenmesi siirecini kapsayan
sitoplazmik matiirasyon olarak farkli iki baslik altinda degerlendirilebilir. Bir embriyonun
kalitesi ve saglikli gelisimi, maternal embriyonik déonemde baglayan ve puberteye kadar devam
eden oldukca kapsamli ve uzun bir gelisme siirecine bagli olmakla birlikte, oositin niikleer,
sitoplazmik ve membrandz matiirasyonu ile de dogrudan iligkilidir (Delilbasi, 2008; Y. Jiang
ve digerleri, 2023). Oosit’in diploten sathasindaki arrest’ten ¢ikarak mayoz bdliinmeye devam
edebilmesi ve niikleer matiirasyonunu basariyla tamamlayabilmesi onun mayotik yeterliligini

nitelemektedir (Kurus, 2020).
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Oosit Kumulus Hiicre
Nukleus (GV) Genislemesi

©a® e

e ®
09, %. %
00
e @
Olgunlagmamig Ce@®
GV Asamasi Metafaz Il

LH Artisi Oosit Olgunlagmasi

Yiiksek
Aktif ERK Bazal

Sekil 9. Oosit matiirasyon siirecinin sematik gosterimi (Das ve Arur, 2022).
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2.2.1. Oosit Niikleer Matiirasyonu

2.2.1.1. Oosit GV Arrestinin Siirdiiriilmesi

Memeli oositlerinde hiicre i¢i siklik adenozin trifosfat (cAMP) konsantrasyonunun
yiiksek olmasi, mayotik arrestin devamlilig1 i¢in olduk¢a onemlidir. CAMP seviyelerinde bir
azalma olmasi durumunda mayoz boliinmenin kaldigi yerden baglamasi tetiklenmis olur (Conti
ve digerleri, 2002; Mehlmann, 2005). Oositler, mayotik arrest’i siirdiirebilmek adina cAMP
seviyesini temelde iki yontem ile yiiksek tutmaktadir. Ilk yontem, graniiloza hiicrelerinde
tiretilen cAMP’lerin ekzojen olarak oosite aktarilmasi ile birlikte oosit i¢i endojen cAMP

tiretiminin gergeklestirilmesidir (Hinckley ve digerleri, 2005).

Ekzojen alim, graniiloza hiicrelerinin kendi aralarinda ve oosit ile kurmus olduklar1 gap
junction (GJ/oluklu baglanti)’lar araciligiyla gerceklesir. GJ’lar hiicreler arasi iletisimde hayati
bir rol oynarlar ve konneksin (Cx) ailesi proteinlerinden olusurlar (Kidder ve Vanderhyden,
2010). GJ’lar normal sartlarda a¢ik konumdadirlar ve yaklasik 1000 Da’dan kiigiik molekiillerin
komsu hiicrelere gegisine imkan saglarlar. Glikoz ve aminoasitler dahil oosit metabolizmast
tizerinde destekleyici bir etkiye sahip besinler, oosit pH’1n1 diizenlemede etkili olan iyonlar ve
mayotik arrestin devamlilig1 i¢in gerekli olan cGMP ve cAMP gibi molekiillerin graniiloza
hiicrelerinden oosite gegisine izin verirler (Winterhager ve Kidder, 2015). Graniiloza
hiicrelerinin arasinda bulunan ana konneksin tipi Cx43’tiir. Bununla birlikte kumulus hiicreleri
ve oosit arasinda lokalize olan konneksin tipi ise Cx37 olup, gonatropinlerin artis1 ile birlikte
aktive olan sinyal yolaklar1 sayesinde agilip kapanmasi diizenlenebilir (T. Y. Li ve digerleri,

2007; Solc ve digerleri, 2010).

Endojen {iretim ise, hiicre i¢i ATP’lerin cAMP’ye doniistiiriilmesi i¢in gerekli olan ve
kendi kendini aktive eden “G proteinine bagl reseptorler-Uyarici G proteini-Adenilat Siklaz
(GPCRs-Gs-AC)” kaskadinin aktive olmasi ile gergeklesir. Bu kaskadin kesintisiz aktivasyonu
ile birlikte hiicre i¢i cAMP tiretimi devamli olarak yukar1 dogru diizenlenir (Kwon ve Schuetz,
1986).

Oosit i¢i cAMP konsantrasyonunun yiiksek tutulmasi igin gerekli olan ikinci mekanizma
ise, CAMP hidrolizini katalizleyen fosfodiesteraz (PDE) enzimlerinin kontrollii inhibisyonudur
(Straczynska ve digerleri, 2022). PDE’lar, cAMP'yi diizenleyen oOnemli enzimlerdir.
Memelilerde 11 farkli PDE izozimi (PDE1-11) tanimlanmistir. Teka hiicrelerinde, kumulus

hiicrelerinde ve mural graniiloza hiicrelerinde lokalize olan PDE4D ve PDE4B'nin aksine,
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PDE3A yalnizca oositlerde bulunur (Vigone ve digerleri, 2018). PDE3A inhibisyonu cGMP
molekiilii ile saglanmaktadir. Bunun icin gerekli olan cGMP, graniiloza hiicrelerinde bulunan
natritiretik peptid reseptorii 2 (Npr2)’nin c-tipi natriiiretik peptid (CNP) ile etkilesime girerek
aktive olmasiyla tretilir. Bir guanilat siklaz reseptorii olan Npr2, graniiloza hiicrelerinde
bulunan guanozin trifosfat (GTP)’1n cGMP’ye doniisiimiinde etkilidir. Graniiloza hiicrelerinden
oositlere GJ'ler araciligryla aktarilan CGMP, PDE3A aktivitesini inhibe eden suda ¢oziinebilen
ikinci bir haberci olarak gorev alir. Boylelikle PDE3A inhibisyonu ile birlikte cAMP yikimi
engellenmis olur (Q.Y. Sun ve digerleri, 2009).

Bahsedilen bu iki yol, LH seviyesinde meydana gelen artis mayozun yeniden baslamasini
uyarana kadar, mayoz I’in diploten sathasinda oositleri durdurmak igin sinerjik olarak g¢alisir
(Wood ve digerleri, 2003).

Oosit i¢inde bulunan yliksek cAMP diizeylerinin mayotik matiirasyonu inhibe etmesi,
hiicre i¢i sinyal iletimi ve fosforilasyon mekanizmalari ile ger¢eklesmektedir. Yiiksek cAMP
seviyeleri, niikleer kinaz Weel B/Myt1'i fosforilleyerek stimiile eden protein kinaz A (PKA)'y1
aktiflestirir. Daha sonra PKA, hiicre boliinme dongiisii 25B (CDC25B) olarak isimlendirilen
bir fosfataz: fosforilleyerek inaktive eder. Inaktive olan CDC25B, MPF (M-faz1 tesvik edici
faktor) olarak da bilinen bir kompleksin inaktivasyonuna neden olur. MPF, katalitik alt birim
siklin bagimli kinaz 1 (CDK1) ve diizenleyici alt birim siklin B'den olusan bir heterodimerdir.
MPF inaktivasyonu, daha 6nce inaktive olan CDC25B’nin CDK1 {izerindeki serin ve treonin
kalintilarin1 fosforile etme yetenegini kaybetmesiyle gerceklesir. Boylelikle MPF kompleksini
bir araya getiren bilesenler ayri tutularak oosit GV asamasinda (Sekil 10) durdurulur (Lincoln
ve digerleri, 2002; Sha ve digerleri, 2018).
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Sekil 10. Oosit GV asamasi arrest’inin molekiiler mekanizmasi (Das ve Arur, 2022).
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2.2.1.2. MPF Aktivasyonu ve Germinal Vezikiil Yikimi

Menstrual dongii ortasinda seviyesi artan LH, graaf follikiiliine ait graniiloza hiicrelerinin
membranlarinda bulunan reseptorlerine (LHR) baglanarak bir dizi siireci etkiler ve bdylelikle
mayozun yeniden baslamasi tetiklenmis olur. LH dalgasi, graniiloza hiicrelerinde cAMP
sentezinin bir¢ok kat artmasina neden olur ve bu da yerel epidermal biiylime faktorii B (EGFp)
ailesi biiylime faktorlerinin (amfiregulin, epiregulin, betasellulin) aktivasyonuna (Gilchrist ve
digerleri, 2016a; Hsieh ve digerleri, 2007; Richani ve Gilchrist, 2018) ve cGMP sentezinin
azalmasina ve/veya hidrolizinin artmasina neden olarak, graniiloza hiicrelerinden oosite cGMP
akisini azaltir. cGMP'deki azalma, hidrolitik PDE3A aktivitesinin inhibisyonunu zayiflatir ve
bu da oositlerde cAMP seviyesinin diismesine, dolayisiyla mayozun yeniden baglamasina yol

agar.

Ote yandan LH artis1, oosit ile somatik kumulus ve graniiloza hiicreleri arasimdaki
iletisimin bozulmasina dayali olarak cAMP molekiillerinin oosite akisini durduran alternatif,
iyl tanimlanmis bir mekanizmay1 tetikler (Dekel ve digerleri, 1981; Eppig, 1985; Phillips ve
Dekel, 1991; Sela-Abramovich ve digerleri, 2006a). LH'nin bu gegit etkisinin iki ardisik
adimdan olustugu gosterilmistir: Cx43'lin fosforilasyon durumunun aninda gegici olarak
diizenlenmesi ve daha sonra transkripsiyonel veya translasyonel modifikasyonlar yoluyla CX43
protein seviyesinde bir azalma (Granot ve Dekel, 1994; Irit Granot ve digerleri, 2002; Kalma
ve digerleri, 2004).

Mural graniiloza ve kiimiiliis hiicrelerinde bulunan spesifik bir “membran LH reseptorii”
araciligiyla etki eden LH dalgalanmas1 seklindeki sinyal, mayozun yeniden baslamasina yol
acan bir dizi reaksiyon baslatir (E. Anderson ve Albertini, 1976; Vaccari ve digerleri, 2008).
PKA yoluyla etki eden LH, NPR2'nin aktivitesini sinirlandirirken c¢GMP'yi bozan
fosfodiesteraz 5'1 aktive eder. Boylece cGMP sentezinin engellenmesi, graniiloza hiicrelerinin
dis katmanlarindaki cGMP seviyesinin hizli bir sekilde azalmasina neden olur. Her iireme
dongiisii sirasinda LH artisi, CNP aktivitesinde bir azalmaya neden olur, bu da graniiloza
hiicrelerinde ve dolayli olarak oositte cGMP seviyesinde bir azalmaya neden olur. Buna bagl
olarak PDE3A aktive olur ve oosit igindeki cAMP seviyesinde bir azalmaya neden olur, bu da
MPF'nin aktivasyonuna ve sonug olarak mayoz boliinmenin yeniden baglamasina (Sekil 11) yol

acar (Gilchrist ve digerleri, 2016b).
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Oosit i¢i diisiik cAMP seviyesinin neden oldugu MPF aktivasyonu, sirasiyla PKA’nin
inaktivasyonu, CDC25B’nin aktivasyonu ve dolayisiyla MPF katalitik alt birimi CDK1’in
tirozin kalintilarinin (Tyr 14 ve Tyr 15) fosforilasyonu ve siklin B'ye tekrar baglanmasiyla

gergeklesir (Meraldi ve digerleri, 2004).
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Sekil 11. Oosit GVBD’nin molekiiler mekanizmasi (Das ve Arur, 2022).

Mayozun yeniden baglamasi sirasinda aktif MPF, lamin fosforilasyonuna ve
depolimerizasyona yol agar. Mayozun yeniden baslamasinin ilk gbzle goriiliir belirtilerinden
biri niikleer zarfin bozulmasi ve niikleolusun kaybolmasidir (Masui, 2001). Literatiirde bu
olguya germinal vezikiil yikimi (GVBD) adi verilmektedir. Aym1 zamanda, kromatin
(yogunlagsma) degisiklikleri meydana gelir ve bu da metafaz plakasi seklinde uzaysal olarak
diizenlenmis kromozomlarin ortaya ¢ikmasina neden olur. Birinci mayotik bdliinmenin (MI)
metafazi olarak bilinen bu asamada, siklin B'nin proteolitik bozunmasina bagli olarak MPF
aktivitesinde gecici bir diistis vardir (Dorée ve Hunt, 2002; Masui, 2001). Birinci mayoz
bolinmenin tamamlanmasindan sonra, ikinci mayoz bolinmenin ig ipligi ve metafaz plag:
olusur. Bu, siklin B'nin siirekli sentezi ve MPF'nin aktivitesinin tekrar artmasi sayesinde CDK 1

ile baglantis1 nedeniyle miimkiindiir (Abe ve digerleri, 2011).

2.2.2. Oosit Sitoplazmik Matiirasyonu

Sitoplazmik matiirasyon organellerin, oositlerin matiirasyonu ile sonrasindaki

fertilizasyon ve erken embriyogenez donemi igin elzem olan transkripsiyon faktorlerini,
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mRNA’lar1 ve proteinleri yeniden diizenlemesi ve depo etmesi siireci olarak tanimlanabilir
(Watson, 2007). Sitoplazmik matiirasyon olduk¢a kompleks bir siirectir ve hala tartismalara
sebep olan noktalara sahiptir. Hiicre iskeleti ve organellerin dogru zamanda ve dogru konumda
olmalar1 oositlerin fertilizasyon ve embriyonik gelisim i¢in sahip olmasi gereken yiiksek
gelisim potansiyelini kazanmasini saglar (Sirard ve digerleri, 2006). Bunun i¢in organellerin
konumlari, biyokimyalar1 ve morfolojilerinin siirece uygun adaptasyonlar kazanmasi gerekir.
Bahsedilen bu adaptasyonlar giiniimiizde gelisen goriintiileme teknikleri sayesinde kapsamli bir

sekilde degerlendirilebilmektedir.

2.2.2.1. Sitoplazmik Organellerin Yeniden Diizenlenmesi

Sitoplazmik matiirasyon, bol miktarda RNA transkripsiyonu ve protein sentezi ile birlikte
enerjiye ihtiya¢ duyulan bir dizi kompleks siirecler biitiiniidiir. Bu sebeple, esas gorevi ATP
sentezlemek olan mitokondriler, matiirasyon sirasinda kullanilan enerjinin saglanabilmesi adina

oldukca etkin bir rol oynamaktadir (Krisher ve Bavister, 1998; Stojkovic ve digerleri, 2001).

Mitokondrilerin matiirasyon siireci boyunca enerji ihtiyacinin ¢ok oldugu bolgelere goeii
onemli bir adaptasyondur. Immatiir olan oositlerde mitokondri agirlikli olarak oval veya kiiresel
bir morfoloji gostermekte olup, germinal vezikiil etrafinda kiimelenir (Familiari ve digerleri,
2006). Germinal vezikiil yikimi sirasinda, periniikleer bolgeden uzaklasmasi s6z konusudur.
MII fazina ge¢mis olan matiir bir oositte ise, sitoplazmik hacmin neredeyse c¢ogunu
kaplamaktadir (Dumollard ve digerleri, 2006). Diger tiirlerin aksine, insan oositlerinin
mitokondrileri, matiirasyon sonunda diiz endoplazmik retikulum (SER) kesecikleri ve tiibiilleri
ile hacimli agregatlar meydana getirir (Familiari ve digerleri, 2006; Motta ve digerleri, 2000;
A.H. Sathananthan ve Trounson, 2000). Bu mitokondriyal-SER kiimeleri ve mitokondriyal
vezikiil kompleksleri, fertilizasyon dncesi ve erken embriyogenez asamasinda gerekli olacak

maddelerin veya zarlarin bir rezervuarinin hazirlanmasinda rol oynayabilir (Motta ve digerleri,
2000).

Mitokondrinin sitoplazmik dagilimi ve organizasyonu oosit matiirasyonu boyunca
dinamiktir ve bu degisikliklerin mitokondrinin isleviyle baglantili oldugu diisiiniilmektedir.
Mitokondrinin ana islevinin ATP olmas1 nedeniyle mitokondriyal organizasyon ile ATP
konsantrasyonu arasinda bir iliski bulunmaktadir (Stojkovic ve digerleri, 2001). GV-arrestli

oositlerle kiyaslandiginda, oosit matiirasyonu sirasinda sitozolik ve mitokondriyal ATP
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seviyelerinde ii¢ belirgin artis goriiliir. ilk artis, GVBD sirasinda meydana gelir. Ikinci artis, ig
ipligi gogii ile birlikte ortaya ¢ikar ve {iglincii artig, mayoz I'den (MI) mayoz II'ye (MII) geciste
gerceklesir (Yu ve digerleri, 2010).

Oosit matiirasyonunda enerji metabolizmasimnin kritik rolii nedeniyle, oosit i¢i ATP
konsantrasyonu insan (Slotte ve digerleri, 1990; Van Blerkom ve digerleri, 1995) ve fare (Leese
ve digerleri, 1984) oositlerinin gelisim potansiyeli hakkinda bir bilgi sunmaktadir. ATP,
niikleer ve sitoplazmik matiirasyon siireci icin son derece dnemlidir. g ipligi olusumu ve
kromozom hareketleri, enerji kaynagi olarak ATP'yi kullanan motor proteinlerinin

ekspresyonuna ve aktivitesine baglidir (Duran ve digerleri, 2011).

Bir diger organel olan golgi aygiti, proteinlerin posttranslasyonel modifikasyonu ve
kargolanmasiyla ilgili bir¢ok hiicre i¢i trafik olayinda etkin bir gorev iistlenmektedir. GV
oositlerde, Golgi aygiti ooplazma boyunca devamli bir membrandz sistem seklinde dagilmustir,
fakat sitoplazmanin i¢ kisimlarinda kortekse gore biraz daha yogundur. GVBD'de niikleer zarf
parcalanir, kromozomlar kondanse olur ve Golgi aygiti, oositin orta kisminda kiiciik graniiler
bir yap1 gosterecek sekilde pargalanmaya ugrar. Ml'da Golgi aygiti oosit boyunca daha da
pargalanma gostererek dagilir ve bu dagilim, MII oositlerinde ilk polar cisimcigin

ekstriizyonunu takiben korunur (Moreno ve digerleri, 2002).

Kortikal graniiller ise, oosit matiirasyonu asamasinda Golgi komplekslerinden
tiretilmektedir (Austin, 1956; Gulyas, 1980). Erken folikiiler biliylime sirasinda Golgi
kompleksleri hipertrofi gegirler ve proliferasyon ile sayilarini arttirirlar.  Golgi
komplekslerinden kortikal graniillerin olusumu bu sirada meydana gelmektedir (Abbott, 2001;
Gulyas, 1980; Szollosi, 1967).

Bu adaptasyonun basinda, oositlerin subkortikal bolgesine dogru transfer olan hipertrofik
Golgi kompleksleri kiiclik kesecikler meydana getirir. Bu kesecikler daha sonra birleserek
matiir kortikal graniilleri olusturur ve sonunda Golgi komplekslerinden ayrilir. Memelilerde
bulunan kortikal graniiller 0,2-0,6 um arasinda degisen bir ¢apa sahiptir ve ultrastriiktiirel
diizeyde birbirine benzer bir morfoloji sergilerler (Gulyas, 1980). Kortikal graniiller, matiire
olmamis oositlerin sitoplazmas1 boyunca rastgele dagilmis olarak gozlenmektedir.
Matiirasyonun sonunda bu oositler MII asamasina ulastiginda kortikal graniiller kortekste son
konumlarimi alirlar. Kortikal graniiller, fertilizasyonu takiben igeriklerini perivitellin bosluguna

birakmak i¢in ekzositoza ugrar (Hosoe ve Shioya, 1997; Yoshida ve digerleri, 1993). Bu
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salgilama siireci i¢in Kkalsiyuma ihtiyag duyulmaktadir ve kortikal reaksiyon olarak da
adlandirilir (Schuel, 1978).

Tiim hiicreler gibi oositler i¢in de dnemli bir yere sahip olan endoplazmik retikulum (ER),
protein katlanmasi ve degredasyonu ile lipit metabolizmasinda islev gormekte olup,
fertilizasyonun ve daha sonraki gelisimin normal sekilde ilerlemesi i¢in gerekli olan kalsiyum
iyonlar1 i¢in de temel bir depodur. ER, oosit matiirasyonu asamasinda yeniden dagilima ve
yapisal degisikliklere ugrar. GV asamasinda, ER'nin ooplazma boyunca esit sekilde dagildigi
bilinmektedir (Sekil 12). Bununla birlikte, MII'ye gecisi takiben ER, kortikal bolgelerde
konumlanir ve sitoplazma boyunca 1-2 um genisliginde kii¢iik kiimeler halinde birikim gosterir

(FitzHarris ve digerleri, 2007; Kline, 2000; Mehlmann ve digerleri, 1995).

Fare oosit aktivasyonu sonrast ER yapisi incelendiginde, ER kiimelerinin MII'nin
tamamlanmasiyla birlikte ortadan kayboldugunu ve ilk mitotik boliinmede geri donmedigi
gozlemlenmistir (FitzHarris ve digerleri, 2007). ER'nin insan GV asamasinda bulunan
oositlerdeki dagilimi, fare oositlerindekine benzer bir durum sergiler. Bununla birlikte, Ml
insan oositlerinde, ER kiimeleri sadece kortekste degil ayn1 zamanda oositin tamaminda da

mevcuttur (Mann ve digerleri, 2010).

Metafaz | Metafaz Il
‘ GV ® GVBD *$ Mayotik ig ipligi @ Mitokondri (| @ 1.polar cisimcik
Golgi \% GER DER Vezikiil ° Kortikal graniil
wwwMikrotuibiiller  ———— Aktin Filament Ara Filament

Sekil 12. Oosit matiirasyonu sirasinda organel dagilimmin sematik gésterimi (Mao ve digerleri,2014).
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2.2.2.2. Hiicre iskeleti’nin Yeniden Yapilandirilmasi

Okaryotik hiicreler ii¢ esas tipte hiicre iskeleti filamenti icerir: mikrofilamentler, ara
filamentler ve mikrotiibiiller. Hiicre iskeleti, hiicrenin gereksinimlerine gore degismeden sabit
kalabilen veya diizenlemelere tabi tutulabilen dinamik ve uyarlanabilir bir yapidir. Hiicre
iskeletinin ti¢ filaman tiirii, spesifik alt birimler tarafindan olusturulur. Mikrotiibiiller kiiresel
ve kompakt tiibiilin alt birimlerinden olusurken, mikrofilamentler benzer sekilde kiiresel ve
kompakt aktin alt birimlerinden olusmaktadir. Ara filamentler, mikrotiibiildeki a ve 3 tubulin
alt birimlerine ve aktin monomerine benzer bir tetramer halinde diizenlenmis uzun ve lifli
polipeptit alt birimlerinden olusur. Bu ii¢ tip “hiicre iskeleti polimeri" zayif, kovalent olmayan
etkilesimlerle korunmaktadir ve yeni olusumlara ya da kovalent baglarin kirilmasina gerek

kalmadan hizlica birlesebilir ve ayrisabilir (Theurkauf ve digerleri, 1992).

Mikrotiibiil ve mikrofilamentler GV agamasinda ooplazma boyunca homojen bir dagilim
gosterirken, GVBD sonrasinda mikrotiibiiller kromozomlarin etrafinda yogunlasarak kortekse
dogru gog¢ etmeye baslamakta (Sekil 13), mikrofilamentler ise oositlerin subkortikal bolgesinde,
ozellikle oositin mayotik 1§ ¢evresinde yogun bir sekilde birikmektedir. MII asamasindaki
olgun fare oositlerinde, mikrotiibiiller ve mikrofilamentler asil olarak kortikal sitoplazmik
bolgede birikmektedir (Giimiis ve digerleri, 2010; Q.-Y. Sun ve Schatten, 2006; Verlhac ve
digerleri, 2000). Ayrica mikrotiibiiller, simetrik, bipolar, fi¢1 gériiniimiinde ve oosit yiizeyine
paralel konumlanmis, tam organize mayotik igcikler halinde goézlenmektedir (Glimiis ve

digerleri, 2010; Sathananthan, 1994; Verlhac ve digerleri, 2000).
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Sekil 13. Oosit matiirasyonu sirasinda ig ipliginin kortikal bolgeye gogii (R. Li ve Albertini, 2013).
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Ig ipliklerinin yeniden diizenlenmesi mikrofilament ag1 tarafindan siki bir sekilde kontrol
edilir (Longo ve Chen, 1985; Verlhac ve digerleri, 2000). Gogten 6nce, mikrofilamentler birgok
ince filamandan olusan bir ag yapist olusturur. Bu yap1 olduk¢a dinamiktir ve siirekli yeniden
sekillenir. Ig ipliklerinin gdcii basladiginda, mikrofilamentler yavas yavas ig iplikleri boyunca

hizalanir ve fare oositlerinin korteksine dogru hareket eder (Schuh ve Ellenberg, 2008).

Filogenetik olarak yiiksek organizmalarda oosit mayozu iki temel asimetrik boliinmeden
olusur. Her boliinmede maternal genom dogru sekilde ayrilmali ve sitoplazmanin yiiksek
diizeyde asimetrik boliinmesi saglanmalidir. Asimetrik boliinmelerin temel amaci, embriyonik

gelisim i¢in oositteki maternal depolarin ¢ogunun ovum iginde korunmasidir (Brunet ve

Verlhac, 2011).

2.2.3. Oosit Matiirasyonu ve EGFR Aracili ERK1/2 Sinyal Yolag:

ERK'ler, hiicre disi sinyalleri hiicre i¢i hedeflere ileten sinyal kaskadinin terminal
yiriitiiclileri olan mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) ailesinin tiyeleridir (Pearson ve
digerleri, 2001; Roskoski, 2012). Mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) kaskadlart, hiicre
biiylimesi, farklilagmasi, gelisimi, hiicre dongiisii, hayatta kalma ve hiicre 6liimii gibi ¢esitli
hiicresel siireclerde 6nemli rol oynayan baslica hiicre i¢i sinyal iletim yollaridir. Bu kaskadlar,
ekstraseliiler sinyal ile ilgili kinazlar (ERK1/2), c-Jun N-terminal kinazlar (JNK), p38 kinaz
(p38) ve biiyiik MAP kinaz 1 (BMK1/ERKS) yolunu icerir (Junttila ve digerleri, 2008).

Benzer sekilde, ERK1/2, JNK, p38 ve BMK1, bir prolin kalintis1 tarafindan yonlendirilen
serin/treonin kinazlardir. MAPK iiyeleri, aktivasyon dongiisiinde bir amino asit ile ayrilmis iki
korunan treonin ve tirozin kalintisina sahip olup, TXY motifini olusturur. TXY motifinin
ortasindaki amino asit (X), farkli MAPK gruplarmi tanmimlar. Ornegin, 'X' ERK'lerde glutamik
asit olup 'TEY' motifini olustururken, JNK'lerde prolin ve p38 MAPK'larda glisin

bulunmaktadir (Pearson ve digerleri, 2001; Widmann ve digerleri, 1999).

Her MAPK en az ii¢c katmanli korunan bir kinaz kaskadi tarafindan aktive edilir.
Okaryotlarda, sinyal iletim adimlar1 sirastyla MAPK kinaz kinaz (MAP3K), MAPK kinaz
(MAP2K) ve MAPK'nin aktivasyonunu takip eder (Sekil 14). Aktive olan MAPK!'lar gesitli
substrat proteinlerini fosforile eder, bu da ¢esitli hiicresel aktivitelerin diizenlenmesiyle

sonuclanir (Z. Chen ve digerleri, 2001; Kyriakis ve Avruch, 2001; Pimienta ve Pascual, 2007).
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Sekil 14. MAPK sinyal yolaginin sematik gosterimi (Kalous ve digerleri, 2018).

Dual-spesifik fosfatazlar (DUSP'ler, ayn1 zamanda MAPK fosfatazlari veya MKP'ler
olarak da adlandirilir) ERK'yi defosforile eder ve inaktive eder (Yao ve Seger, 2004). Ayrica,
tirozin-spesifik protein fosfatazlar (PTP) veya protein serin/treonin fosfatazlari da en azindan
in vitro kosullarda ERK'yi defosforile eder ve inaktive eder (Alessi ve digerleri, 1995; Anderson
ve digerleri, 1990). Boylece, MKP'ler ERK aktivitesinin bilyiikliigiinii ve yer-zaman profilini

sekillendirir.

ERK yolu, esas olarak biiylime faktorleri (epidermal biiyiime faktorii, EGF ve trombosit
kaynakli biiyiime faktorii, PDGF) ve sitokinler (IL-15 ve TNF-a) tarafindan aktive edilir ve bu
yolun aktivasyonu tirozin kinaz reseptorlerinin uyarilmasiyla iligkilidir (Sproul ve Argraves,
2013; Stadler, 2005). Bu biiyiime faktorleri ve sitokinlerin reseptorleri ligandlari ile
baglandiginda, GDP (Guanozin difosfat) bagli Ras (Rat sarkoma), GTP (Guanozin trifosfat)'ye

dontistiiriilir ve bu da Ras'h aktive eder. Ardindan, aktiflesmis Ras, sitoplazmik Raf
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(MAPKKK) aktivasyon igin hiicre zarma toplar. Aktiflesmis Raf (Hizla ivmelenen
fibrosarkom), MEK1/2'yi (MAPKK) fosforile eder, bu da ERK1/2'yi (MAPK) fosforile eder ve
bunlar ¢ekirdege tasinarak ¢esitli transkripsiyon faktorlerini aktive eder (Friday ve Adjei, 2008;
Plotnikov ve digerleri, 2011).

Oosit biliylimesi ve GDF9 ile BMP15'in tiretimi, kumulus hiicrelerinde epidermal biiyiime
faktorii reseptorii (EGFR) ifadesini tesvik eder (Su vd., 2010). Bu arada LH, mural granulosa
hiicrelerinde epidermal biiylime faktorii (EGF)-benzeri faktorler iireten reseptoriine (LHR, LH
reseptorii) baglanir; bu faktorler arasinda amphiregulin (AREG) ve epiregulin (EREG) bulunur
(Conti ve digerleri, 2006; Norris ve digerleri, 2010; Su ve digerleri, 2010). Bu faktorler,
kumulus hiicrelerinde EGFR'ye baglanarak MAPK'yi aktive eder ve hiicre dis1 sinyal ile
diizenlenen kinaz 1 ve 2’yi aktive eder (Su ve digerleri, 2010; Vaccari ve digerleri, 2009).
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Sekil 15. Oosit matiirasyonunda yer alan sinal ag1 (Nunes ve digerleri, 2015).

ERK 1/2 fosforile oldugunda, gap junction'larin ¢oklu fosforile edilmis proteinleri olan
koneksin 43" (Cx43) ve 37’yi (Cx37) hiperfosforile eder ve bu durum onlarin iletkenligini
belirler (Sela-Abramovich ve digerleri, 2005; Sela-Abramovich ve digerleri, 2006b). Boylece,
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MAPK gap junction'larin kapanmasina ve oosit ile folikiiler hiicreler arasindaki iletisimin
bozulmasina neden olur (Kidder ve Vanderhyden, 2010; Sela-Abramovich ve digerleri, 2005).
Bu nedenle, mural graniilosa hiicreleri tarafindan iiretilen cGMP ve cAMP oosite ulagamaz.
PDE3A aktif hale gelir ve cAMP'yi yikar (Norris ve digerleri, 2010). Oosit i¢cindeki cAMP
seviyelerindeki azalma, PKAI'yi inhibe eder ve cdc25B'nin inhibisyonunu kaldirir (Sela-
Abramovich ve digerleri, 2006b; Vaccari ve digerleri, 2009). Bu fosfataz aktif oldugunda,
cekirdege tasinarak MPF'yi defosforilasyon yoluyla aktive edebilir (J. Li, ve digerleri, 2012).
MPF'nin aktivasyonu mayotik yeniden baslamayi tetikler ve oosit ilk mayotik boliinmeyi

tamamlayarak metafaz Il'de (Sekil 15) duraklar (Sela-Abramovich ve digerleri, 2006b).

ERK1/2 aktivasyonu ayrica, kumulus hiicrelerinde ekspansiyon ve musifikasyon igin
gerekli olan genlerin ifadesini de tetiklemektedir (Sekil 16). Bu genler arasinda, hyaluronan
tiretiminden sorumlu ve kumulus hiicrelerinin genislemesine yardimci olan hyaluronan sentaz
2 (Has2), prostaglandinlerin iiretimini tesvik eden ve yine kumulus hiicre genislemesine
yardimet1 olan prostaglandin-endoperoksid sentaz 2 (Ptgs2), hyaluronan ile etkilesime girerek
kumulus hiicre matriksini diizenleyen tiimor nekroz faktor alfa kaynakli protein 6 (Tnfaip6) ve
hyaluronanin kumulus hiicreleri arasinda birikimini tesvik eden pentraxin 3 (Ptx3) yer

almaktadir (Su ve digerleri, 2003).
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Sekil 16. Kumulus hiicre genislemesinde ERK1/2’nin etkisi (Fang ve digerleri, 2023).
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ERK1/2 inhibisyonu ve fare oositlerinde yapilan deneyler, mikrotiibiil organizasyonu ve
mayotik ig ipligi olusumunda ciddi bozulmalara neden olmustur (Fan ve Sun, 2004b; Y.-L.
Zhang ve digerleri, 2015). ERK1/2 veya bunlarin yukar akig kinaz1t MOS silindiginde ise, fare
oositlerinde kardes kromatidlerin erken ayrilmasi ve partenogenetik aktivasyon gozlenmistir

(Paronetto ve digerleri, 2004; Verlhac ve digerleri, 1996).

ERK1/2 substratlar1t MISS (Mitojen ile indiiklenen sinyal yolu) ve DOCIR (Agiz
Kanserinde Silinen 1 ile Ilgili)’in, MII fare oositlerinde mikrotiibiil organizasyonunu
diizenledigi belirlenmistir (Lefebvre ve digerleri, 2002; Terret ve digerleri, 2003). ERK1/2'nin,
oositlerin metafaz Il asamasindan ¢ikisini engelleyen bir protein kompleksi olan sitostatik
faktoriin (CSF) bir pargasi oldugu agikga kanitlanmistir. Bu kompleks, siklin B'nin
stabilizasyonu yoluyla oositlerin metafaz Il asamasindan ¢ikigini engeller (Sekil 17) (Paronetto
ve digerleri, 2004; Verlhac ve digerleri, 1996).

MOS'un oositlerde CSF aktivitesi i¢in gerekli oldugu bulunmustur (Posada ve digerleri,
1993). MOS eksik farelerden elde edilen oositler MII'de duraklamamis, bunun yerine spontan
partenogenetik aktivasyon ve basarisiz gelisim gostermistir (Hashimoto ve digerleri, 1994).
Ayrica, bu tiir oositlerin matiirasyonu sirasinda ERK1/2 aktif hale gelmemis ve matiirasyon

tesvik edici faktor (MPF) aktivitesi MII'de erken azalmistir (Choi ve digerleri, 1996).

ERK1/2

Hiicre iskeleti CSF
Diizenlenmesi Korunumu
ig ipligi
Olusumu MOS/MEK/

Cyclin B1/ ERK1/2

CDK]» l (

APC/C

EMI2

Sekil 17. Mayoz boliinme sirasinda ERK 1/2’nin rolii (Kalous ve digerleri, 2018).
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Omurgali oositlerinde ERK1/2 tarafindan aktive edilen ve translasyonun
diizenlenmesinde etkin olan p90 ribozomal S6 kinaz (RSK) tarafindan indiiklenen CSF
duraklamasi, ERK1/2 yolu ve mayotik hiicre dongiisiindeki ip ipligi olusumu kontrol noktasi
arasinda bir baglant1 saglar (Maller ve digerleri, 2002; Schwab ve digerleri, 2001). ERK1/2'nin,
oositlerin sitoplazmik matiirasyonunda 6nemli bir rol oynadigi kanitlanmistir. Koyun
oositlerinde in vitro matiirasyon sirasinda ERK1/2 aktivitesi engellendiginde sitoplazmik
matiirasyonda bozulma ortaya ¢ikmis ve bu durum sonrasinda boliinme orani1 ve blastosist

gelisiminde azalmaya yol agmistir (Ni ve digerleri, 2015).

ERK1/2 aktivitesinin seviyesi, MII oositlerinin yaslanmasi sirasinda da 6énemli bir rol
oynar. Domuz oositlerinin in vitro kiltiirii 72 saate kadar uzatildiginda, oosit yaslanmasini
indiiklemek i¢in ERK1/2 aktivitesinde yaslanmanin ilk 12 saati i¢inde belirgin bir azalma
meydana gelmis ve bu azalma uzatilmis kiiltiir sirasinda devam etmistir. Yaslanmis MII domuz
oositlerinde ERK1/2 aktivitesinin erken azalmasinin, anormal anafaz II'ye sahip oositlerin
oranlarinin partenogenetik aktivasyon sonrasi dnemli 6l¢iide artmasi nedeniyle erken embriyo
gelisimini olumsuz etkiledigi one siiriilmiistiir (Ebeling ve digerleri, 2010; Ma ve digerleri,

2005).

Bugiine kadar tanimlanan memeli oositlerinin mayotik matiirasyonu sirasinda
ERK1/2'in iglevleri sunlari igerir: mikrotiibiillerin ve ig ipligi olusumunun diizenlenmesi (Sun
ve digerleri, 2008; Verlhac ve digerleri, 1996), MPF'nin stabilizasyonu (Miyagaki ve digerleri,
2011; Tiwari ve digerleri, 2018), oositlerin sperm tarafindan déllenmeden 6nce MII asamasinda
bloke edilmesinden sorumlu olan sitostatik kompleksin bir pargasi olarak rol oynar (Suzuki ve

digerleri, 2010; Verlhac ve digerleri, 1996).

2.2.4. Oosit Matiirasyon Anormallikleri

Infertilite tanisi alan tiim kadinlarin yaklasik %8,6-15,2’sinin mayotik olarak yetersiz
olan en az bir tane oosit Urettigi bilinmektedir. Tiim oositler i¢inde en az %25’ ve daha
fazlasinda matiirasyon goriilmedigi takdirde ise basarili fertilizasyon ve klinik gebelik oranlar
paralel olarak azalmaktadir. Ancak dikkat edilmesi gereken nokta, matiire olmamis oositlerin
ara sira denk gelisi ile siirekli olarak anormal ve matiire olmayan oosit iiretiminin birbirinden

net olarak ayirt edilmesidir.
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Anormal oosit liretimine sahip bir¢ok vaka olgusunda goze carpan birkag ortak 6zellik
vardir. Bunlar; primer infertilite, matiire olmayan oosit tiretiminin siirekliligi, [IVM yapilsa dahi
matiirasyonun elde edilememesi ve intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI)’na ragmen

fertilizasyonun gergeklesmemesi.

Matiir oosit elde etmek, mayotik yeniden baslamaya ve siirdiiriilmesine, yani mayotik
yetkinlige bagli bir durumdur. Mayoz bodliinmenin baslamasindan 6nce oosit, mayoz’un
tamamlanmasi i¢in gerekli olan protein ve mRNA ’lar1 depoladigi bir biiyiime evresinden gecer.
Mayotik ilerleme sirasinda, bu temel diizenleyici proteinler olduk¢a siki bir sekilde kontrole
ugrar. Bahsedilen bu kontrol, proteinlerin iiretimi, fosforilasyonlari, lokalizasyonlar1 ve
yikimlarmin diizenlenmesi yoluyla gergeklestirilir. Bu Onemli ve hassas agamalarda

gerceklesen herhangi bir degisiklik matiirasyon yetmezligine neden olabilir.

Insanlarda tekrarlayan oosit matiirasyon yetmezIigi ve anormal oosit iiretiminin nedeni
hala tam olarak aydinlatilamamistir. Ancak hayvan modellerinde, mayotik siire¢lerde etkin olan
kilit degisiklikler, uyaricilar ve inhibitorlerin kullanimi veya nakavtlarin gelistirilmesi ile
deneysel olarak tiiretilmis olup, birgok mayotik yetmezlik fenotipi sunmustur. Bu ¢aligmalar
yardimiyla, mayoz’un devamliligin1 diizenleyen ve kontrol eden sinyal mekanizmalari
hakkinda biiyiik bir literatiir zenginligine ulagilmasina ragmen, bu aracilar ile insan infertilitesi
arasindaki iliski hala net olarak kurulamamistir. Oosit matiirasyon anormallikleri, mayotik
siire¢ icerisinde etkin olan mekanizmalarda gerceklesebilecek aksakliklar ve oosit’in mevcut
durumu goz oniine alindiginda dort farkli tip lizerinden degerlendirilmektedir (Beall ve
digerleri, 2010; Celik, 2011).

Tip | — GV Arresti: Diploten arrest’inin son bulmasi ve mayozun yeniden baslamasi,
matlirasyon-tetikleyici faktoriin (MPF) aktivasyonu ile kontrol edilir. Mayoz I’in kaldig1 yerden
devam etmesi ve M fazina girig, morfolojik olarak germinal vezikiiliin yikilmas1 (GVBD) ile
karakterizedir. Hayvan modellerinde yapilan ¢aligmalar ile, MPF aktivasyonuna yol agan
anahtar sinyal yolaklarinda gerceklesen aksakliklarin, GVBD 6ncesinde oosit arrest’ine neden

oldugu gosterilmistir.

Klinik ¢alismalar ile raporlanan vakalarda gozlenen GV'de matiirasyon engelinin
bahsedilen MPF aktivasyonu i¢in gerekli olan yolaklarda ger¢eklesen bozulmadan kaynaklanip

kaynaklanmadig1 bilinmemektedir ¢iinkii bu oositlerin molekiiler analizi yapilmamistir.

29



Bu tipteki sendroma sahip yumurtaliklar ve oositler morfolojik olarak normal goriiniir.
Ancak GV arrestinde kalan oositler iireten kadinlarin MPF aktivasyonundan sorumlu sinyal

yolunda bir kusura sahip olabilecegi diisiiniilebilir (Beall ve digerleri, 2010; Celik, 2011).

Tip 1l — MI Arresti: Mayoz | evresinden metafaz Il arrestine kadar olan ilerleme,
kromozomlarin yogunlagmasini, metafaz ig ipliginin olusumunu, ilk metafaz plagi boyunca
kromozomlarin hizalanmasini ve ardindan homolog kromozomlarin ayrilmasi ve genetik
ayrismay1 gerektirir. Ilk mayotik boliinmenin sonuglanmasi, birinci polar cisimcik (PBI)’in
varligi ile karakterizedir. PBI olusmadan once oositin arrest’e girmesi, morfolojik olarak MI
arresti olarak smiflandirilir. MI arresti, ya mayotik ilerlemeyi saglayan sinyal transdiiksiyon
yolundaki bir hatadan ya da ig ipligi olusumu kontrol noktasinin (SAC) aktivasyonuna neden
olan herhangi bir anormallikten kaynaklanabilir. Hem fare modellerinde hem de MI arresti
goriilen vaka raporlarinda, genellikle normal ig ipligi organizasyonuna sahip olanlar ve
kromozomal anormallikler gdsterenler olmak iizere iki fenotip gozlemlenir (Beall ve digerleri,

2010; Celik, 2011).

Tip 1l — MII Arresti: MII'nin morfolojik olarak smiflandirilmasi, ¢ogunlukla oosit
matilirasyonunun gerc¢eklestigini, metafaz II'de arreste girdigini ve fertilizasyona uygun oldugu
varsayimini dogurur. Ancak, fertilizasyon denemesi sonrast embriyo olusturma yetenegi
olmayan MII morfolojisine sahip oositler {ireten kadinlar da vardir. Bu morfolojik matiirasyon
ile potansiyel arasindaki uyumsuzluk, ya PBI olusumu ile metafaz II arasindaki herhangi bir
asamada arreste girmis ve fertilizasyon yetenegi olmayan matiire olmamis oositlerin morfolojik
siiflandirmaya dahil edilmesinden ya da metafaz II'de normal olarak arreste girmis ancak
mayozu tamamlamaya yetenegi olmayan oositlerden kaynaklanabilir (Beall ve digerleri, 2010;

Celik, 2011).

Tip IV — Karigik Arrest: Bazi infertil hastalar, mayozun birden fazla asamasinda arreste
giren oositler tiretirler. Hiicre dongiisii ilerlemesi ve arrestinden sorumlu temel medyatorler
yuksek oranda korunmus olup, farkli fonksiyonlari gergeklestirmek i¢in farkli homologlar
kullanilarak mitoz ve her iki mayoz dongiisii sirasinda kullanilirlar. Bu redundans nedeniyle,
bir homologun fonksiyon kaybi, bir ilgili aile {iyesi tarafindan kismen veya tamamen telafi
edilebilir. Kismi telafi, mayotik ilerleme sirasinda karisik arrest fenotipine yol agabilir (Beall
ve digerleri, 2010; Celik, 2011).
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2.3. In Vitro Matiirasyon

Kliniklere basvuruda bulunan hastalardan elde edilen oositlere in vitro matiirasyon (IVM)
uygulanmasi, kisirlik problemi yasayan bireylerin tedavisinde kullanilmakta olan bir
yontemdir. IVM, her ne kadar son yillarda bilinirligi ve rutin kullanimi artan bir uygulama olsa
da aslinda uzun yillardir incelenen ve iizerinde ¢alisilan bir konudur. Onceleri matiire olmayan
insan oositlerinin in vitro matiirasyonu sonucu elde edilen veriler basarisiz gibi goéziikse bile,
son yillarda alaninda uzman Kliniklerin bildirdigi sonug¢larin standart IVF sikluslar1 ile elde
edilen sonuglara yakin oldugu goziikmektedir. Bu nedenle IVM giiniimiizde diinya genelinde
daha yaygin ve daha sik kullanilmaya baslanan bir iiremeye yardimci laboratuvar yontemi olup,
mevcut durumunun da gelistirilmesi i¢in zamana ve arastirmaya ihtiya¢ duymaktadir (Celik,
2011).

Robert Edwars isimli bir bilim insani, 1965°li yillarda insan oositlerinin dogal
ovaryumlardan elde edildikten sonra kendiliginden matiirasyona ugrayabildiklerini ve in vitro
dollenebilme yetenegine kavusabildiklerini gozlemlemistir (Edwards, 1965). Bu gozlem
sonrasinda yapilan uygulamalar, stimiilasyona ugramis IVF sikluslarindan elde edilen immatiir
oositleri rehabilite etmek ve kullanilabilir hale getirmek amaciyla gergeklestirilmistir. Ancak
bahsedilen bu immatiir oositler, matiirasyona ugrayip ugramadiklarini anlamak amaciyla
cogunlukla kendilerini saran kumulus hiicrelerinden arindirilmis olup, ¢evrelerindeki graniiloza
hiicrelerinden yoksun kiiltiir edilmekteydiler. Bu nedenle kurtarma amaciyla elde edilen bu
oositlerin hem fertilize olabilme kapasiteleri diisiik olmakta hem de gelisen embriyolarda klivaj
sorunlari meydana gelmekteydi. Bu embriyolarin ideal gelisim gosterememeleri oldukga
normal karsilanan bir durumdur zira bu immatiir oositler aslinda kompetanslarini
olugturamamis oositlerdir, ¢linkii gonadotropinlerin kullanimma ragmen diger oositler
matiirasyon asamalarint tamamlayabilmigken, bu oositler in vivo matiirasyonlarini

tamamlayamamis olan oositlerdir (Celik, 2011).

IVM tarihgesine bakildiginda, immatiir oositlerin matiire edilmesiyle gerceklestirilen ilk
gebelik 1983’te rapor edilirken, 1991°de ise ovaryum stimiilasyonu olmadan elde edilen
oositlerden ilk gebelik elde edilmistir. PCO tanisi alan hastalarda ise ilk kez 1994 yilinda IVM
ile gebelik saglanmistir. IVF tedavisi sonras1 gergeklesen ilk dogum, 1978 yilinda fizyolojik
siklus ile elde edilmis olsa bile, bugiin IVF uygulamalarinda tedavi sansinmi arttirmak adina

gonadotropinlerin kullanim1 sonucu ¢ok sayida olgun follikiil gelistirilebilmektedir. IVF
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tedavisi siirecinde, olgun follikiil oranii arttirmak adma gonadotropin salgilatici hormon
analoglar1 (GnRH-a), insan menapozal gonadotropini (HMG) ya da yiliksek oranda
saflagtiritlmis FSH ile ovaryum stimiilasyonu gergeklestirilmektedir. Fakat bu igslem sonrasinda
bazi hastalarda ovaryumlarin fazla miktarda uyarilmasi ile birlikte ovaryan hiperstimiilasyon
sendromu (OHSS) adi1 verilen bir patolojinin ¢ikmasi s6z konusudur. OHSS nin kontrol altina
almamadigi durumlarda hastalarda bobrek yetmezligi, solunum problemleri, tromboemboli ve
yaygin olmasa da oliim ile sonuglanabilecek olumsuz durumlar goriilebilmektedir (Delilbast,

2008).

Sonraki donemlerde tedavi slirecinin uzun olmasi, ekonomik olarak maliyetli olmasi, yan
etkilerinin uzun vadede ortaya ¢ikisi gibi nedenler dolayisiyla fertilizasyona uygun oositlerin,
In vitro matiirasyon islemi ile elde edilmesinin tizerine yogunlasilmistir (Delilbasi, 2008). Ayni
zamanda hastalik 6ykiilerinde endometrium ya da meme kanseri gibi, hormonlara duyarl bir
kanser ge¢misi olan hastalarda gonadotropinlerin neden oldugu, fizyolojik sartlarin {istiinde
goriilebilecek Ostrojen diizeylerinden de sakinilmis ve daha giivenli bir infertilite tedavisi

saglanmis olunmaktadir (Celik, 2011).

Ancak matiire olmamus oositlerin kiiltiir ortaminda metafaz 11 oositlere ilerlemesi, bu
oositlerin kompetanslarini da kazandiklar1 anlamina gelmemektedir. Bir oositin kompetansini
kazanabilmesi i¢in niikleer ve sitoplazmik matiirasyonlarinin birbiri arasinda senkronizasyona
sahip olmasi gerekmektedir. Niikleer matiirasyondan bahsedildiginde, germinal vezikiiliin
yikilmasi, mayozun tekrar baslamasi, birinci polar cismin atilmasi ve de MII evresinde
duraksamanin gergeklesmesi siiregleri tanimlanmis olur. Sitoplazmik matiirasyonu ise
mikroskopik gozlemlerle degerlendirmek oldukga giictiir ve sitoplazmik matiirasyon sirasinda
yasanan problemler ileride kendini embriyo klivajinda, gelisiminde ya da implantasyon

strasinda gosterir (Celik, 2011).

IVM uygulamas: sirasinda dikkat edilmesi gereken nokta toplanacak olan immatiir
oositleri, baskin follikiiliin salgilamis oldugu parakrin ve endokrin uyarilar nedeniyle olumsuz
bir bigimde etkilenmeden Once elde etmek ve kurtarmaktir. Bu sebepledir ki temel VM
uygulamalarinda immatiir oositlerin toplanmasi, baskin follikiiliin se¢ilme zamanina yakin bir
donemde gergeklestirilmelidir. Aksi takdirde dogal siklusta follikiiler dominans saglandiktan
sonra, diger follikiillerin atreziye gitmesini saglayan parakrin ve endokrin etkiler toplanmasi
hedeflenen immatiir oositler iizerinde olumsuz etkilere neden olabilir. Bu nedenle, immatiir

oositlerin toplanma zamani [IVM basarisi i¢in 6nemli bir noktay1 olusturmaktadir (Celik, 2011).
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Immatiir olarak toplanan oositler, kumulus hiicreleri ile ¢evrili bir sekilde insan oositleri
icin gerekli olan 24-48 saatlik bir matiirasyon siireci amaciyla kullanilan 6zel IVM besiyerleri
icerisine konulur (Son ve digerleri, 2005). IVM amaciyla kullanilan bu medyumlar farkl: ticari
formlarda bulunabilmektedir. Bu matiirasyon medyumlar1 igerisine kullanim &ncesinde
cogunlukla rekombinant FSH ve hCG eklenmesi gerekebilir. Farkli ¢alismalar igerisinde
ekzojen protein kaynagi olarak matiirasyon medyumuna hastadan elde edilen inaktive edilmis
serum ya da follikiil siv1 ilavesi de yapildigi bilinmektedir. Serumda ve follikiiler sivida bulunan
bliylime faktdrleri, lipidler, glikoproteinler, steroidler, sitokinler oositin matiirasyonunda rol
alabilecek maddeler olup, sentetik serum ya da insan albumini eklenmesine iistiin olabilirler

(Celik, 2011).

Matiirasyon siirecini basariyla tamamlayan oositler inseminasyon amaciyla ¢ogunlukla
ICSI ile dollenirler. Cilinkii oositler hem matiirasyonun tespiti i¢in kumulus hiicrelerinden
arindirilmis durumdadirlar hem de IVM siirecinde zona pellusidanin sertlestigi yoniinde teorik
bir ¢ekince bulunmaktadir. IVM ile matiire olmus oositler ile yapilan bir ¢alismada, ICSI
uygulamas1 sonrast I[VF’e oranla daha yiiksek fertilizasyon oranlarina ulasildig:
gozlemlenmistir (Hwang ve digerleri, 2000). Bir diger ¢alismada ise IVF uygulamasi sonrasi
ICSI’ye nazaran daha yiiksek implantasyon ve gebelik oranlari bildirilmistir (S6derstrom-
Anttila ve digerleri, 2005). Bu nedenle sperm parametrelerinde herhangi bir anormallik
olmadig: takdirde, ICSI uygulamasinin mutlaka gerekli olup olmadig1 ya da IVM uygulanmis

oositlerin fertilizasyon i¢in elzem olup olmadig1 kesin olarak belirli degildir (Celik, 2011).

IVM sirasinda optimize edilmesi gereken bazi alanlar vardir; hangi hastalarin IVM i¢in
secilmesi gerektiginin belirlenmesi, follikiiler priming (kisa siireli gonadotropin tedavisi)’in
gerekip gerekmedi8i, endometriumun hazirlanmas: ve desteginin en iyi nasil yapilacag,
uygulanacak inseminasyon yonteminin g¢esidi (IVF/ICSI), embriyo transferinin zamanlamasi
gibi konular bunlara dahildir (Celik, 2011). Bir diger ihtiyag duyulan optimizasyon alani ise
kiiltiir sirasinda kullanilacak besiyeri ¢esidi ve igerigidir. Zira in vitro oosit matiirasyonunu
olumsuz etkileyen temel nedenler tizerine uygulanabilecek takviyeler, matiirasyon sirasinda rol
alan biyomolekiiler mekanizmalar iizerinde koruyucu ve destekleyici etkiler saglayabilir. Bu
sebeple TVM’in optimizasyonu i¢in caligmalarin yiiriitiilmesine glinimiizde hala ihtiyag

duyulmaktadir (Celik, 2011; Delilbas1, 2008).

IVM hedefli secilen besiyeri, matiirasyon sirasinda oositlerin sitoplazmik ve niikleer
gelisimlerine katk: saglamalidir. Bununla birlikte matiire olmus oositlerde gen ifadesinin ve

reglilasyonunun da diizenlenmesi adina optimal kiiltiir sartlarimi da ihtiva etmelidir. Bu
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ihtiyaglar nedeniyle besiyeri igeriginde mutlaka olmasi gereken maddeler ve dikkat edilmesi

gereken parametreler bulunmaktadir.

Oosit in vitro matiirasyonunda etkili oldugu diistiniilen bilesenlerden birisi fetal dana
serumudur (Fetal calf serum, FCS). Normal sartlarda fertilizasyon sirasinda polispermiyi
onlemek adina kortikal reaksiyon gerceklesmekte ve bu da zona pellusidanin yapisinda
sertlesmeye neden olmaktadir. FCS feuitin olarak adlandirilan proteini barindirir. Bu protein
zona pellusidanin sertlesmesini Onleyerek fonksiyon gormektedir. Bu durum FCS’nin oosit
matiirasyonu ve fertilizasyonunda onemli bir etkisi oldugunu gostermektedir. Ancak ICSI

uygulamasinin ortaya ¢ikisi ve yayginlasmasi ile FCS’nin rolii sorgulanir olmustur.

Uygulama sirasinda kullanilan besiyerlerinin pH degeri, oositin ve daha sonra gelisecek
embriyoya ait hiicrelerin igsel pH’sini etkileyeceginden dolayr énemli bir faktordiir. Ayni
zamanda in vitro matiirasyon asamasinda mayoz bdliinmenin tamamlanmasi igin igsel pH’nin
artis1 da soz konusudur. Bu sebeple besiyerinin pH dengesi besiyerine eklenebilecek gesitli

tamponlarla veya CO>’li inkiibator yardimiyla saglanmalidir.

Bununla birlikte ositler ve somatik hiicreler i¢in temel enerji kaynagi olan glukoz, piriivat
ve laktat da besiyerine degisik konsentrasyonlarda ecklenebilecek faktorler arasinda yer
almaktadir. Oositlerin ihtiyag duydugu faktorlerden biri olan piriivat, normal sartlarda kumulus
hiicreleri tarafindan glukoz ve laktat molekiillerinin piriivata doniistiiriilmesiyle biiyiik dlgiide
elde edilmektedir. Bu durum matiirasyon asamasinda oosit ¢evresinde bulunan kumulus
hiicrelerinin 6nemini agik¢a vurgulamaktadir. Denudasyona ugramis oositlerin besiyerine
piriivat eklendiginde mevcut durumlarin1 koruduklart ancak kumulus hiicreleri ile birlikte
kokiiltiir uygulamasi yapildiginda mayoz bolinme sirasinda bir duraklama olmadigi

gozlenmistir.

Besiyerinde bulunmasi gerektigi diistiniilen diger molekiiller ise aminoasitler ve
vitaminlerdir. Aminoasitler proteinlerin yapi tagi olmakla birlikte tampon olarak da goérev
goriirler ve enerji kaynagi olarak kullanilirlar. Embriyo gelisimi sirasinda besiyerlerinin serum
icerip igermedikleri dikkate alinarak gelisim evresine gore farkli konsantrasyonlarda aminoasit
eklemesi yapilmalidir. Bu konuda yapilan hayvan deneylerinde vitaminlerin matiirasyon
tizerindeki etkisi konusunda ise yetersiz bilgi bulunmakla birlikte, matiirasyon esnasinda

niikleer ve sitoplazmik matiirasyonu uyardigi yoniinde de bilgiler mevcuttur (Delilbasi, 2008).

Bu bilgilere ek olarak, in vitro oosit matiirasyonu siiresince karsilasilan oosit matiirasyon

yetmezligi tiplerine ve tespit edilen sebeplerine uygun olarak besiyerlerine takviyelerde
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bulunulmasi ¢esitli arastirmacilar tarafindan degerlendirilen bir durumdur. Sendrom tipi,
nedenleri ve bu konuya 6zel optimize edilmis [IVM medyumlarinin literatiire kazandirilmasi ve

klinik yansimalarini gorebilmek adina hala ¢alismalara itiya¢ duyulmaktadir.

2.4. Pestisitler

Pestisitler, tarim ve gida iirlinlerini korumak amaciyla zararli organizmalarin kontrol
altina alinmas1 ya da yok edilmesi adina kullanilan dogal veya sentetik kimyasal maddeler
olarak tanimlanabilmektedir (Sharma ve digerleri, 2019). Tarimsal iiretime olan katkilar
nedeniyle zaman i¢erisinde bu kimyasallara olan bagimliligimiz katlanarak artmis durumdadir.
Ancak yararl etkilerine ragmen, kullanimiyla birlikte toprak, su ve diger dogal kaynaklara
karisarak onlenemez bir sekilde ekosistem dongiilerine dahil olmaktadir. Buna bagh olarak,
yogun miktarda kullanilan bu pestisitlerin ¢evre, hayvan ve insan saglig1 ilizerinde olumsuz
etkilerinin oldugu siirekli artan kanitlarla gosterilmekle birlikte yadsinamaz bir gergek halini

almistir (Jayaraj ve digerleri, 2016).

Pestisit kullanimi, insanlik tarihi icerisinde neredeyse tarimsal hayata gecise kadar
uzanmaktadir. Ancak milattan Onceki donemlerde kimyasal iirlinlerden bahsetmek pek
miimkiin degildir. Dolayisiyla kullanilan {irtinler direkt olarak mevcut hayvan, bitki ya da
mineral kaynaklardan elde edilmekle birlikte, bu {iriinlerin yakilmasiyla ortaya ¢ikan kotii
kokunun haserelere ve kiiflere karsi etkili oldugu inanci hakimdi. Kimyasal iiriinlerin
kullaniminin ise ancak 1800’lerin sonuna dogru baktigimizda, inorganik tuzlarla birlikte
basladig1 bilinmektedir. Bu donemlerde insanlar uzun siire meyve ve patates gibi gidalarda
mantar enfeksiyonlarina karsi bakir, stilfat ve kirecli arsenik gibi bilesikleri kullanmistir. Daha
sonraki siireglerde, bahsedilen bu bilesiklerin kullanim1 insanlara kars1 toksik etkileri nedeniyle
yerini organik bilesiklere birakmustir. Ne var ki, 1940’11 yillara gelindiginde, kimya alanindaki
gelismelerle birlikte daha etkin ve gliclii olan sentetik organik bilesiklerin iiretimi ve kullanimi

yayginlagarak giinlimiizdeki halini almistir (Moreira ve digerleri, 2021).

Pestisitler siniflandirilirken kimyasal yapilari, etki mekanizmalari, fonksiyonel gruplari
ve toksisite seviyeleri géz oniinde bulundurulur. ilkin smiflandirma pestisitler, herbisitler,
fungisitler, insektisitler ve rodensitler olmak iizere tarim zararlilarinin c¢esidine gore
yapilmaktadir (Amaral, 2014; Mnif ve digerleri, 2011). Kimyasal yapilarina gore ise, organik

ve inorganik olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Bakir, bakir siilfat, demir siilfat, kire¢ ve kiikiirt
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inorganik yapidaki pestisitlere dahil olurken, organik pestisitler daha karmasik bir igerige
sahiptir (Kim ve digerleri, 2017). Organik pestisitler biinyesinde klorohidrokarbonlar,
organafosfatlar, karbamatlar, sentetik piretroidler, metabolit ve hormon analoglari, sentetik {ire,
triazinler, benzimidazoller, metaldehitler, metal fosfitler gibi sayilar1 daha da arttirilabilecek

cesitli kimyasal bilesikleri ihtiva etmektedir (C. Zhang ve digerleri, 2018).

Organik pestisitler, hasereler lizerinde cogunlukla sinir sistemi ve kaslarda bulunan
reseptorler, enzimler ve iyon kanallarini hedef alarak etkinlik gostermektedir. Ornegin,
organoklorlu pestisitler MSS ve PSS’de iyon degisim ritmini bozarak aksiyon potansiyeli
olusumunu inhibe eder. Organofosfatlar ve karbamatlar, AChE enzimini baskilayarak
muskarinik sinapslarda ACh birikmesiyle birlikte reseptdr uyarimini arttirir. Yine piretroidler,
aksonlar lizerinde voltaj kapili sodyum kanallariin siirekli agik kalmasina sebep olarak sinirsel
uyarimi engeller ve canliy1 felce stirtikler (Gupta ve digerleri, 2017; Leemans ve digerleri, 2019;

Zamkowska ve digerleri, 2018).

Gliniimiizde artik, bahsedilen bu pestisitlerin kendisine veya kalintilarina maruz kalmanin
pek ¢ok yolu mevcuttur. Su ve topraga karigsmis olan pestisitlere temas etmek, bu kimyasallari
solumak, tiretim yerlerinde bulunmak veya kullanim orani yiiksek olan tarimsal alanlara yakin
ikamet etmek gibi etkenler pestisitlere maruziyetimizi arttirsa da en yaygin temas dogrudan,
iretimi sirasinda pestisit kullanilan tarim iriinlerini tiiketmektir (Mostafalou ve Abdollahi,
2013). Meyve ve sebzeler, saglikli bir diyetin 6nemli bilesenleri olarak otoriteler tarafindan
siddetle tavsiye edilen gidalar arasinda yer alirlar. Ne var ki, bu gidalar ayn1 zamanda diyet
yoluyla maruz kaldigimiz pestisit kalintilarinin da temel kaynagini olusturur (Nassan ve

digerleri, 2018).

Organik pestisitlerin tarihsel siirecine bakildiginda piyasada ilkin organoklorinleri (OCP)
gormekteyiz (Leemans ve digerleri, 2019). Ancak OCP’lerin biyobozunurluklart ¢ok diisiiktiir
ve c¢evresel kirlilik i¢in biiytlik tehdit teskil etmektedir. Bu sebeple OCP’lere alternatif olarak,
kararsiz kimyasal yapilar1 nedeniyle hizli hidrolize olan ve bu sebeple de nispeten daha az
gevresel kalintt birakan organofosfatlar (OP) tercih edilmeye baslanmistir (Soltaninejad ve
Shadnia, 2014). OP’ler ayn1 zamanda genis spektrumlu bir etkinlik gostermekle birlikte, hedef
spesifikligi, genis kullanim alan1 ve ekonomik uygunluklar1 nedeniyle de piyasaya hakim
olmustur. Ancak OP’lerin tarimsal alanda pek ¢ok avantaji olmasina ragmen insan sagligi

tizerindeki olumsuz etkilerine en az diger pestisitler kadar dikkat edilmelidir (Costa, 2018).
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OP’lerin toksik etkileri arasinda en iyi bilineni kuskusuz asetilkolinesteraz (AChE)’1n
baskilanmast durumudur. AChE, periferik (PSS) ve merkezi (MSS) sinir sistemi igerisinde
etkin rol oynayan asetilkolin (ACh)’i hidrolize ugratan bir enzimdir. OP’ler ile baskilanma
sonucu, enzim substrat etkilesimi bozularak sinaptik araliklarda kontrolsiiz ACh birikimi
gergeklesir (Jokanovi¢, 2001). Boylelikle reseptorlerde olusan asir1 uyarilma zamanla yerini
duyarsizlagsmaya birakarak sinir sisteminde aksakliklara ve boylelikle nobetlere, kas felcine,

solunum yetmezligine, koma ve 6liime neden olabilmektedir (Jokanovi¢ ve Kosanovi¢, 2010).

Bununla birlikte, OP bilesiklere akut veya kronik maruziyet sonucu redoks siireglerinde
degisikliklerin gergeklestigi ve oksidatif stresin tetiklendigini destekleyen ¢alismalar mevcuttur
(Ramirez-Vargas ve digerleri, 2017). Pestisit hasar1 direkt olarak, endojen serbest radikallerin
tiretimi ve hiicresel antioksidanlarin yikilmasinin desteklenmesiyle birlikte hiicre iginde
ROS/antioksidan dengesizligi sonucu olugmaktadir (Li ve digerleri, 2017; Mostafalou ve
Abdollahi, 2017a). ROS iiretimi, OP’lerin sitokrom P450 tarafindan metabolize edilirken
yapisina bir molekiiler oksijen atomunun eklenmesi ile gergeklesir (Lukaszewicz-Hussain,
2010). Aym1 zamanda OP’lere kronik ve asiri maruziyetle birlikte mitokondriyal hasarin
olusmasi sonucu sitokrom c’nin sitozolde asir1 birikimi hiicre i¢i kaspazlar1 aktive ederek

apoptoz siireglerini de tetiklemektedir (Li ve digerleri, 2017).

Pestisitlerin endokrin bozucu etkileri de mevcuttur. Hormonal diizenlenme sirasinda
herhangi bir noktada sisteme dahil olarak siirecin dengesizlesmesi veya bozulmasina neden
olabilir (Senthilkumaran, 2015). Ornegin, hormonal iiretim igin gerekli olan reseptérlere tipki
bir ligand gibi baglanarak steroidlerin dstrojene doniismesini tetikleyebilir ve dstrojene duyarl
gen bolgelerinin aktive olmasimi saglayarak kontrolsiiz iiretim ve faaliyete sebep olabilir
(Mostafalou ve Abdollahi, 2017b).

Bu anlatilanlarin 15181nda pestisitlere maruziyet, basta {irlime bozukluklar1 (Sekil 18) ve
infertilite olmak iizere, sinir sistemi hastaliklari, kanser, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar,
konjenital anomaliler de dahil olmak iizere sayilabilecek daha pek ¢ok kronik hastaliklarin

baslica sebeplerinden olabilmektedir (Mostafalou ve Abdollahi, 2013).
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Sekil 18. Organofosfat pestisitlerin disi kemirgen iireme sistemi {izerindeki etkileri
(Venkidasamy ve digerleri, 2021).

2.4.1. Malathion

Malathion (MAL), tarimda, endiistriyel alanlarda ve dis mekanlarda bulunan zararhlari
kontrol etmek i¢in kullanilan genis etki alanina sahip, organofosfat sinifi bir insektisittir. Ayni1
zamanda vektorel hastaliklarla miicadele kapsaminda sivrisineklerin kontrol altina alinmasi gibi
halk sagligini etkileyen uygulamalarda da kullanilir. Bununla birlikte, hayvanlarda bulunan dis

parazitler ve insanlarda bulunan bas ve viicut bitlerine kars1 da kullanimi mevcuttur (Reed ve
Rubin, 2014).

“dietyil 2-[(dimetoksi-fosforotiyol)tio]butandioat” olarak da adlandirilan MAL’1n kapali
formiilii C10H1906PS2’dir. MAL, oda sicakliginda merkaptan, sarimsak gibi karakteristik bir
kokuya, renksiz veya soluk sar1 arast bir goriiniime sahiptir. Suda ¢oziinebilirligi diistiktiir
ancak etil eter, benzen ve etanol gibi maddeler icerisinde ¢Oziinebilir, organik ¢oziiciilerin

coguyla karistirilabilir (Jensen ve Whatling, 2010a).

MAL, dahil oldugu OP’lere nazaran daha az akut toksisite gostermesi nedeniyle 50 yili
askin stiredir yogun kullanima sahiptir (Ozsoy ve digerleri, 2016). Ancak hakkinda yapilan

bilimsel ¢alismalar MAL’un sebep oldugu akut ve kronik toksisitenin en az diger pestisitler
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kadar hasar verici oldugunu kanitlar niteligindedir (Reed ve Rubin, 2014). MAL hedef
organizma tarafindan emildikten sonra reaksiyonlar sonucu Malaokson ad1 verilen bir metabolit
ortaya cikabilmektedir (Sekil 19). Malaokson’un, Malathion’dan 61 kat daha toksik olduguna
dair bilimsel g¢alismalar mevcuttur (Jensen ve Whatling, 2010a). MAL’a maruz kalmak
karaciger, bobrek, pankreas, testis, ovaryum ve beyin dahil olmak {izere bir¢ok organda goriilen

fonksiyonel hasar ile iliskilendirilmistir (Ozsoy ve digerleri, 2016).
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Sekil 19. Malathion’un Malaokson’a doniisiimiiniin kimyasal gosterimi (Jensen ve
Whatling, 2010b).

Bunun yani sira MAL, bir¢ok metabolik probleme de sebep olmaktadir (Esen ve Uysal,
2018). ACh’in baskilanmasi, apoptoz’un tetiklenmesi, genetik toksisite, immiin sistemde
bozulmalar, oksidatif stres ve inflamasyonun artmasi gibi durumlar toksik mekanizmalar
arasinda yer alir (Geng ve digerleri, 2015; Guyton ve digerleri, 2015; Ince ve digerleri, 2017;
Nicholas ve digerleri, 1979). Ancak toksisite seviyesi MAL’a maruziyetin siiresi, maruziyet
sekli ve diizeyi, yas ve genel saglik durumu ile de yakindan iliskilidir (Rosas ve Eskenazi, 2008;
Sanchez-Santed ve digerleri, 2016).

AChHE enziminin baskilanmasi yoluyla ACh’nin kontrolsiiz birikimi MAL toksisitesinin
temel mekanizmalarindan birisidir. Bu birikim sonucunda MSS ve PSS’de reseptorlerin asirt
uyarilmas1 meydana gelir. Boylelikle MAL’a maruz kalan kiside asir1 tiikiiriik salgilama, sik¢a
diskilama ve idrara ¢ikma, karin agrisi, kusma ve gbzyasi bezlerinin asir1 ¢alismasi gibi
semptomlarla birlikte kas zayiflig1, kaslarda titreme ve sertlik, fel¢ veya daha ilerisi solunum

depresyonu gozlemlenebilir (Kwong, 2002; Takahashi ve Hashizume, 2014).
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Ancak MAL maruziyeti ile olusan genis bir yelpazeye sahip semptomlarin hepsi AChE
baskilanmasi ile dogrudan aciklanamamaktadir. Lipofilik bir yapiya sahip olan MAL, hiicre
zar1 ile kolay bir sekilde iligki kurarak yapisal hasarlara ve hiicre i¢i serbest radikal seviyelerinin
artmasina neden olmaktadir. Ayrica Rieger ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 bir ¢alismada, MAL
maruziyeti ile birlikte gerceklesen hiicre 6liimii sirasinda hiicre igi siiperoksit anyon miktarinda
bir artisin  gergeklestigini  ve askorbik asit tedavisiyle birlikte, AChE aktivitesi
gbzlemlenmeksizin, hiicre 6liimii oranlarinda anlamli bir azalma oldugunu bulmuslardir. Bu
sonuglar, MAL’a maruziyet sirasinda oksidatif stres’in gozle goriliir bir bicimde arttigini

gostermektedir (Rieger ve digerleri, 2017a).

MAL maruziyeti ile birlikte olustugu kanitlanan oksidatif stres, hiicreler iizerinde
membran biitiinliigiinii bozmakta ve mitokondrilerde islevsel hasarlara (Sekil 20) neden
olmaktadir (Fortunato ve digerleri, 2006; Said ve digerleri, 2014). Ayrica yapisal ve
fonksiyonel olarak islev goéren protein, lipid ve DNA gibi biyomolekiiller {izerinde de
oksidasyon siireglerini baglatir (Cooke ve digerleri, 2003). Boylelikle hiicresel o6lim
yolaklarinin aktive olmasina, genetik mutasyonlarin veya kanserojen etkilerin artmasina sebep
olmaktadir. Buna bagh olarak pek cok farkli dokuda rapor edilen apoptoz indiiksiyonunun
MAL toksisitesi ile iligskilendirildigi bilinmektedir (dos Santos ve digerleri, 2016; Masoud,
2003). Ozetle, MAL maruziyeti ile birlikte olusan oksidatif strese bagl hiicresel problemler
viicut igerisinde pekcok yapt ve orgami direkt olarak etkileyebilmekte (Sekil 20), ¢esitli

patolojilerin meydana gelmesine sebep olabilmektedir (Shieh ve digerleri, 2019).

Bu patolojiler arasinda hem erkek hem de kadin lireme sistemi toksisitesine bagli olusan
infertilite de yer almaktadir. Gliniimiizde hala pestisitlerin kadin lireme sistemine olan belirgin
etkileri, erkek lireme sistemine kiyasla daha azdir. Ancak MAL’un da dahil oldugu OP’ler ile
yapilan calismalarda yumurtaliklarda islevsel kayiplarin oldugu, graniiloza hiicrelerinde
apoptoz ve atrezi oraninin arttigt ve buna baglh olarak folikiil kayiplarinin gergeklestigi
bildirilmistir (Bhardwaj ve Saraf, 2014). Kog ve digerleri (2019), MAL maruziyetinin doza
bagl olarak yetiskin Wistar rat’larinda ovaryum boyutlarim azalttigini, Ozsoy ve digerleri
(2016) de, MAL maruziyetiyle birlikte ovaryumda bulunan SOD ve CAT aktivitesinin kontrol
grubuna kiyasla diistiigiinii bildirmistir (Kog¢ ve digerleri, 2009; Ozsoy ve digerleri, 2016).
Ayrica MAL’a maruziyetle birlikte; graniiloza hiicrelerinde ¢ekirdek parcalanmasi, piknoz,
membran biitiinligiinde kayiplar, kromatin kondenzasyonu ve vakuolizasyon (Bhardwaj ve

Saraf, 2016); oositlerin hayatta kalma oraninda azalma ve transkripsiyon, translasyon ve
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mitokondriyal fonksiyonda gorevli olan gen ifadelerinde problemlerin (Bonilla ve digerleri,

2008a) meydana geldigi bildirilmistir.
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Sekil 20. Malathion’un hiicreler tizerindeki etkileri (Badr, 2020).
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2.5. Oksidatif Stres, ROS ve Serbest Radikaller

Azot, kiikiirt ve oksijen gibi molekiillerin reaktif tiirlerinin DNA, lipid ve protein gibi
makromolekiillere oksidatif hasar verdigi iyi bilinen bir gercektir (Pallavi ve digerleri, 2012).
Bahsedilen bu reaktif tiirlerin tiretimi ile antioksidanlarca desteklenen savunma mekanizmasi
arasindaki dengenin bozulmasi durumuna oksidatif stres adi verilir (Pisoschi ve Pop, 2015).
Oksidatif stres nedeniyle hayati 6nem tagiyan biyomolekiillerin hasara ugramasi veya diger
reaktif tiirlerin iretiminin tesvik edilmesi hiicrelerde nekroz, apoptoz gibi Oliim

mekanizmalarinin aktive olmasina sebep olmaktadir (Valko ve digerleri, 2007).

S6z konusu bu reaktif tiirler, radikal olmayan oksidanlar ve serbest radikaller olarak
ayrilmaktadir. Serbest radikaller elektriksel yiik barindirdiklari ve eslesme yapmamis bir
elektrona sahip olduklari i¢in diger molekiillerle reaksiyonlar1 sonucu oksidasyona sebep olup
kendilerini nétralize ederler. Bu nedenle zarar verici bir potansiyele sahip kimyasal tiirler olarak
da nitelendirilebilirler (Cheeseman ve Slater, 1993). Serbest olmayan tiirler ise, canlh
organizmalarda baglica li¢ ana gruba ayrilmaktadir. Bunlar; reaktif oksijen tiirleri (ROS), reaktif
nitrojen tiirleri (RNS) ve reaktif kiikiirt tiirleri (RSS) olarak siniflandirilir (Lu ve digerleri,
2010).
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Oksidatif streste biiyiik rolii olan ROS, peroksizomlar ve endoplazmik retikulum’un yan1
sira, hiicre icerisinde iki temel endojen kaynak sayesinde iiretilmektedir; NADPH oksidaz
(NOX) enzim ailesi ve mitokondri. NOX ailesi {iyeleri hiicre membraninda konumlanmaktadir
ve patolojik durumlarda en sik karsilasilanlar NOX2 ve NOX3’tiir (DeVallance ve digerleri,
2019).

Mitokondri kaynakli ROS ise, indirgenmis NADH’1n oksitlenerek NAD"’ya doniismesi
sirasinda yani oksidatif fosforilasyonla olusmaktadir (Ray ve digerleri, 2012; Zhu ve digerleri,
2019). Hiicreler, bu iki temel kaynak ile tiretilmis olan siiperoksit anyonunu, hidrojen peroksit
(H202)’e doniistiirmek igin siiperoksit dismutaz enzimini kullanir. Oksitleme giicli oldukca
yiiksek olan hidrojen peroksit’in suya donligmesi adina hiicre igerisinde birtakim antioksidan
proteinlerin sentezi baslar. Bu sayede iiretim ve tiiketim dengede tutulmaya calisilir
(Beckhauser ve digerleri, 2016; Nolfi-Donegan ve digerleri, 2020; Veith ve Moorthy, 2018;
Zhu ve digerleri, 2019).

Anlatilanlarin aksine ROS ve RNS’lerin bulunduklar yere, miktarlarina ve islevlerine
bagl olmak kaydiyla yararh etkilerinin de oldugu agiklanmustir. Ornegin, diisiik miktarlarda
bulundugu takdirde siiperoksit ve nitrik oksit radikallerinin hiicresel yanitta gbrev aldigi
bilinmektedir (Valko ve digerleri, 2007). Bununla birlikte siiperoksit dismutaz (SOD) ve
H20:>’nin etkisiyle hiicre i¢cinde dengede tutularak, bazi yolaklarda 6nemli bir sinyal molekiili
olarak gorev alirlar. Bu sayede anjiyogenez’i diizenleyen HIF gibi transkripsiyon faktorlerinin
iretimini, hiicresel proliferasyonu diizenleyen MAPK’lar1, hiicre sag kaliminda gdrevli olan
NF-kB yolagini ve hiicresel biiylimeyi diizenleyen PI3K yolagini aktive etmektedir. Ayrica
ROS’un immiin sisteme de yardimda bulundugu ve yabanci organizmalar ile kseno bilesiklerin
fagositozunda etkin oldugu gosterilmistir (Murphy ve digerleri, 2022; Sies ve digerleri, 2022;
H. Zhang ve digerleri, 2021).

Ancak ROS miktar1 dengede tutulamaz ise, DNA hasari1 ve lipid peroksidasyonu artmaya
baslar (Sekil 21). Ozellikle endoplazmik retikulum ve mitokondriyal zarlar ile hiicre zari
blinyesinde bulunan lipidler, peroksidasyonun ana hedefleri arasinda yer almaktadir.
Peroksidasyon sirasinda son iiriin olarak aciga c¢ikan lipid peroksitler hiicre i¢in oldukea toksik
bir etkiye sahiptir ve glutatyon tarafindan, heniiz tam olarak aydinlatilamamis bir mekanizma
sayesinde dengede tutulabilmektedir (Gaschler ve Stockwell, 2017; Juan ve digerleri, 2021;
Ray ve digerleri, 2012).
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Lipidlerin yan1 sira proteinler de peroksidasyona ugrayan biyomolekiillerdir (Sekil 21).
Protein peroksidasyonu sonrasi agia c¢ikan son irlinler direkt olarak toksik degildir ancak
inaktif ve hatali katlanmig proteinlerin birikmesine neden olabilmektedir (Zhu ve digerleri,
2019). Hiicre tarafindan istenmeyen bu birikimin zamanla kontrol edilemez hale gelmesiyle
apoptoz indiiklenebilir ve DNA hasar artabilir. Bununla birlikte, proteinlerde meydana gelen
bu yapisal degisiklikler fonksiyonlarini da etkileyeceginden dolayi normal hiicre aktivitesinde
de bozulmalar meydana gelir (Gaschler ve Stockwell, 2017).
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Sekil 21. Hiicre i¢i oksidatif stres hasar1 (Yan ve digerleri, 2022).

Ote yandan ROS, biyolojik sistemlerde hava ve su kirliligi, kétii beslenme aliskanliklari,
kontrolsiiz ila¢ kullanimi, alkol ve tiitiin {iriinlerinin tiikketimi, agir ve ge¢is metallerine
maruziyet, endiistriyel ¢ozliciilere maruziyet, yiiksek sicakliklar, ultraviyole 151k ve pestisitlere

maruziyetle birlikte de artabilmektedir (Pham-Huy ve digerleri, 2008).

Sonug olarak organizmada kontrolsiiz ROS artisiyla birlikte obezite, insiilin direnci,
hiperglisemi, kronik inflamasyon, dislepidemi gibi metabolik rahatsizliklarin yani sira
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, hipertansiyon, nerodejeneratif hastaliklar, yaslanma,
infertilite vb. hastaliklar da goriilebilmektedir (Colak ve Pap, 2021; Forrester ve digerleri, 2018;
Kotha ve digerleri, 2022a; Padgett ve digerleri, 2013).
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2.5.1. Oksidatif Stres’in Kadin Infertilitesi ve Oosit Matiirasyonu’na Etkileri

Diinya Saglik Orgiitii’niin tanimlamasina gére infertilite, ciftlerin en az 1 yil boyunca
korunmasiz ve diizenli araliklarla koitusta bulunmalarina karsin ¢ocuk sahibi olamamalar1
durumudur (Zegers-Hochschild, 2006). Bu konu hakkinda yapilan mevcut c¢alismalar,
infertilitenin tiim ciftler arasinda %17’lik bir kesimi etkiledigini ve sebebinin kadin veya
erkekleri etkileyen c¢esitli patolojiler oldugunu gostermektedir. Kadinlarda karsilasilan
infertilite ise neredeyse mevcut durumun yarisini olusturmaktadir ve giiniimiizde diinya
genelinde milyonlarca kadin 6nemli bir halk saglig1 sorunu olan infertilite ile kars1 karsiyadir.
Bu sorunun pek ¢ok sebebi olmakla birlikte oksidatif stres kadin infertilitesi patofizyolojisinde
O6nemli bir yere sahiptir. Buna ROS ve antioksidanlar arasindaki molekiiler dengenin bozulmasi

sebep olmaktadir (Betteridge, 2000; Bhattacharya ve digerleri, 2010).

ROS’un fizyolojik seviyelerde bulunmasi, canlida homeostazinin devam ettirilebilmesi
ve farkli molekiiler yolaklarin diizgiin isleyisi i¢in gereklidir. Serbest radikallerin diisiik ve
dengeli seviyelerde tutulmasi oosit matiirasyonunu, folikiillerin fizyolojik bir sekilde atreziye
ugratilabilmesini, ovulasyon ve fertilizasyonu, luteal dongiileri ve hamilelik siire¢lerini saglikli

bir sekilde diizenleyebilmektedir (Riley ve Behrman, 1991).

Ancak asir1 ROS seviyeleri antioksidanlar tarafindan dengede tutulamaz ise kadin genital
sisteminde patolojik durumlar meydana gelebilmektedir. Oosit ve folikiiller ireme sistemindeki
oksidatif stres nedeniyle yapt ve fonksiyon agisindan olumsuz etkilenir ve bu da endokrin
fonksiyondaki diizensizlikler ve endometrium hasari olarak yansir. Sonug olarak da graniiloza
hiicrelerinde artan apoptoz, hormonal liretimin sekteye ugramasi, ovulasyon problemleri ve
dahasi ile karsilasabiliriz. Bahsedilen bu durumlar endometriozis, polikistik over sendromu
(PCOS), kanser ve aciklanamayan infertilite gibi rahatsizliklara neden olmakla birlikte
plasental problemler, diisiik, erken dogum, tekrarlayan gebelik kaybi, preeklampsi, intrauterin
bliytime geriligi, i¢ gebelik, gestasyonel diyabet gibi gebelikle iliskili komplikasyonlara da
sebep olabilmektedir (Webster ve digerleri, 2008).

ROS’un fizyolojik seviyelerin iistiinde bulunmasiyla birlikte olusan bir diger 6nemli
kadin infertilitesi problemi ise oosit matiirasyonu sirasinda yasanan sorunlardir (Sekil 22).
ROS’un endojen iiretiminin ¢ogunlukla mitokondrilerde gerceklestigi bilinmektedir.
Mitokondri ise oositlerde en c¢ok bulunan organel olmakla birlikte fertilizasyonun

gerceklesmesi ve embriyo gelisiminin devamliligi icin gerekli olan enerjiyi temin eder
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(Kirillova ve digerleri, 2021). Ayrica mitokondri, oositlerde mayoz bdliinme sirasinda ig
ipliklerinin diizenlenmesi, kromozomlarin ayrilmasi ve matiirasyonun desteklenmesi gibi
onemli olaylarda da etkin rol oynar (Z. Jiang ve Shen, 2022). Bu sebeple oosit kalitesini
incelemek icin mitokondrilerin sayisina, hiicre i¢indeki dagilimina ve mtDNA dizilimine dikkat
etmek gerekir (Yang ve digerleri, 2021). Bu durum, oosit oksidatif stres modeli olusturulan bir
calismada, mitokondriyal membran potansiyelinde ve ATP seviyelerinde azalmayla birlikte
mayotik ig ipliklerinde belirgin bir hasarin olustugu sonucuyla da desteklenmektedir (X. Zhang
ve digerleri, 2006). Ayni zamanda oksidatif stres hasar modelinde mitokondriyal hasarin artisi
graniiloza hiicreleri i¢in de gegerlidir (Tanabe ve digerleri, 2015). Mitokondriyal fonksiyon
bozuklugu, oositler ve onu destekleyen graniiloza hiicreleri arasindaki iletisim agini1 keserek
niikleotid, piruvat ve aminoasit gibi molekiiler haberlesmede etkin olan maddelerin ¢ift yonlii
gecisini engelleyerek matiirasyon ve embriyogenezi (Sekil 22) de biiyiik oranda olumsuz yonde

etkilemektedir (May-Panloup ve digerleri, 2016).

ROS
Oksidatif Stres

T ETR
| Antioksiganiar ‘

‘ FolllkUiar $vi ,,»"/ ‘s 3
. )
’IS!k (ign Yoo /} e /

DNA Pargaianmasi

Kunur Momumu \Z‘\) v/./ b D
DUgmssl
WJ :
Z / L Bozuimug Mitokondriyal Fonksijon

ATP Urstiminin DUgmesl

VM ?
7 N Ive
‘leteinmou,bummmnauw: [ \ | Biastowist Verimi
P \ N
Kortial Gran(i ve Organaiarin _A. / g . | Biastowist Kaites!
Anormal Dajtme ~— ] e
Apoptoz
IVE &/ i
1 Mambran Fozyonu | N
 Oosit Axtivasyonu

Sekil 22. ROS’un in vitro oosit matiirasyonu ve embriyo gelisimi lizerindeki etkileri
(Soto-Heras ve Paramio, 2020).

Bununla birlikte oksidatif stres Bax {iretiminde artisa neden olarak Bax/Bcl-2 oranini
olumsuz yonde etkiler (Liu ve digerleri, 2000). Paralel olarak mitokondri membran

potansiyelinde yapmis oldugu degisiklikler nedeniyle de oosit sitozoliinde sitokrom c
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miktarinda bir artis gergeklesir (Chaube ve digerleri, 2005; Gordo ve digerleri, 2002). Sitokrom
C’nin artig1 oositte kaspaz aktivasyonunu tetikler. Aktive olan kaspaz-3, hiicre i¢inde yapisal
ve fonksiyonel birimleri etkileyerek oositin yapisal mimarisini bozar (Sekil 23). Boylelikle

oosit igerisinde apoptotik siiregler baslatilmis olur (Chaube ve digerleri, 2005).

Extracellular ("n*'\
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> |
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Cytochrome C ?

Sekil 23. Oositlerde apoptoz molekiiler mekanizmasi (Tiwari ve digerleri, 2017).

2.6. Antioksidanlar

Antioksidanlar, oksidanlarin ve serbest radikallerin olumsuz etkilerini geciktiren,
engelleyen, hiicre igerisinden temizleyen ya da azaltan ve boylelikle canliy1 aldig1 veya alacagi
hasardan koruyan molekiiller olarak nitelendirilebilir (Lobo ve digerleri, 2010). Halliwell ve
Gutteridge ise, antioksidanlar1 “oksitlenebilir bir substrata nazaran diisiik konsantrasyonlarda
mevcut oldugunda bile, o substratin oksidasyonunu onemli 6l¢iide geciktirebilen veya
engelleyen herhangi bir madde” olarak tanimlamistir. Ancak daha sonrasinda tanimda bir
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degisiklige gidilerek, “hedef molekiildeki oksidatif hasar1 geciktiren, 6nleyen veya ortadan
kaldiran herhangi bir madde" olarak agiklanmaya baslanmistir (Halliwell, 1995a, 1995b;
Halliwell ve Gutteridge, 1995). Antioksidanlarla ilgili yapilan biyolojik ¢alismalar, doymamis
yaglarin oksidasyonunu engelleme hedefiyle baslamistir (German, 1999). Ancak
antioksidanlarin biyokimyasal siirecler igerisindeki énemi A, C ve E vitaminlerinin birer
antioksidan olarak tanimlanmasiyla anlasilmistir (Jacob, 1996). E vitamininin lipid
peroksidasyonuna karsi bu kuvvetli etkisini inceleyen calisma, antioksidanlarin reaktif tiirleri
temizleyerek oksidatif reaksiyonlari engelleyen koruyucu ajanlar olarak nitelendirilmesini

saglamis ve bu konu iizerine yeni ¢alismalar yapilmasini tesvik etmistir (Wolf, 2005).

Antioksidanlarin hiicre icerisindeki gorevleri arasinda enzim inhibitorii, elektron ve
hidrojen dondrii, singlet oksijen sondiiriicii, radikal temizleyici, peroksit ayristirici ve metal

selatlayici ajan olmalari yer almaktadir (Frei ve digerleri, 1988).

Antioksidanlarin etki mekanizmasi farkli iki esas yontem ile agiklanabilmektedir (Rice-
Evans ve Diplock, 1993). ilki, antioksidanin hiicre icinde bulunan serbest radikale bir elektron
vermesiyle gerceklesen zincir kirma mekanizmasidir. ikincisi ise, zincir baslatici katalizoriin
baskilanmast sonucu ROS/RNS olusumunda gorevli elemanlarin uzaklastirilmasiyla
gerceklesir. Bunlarin yani sira metal iyonlarinin selatlanmasi, destek antioksidanlarin sisteme
dahil edilmesi ve gen ekspresyonlar1 lizerinde regiilasyonlarin yapilmasi gibi yontemlerle de

etkinlik gosterebilirler (Krinsky, 1992).

Hiicresel savunmada antioksidanlar engelleyici, radikal temizleyici, onarici ve
adaptasyon olmak iizere farkli seviyelerde etkinlik gosterirler. Tlkin gorevi, direkt olarak serbest
radikal olusumunu inhibe eden engelleyicilikle birlikte hidroperoksitleri ve hidrojen
peroksitleri alkol ve suya indirgemeleridir. Ikinci olarak, mevcut aktif radikalleri temizleyerek
zincir ilerleme reaksiyonlarmi kirarlar. Bir digeri, sitozol ve mitokondride konumlanan
proteolitik enzimlerin oksidasyon sonucu degismis olan proteinleri tanimasi ve onlarin yapisini
bozarak ortamdan uzaklastirmasidir. Ayn1 zamanda DNA onarim sistemleri i¢erisinde gorev
alan glikozilazlar ve niikleazlar ile oksidatif stresin DNA iizerinde olusturdugu hasar1 onarirlar.
Son olarak da hiicre i¢inde iiretilen serbest radikale 6zel antioksidanin iiretilmesini ve dogru

hedefe yonlendirilmesini destekleyen adaptasyon yetenegi de s6z edilebilir (Niki, 1993).

Dogal antioksidanlar kaynaklar1 ve etki mekanizmalar1 geregince enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlar olarak ikiye ayrilmaktadir (Sekil 24). Enzimatik antioksidanlar

biyokimyasal reaksiyonlar sirasinda katalizor olarak gorev alirlar. Enzimatik antioksidanlar
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sahip olduklar1 metalik merkezler sayesinde, reaktif molekiillerin dengelenmesi i¢in elektron
transferi yaparken farkli degerlikler alabilirler. Boylelikle fazla ROS miktarini dengede tutarak
hiicresel yapiy1 korurlar. SOD, katalaz, glutatyon rediiktaz ve glutatyon peroksidaz karsimiza
en ¢ok cikan enzimatik endojen antioksidanlar arasinda yer almaktadir. Enzimatik olmayan
antioksidanlar ise, direkt olarak reaktif tiirlerin kendileriyle reaksiyona girerek onlar etkisiz
hale getirmeye calisir. Molekiiler agirliklart nispeten daha diisiik olan bu antioksidanlarin
calisma mekanizmalar ¢esitlerine gore de degisiklik gosterebilmektedir. Endojen ve eksojen
kaynakl1 olarak ayrilabilen bu antioksidanlar da yine kendi aralarinda ¢esitli siiflar halinde
kategorize edilebilir. Glutatyon, koenzim Q, karotenoidler, polifenoller, fenolik asitler,
bioflavonoidler ve A, C, E gibi vitaminler enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda yer

almaktadir (Agarwal ve digerleri, 2012).

Antioksidanlar
|

| |

Biyolojik Sentetik
1 BHT
BHA
. . . i Propil Gallat
Enzimatik Enzimatik Olmayan Oktil Gallat
SO0 4 _Heksilrezorsinol
Katalaz TBHQ
Glutatyon Redilktaz
Glutatyon Peroksit
Endojen EKZ?JEH
Glutatyon
a-Lipoik Asit l l l I l
Koenzim Q ]
Urik Asit  Vitaminler Karotenoidler Biyoflavonoidler  Fenolik Asitler _Polifenoller
AC&E (B-Karoten) izoflavonlar Kafeik Asit Kurkumin
Flavonoller Gallik Asit Resveratrol
Flavon-3-oller Ferulik Asit
Flavanonlar p-Kumarik Asit

Flavanonoller

Sekil 24. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Kotha ve digerleri, 2022b).
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2.6.1. Astaksantin

Astaksantin (AST), B-kriptoksantin, kantaksantin, lutein ve zeaksantin’in de dahil oldugu,
ksantofil olarak adlandirilan bir karotenoid grubuna ait (Sekil 25) yagda ¢G6ziinen
kirmizi/turuncu bir pigmenttir (Hu ve digerleri, 2018; Zheng ve digerleri, 2013). Su iirtinleri
yetistiriciligi, kozmetik, gida ve ila¢ endiistrisi gibi alanlarda sik¢a kullanilan astaksantin
fitoplankton, bakteri ve maya gibi mikroorganizmalar ile; karides, 1stakoz, alabalik, somon ve
bazi kabuklular olmak tizere deniz canlilarindan ekstrakte edilmektedir (Ambati ve digerleri,
2014; Davinelli ve digerleri, 2018; Yuan ve digerleri, 2011).

___  a-karoten
R-karoten
yv-karoten

— Karoten —

6-karoten

e-karoten

Likopen

Karotenoid —

Astaksantin

R-kriptoksantin

Ksantofil —_— Kantaksantin

Lutein

Zeaksantin

Sekil 25. Karotenoidlerin siniflandirilmasi (Si ve Zhu, 2022).

3,3 -dihidroksi-B,p’- karoten-4,4’-dion olarak da tanimlanan astaksantin, C4oHs2O4 kapali

formiiliine sahip olup molekiiler agirligt 596,84 g/mol’diir. Astaksantin molekiilii, iyonon
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halkalarinin uglarinda bulunan polar bdlge sayesinde serbest radikalleri nétralize ederken,
merkezinde ise 13 bag yapmis polar olmayan bir bolgeye sahiptir (Sekil 26). Bu yapisi
nedeniyle de yliksek enerjili elektronlarin ortamdan uzaklastiriimasi daha kolay olabilmektedir.
Bununla birlikte iyonon halkalarimin ucglarindaki polar bolge astaksantinin hiicre zarindan
gecisini oldukea kolaylastirir (Tume ve digerleri, 2009). Ayn1 zamanda diger antioksidanlarla
kiyaslandiginda yapisinda oksijen bulunmasi ve lipofilik bir yapida olmasi sebebiyle kan-beyin
bariyerini agabilir, merkezi sinir sisteminde koruyucu etkinlik gosterebilir (Tinkler ve digerleri,
1994).

Sekil 26. Astaksantin’in kimyasal yapisi (Higuera-Ciapara ve digerleri, 2006).

Astaksantin sentezinin dogada ilkin fitoplanktonlar ve algler tarafindan gergeklestigi
bilinmektedir. Ancak daha sonra beslenme yoluyla kabuklular ve zooplanktonlarda birikmeye
baglar ve besin zinciri ilerledikge yiiksek deniz canlilarina dogru gecis yapar (Ambati ve
digerleri, 2014). Dogal astaksantin {iretiminin en ¢ok oldugu canli ise Haematococcus pluvialis
olarak bilinmekte olup, bu canlidan ekstrakt elde etmek olduk¢a maliyetlidir. Bu sebeple
giiniimiizde astaksantin eldesinin ¢ogunlugu sentetik yollarla gergeklesmektedir. Ne var ki,
sentetik astaksantin dogal formunun yalnizca yarist kadar biyoaktivite gostermektedir (Capelli
ve digerleri, 2013; Fakhri ve digerleri, 2018). Oysaki astaksantin’in radikal absorbans etkinligi
acisindan, E vitamini (a-tokoferol) gibi yaygin kullanima sahip ve yapisal olarak iy1 bilinen bir
antioksidanla kiyaslandiginda bile 100-500 kat daha fazla yararli oldugu kanitlanmistir
(Kurashige ve digerleri, 1990).

Karotenoid ailesine mensup diger antioksidanlar gibi astaksantin de yag asitlerinin
yaninda bagirsaklarda pasif diflizyon yoluyla emilir. Daha sonra safradan salgilanan asitle

karigsarak bagirsak icinde kiimeler halini alir. Bagirsak mukozasinda bulunan hiicreler bu
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kiimeleri absorbe ederek silomikronlarla birlestirir. Bu sayede karacigere tasinan astaksantin,
lipoproteinlerle 6zdeslestirilerek hedef doku ve organlara gonderilir (Okada ve digerleri, 2009;
Zuluaga ve digerleri, 2018). Hidrofilik ve lipofilik 6zellikleri bir arada barindiran astaksantin
bu 6zelligi sayesinde hiicre membraninin i¢ ve dis yiizeyine ayni affinitede baglanabilmektedir
(Sekil 27). Boylelikle hiicre yiizeyi ve ¢ift tabakali membranin i¢ kisminda bulunan serbest
radikalleri ayn1 derecede etkisiz hale getirebilir. Ayrica mitokondriyal redoksu ve islevsel
biitiinliglinli tamamen korur. Bu 6zelligi sayesinde B-karoten ve C vitamini gibi yalnizca
membranin tek bir bélgesinde konumlanabilen antioksidanlara kiyasla oldukca essizdir
(Yamashita, 2015).

Ekstaselliler Sivi

C vitamini

C vitamini

o2~ . [ - e

w A r d Fosfolipid-cift} * ‘,f~ -
tabaka
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R- karoten E vitamini
kolesterol Ashksantm

E vitamini
. B3-karoten Astaksantin
Sitoplazma

Sekil 27. Hiicre membrani tizerinde Astaksantin yerlesiminin gosterimi (Donoso ve
digerleri, 2021).

Astaksantin bulundugu hiicre igerisinde PI3K/Akt yolagim1 ve MAPK/ERK yolagini
aktive etmektedir. Bahsedilen bu yolaklar birlesik halde bulunan KEAP1 ve Nrf2’nin
ayrilmasina destek olur. Boylelikle nukleusa transfer edilen Nrf2, Nrf2 antioksidan yanit
eleman1 (Nrf2-ARE) yolagini aktive ederek hiicrede oksidatif strese karst hem in vitro hem de

in vivo koruma saglar (Zarneshan ve digerleri, 2020).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Cihazlar

Tablo 1. Deneyde kullanilan cihazlar.

Cihaz

Stereo Mikroskop
Floresan Mikroskop
Konfokal Mikroskop
CO2’li Inkiibator
Biyogiivenlik Kabini (II)
Otoklav

Buzdolab1

Su Banyosu

Hassas Terazi
Vorteks

Sonikator

Hot Plate

Nanodrop

Real Time PCR

pH Metre

Marka/Model

Zeiss / Stemi 508
Zeiss / Vert. Al
Zeiss

Nuve / EC160
Biobase / BSC-130011A2-X
Nuve / NC40M

SEG

Isolab

Shimadzu / ATX224
Isolab

Bandelin / Sonopuls
Jinyi / DB-H

Nabi / Microdigital
AB / StepOnePlus

Hanna Instruments / HI 2211

Mensei
Almanya
Almanya
Almanya
Tiirkiye
Cin
Tiirkiye
Tiirkiye
Almanya
Japonya
Almanya
Almanya
Cin
Giiney Kore
ABD

Italya
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3.1.2. Hayvan Materyali

Bu arastirma, Aydi Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul
Yonergesindeki deney hayvanlari bakim ve kullanim kurallarina bagli kalinarak Aydin Adnan
Menderes Universitesi Deney Hayvanlari Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. Calisma
dahilinde 50 adet disi BALB/c fare kullanilmistir. Biitiin denekler standart laboratuvar diyeti
ile beslenmis olup, igme suyu isteklerine gore her zaman igebilecekleri sekilde (ad libitum)
bulundurulmustur. Denekler, her kafeste en fazla 6-8 hayvan bulunacak sekilde barmdirilmigtir
(Resim 1). Kafeslerde normal aktivitelerini yapabilen fareler 22 + 2°C sicaklik, %50-70 nem

ve 12 saat gece/giindiiz olarak ayarlanmig odalarda tutulmustur.

é “&-&a 12

Disi Balb /¢

Resim 1. Calismada kullanilan deney hayvanlari.
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3.1.3. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Tablo 2. Deneyde kullanilan kimyasal madde ve kitler.

Kimyasal

Madde/Kit

Firma/Uriin Kodu

Kimyasal
Madde/Kit

Firma/Uriin Kodu

MEM Alpha (1X)

Gibco, 32561-037

M2 Medium

Merck, M7167

Anti-g-Tubulin—FITC
antibody

SIGMA F2168

Ticari Malathion

Agrobest

Astaxanthin

Yunbang, 472-61-7

Mitotracker CMXRos

ABP Biosciences, C042

BSA

Sigma, A7906

Paraformaldehyde

Emprove, 30525-89-4

Fluoromount-G, with DAPI Invitrogen, 00-4959-52 PBS Tablets VWR, E404
DCDHF-DA Sigma, D6883 PMSG Prospec, hor-272-b
DMSO Serva, 39757.02 RNA Save Bl, 01-891-1B
FBS Serana, R-FBSP-EU-025 Triton X-100 Amresco, 0694
Flush Buffer CookMedical, K-SIFB-100 Tween-20 Sigma, P1379
FSH Sigma, F4021 RT2 First Strand Kit Qiagen
Goat Serum Capricorn, GOA-1A Rneasy Plus Micro Kit Qiagen, 74034

Hyaluronidase

Sigma, H3506

FITC Annexin V

Biolegend, 640914

Ketasol %10

Richter Pharma

Rompun %2 Ksilazin

Bayer

ITS

Gibco, 41400-045

SYBRGreen

PCR Master Mix

Applied Biosystem
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3.2. Yontem

3.2.1. Deney Tasarimi

Immatiir oositler (Germinal vezikiil/GV asamasinda), 10 IU (i.p.) Pregnant Mare's Serum
(PMSG) enjekte edilmis (Resim 2) farelerin ovaryumlarindan elde edilmistir.

Resim 2. 6-8 haftalik disi farelere intraperitoneal PMSG enjeksiyonu.
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Ovaryumlarin cerrahi yontem (laparotomi) ile eldesi (Resim 3), PMSG enjeksiyonundan
46-48 saat sonra, farelerin ketamin (150 mg/kg i.p) ve ksilazin (5 mg/kg i.p.) ile anestezi altina
alinmasiyla gerceklesmistir. Operasyon sonrast disi fareler, anestetik/trankilizan altinda

servikal dislokasyon ile sakrifiye edilmistir.

Resim 3. Enjeksiyondan 48 saat sonra ovaryum eldesi (A-C) ve temizlenmesi (D).
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50 adet 6-8 haftalik BALB/c disi farelerden elde edilen KOK (cumulus oocyte complex-

kumulus oosit kompleksi)’lar rastgele 5 esit gruba (n=10) ayrilmistir (Sekil 28). Gruplar;

1. Higbir islem gérmemis kontrol grubu (K),

2. Sadece DMSO ile inkiibe edilecek sham grubu (S),

3. Sadece Malathion (MAL) ile inkiibe edilecek grup (M),

4. Sadece Astaksantin (AST) ile inkiibe edilecek grup (A) ve
5. MAL+AST ile birlikte inkiibe edilecek grup (M+A).

10 IU (i.p.) PMSG Enjeksiyonu
48 Saat

ﬁl Sonra
Kumulus-Oosit

G Kompleksi (KOK)

{3}  Toplanmasi
ol |

M
Kontrol Sham (%1DMSO)  MAL (350 uM) AST (2,5 uM) i

& (@& (® o o

14-16 Saat Kultir

Sekil 28. Deney tasariminin sematik gosterimi.
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3.2.2. Oosit Eldesi ve In Vitro Matiirasyon (1VM)

KOK’lar, temin edilen ovaryumlardan 23G igne ve agiz pipeti yardimiyla stereo-

mikroskop altinda izole edilmistir (Resim 4).

Resim 4. Ovaryum’un mekanik par¢alanmasi (A-C) ve KOK eldesi (D-F). Ok: KOK.
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KOK’lar daha 6nce bahsedilen ¢alisma gruplarina ait 6zel olarak hazirlanan medyumlarla
olusturulmus kiiltiir kaplarina alinarak (Resim 5 ve 6) 14-16 saat boyunca 37°C ve %5 CO2’li

inkiibatorde kiiltiire edilmistir.

Resim 5. KOK izolasyonu (A) ve agiz pipeti ile ¢alisma medyumlarina tasinmasi (B).

Oosit kiiltiirii i¢in kullanilan medyum temel olarak a-MEM + 3 mg/mL BSA + %10 FBS
+ 5 pg/mL insiilin + 5 pg/mL transferin + 5 ng/mL selenyum + 10 mIU/mL yiiksek oranda
saflagtirilmis folikiil uyarici hormon (FSH) ile hazirlanmistir. 14-16 saat inkiibasyonun sonunda
KOK’lar hyaluronidaz enzimi igeren bir drop igerisine alinarak oositlerin kumulus
hiicrelerinden arindirilmasi saglanmistir. Daha sonra oosit matiirasyon orani morfolojik olarak
invert mikroskop altinda siniflandirilarak belirlenmistir (Lee ve digerleri, 2018; Zeng ve

digerleri, 2018).

Resim 6. In vitro matiirasyon kiiltiiriine alinmig GV oosit igeren KOK’lar.
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3.2.3. Malathion ve Astaksantin icin Etkin Doz Belirleme

MAL’in kumulus-oosit komplekslerinin (KOK) canliligi ve oosit olgunlagsmasi
tizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in %1 DMSO iceren 10 mM'lik bir MAL stok soliisyonu
hazirlanmistir. In vitro matiirasyon (IVM) deneyleri i¢in 0, 50, 100, 350, 500, 750 uM MAL
kullanilmis ve KOK’lar matiirasyonlar1 siiresince insektisit MAL ile inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda kontrol grubuna kiyasla, matiirasyonu yaklasik %50 oraninda olumsuz
etkileyen MAL etkin dozu 350 uM olarak belirlenmis olup (Resim 7) ilerideki deney asamalari

bu belirlenen etkin doz ile devam etmistir.

AST, %0.0005'lik konsantrasyonda DMSO i¢inde hazirlanan stok soliisyonundan farkli
konsantrasyonlarda (1, 2.5, 5, 10 ve 20 uM), malathion igeren IVM medyumu igerisine
eklenerek 6n denemeler sonucunda etkin dozu 2,5 pM olarak belirlenmistir. Ayn1 sekilde AST

icin belirlenen bu etkin doz da ilerideki deney asamalarinda tekil olarak kullanilmistir.

Resim 7. Deneyde kullanilan ¢alisma petrileri.
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3.2.4. Mayotik ig iplikleri ve Kromozomlarin Degerlendirilmesi

Kiiltiir sonrasi oositlerin ig iplikleri ve kromozomlari isaretlenerek immiinfloresan
mikroskopta goriintiilenmistir. Tubulin ve kromozom yapilart immiinfloresan mikroskop
altinda g¢ekilen fotograflarda normal (varil seklinde ig iplikleri ve kromozomlar ig iplikleri
tizerinde) ve anormal (kiimelenmis ig iplikleri ve diizensiz, daginik kromozomlar) olarak

siiflandirilmstir.

Ozetle; %4 paraformaldehit igeren PBS’de 15 dakika oda 1sinda fikse edilen oositler %0,1
Tween-20 ve %0,1 BSA iceren PBS’de 3 kez yikandiktan sonra oda 1sisinda %0,2 Triton X-
100 ve %0,2 Tween 20 iceren PBS’de 30 dakika oda 1sisinda permeabilize edilmistir. Daha
sonra %1 BSA, %10 Goat Serum igeren PBS’de 1 saat oda 1sisinda bloklanip gece boyu +4
°C’de primer antikor (a-tubulin FITC konjugeli) ile 1:200 konsantrasyonda inkiibe edilmistir.
Ertesi giin oositler yikama soliisyonunda 3 kez yikanarak fazla antikordan armdirilmistir.
Sonrasinda lam tiizerine alinip, Kromozomlarin gériinmesi i¢in oda 1sisinda DAPI igeren
kapatici medyum ve lamel ile kapatilarak (Resim 8) floresan mikroskopta incelenmistir (Gumus
ve digerleri, 2023).

O /Igm/u: > 0P,
Q-Tub ELTC
13292 ;
Hasta Glusu @&

Resim 8. g ipligi ve kromozom incelemesi i¢in hazirlanan preparatlar.
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3.2.5. Hiicre ici ROS Seviyelerinin Tespiti

Hiicre i¢i ROS seviyeleri 2,7-dichlorodihydrofluorescein di-acetate (DCDHF-DA) ile
inkiibe edilmesi sonras1 belirlenmistir. Qositler 15 dakika %0,3 BSA ve 10 mM DCDHF-DA
iceren PBS’de inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan, oositler %0,3 BSA iceren PBS’de ii¢
kez yikanmis ve floresan mikroskopta 40X biiylitmede incelenmistir. Fotograflanan oositlerin
floresan yogunlugu ImagelJ yazilimi kullanilarak belirlenmistir. Deneyler ayni sartlarda ve ayni

grup igerisinde 3’er kez tekrarlanmigtir (Gumus ve digerleri, 2023).

3.2.6. Mitokondriyal Membran Potansiyelinin Ol¢iilmesi

Mitokondriyal aktivite Mitotracker boya Kiti ile inkiibe edilmesi sonrasi belirlenmistir
(Resim 9). Ozetle, oositler %0,3 BSA ve 100 nm Mitotracker igeren PBS’de 30 dakika 37°C’de
CO2’li inkiibatorde inkiibe edilmistir (Lee ve digerleri, 2015). inkiibasyonun ardindan, oositler
%0,3 BSA iceren PBS’de ili¢ kez yikanmis ve lazer taramali konfokal mikroskopta 40X
biiylitmede incelenmistir. Fotograflanan oositlerin floresan yogunlugu Image] yazilimi
kullanilarak belirlenmistir. Deneyler aymi sartlarda ve ayni grup igerisinde 3’er kez

tekrarlanmistir.

Resim 9. MII Oositlerin mitotracker ile inkiibasyonu 6ncesi (A) ve sonrasi (B).
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3.2.7. Apoptoz’un Degerlendirilmesi

Gruplar arasinda oositlerde izlenen apoptozis, Annexin V-FITC Apoptoz kiti kullanilarak
floresan isaretleme sonrasinda belirlenmistir. Ozetle, KOK inkiibasyonu sonrasinda
denudasyon islemi gergeklestirilerek temizlenen oositler, yikama sonrasinda 5 pl annexin V-
FITC igeren 200 ul’lik tamponda 15 dk oda 1s1sinda karanlikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan, oositler uygun dalga boyunda floresan mikroskopta goriintiilenerek gruplara ait
annexin-V pozitif oosit yiizdesi belirlenmistir. Deneyler ayni sartlarda ve aynmi grup igerisinde

3’er kez tekrarlanmistir (W. Li vd., 2019).

3.2.8. ERK1/2 Fosforilasyonu Floresan Yogunlugunun incelenmesi

MAL maruziyeti ve AST takviyesinin kumulus hiicrelerinde eksprese edilen ERK1/2'nin
fosforilasyon yoluyla aktivasyonunu degerlendirmek amaciyla immiinfloresan mikroskopta
yogunluk incelemesi yapilmistir. KOK'lar, %4 paraformaldehit igeren PBS ile 15 dakika oda
sicakliginda fikse edilmis ve ardindan %0,1 Tween-20 ve %0,1 BSA iceren PBS ile 3 kez
yikanmistir. Hiicreler, %0,2 Triton X-100 ve %0,2 Tween-20 igeren PBS'de 30 dakika oda
sicakliginda permeabilize edilmistir. Bloklama, %1 BSA ve %10 Goat Serum igeren PBS'de 1
saat oda sicakliginda yapilmistir. Sonrasinda, hiicreler 2 saat boyunca yine oda sicakliginda
1:100 konsantrasyonda primer antikorlar (ERK1/2 ve pERKI1/2) ile inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi hiicreler, yikama soliisyonunda 3 kez yikanarak fazla antikordan
arindirilmistir. Hiicreler, 2 saat boyunca 37°C'de 1:2000 oraninda sekonder antikor (Goat Anti-
Rabbit FITC) ile inkiibe edilmis, ardindan kromozomlar1 goriintiilemek i¢in oda sicakliginda
lam tizerine alinarak DAPI igeren kapatict medyum ile kapatilmis ve floresan mikroskopta

incelenmistir (Gumus ve digerleri, 2023).

3.2.9. ERK1/2 lliskili Gen ifadelerinin qPCR ile Belirlenmesi

Toplam RNA izolasyonu, her grupta 20-25 KOK olacak sekilde havuzlanan
KOK’larindan, iiretici firmanin talimatlarina uygun olarak RNeasy Plus Micro Kit (Qiagen,

Almanya) kullanilarak gergeklestirildi. Toplam RNA, iiretici firmanin protokoliine uygun
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sekilde RT2 First Strand Kit (Qiagen) kullanilarak tamamlayici DNA'ya (cDNA) geri

dontstiirildi.

Amplifikasyon, SYBRGreen PCR Master Mix (Applied Biosystem) kullanilarak ABI

StepOne Plus tespit sistemi ile gergeklestirildi. Primerler Tablo 3'te gosterilmistir.

Reaksiyon kosullart su sekildeydi: 95 °C'de 1 dakika, ardindan 40 dongii boyunca 95
°C'de 10 saniye, 58 °C'de 30 saniye ve 70 °C'de 30 saniye.

2—AACt

Gen ekspresyon diizeyleri, StepOne yazilim siiriim 2.3 ile yontemi kullanilarak

analiz edildi. GAPDH, endojen kontrol olarak kullanild1 ve her reaksiyon ii¢ kez tekrarlandi
(Gumus ve digerleri, 2018).

Tablo 3. Deneyde kullanilan primer baz dizileri.
Primer Baz Dizisi 5°-3
HAS?2 F: GGGCGAAGCGTGGATTATGT
R: TATCTCACGCTGCTGAGGAAG
PTX3 F: GTGGGTGGAAAGGAGAACAA
R: GGCCAATCTGTAGGAGTCCA
PTGS2 F: CCCGGACTGGATTCTATGGTG
R: CCTTGAAGTGGGTCAGGATGT
GAPDH F: GAGAAACCTGCCAAGTATG

R: GGAGTTGCTGTTGAAGTC
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3.2.10. istatistiksel Degerlendirme

Siirekli  degiskenlerin normalligini dogrulamak i¢in Kolmogorov-Smirnov testi
kullanilmistir. Sonuglar ortalama + SD olarak ifade edilmis olup tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ve post-hoc analiz igin Tukey testi ile analiz edilmistir. Istatistiksel anlamlilik igin
0,05'ten kiiciik bir p degeri kullanilmistir. Tiim analizler bilgisayarli yazilim (SPSS Inc., ABD)
kullanilarak gerceklestirilmigtir. Ayrica grafikler GraphPad PRISM 6.0 kullanilarak

tasarlanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Mayotik Matiirasyon Oranlar:

Ik olarak, in vitro kosullarda MAL maruziyetinin fare oositlerinde mayotik ilerleme
tizerindeki toksik etkisini test ettik. Bu amagcla kiiltiir ortamina, artan MAL konsantrasyonlar1
(50, 100, 350, 500, 750 uM) eklenerek ilk polar cisimcigi ekstriizyon orani tespit edildi (Sekil
29). Sekil 31'de gosterildigi gibi, kontrol, sham ve astaksantin ile muamele edilen gruplarda
(9%83,8 + 1,9 n=111; %82,5 + 2,2, n=97; %87,5 + 3,4 n=96, P <0.05, sirasiyla) ¢ogu oosit, ilk
polar cisimcigi ile birlikte metafaz 11 (MII) asamasina ulastt (Resim 10). Buna karsilik,
malathion maruziyetinin birinci polar cisimcik ekstriizyon oranini doza bagimli bir sekilde
azalttig1 (Resim 11) gozlemlendi (Sekil 29; 50 uM: %73,9 + 5,2, n =96; 100 uM: %66,1 + 6,5,
n = 104; 350 uM: %41,7 + 3,4, n = 96; 500 uM: %26,5 + 4,9, n = 102; 750 uM: %7,9 + 3,8, n
= 81, P <0.05, sirasiyla). Bu sonuglar, malathion'un fare oositlerinin olgunlasmasini doz ile
orantil bir sekilde inhibe ettigini gostermektedir. Bu bulgulara dayanarak, sonraki deneyler i¢in
350 uM malathion secildi. Malathion’a maruz kalan oositlerde astaksantin'in mayotik
olgunlagmayu iyilestirip iyilestirmedigini arastirmak i¢in, 350 uM malathion ile muamele edilen
medyuma sirastyla 1, 2.5, 5, 10 ve 20 uM astaksantin eklendi (Sekil 30; 1 pM: %66,4 + 3,5, n
=90; 2.5 uM: 75,5£5,7,n =83; 5 uM: 74,7 +1, n =95; 10 uM: 71,2 + 1,261, n = 87; 20 uM:
70,7+ 1,4, n =84, P <0.05, sirastyla). Bu sonuglara gore, sonraki deneyler i¢in kontrol grubuna
en yakin matiirasyon oranini veren 2.5 uM astaksantin dozu segildi (Resim 12). 2,5 uM iizeri
astaksantin konsantrasyonlari, doz artisina paralel olarak malathion grubunda oosit
matiirasyonunu az da olsa diisiirdii. Ayrica, tiim dl¢iilen parametreler agisindan kontrol ve sham

¢Oziicii gruplari arasinda anlamli bir fark gézlenmedi.
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Resim 10. Inkiibasyon dncesi (A) ve sonrasi (B-C) kumulus oosit kompleksi (40X, Ok:
birinci kutup hiicresi).

Resim 11. Malathion maruziyeti sonrasi oositlerin 20X (A) ve 40X (B) biiylitmede
mikrografi (Ok: Zona pellucida i¢inde apoptoz’a ugramis oosit).
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Sekil 29. Artan MAL konsantrasyonlari ile elde edilen matiirasyon oranlar1 grafigi. Tiim
veriler ortalama + SD olarak sunulmustur. *** ve **** kontrol grubuyla karsilastirildiginda
anlamli fark (P < 0,001 ve P <0,0001, sirasiyla). ####, 350 uM, 500 uM, 750 uM
MALgruplariyla karsilastirildiginda anlaml fark (P <0,0001)

Resim 12. Astaksantin takviyesi sonrasi oositlerin 10X (A) ve 40X (B) biiyiitmede
mikrografi.
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Sekil 30. MAL’a maruz kalan oositlerde farkli konsantrasyonlarda AST dozlarina bagl
matiirasyon oranlar1 grafigi. Tiim veriler ortalama + SD olarak sunulmustur. *, ** ve ****
kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlaml fark (P <0,001).
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Resim 13. Deney gruplarina ait IVM sonras1 oositler (40X, Scale Bar: 50 um).
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Sekil 31. Deney gruplarina ait MII oosit oranlar1 grafigi. Tiim veriler ortalama + SD
olarak sunulmustur. **** kontrol, DMSO, AST ve MAL+AST gruplariyla
karsilagtirildiginda anlamli fark (P <0,0001).

4.2. Mayotik ig Iplikleri ve Kromozomlar

Daha sonra, in vitro kosullarda malathion maruziyetinden sonra MII asamasindaki
oositlerde mayotik olgunlagmanin basarisiyla yakindan iliskili olan 1§ ipligi organizasyonunu
arastirdik. Resim 14'te gosterildigi gibi, kontrol grubundaki oositlerin ¢ogu tipik bir varil
seklinde ig ipliklerine ve ekvatoral plak ilizerinde hizalanmis kromozomlara sahipti. Malathion
maruziyeti kontrol, sham ve astaksantin ile muamele edilen gruplara kiyasla kusurlu ig
ipliklerinin oranin1 6nemli Ol¢lide artirdr (Sekil 32; %55,2 + 3,7, n=114; %18 + 2,2, n=83;
%17,7 +£1,6, n=93; %19,7 + 1,9, n=82, P <0.05, sirasiyla). Astaksantin ise, malathion
maruziyetinden sonra kusurlu ig ipliklerinin oranin1 6nemli 6l¢iide azaltt1 (Sekil 32; %30,3 +

2,5, n=107, P <0.05). Bununla birlikte, malathion ve astaksantin’in birlikte kullanildig1 tedavi
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grubundaki anormal ig ipligi oranlarin, malathion grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide daha diisiik,
ancak kontrol, sham ve sadece astaksantin ile muamele edilen gruptan daha yiiksek oldugunu

gosterdi.

Kontrol DMSO AST MAL MAL + AST

DAPI

Merge

Resim 14. Deney gruplarina ait ig ipligi morfolojileri ve kromozomlarin immiinfloresan
gosterimi (Scale bar: 5 um).
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Sekil 32. Deney gruplarina ait anormal ig ipligi oranlar1 grafigi. Tiim veriler ortalama +
SD olarak sunulmustur. ****, kontrol, DMSO, AST ve MAL+AST gruplariyla
karsilastirildiginda anlamli fark (P <0,0001). ###, kontrol, DMSO ve AST gruplariyla

karsilastirildiginda anlamli fark (P <0,0001).

4.3. Hiicre Ici ROS Seviyeleri

Resim 15°te gosterildigi gibi, in vitro deneylerde malathion gruplarindaki ROS seviyeleri,

kontrol, sham ve sadece astaksantin’in kullanildigi gruplara kiyasla 6nemli dlgiide yiiksekti
(Sekil 33; 5,4 + 0,4, n=68; 1 + 0,2, n=57; 1 + 0,1, n=63; 0,7 = 0,1, n=55, P <0.05, sirasiyla).

Malathion ve astaksantin’in birlikte kullanildigi tedavi grubundaki ROS seviyeleri, malathion
grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide azald1 (Sekil 33; 1,3 + 0,3, n=64, P <0.05). Ancak kontrol, sham,

sadece astaksantin ve malathion ile astaksantin’in birlikte kullanildig1 gruplar arasinda anlaml

bir fark gézlenmedi.
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Resim 15. Deney gruplarina ait ROS yogunluklarinin floresan mikroskop gosterimi
(20X, Scale Bar: 100 um).

74



>
)
= o
E 6- Rk
O) T
(o) o
>
g ©
@ o
o
2 2 it
n i
2 1 =
0' | |

> S S & B
ST A SR\
o y
& R
Sekil 33. Deney gruplarina ait ROS floresan yogunluklari grafigi. Tiim veriler ortalama
+ SD olarak sunulmustur. **** kontrol, DMSO, AST ve MAL+AST gruplariyla

karsilastirildiginda anlamli fark (P <0,0001). ###, AST grubuyla karsilastirildiginda anlaml
fark (P <0,001).
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4.4. Mitokondriyal Membran Potansiyeli

Mitokondriler birgok hiicresel siirecte rol oynar ve mitokondriyal disfonksiyonlar gesitli
hiicresel stres ve hastaliklarla iligkilidir. Bu ¢alismada, mitokondriyal membran potansiyeli
(A¥m), mitokondriye 6zgii Mitotracker CMXROS ile boyanarak degerlendirildi. Resim 16°da
goriildiigii tizere Malathion maruziyeti, floresans yogunlugunu kontrol, sham ve Ssadece
astaksantin gruplarina kiyasla azaltmistir (Sekil 34; 6.01 + 1.8, n=63; 35.43 + 3.1, n=61; 34.76
+ 3, n=56; 36.64 + 3.2, n=59, P <0.05, siras1yla). Ancak, malathion ve astaksantin’in birlikte
kullanildig1 tedavi grubundaki kirmizi floresans yogunlugu, malathion grubuna kiyasla 6nemli

ol¢tide artt1 (Sekil 34; 24.39 + 3.5, n=56, P <0.05).
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Mitotracker DAPI Merge

MAL AST DMSO Kontrol

MAL + AST

Resim 16. Deney gruplarina ait MMP nin konfokal mikroskop goriintiisii (40X, Scale
bar: 20 um).
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Sekil 34. Deney gruplarina ait MMP floresan yogunluklari grafigi. Tiim veriler ortalama
+ SD olarak sunulmustur. **** kontrol, DMSO, AST ve MAL+AST gruplariyla
karsilastirildiginda anlamli fark (P <0,0001). ##, kontrol, DMSO ve AST gruplariyla
karsilagtirildiginda anlamli fark (P <0,0001).
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4.5. Apoptoz

Astaksantin'in malathion'a maruz kalan oositlerde erken apoptoz iizerindeki etkileri
Annexin-V boyama ile tespit edildi. Calismamiz dahilinde, MAL+AST gruplarinda elde edilen
apoptotik oosit orani, malathion’a maruz kalan gruplardakinden 6nemli 6lgtide diistik (Sekil 35;
%24.2 + 1.3, n=64, %42.4 + 2, n=69, P <0.05, sirasiyla); kontrol, sham ve sadece astaksantin
verilen gruplardan daha yiiksekti (Sekil 35; %14.3 + 1.2, n=60, %14.7 + 1, n=67, %13.3 + 0.8,
n=57, P <0.05, sirasiyla). Sitoplazma ve plazma zarindaki yesil floresan sinyali Annexin-V

pozitifti ve apoptotik olmayan oositler boyanmadi (Resim 17).

Annexin V
Negatif

Annexin V
Pozitif

Resim 17. Inkiibasyon sonras1 elde edilen negatif ve pozitif annexin-v oositler (40X,
Scale Bar: 20 pm).
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Sekil 35. Deney gruplarina ait pozitif annexin-v yiizdelikleri grafigi. Tiim veriler
ortalama + SD olarak sunulmustur. ****_ kontrol, DMSO, AST ve MAL+AST gruplariyla
karsilastirildiginda anlamli fark (P <0,0001). ##, kontrol, DMSO ve AST gruplariyla
karsilastirildiginda anlamli fark (P <0,001).
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4.5. ERK1/2 Fosforilasyonu

In vitro kosullarda malathion maruziyetinden sonra kumulus-oosit komplekslerine ait
kumulus hiicrelerinde, oosit matiirasyonu ile yakindan iligkili olan ERK1/2’nin fosforilasyon
yoluyla aktivasyonunu inceledik. Resim 18 ve Resim 19’da gosterildigi gibi, malathion
grubunda kumulus oosit komplekslerindeki ERK1/2 fosforilasyonu, kontrol, sham (DMSO) ve
astaksantin ile inkiibe edilen gruplara kiyasla oldukga diisiiktii (Sekil 37; 1,2 + 0,4, n=54; 2,5 +
0,2, n=50; 2,4 + 0,3, n=52; 2,8 + 0,4, n=48, P <0.05, sirasiyla). Bunun yani sira, malathion ve
astaksantinin birlikte ¢alisildig1 tedavi grubunda goriilen fosforilasyon yogunlugu, malathion

grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide artmistir (Sekil 37; 2,2 + 0,3, n=57, P <0.05).
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MAL AST DMSO Kontrol
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Resim 18. Deney gruplarina ait KOK’larda ERK1/2’lerin immiinfloresan gésterimi
(40X, Scale Bar: 50 um).
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Sekil 36. Deney gruplarina ait ERK floresan yogunluklar1 grafigi. Tiim veriler ortalama
+ SD olarak sunulmustur. **** kontrol, DMSO, AST ve MAL+AST gruplariyla
karsilagtirildiginda anlamli fark (P <0,0001).
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DAPI Merge

Resim 19. Deney gruplarina ait KOK’larda pERK1/2’lerin immiinfloresan gosterimi
(40X, Scale Bar: 50 pm).
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Sekil 37. Deney gruplarina ait pERK floresan yogunluklari grafigi. Tiim veriler
ortalama = SD olarak sunulmustur. ****, kontrol, DMSO, AST ve MAL+AST gruplariyla
karsilagtirildiginda anlamli fark (P <0,0001).
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4.6. ERK1/2 iliskili Gen ifadeleri

Astaksantin'in, malathion’a maruz kalan kumulus oosit komplekslerinde fosforile
ERK1/2 ile iligkili genlerin ekspresyonu tizerindeki etkileri, qPCR ile belirlendi. Sekil 38’de
gosterildigi gibi malathion’a maruziyet, her ii¢ gen (Has2, Ptgs2, Ptx3) e ait ekspresyon
seviyesini de kontrol, DMSO, AST gruplarina kiyasla oldukea diisiirdii (Has2; 0.9 + 0.6, 2.3 +
0.3,22+0.3,24+0.4 vePtgs2; 1.1 +0.5,24+0.3, 23+ 0.5, 2.5+ 0.4 ve Ptx3; 0.9 + 0.5,
2.2 £ 0.3, 2.2 £ 0.4, 2.3 + 0.3, P <0.05, sirasiyla). Kontrol, DMSO ve AST gruplarina ait
ekspresyon diizeyleri arasinda ise anlamli bir fark olmadigi tespit edildi. Bunun yam sira,
malathion ve astaksantinin birlikte ¢alisildigi tedavi grubunda goriilen mMRNA seviyeleri
malathion grubuna kiyasla 6nemli derecede artt1 (Has2; 1.9 + 0.4 ve Ptgs2; 1.9 + 0.3 ve Ptx3;
1.7 £ 0.4, P <0.05, sirasiyla).
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Sekil 38. Deney gruplarina ait Has2, Ptx3, Ptgs2 mRNA ekspresyonlar1 grafigi. Tiim
veriler ortalama + SD olarak sunulmustur. ****, kontrol, DMSO, AST ve MAL+AST
gruplartyla karsilastirildiginda anlaml fark (P <0,0001).
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5. TARTISMA

Infertilite, diinya genelinde ¢iftlerin yaklasik %10-15'ini etkileyen, karmasik ve c¢ok
boyutlu bir saglik sorunudur. Ciftlerin ¢ocuk sahibi olma arzularinin ger¢eklesememesi hem
fiziksel hem de psikolojik acidan ciddi etkiler dogurabilmektedir. Kadinlarda goriilen infertilite
ise, bu sorunun 6nemli bir kismini tegkil eder ve etiyolojisi oldukga cesitlidir. Bu baglamda,
oosit matiirasyon anormallikleri kadin kaynakli infertilite nedenleri arasinda 6zel bir 6neme
sahiptir. Oosit matiirasyonu siirecindeki aksakliklar, fertilizasyonun ve dolayisiyla basarili bir
gebeligin oniindeki en biiylik engellerden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Beall ve digerleri,

2010; Bhattacharya ve digerleri, 2010).

Oosit matiirasyon anormalliklerinin sebepleri arasinda genetik faktorler, hormonal
dengesizlikler ve ¢evresel etmenler 6nemli yer tutmaktadir. Son yillarda, ¢evresel toksinler ve
kimyasallarin, bu anormalliklerin gelisiminde rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Bu ¢evresel
faktorler arasinda pestisitler, yaygin kullanimlar1 ve biyolojik etkileri nedeniyle dikkat
cekmektedir. Konu hakkinda yapilan giincel caligmalar, belirli pestisit tiirlerinin, 6zellikle de
organofosfat grubu pestisitlerden biri olan malathionun, oosit matiirasyonu tlizerinde olumsuz
etkiler yaratabilecegini ortaya koymaktadir. Malathionun tireme saglig: lizerindeki potansiyel
zararl etkileri, bu kimyasalin yaygin kullanimi ve ¢evresel kaliciligi goz oniine alindiginda,

ciddi bir endise kaynagidir (Kumar ve digerleri, 2019).

In vitro matiirasyon (IVM), igsel, digsal ve kimyasal maruziyet gibi ¢evresel etmenler
nedeniyle fizyolojik sartlarda olgunlasmamis oositlerin, laboratuvar ortaminda
olgunlastirilmas: ve iireme tedavilerinde kullanilmasidir. IVM sayesinde, optimize edilmis
kiiltiir ortamlar1 ve saglikli gelisim i¢in takviyeler iceren matiirasyon medyumlari, oosit

matiirasyon anormalliklerine karsi etkili bir yontem sunmaktadir (Celik, 2011; Delilbasi, 2008).

Bu ¢alisma kapsaminda, yaygin kullanimi bilinen malathionun in vitro oosit matiirasyonu
tizerindeki toksik etkileri ve bu toksisiteye karsi korunma yontemleri degerlendirilmistir. Fare
modeli iizerinde yapilan incelemelerimiz sonucunda, malathionun oosit matiirasyonu
tizerindeki etkileri molekiiler ve hiicresel diizeyde tartigilmis, ileri arastirmalar i¢in Oneriler
sunulmustur. Astaksantin’in gii¢lii antioksidan etkileri goz oniine alindiginda ise, malathion
kaynakli oosit hasarma karsi disi iireme parametrelerini koruyabilecegi tarafimizca

Ongoriilmiistiir. Nitekim, calismamiz malathion toksisitesine maruz kalmis oositlerde
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astaksantin takviyesinin olasi koruyucu etkilerini incelemeyi amaglamaktadir. Malathion’un,
kumulus hiicrelerinde EGFR aracili ERK1/2 aktivitesini azaltarak oosit olgunlagmasini
engelledigi; astaksantinin ise bu olumsuz etkileri hafifleterek oosit matiirasyonunu
destekleyebilecegi hipotezi lizerine yogunlasilmistir. Ayrica, astaksantin kullaniminin oksidatif
stresi, ig ipligi ve kromozom anormalliklerini, mitokondriyal islev bozukluklarini ve erken
apoptozu azaltarak oosit sagligini koruyabilecegi varsayilmistir. Bununla birlikte, mevcut
literatiir incelendiginde, bu kapsamda yapilmis benzer calismalarin simrli olmasi, bu

arastirmanin 6zgiinliigiinli ve bilimsel katkisin1 daha da 6n plana ¢ikarmaktadir.

Literatiir incelemesiyle birlikte, malathion’un da dahil oldugu organofosfatlar ile yapilan
in vivo ¢aligsmalarda yumurtaliklarda islevsel kayiplarin oldugu, graniiloza hiicrelerinde apoptoz
ve atrezi oraninin arttig1 ve buna bagl olarak folikiil kayiplarinin gergeklestigi goriilmiistiir
(Jitender ve digerleri, 2014). Kog¢ ve digerleri (2019), malathion maruziyetinin doza bagh
olarak yetiskin Wistar rat’larinda ovaryum boyutlarini azalttigini, Ozsoy ve digerleri (2016) de
malathion maruziyetiyle birlikte ovaryumda bulunan SOD ve CAT aktivitesinin kontrol
grubuna kiyasla diistiigiinii bildirmistir (Kog¢ ve digerleri, 2009; Ozsoy ve digerleri, 2016).
Ayrica malathion’a maruziyetle birlikte; graniiloza hiicrelerinde ¢ekirdek parcalanmasi, piknoz,
membran biitiinliigiinde kayiplar, kromatin kondansasyonu ve vakuolizasyon’un meydana

geldigi bildirilmistir (Bhardwaj ve digerleri, 2016).

Yapmis oldugumuz calismada, matiirasyon medyumuna artan konsantrasyonlarda (50,

100, 350, 500, 750 uM) malathion eklemesi yaptik. Bunun sonucunda malathion’un kontrol
grubuna kiyasla birinci polar cisim olusumunu olumsuz etkiledigi ve MII oosit sayisinin artan
dozla ters orantili olarak azaldigi tespit edilmistir. Bu bulgulara dayanarak, sonraki deneyler
i¢in kontrol grubuna kiyasla yiizde elli matiirasyon oranini saglayan 350 uM malathion, etkin
doz olarak secildi. Malathion ve matiirasyon oranlar1 arasinda tespit ettigimiz veriler literatiirde
yer alan diger ¢alismalarla uyumludur. Bonilla ve digerleri (2008), fareler {izerinde yaptig1 in
vitro calismada, malathion’un doza bagli olarak oosit canliligi ve matiirasyon oranlarinda
azalmaya sebep oldugunu bildirmistir. Aymi ¢alismada transkripsiyon, translasyon ve
mitokondriyal fonksiyonda gorevli olan gen ifadelerinde problemlerin meydana geldigi de
gozlenmistir (Bonilla ve digerleri, 2008). Benzer sekilde Casas ve digerleri (2010), domuz
oositleri ile yaptig1 in vitro caligmada, malathionun bazi mitokondriyal ve ribozomal gen
ekspresyonlarinda degisikliklere yol acarak, erken oogenez siireclerinde olumsuz etki
gosterdigini ve oosit sag kalimi ile matiirasyon oranlarini diistirdiigiinii bildirmistir (Casas ve
digerleri, 2010). Domuzlar lizerine yapilan diger ¢alismalarda da Flores ve digerleri (2017) ile
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Chen ve digerleri (2019), malathion maruziyetinin ayni sekilde 0osit in vitro matiirasyon
oranlarimi disiirdiigiini bildirmistir (Chen ve digerleri, 2020; Flores ve digerleri, 2017). Bahsi
gecen bu calismalar elde ettigimiz bulgularimizi desteklemekte ve malathionun oosit
matiirasyonu iizerinde gozlemledigimiz doza bagli olumsuz etkilerini dogrulamaktadir.
Bununla birlikte, malathionun neden oldugu mitokondriyal hasarin, hiicre boliinmesi igin kritik
olan ATP iiretiminde azalmaya yol acti1 ve ayn1 zamanda ribozomal hasarlarin proteinlerde
yapisal ve fonksiyonel bozukluklara neden olabilecegi diisiiniilmiistiir (Casas ve digerleri,
2010). Bu verilerin, ¢alismamizda go6zlemlenen diisiik matiirasyon oranlar ile iligkili

olabilecegi diisiiniilebilir.

Ayrica, Aziz ve digerleri (2009), Bubalus Bubalis (Asya Mandasi) tiirii {izerinde yaptigi
bir ¢alismada, malathionun kumulus ekspansiyonunu olumsuz etkiledigini ve oosit matiirasyon
oranlarint diislirdiiglinii bildirmistir (Aziz ve digerleri, 2012). Fareler ilizerinde yaptigimiz
calismanin sonuglari, bahsi gegen bu veriler ile kiyaslandiginda, malathionun oosit
maturasyonu ve gelisimi iizerindeki olumsuz etkilerinin farklt memeli tiirleri arasindaki
tutarliligini gostermesi acisindan da énemlidir. Oyle ki, farkli tiirler arasinda elde edilen bu
benzer sonuglar sayesinde malathion’a maruziyetin, insanlarda goriilen oosit matiirasyon

problemleri i¢in de bir agiklama getirebilecegi varsayimini akla getirmektedir.

Bununla birlikte, literatiir incelemeleri astaksantin’in oosit maturasyon oranlari
tizerindeki etkinligine dair sinirh sayida ¢alisma oldugunu ortaya koymaktadir. Calismamizda
ise astaksantin'in, malathion kaynakli olusan olumsuz etkileri azaltma potansiyelini arastirmak
amaciyla artan dozda farkli konsantrasyonlar (1, 2.5, 5, 10 ve 20 uM) test edilmistir. Sonuglara
bakildiginda, 350 pM malathion’a kars1 2.5 uM dozluk astaksantin takviyesinin, 1 uM’a kiyasla
matiirasyon oranini kontrol grubuna en yakin olacak sekilde artirdigi tespit edilmistir. Ancak,
2.5 uM iistii dozlarin maturasyon oranlarinda belirgin bir degisiklik yaratmadigi goriilmektedir.
Boylelikle ¢alismamizda elde edilen sonuglar, malathion kaynakli toksisitenin, astaksantin
kullaniminin ancak uygun dozlarda olmasi halinde hafifleyebilecegini diisiindiirmektedir. Bu
baglamda, astaksantin’in kanitlanmis giiclii antioksidan 6zelligi sayesinde oksidatif stresi
azaltarak malathion’un neden oldugu mitokondriyal hasari minimize etme ve ATP iiretimini
destekleme potansiyeline sahip oldugunu diisiinmekteyiz. Ayrica, ribozomal hasarlar1 azaltarak
protein sentezini iyilestirme kapasitesi, oosit maturasyonunu destekleyen kritik yolaklarin
yeniden islevsellik kazanmasini miimkiin kilmakta olabilir. Bu mekanizmalar araciligiyla
astaksantin’in, oosit matiirasyonundaki olumsuz etkileri gidermeye katkida bulunarak
matiirasyon oranlarini artirabilecegi ongoriilmektedir. Ayrica elde ettigimiz sonuglar, Do ve
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digerlerinin (2015) domuz oositlerinde 1s1 soku maruziyeti sonrasi gozlemledikleri artan
oksidatif stres ve organel hasarina bagli diisiik matiirasyon oranlarinin astaksantin ile

iyilestigine dair bulgularla da tutarlilik géstermektedir (Do ve digerleri, 2015).

Mayotik ig ipligi morfolojisi ve kromozom hizalanmalari ise, ¢calismamizda inceledigimiz
bir diger kritik parametredir. Zira diizgiin organize olmus ve islevsel bir ig ipligi olusumu,
oositler MII evresine ge¢cmis olsalar dahi, heniliz devam edecek olan mayoz boliinmeleri igin
saglikli bir matiirasyon siireci gecirmeleri adina gereklidir. Bulgularimiz malathion
maruziyetinin, oositlerde basarili mayotik ilerleme i¢in kritik 6neme sahip olan ig ipligi
organizasyonunu Onemli Ol¢iide etkiledigini gostermektedir. Kontrol, sham ve sadece
astaksantin uygulanan gruplardaki oositlerin, dogrusal olarak hizalanmis kromozomlar ile
diizgilin organize olmus ve varil seklinde ig ipliklerine sahip oldugu tespit edilmistir. Ancak
malathion maruziyeti bu yapiy1 bozarak ig ipligi kusurlarmi %55 gibi bir orana artirmis ve
kromozomlarin dagmik konumlanmasina sebep olmustur. Bu bulgular, Chen ve digerleri
(2020)’nin domuz oositleri iizerinde yaptiklari in vitro matiirasyon ¢alismasinda malathionun
ig ipligi organizasyonunu olumsuz etkiledigini bildiren sonuglarla uyumludur (Chen ve

digerleri, 2020).

Ig ipligi biitiinliigiinii tehlikeye atan faktdrler arasinda ise oksidatif stresin kritik bir rol
oynadig1 gézlemlenmektedir. Ozellikle, oksidatif stresin fare oositlerinin olgunlasma siirecinde
ig ipligi morfolojisini olumsuz etkiledigi, mikrotiibiill dinamiklerini bozarak kromozom
hizalanmasinda diizensizliklere yol actigi bilinmektedir (Choi ve digerleri, 2007).
Sentrozomlarin da dahil oldugu mikrotiibiil organizasyon merkezleri (MTOC'ler), ig olusumu
icin hayati 6neme sahip olup, cevresel etkilere ve cesitli bilesiklere karsi oldukca hassastir.
Mikrotiibiil organizasyon merkezlerinin (MTOC) olusumu, belirli proteinlerin ve enzimlerin
varligina baghdir. Malathion maruziyetinin ise, oksidatif stresi artirarak bu proteinsel yapilari
bozabilecegi ve bdylelikle MTOC olusumunu engelleyebilecegi ileri siiriilebilir. Ayrica,
oksidatif strese maruz kalan mitokondrilerin, 1§ ipligi olusumu i¢in gerekli olan ATP enerjisini
saglayamamasi da gozlemlenen ig ipligi hasarlarina neden olabilecek bir diger faktor olarak

degerlendirilebilir.

Calismamiz dahilinde ise astaksantin tedavisi, malathion maruziyeti sonrasi goriilen
kusurlu ig ipliklerinin oranim1 %30 seviyelerine kadar azaltarak, mikrotiibiil stabilitesini
destekleyici roliinii ortaya koymustur. Bu bulgu, MII oosit oranlarimizla birlikte
degerlendirildiginde astaksantinin, oksidatif stres iirlinlerini temizleyerek ve organelleri

stabilize ederek malathionun in vitro etkilerine kars1i ig yapisin1 koruyabildigini
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diisiindiirmektedir. Ayrica, ¢esitli protein ve enzimlerin ekspresyonunu modiile ederek ig
yapisinin eski haline gelmesine katkida bulunabilir. Clinkii oosit matiirasyonu organellerinin
dinamik dagilimima ve fonksiyonel biitlinliigiine baglidir ve maalesef oksidatif strese karsi

ozellikle hassastirlar.

Calismamizda degerlendirdigimiz bir diger parametre ise oksidatif stres’e neden olan
reaktif oksijen tiirleri (ROS) dir. In vitro matiirasyon sonrasit MII oositlerde immiinfloresan
isaretleme ile tespit ettigimiz hiicre ici ROS seviyelerini inceledik. Sonuglar, malathionun
oksidatif stresi kontrol, sham (DMSO) ve sadece astaksantin uygulanan gruplara kiyasla 6nemli
Olgiide artirdigini gostermektedir. Malathion'un in vitro oosit matiirasyonu {izerindeki bu
olumsuz etkisi, bu bilesigin lipofilik yapist nedeniyle oolemma ile kolayca etkilesime
girebilmesi sonrasi yapisal hasar ve endojen ROS firetiminin artmasina yol agmasindan
kaynaklanmaktadir (Rieger ve digerleri, 2017). Bununla birlikte, malathion ve astaksantin’in
birlikte kullanildigi tedavi grubunda elde edilen ROS miktar1 ise sadece malathion’un
kullanildig1 gruba kiyasla anlamli derecede diisiik olarak tespit edilmistir. Elde ettigimiz bu
sonuclar, malathionun oosit matiirasyonunda oksidatif stres yarattigini ve antioksidan savunma
mekanizmalarini zayiflattigin1 gosteren literatiir bulgularin1 dogrulamaktadir. Bunu destekler
nitelikte, Flores ve digerlerinin (2017) domuz oositleri ile gergeklestirdigi in vitro matiirasyon
deneyinde, malathion maruziyetiyle birlikte reaktif oksijen tiirleri seviyelerinin kontrol grubuna
kiyasla arttig1 tespit edilmistir. Bununla birlikte antioksidan enzimler olan SOD1, GPx, GST,
G6PD ve CAT miktarlarinda ise azalma gézlendigi bildirilmistir (Flores vd., 2017). Benzer
sekilde, Chen ve digerleri (2019)’nin ¢alismasinda da malathion maruziyetinin domuz
oositlerinde ROS miktarinda artisa neden oldugu, bu durumun in vitro matiirasyonu olumsuz
etkiledigi ve ROS artisinin bizim ¢alismamizla ayni sekilde immiinfloresan goriintiileme

yontemi kullanilarak kanitlandigi goriilmektedir (Chen ve digerleri, 2020).

Bildigimiz kadartyla, literatiirde malathion’un fare oositlerinde in vitro matiirasyon siireci
tizerindeki etkilerine karsin astaksantin takviyesinin koruyucu potansiyelini arastiran bir
calisma bulunmamaktadir. Ancak, c¢alismamizda malathion ve astaksantin'in birlikte
kullanildig: tedavi grubunda ROS seviyelerinin belirgin sekilde diismesi, astaksantin'in bagka
caligmalarda belirtilen gli¢lii antioksidan etkilerini dogrulamaktadir. Ayni sekilde, Xiang ve
digerleri (2021) tarafindan yapilan ¢alismada, vitrifiye edilip ¢ozdiiriilmiis domuz oositleri ile
yapilan in vitro matiirasyon islemi sirasinda astaksantin takviyesinin oositte iiretilen ROS
miktarini anlamh 6l¢iide diistirdiigii bildirilmistir (Xiang ve digerleri, 2021). Benzer sekilde,
Do ve digerleri (2015) domuz oositlerinde ve Ispada ve digerleri (2018) sigir oositlerinde
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astaksantin takviyesinin in vitro matiirasyon sirasinda 1s1 sokunun olumsuz etkilerini azaltarak
artan hiicre i¢i ROS seviyelerini anlamli sekilde diisiirdiigiinii bulmuslardir (Do ve digerleri,
2015; Ispada ve digerleri, 2018). Bahsedilen tiim bu caligsmalarin sonuglari, astaksantin'in

oksidatif stres kosullarinda antioksidan etkisinin belirgin oldugunu gostermektedir.

Bu bulgular astaksantin'in, 6zellikle yliksek oksidatif stres altinda, 6rnegin malathion
maruziyeti veya 1s1 soku gibi durumlarda, ROS seviyelerini diislirerek hiicresel hasari
azaltabilecegini gostermektedir. Ancak elde ettigimiz sonuglarda kontrol ve sham ile yalnizca
astaksantin uygulanan gruplar arasinda ROS seviyelerinde anlamli bir fark gézlenmemesi,
astaksantin'in etkilerinin 6zellikle oksidatif stresin arttigi kosullarda ortaya c¢iktiginm
desteklemektedir. Bu durum, astaksantin'in koruyucu etkisinin oksidatif stresin yiiksek oldugu
ortamlarda daha belirgin hale geldigini ve bu nedenle stres kosullarinda 6nemli bir rol

oynayabilecegini diisiindlirmektedir.

Mitokondriler ise, yliksek enerji gereksinimlerinin karsilanmasi adina oositlerde en ¢ok
bulunan organeller arasindadir ve oosit kalitesinin belirlenmesinde dnemli bir gostergedir
(Tarazona ve digerleri, 2006). Oosit matlirasyonu sirasinda mitokondriler, sitozolde dinamik
bir dagilim sergiler ve bu dagilim, hiicre iskeleti ag1 aracilifiyla gerceklestirilir. Bu nedenle,
mikrotiibiillerde meydana gelen hasarlar, mitokondrilerin oosit igerisindeki dagilimini olumsuz
etkileyebilir. Ayn1 zamanda mitokondriler, vezikiiller ve endoplazmik retikulum gibi diger
hiicresel yapilarla iletisim kurarak kiimeler olusturur. Boylelikle kalsiyum sinyalleri, metabolik
ara lrilinler ve lipitler gibi maddelerin taginmasi koordine edilmis olur. Bu siireg, hiicresel
metabolizmay1 diizenlemek, mitokondriyal biyogenezi kontrol etmek ve hiicresel stres

yanitlarin1 yonetmek agisindan kritiktir (Brevini ve digerleri, 2005).

Mitokondriyal membran potansiyeli (MMP) ise, mitokondri i¢ ve dis zar1 arasindaki
elektriksel potansiyel farki ifade eder ve bu fark, mitokondrinin enerji iiretiminde hayati bir rol
oynar. Yiksek membran polarizasyonu, mitokondrilerde ATP iiretimini destekleyen bir
faktordiir. Bununla birlikte ¢esitli aragtirmalarda, oositlerin gelisim potansiyeli ile
mitokondriyal membran potansiyeli arasinda pozitif bir korelasyon oldugu da gdosterilmistir
(Ding ve digerleri, 2020; Tarazona ve digerleri, 2006). Ayn1 zamanda mitokondriyal solunum
zincirlerindeki elektron tasinimi, ROS olusumunun da ana kaynagidir (Romek ve digerleri,
2011). Mitokondriyal fonksiyon bozuldugunda, mitokondriyal i¢ zarin gecirgenligi artar ve bu
durum hiicrelerde oksidatif hasara yol agcan ROS'un asir1 iiretimine neden olur (Ding ve
digerleri, 2020; Prasad ve digerleri, 2016). Asirt ROS {iiretimi ise mitokondriyal fonksiyonu

daha da bozarak bu kisir dongiliyli pekistirir. Oositlerin pestisitler gibi c¢esitli cevresel
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kirleticilerle temasi, hiicresel solunumun inhibisyonuna, oksidatif fosforilasyonun bozulmasina
ve mitokondriyal membran gecirgenliginin artmasina sebep olarak mitokondriyal fonksiyonu
olumsuz etkiler. Nitekim, mitokondriyal membran potansiyeli, mitokondriyal fonksiyonun
degerlendirilmesinde hayati bir gostergedir (AL-Zubaidi ve digerleri, 2019; Belyaeva ve
digerleri, 2008).

Bu baglamda, malathion maruziyetinin fare oositlerinde mitokondriyal fonksiyonu
etkileyip etkilemedigini arastirmak amaciyla mitokondri membran potansiyelini inceledik.
Yapmis oldugumuz ¢alismada malathion’a maruz birakilan oositlerin MMP'sinin kontrol, sham
ve sadece astaksantin uygulanan gruplar ile kiyaslandiginda onemli Ol¢iide azaldigi tespit
edilmistir. Bu durum, malathion maruziyetinin fare oositlerinde mitokondriyal islev bozuklugu
yoluyla oksidatif strese neden olabilecegini bizlere diisiindiirmektedir. Boylece malathion
maruziyeti ile elde edilen diisiik mayotik matiirasyon bulgularimiz daha da anlam kazanabilir.
Ayni zamanda mitokondriyal fonksiyon bozuklugu kaynakli oksidatif stres, oositler ve onu
destekleyen graniiloza hiicreleri arasindaki iletisim agin1 kesebilir. Boylelikle niikleotid, piruvat
ve aminoasit gibi molekiiler haberlesmede etkin olan maddelerin ¢ift yonlii gegisini engelleme

ihtimali ile matiirasyon oranlarinda goriilen diisiis arasinda bir baglanti olabilir.

Bonilla ve digerleri (2008) ise, yapmis olduklar1 bir ¢alismada, malathion maruziyetinin
in vitro fare oosit matiirasyonu sirasinda mitokondriyal solunum zincirinde 6nemli rol oynayan
ve bir enzim olan sitokrom oksidaz alt birimi I’in asag1 diizenlendigini belirtmistir (Bonilla ve
digerleri, 2008). Bu sonug, malathionun mitokondriyal fonksiyon {izerindeki etkisini agikca
gostermekte olup, elde ettigimiz mitokondriyal membran potansiyeli verilerini destekler
niteliktedir. Calismamiz dahilinde gergeklestirilen astaksantin tedavisi ise, malathion’un neden
oldugu mitokondriyal fonksiyon kaybina ragmen, bu sorunu 6nemli 6l¢iide iyilestirmistir. Bu
bulgu, astaksantin'in mitokondriyal membran biitlinliigiinii koruyarak enerji homeostazini
destekledigini gostermektedir. Benzer bir nitelikte, Jia ve digerleri (2020)’nin domuz
oositlerinde ovulasyon sonrasi yaglanma iizerine yaptiklari1 ¢calismada, astaksantin’in oksidatif
stres ve mitokondriyal membran potansiyelindeki olumsuzluklara karsi1 terapotik etkilerini
gbzlemledikleri bildirilmistir (Jia ve digerleri, 2020). Mevcut ¢alismamiz bahsedilen diger
caligmalarla birlikte degerlendirildiginde ise, astaksantin'in oksidatif stres ve mitokondriyal

disfonksiyonlar arasinda gergeklesen dongiiye karsi olumlu etkiler sagladigi agiktir.

Calismamizda inceledigimiz bir diger parametre, oksidatif stres ve mitokondriyal
membran potansiyeli ile yakindan iliskili olan erken apoptoz siirecidir; bu kapsamda, erken

apoptoz indeksi olarak pozitif Annexin-V sinyali yiizdesi degerlendirilmistir. Bulgularimiz,
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annexin-v pozitif oositlerin malathion’a maruz kalan grupta kontrol, sham ve sadece astaksantin
uygulanan gruplara kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugunu gdostermistir. Bu sonuglar,
malathion ile tetiklenen oksidatif stresin hiicresel islevlerde yarattigi olumsuz etkilerle hiicre
apoptozunu baglatabilecegi diisiincesini desteklemektedir. Bu siireg, oksidatif stres kaynakli
mitokondriyal membran potansiyeli’nin azalmasinin ardindan mitokondriyal membranin hasar
gormesi ve sitokrom C’nin serbest kalmasi sonucu apoptozdan sorumlu kaspaz kaskadinin
aktiflesmesiyle baslayabilir. Ayrica, MMP'deki diisiise bagli olarak iiretilen ATP seviyelerinin
azalmasi, artan ROS etkisiyle olusan DNA ¢ift zincir kiriklar1 ve protein peroksidasyonu
sonucu biriken hatali katlanmis proteinlerin apoptotik stiregleri tetikleyici faktorler olarak rol

oynayabilecegi de ongoriilmektedir.

Astaksantin ile yapilan tedavi ise, hasta grubuna ait %42’lerdeki erken apoptoz oranini
%24 gibi bir seviyeye diisiirmiistiir. Bu bulgu, apoptoz ile yakindan iliskili olan ROS miktar1
ve MMP {izerine elde ettigimiz bulgularimizla paraleldir. Bu sekilde, malathion maruziyeti ile
artan erken apoptoz oraninin, oksidatif stres ve mitokondriyal hasar ile iliskili olabilecegi
hipotezimiz destek gorebilir. Bu dogrultuda, in vitro oosit matiirasyonu sirasinda terapotik
ozellikleri kanitlanmig bir antioksidan olan astaksantinin, matiirasyonu olumsuz etkileyen

pestisit maruziyetlerine kars1 oosit sag kalimini destekleyebilecegi sonucuna varilabilir.

Calismamizda inceledigimiz bir diger parametre, oosit matiirasyonunda 6nemli bir rol
oynayan ERK1/2'nin fosforilasyon yoluyla aktivasyonudur. Graniilosa hiicreleri, LH etkisiyle
birlikte EGF benzeri faktorler sentezler. Bu faktorler daha sonra, oosit tarafindan tretilmis
GDF9 ve BMP15’in etkisiyle kumulus hiicre ylizeyinde olusturulan reseptérlerine baglanir. Bu
reseptor-ligand etkilesimi, kumulus hiicrelerinde MAPK'y1 aktive ederek ERKI1/2'nin
fosforilasyon yoluyla aktivasyonunu tetikler. Bu aktivasyon ise, oosit matiirasyonu i¢in gerekli
olan molekiiller mekanizmalart ve kumulus hiicreleri ile oosit arasindaki iletisimi

diizenlemektedir (Fan ve digerleri, 2009).

Malathion ise, toksik etkilerinin yani sira endokrin bozucu etkinligi ile de bilinmektedir.
Bu etki, malathion’un dogal hormonlar1 ve sinyal faktorlerini taklit ederek, reseptorlerini bloke
ederek veya anormal endokrin tepkiler iiretmek i¢in hormon benzeri yollan tetikleyerek
endokrin homeostazini degistirmesiyle ortaya ¢ikar (Pocar ve digerleri, 2003). Bu bilgiler
1s181nda, malathion’un oksidatif stresi artirmasinin yan sira endokrin bozucu etkilerinin de in

vitro matiirasyon siirecini olumsuz etkileyebilecegini varsaydik.
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Daha once, kumulus oosit komplekslerinin in vitro matiirasyonu sirasinda malathion
maruziyeti uygulanarak ERK1/2 sinyal yolagmin incelenmemis olmasi, ¢alismamizin
Ozglnliigiinii vurgulamaktadir. Ayn1 sekilde, astaksantinin bu siireglere olan katkisi da daha
once arastirilmamustir. Nitekim, VM sirasinda malathion’a maruz kalan kumulus oosit
komplekslerini inceledigimizde, ERK1/2 fosforilasyonunun gerceklesemedigini; buna karsin
kontrol, sham ve sadece astaksantinin kullanildigi ¢alisma gruplarinda fosforile ERK1/2
diizeylerinin olduk¢a yiiksek oldugunu gordiik. Bununla birlikte astaksantin takviyesinin,
malathion kaynakli diisiik pERK sonuglarini kontrol grubuna yakin olacak seviyelere kadar

yukselttigini tespit ettik.

Elde ettigimiz sonuglar, malathion maruziyetinin oosit matiirasyonunu diizenleyen sinyal
yolagin1 olumsuz etkileyebildigini ortaya koymustur. Bu durum, malathion kaynakli oksidatif
stresin oositlerde GDF9 ve BMPI15 iiretimini engellemesi varsayimiyla agiklanabilir. Bu
eksiklik, kumulus hiicre yilizeyinde EGFR sentezinin ger¢eklesememesine yol agarak ERK1/2
aktivasyonunu engellemis olabilir. Ayni zamanda, malathion’un endokrin bozucu etkisi,
kumulus hiicre membranlarindaki EGFR’nin bloke olmasina veya EGF benzeri faktorlerin
taklit edilerek reseptor-ligand etkilesiminin engellenmesine yol agmis olabilir. Bu durum da

yine, ERK1/2 fosforilasyonunda tespit edilen diisiikk oranlar1 agiklayabilir niteliktedir.

Ayrica, ERKI1/2 sinyal yolunun aktivasyonu, kinazlar tarafindan diizenlenen
fosforilasyon ile gergeklesir. Malathion maruziyeti ise, kumulus hiicrelerinde olusabilecek
protein hatalar1 nedeniyle bu enzimlerin yapisini veya aktivitesini engelleyerek ERK1/2

fosforilasyonunu olumsuz etkilemis olabilir.

Bununla birlikte elde ettigimiz malathion kaynakli diisiik ERK1/2 fosforilasyonu oranlart,
matiirasyon oranlari ile paralellik gostermektedir. Fosforile olamayan ERK1/2’nin kumulus-
oosit arasindaki konneksinleri hiperfosforile edememesi nedeniyle gap junction'larin agik
kalmasina yol ag¢tig1 diisiiniilebilir. Sonug olarak, oosit i¢ci cAMP seviyesinin yiiksek kalmasi

matiirasyonu baskilayan faktorler arasinda yer alabilir.

Ek olarak, ERK1/2 aktivasyonunun islevselligini yeniden kazanip kazanmadigini
degerlendirmek amaciyla, kumulus hiicreleri tarafindan sentezlenen pERK1/2 ile iligkili Has2,
Ptx3 ve Ptgs2 genlerinin ekspresyonunu gPCR yontemi ile inceledik. Malathion maruziyeti
sonrasi bu genlerin ekspresyon seviyelerinin kontrol, DMSO ve yalnizca astaksantin uygulanan
gruplara gore anlamli derecede diistiiglinii; astaksantin takviyesinin ise diisiik ekspresyon

seviyelerini kontrol grubuna yakin degerlere yiikselttigini tespit ettik. Bu bulgular, calisma
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gruplarindaki pERK 1/2 seviyeleri ve matiirasyon oranlari ile uyumlu olup, astaksantin takviyesi
sonras1 geri kazanilan ERK1/2 aktivasyonunun, islevselligini korudugunu gostermektedir.
Ayrica kumulus hiicre genislemesi, musifikasyon ve oosit ¢evresinde matris olusumunu
tetikleyerek matiirasyona katki saglayan bu genler, elde ettigimiz matiirasyon oranlar1 ve

PERK1/2 sonuglar1 arasindaki baglantida etkin bir rol {istleniyor olabilir.

Ayrica, ERKI1/2 aktivasyonunun kumulus hiicrelerinde apoptozu inhibe ettigi
bilinmektedir. Han ve digerleri (2017), farelerde SIRT1 ekspresyonunun ERK1/2 aktivasyonu
yoluyla kumulus hiicrelerinde apoptozu baskiladigini bildirmistir (Han ve digerleri, 2017).
Calismamizda malathion maruziyeti sonras1i ERK1/2 aktivasyonunun engellenmesi, kumulus
hiicrelerinde apoptoz oranini artirarak oosit matiirasyonu ig¢in gerekli olan kumulus-00sit
etkilesimini bozmus olabilir. Bu da oositlerin besin alimini, korunmasini ve desteklenmesini

olumsuz etkileyerek matiirasyonu sekteye ugratmis olabilir.

Calismamizda astaksantin takviyesinin ise, diisiik fosforilasyon diizeylerini artirarak
malathion’un ERK1/2 aktivasyonu tizerindeki olumsuz etkisini hafiflettigini tespit ettik. Bu
sonu¢ da yine, pERK1/2 iligkili gen ekspresyonlar1 ve matiirasyon oranlarimizla parallelik
gostermektedir. Bu durum neticede, astaksantin’in kumulus hiicreleri ve oositlerde malathion
kaynakli mekanizmalara terapdtik etkisi olabilecegini ve oosit matiirasyonunu destekleyen

hiicresel sinyal mekanizmalarini giiclendirebilecegini géstermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, BALB/C farelerden izole edilen kumulus-o0sit kompleksleri (KOK)
tizerinde malathion’un in vitro etkileri incelenmistir. Literatiirde, malathionun farelerden elde
edilen KOK’lar tlizerindeki etkilerinin yani sira, astaksantin takviyesinin malathion kaynakli
KOK hasarmma karst koruyucu etkilerinin arastirildigi  bir ¢alismanin  bulunmadigi
gozlemlenmistir. Bu baglamda hem malathionun zararh etkilerini hem de astaksantinin bu

etkileri dengeleyebilme potansiyelini degerlendirmek amaciyla bu ¢aligsma gerceklestirilmistir.

Deneysel bulgular, malathion’un farelerde in vitro oosit matiirasyon oranlarini
diisiirdiigiinii, kusurlu ig ipligi ve dagiik kromozom oranlarii artirdigini, hiicre i¢i reaktif
oksijen tiirleri (ROS) seviyelerini yiikselttigini, mitokondriyal membran potansiyelini
azalttigini, erken apoptotik siiregleri tetikledigini ve ERK1/2 fosforilasyonunu engelledigini

gostermistir.

Bu bulgular, malathion ve benzeri pestisitlerin toksik etkilerinin agik¢a goriildiigiinii ve
tarim ile gida sektorlerinde daha giivenli uygulamalarin tesvik edilmesi gerektigini ortaya
koymaktadir. Ayrica, bireylerin bu tir kimyasallara maruziyetlerini azaltmak i¢in
bilinglendirme calismalar1 yapilmalidir. Zira, artan ¢evre kirliligine bagli olarak pestisitlerin ve
ozellikle malathion birikiminin, yakin gelecekte lireme saglig1 agisindan giderek daha ciddi

sorunlara neden olacagi goriilmektedir.

Calismanin sonuglarina gore, in vitro sartlarda astaksantin takviyesinin, malathion’a bagli
olarak gelisen olumsuz bulgulara karsi koruyucu bir etki gosterdigi tespit edilmistir.
Astaksantinin gii¢lii antioksidan 6zellikleri, malathion kaynakli oosit hasarina kars1 koruyucu
etkinin, oksidatif stresin azaltilmasi, mitokondriyal islevlerin korunmasi ve ERK1/2 sinyal

yolunun desteklenmesi ile iligkili oldugunu gostermektedir.

Ancak astaksantinin koruyucu etkilerinin daha detayli incelenmesi i¢in daha genis
kapsamli ve uzun vadeli ¢aligmalara ihtiya¢ vardir. Bu c¢alismada, malathion maruziyetinin
fertilizasyon ve embriyo gelisimi lizerindeki toksik etkileri ile astaksantinin bu siireclere olan
terapotik  katkilar1  degerlendirilmemistir. Ancak, toksisiteye bagli oosit matiirasyon
anormalliklerinin, bahsedilen bu siireglerde goriilen infertilite sorunlarinin énemli bir nedeni

olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica, malathion ve astaksantinin in vivo ortamdaki etkilerinin
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arastirilmasi1 gerekliliginin yani sira, astaksantinin insanlarda da benzer koruyucu etkiler

gosterip gostermedigi arastirilmali ve potansiyel klinik uygulamalar degerlendirilmelidir.

Tiim bunlar dogrultusunda pestisit toksisitesine maruz kalma olasilig1 yiiksek olan
hastalarda tiip bebek tedavisi siirecinde bazi yardimci ajanlara ihtiya¢ duyulabilmektedir.
Ozellikle, astaksantin gibi etkili antioksidanlarin infertilite tedavisinde destekleyici olarak in
vitro veya in vivo kullanimi arastirilmali ve uygun protokoller gelistirilmelidir. Bu ¢alisma,
astaksantinin malathion’un olumsuz etkilerine karst koruyucu bir potansiyele sahip oldugunu
ortaya koyarak, infertilite tedavisinde yeni yaklasimlar gelistirilmesine onemli katkilar

saglamaktadir.
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