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TURKCE OZET

Pet hayvanlarinda biyoteknolojik c¢aligmalar son yillarda hiz kazanmaya
baslamistir. Kopeklerde basarisiz yardimci iireme teknikleriyle ilgili olusan sorular,
muhtemelen kopek tiirlerinin reprodiiktif fizyolojisine ait yetersiz bilgiden
kaynaklanmaktadir. Bu konuda yapilan arastirmalarin hiz kazanmasinda duygusal
nedenler Onemlidir. Fakat diger taraftan pet biyolojisindeki uygulamalar, insan
hastaliklar1 i¢in model olusturmaktadir. Bunun Otesinde gamet
kriyopreservasyonunun gelismesi, nesli tiilkenmekte olan tiirlerin korunmasi ve
genetik banka olusturulmasi i¢in 6nemlidir. K&pek oositlerindeki diisiik maturasyon
oranlarina ragmen, bu tezde, partenogenetik aktivasyonun etkileri, vitrifiye matur
oositlerde test edilmistir.

Kopek oositleri, Yildirim Belediyesi Sokak Hayvanlari Bakim ve Rehabilitasyon
merkezinden alinan, 10 adet saglikli kdpekten toplanmistir. Ovaryumlarin tekrarli
dilimlenmesinden sonra, se¢ilen kumulus oosit kompleksleri, 5%CO,’li inkiibatorde,
mineral yagla kaplanmis 500 ul TCM-199 igeren dort-gozli petrilerde, 39°C’de, 72
saat boyunca maturasyona birakilmistir. Maturasyondan sonra oositler, 0%, 10%,
20% etilen glikol igeren 50 ml PBI i¢inde sirasiyla, 5, 5 dakika ve 30 saniye muamele
edilmistir. Oositler, 30 pl VS3 ile kriyoviallere aktarilarak sivi nitrojende
dondurulmustur. Bu grubun oositleri (n=257) vitrfiye oosit ‘VO’ olarak
gruplanmistir. Cozdiirme sonrasinda, oositler ionomisinle 5 dakika ve sikloheksimid
ile 3 saat muamele edilerek partenogenetik aktivasyona maruz birakilmistir.
Sonrasinda oositler 72 saat kiiltiire edilerek oositlerin niikleer durumlari
degerlendirilmistir. Kontrol grubu olarak kullanilan oositler (n=257), ‘FO’ olarak
gruplandirilmistir.  Maturasyondan sonra, oositler direkt olarak ionomisin ve
sikloheksimid ile muamele edilerek aktivasyona birakilmistir ve 72 saat kiiltiire
edilmistir. Tiim oositler Hoechst33342 ile 30 dakika boyandiktan sonra niikleer
maturasyon oranlar1 faz kontrast mikroskopta degerlendirilmistir.

Maturasyon oranlart (MI+MII) gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
bulunamamastir (p>0,05).

Maturasyon sonrasinda, vitrifiye kopek oositlerinde partenogenetik aktivasyona

bagli niikleer degerlendirme calismasi bulunmamaktadir. Fakat bu uygulamada elde
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edilen diisiik maturasyon oranlarinin, ileri molekiiler caligmalarla agiklanmasi

gerektigi kanisindayiz.

Anahtar Kelimeler: Kopek oositleri, vitrifikasyon, in vitro maturasyon,

partenogenetik aktivasyon
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INGILIZCE OZET

Biotechnologic researches in pet animals have been run up in recent years.
Raised questions about unsuccesful assisted reproductive technologies in canid
species are probably related with poor information in reproductive physiology of
canid species. The studies about this subject has been thought to be motivated by
emotional reasons. But on the other hand the applications in pet biology is accepted
as model for human diseases. Apart from this, development of gamete
cryopreservation is an important tool for genetic bank and conservation of
endangered species. In spite of low maturation rates of canine oocytes, the results of
parthenogenetic activation has been tried to maturated and vitrified-warmed canine
oocytes in this thesis.

Oocytes were collected from 10 healthy bitches at Yildirim Municipality Stray
Animals Sterilization and Rehabilitation Center. After slicing of ovaries, selected
cumulus oocyte complexes were maturated for 72 h at 39°C in four-well petri dishes
containing 500 pl TCM-199 under mineral oil in a 5%CO, incubator. After
maturation, oocytes were exposed to 50 ml PBI containing 0%, 10%, 20% ethylene
glycol for 5, 5 minutes and 30 seconds respectively. They were vitrified in cryovials
containing 30 ul VS3 in liquid nitrogen. The oocytes in this group (n=257) were
grouped as vitrified oocyted ‘VO’. After warming, the oocytes were
parthenogenetically activated with ionomycin for 5 minutes and followed by
cycloheximide for 3 hr. Oocytes were then cultured for 72 hr and assessed for
nuclear maturation. The oocytes (n=257), grouped as fresh oocytes ‘FO’ were used
as control group. After maturation, oocytes were directly incubated with ionomycin
and cycloheximide for parthenogenetic activation and cultured for 72 h. All oocytes
were stained with Hoechst33342 for 30 min and nuclear maturation rates were
assessed using a phase contrast microscope.

Maturation rates (MI+MII) between groups had not been found statistically
different (p>0,05).

To our knowledge there is no information available about the influence of

parthenogenetic activation on nuclear maturation after vitrification of maturated
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canine oocytes. However, low maturation rates should be clarified by further

molecular studies.

Keywords: Canine oocytes, vitrification, in vitro maturation, parthenogenetic

activation



1. GIRIS

Kopeklerde, Abbe Lazzaro Spallanzani tarafindan 1780°de yapilan ilk basarili
suni tohumlama ve gercek bir kdpek oositinin, 1827°de Karl Ernst von Baer
tarafindan tanimlanmasindan sonra, reprodiiktif biyoteknoloji ¢aligsmalari, insan ve
diger tiirlere gore oldukga gerilerde kalmistir (Heape, 1897; von Baer, 1827). Evcil
kopeklerin fertilitesinin yiiksek olmasi, bu alandaki ¢aligmalar1 geri planda tutarken,
vahsi yasamda nesli tiikenmekte olan tiirler icin, biyoteknoloji konular1 tekrar
giindeme gelmistir. Bu tiirlin reprodiiktif fizyolojisinin farkliliklar1 nedeniyle, in vitro
oosit maturasyonu, embriyo olusumu ve gamet dondurulmasindaki basar1 oranlari

tartismalidir.

Kopekler mevsime bagli olmayan monodstrik hayvanlar olup, spontan
ovulasyon gosterirler. Olduk¢a uzun siiren luteal donem, gebelik donemiyle benzer
endokrinolojik o6zellikler gostermektedir ve takibinde zorunlu andstrus doénemine
girerler (Concannon, 2011). Diger tiirlerden farkli olarak, kopek oositleri
maturasyonu tamamlamadan ovule olur ve mayotik siire¢ LH salimimlariyla
baslatilarak, ovidukt i¢cinde tamamlanir. Granulosa hiicrelerinin bu siirecte diger
tirlerde oldugu gibi 6nemli rol oynadigi bilinse de, cAMP’nin gorevi hala
tartismalidir. Mayoz boliinmenin baslamasindan sadece birka¢ saat sonra oosit
transkripsiyonunun baslamasi, in vitro maturasyon oranlarim1 diisiirmektedir
(Chastant-Maillard ve ark., 2011). In vitro sartlarda oositlerin sadece %10-20’si
mayoz II (M-II) asamasina ulastigindan, in vitro embriyo lretimi de oldukca
basarisizdir (Luvoni ve ark., 2005). [n vitro maturasyon oraninin diisiik olmasina
ragmen, nesli tilkenmekte olan hayvanlarin gamet kriyopreservasyonu onemini
korumaktadir (Songsasen ve Wildt, 2007). Vitrifikasyon ya da yavas dondurma
metotlar1 denenmis ve M-II asamasina ulasabilen az sayida oosit belirlenmistir. Konu

hakkinda yapilan ¢aligmalar ve bilgiler ¢cok sinirlidir.

Bu c¢alismada, ovaryumlarda slicing (dilimleme) yontemiyle kazanilan
oositlerin, 72 saatlik in vitro maturasyona alindiktan sonra, mayotik durumu dikkate
alinmaksizin  vitrifikasyon yontemiyle dondurulmasi planlanmistir. Calisma
grubunda, ¢ozdiiriilen oositler sperma penetrasyonu olmaksizin mayoz bdliinmenin

devam ettirilebilmesine olanak taniyan partenogenetik aktivasyona birakilarak, hiicre



niikleuslarinin  durumu degerlendirildi. Kontrol grubu olarak da, vitrifikasyon
yapilmamis oositler, ‘taze oosit’ grubu olarak direkt partenogenetik aktivasyona

alinarak degerlendirildi.

Partenogenetik aktivasyonun, niikleus transferi ile klonlama, embriyonik kok
hiicre iiretimi gibi bir¢ok biyoteknolojide ©nemli bir yere sahip oldugundan,
vitrifikasyonun bu siirece etkileri degerlendirildi. Her iki uygulamanin kopek
oositlerinde ilk defa birlikte uygulanmis olmasi ve elde edilen sonuglarin konu ile

ilgili yapilacak caligsmalara katki yapmasi beklenmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Kopeklerde Reprodiiktif Siklus

Kopeklerde seksiiel siklus diizeni diger hayvan tiirlerinden belirgin derecede
farklidir. Folikiillerin preovulatorik luteinizasyonuyla iliskili preovulatorik serum
progesteron artisi, gebeligin  olmadigt durumda luteolizinlerin  olmayzs,
progesteronun gebelerde metabolizasyonunun belirgin derecede artmasina ragmen,
gebe ve gebe olmayan kopeklerde benzer hormon profilleri, erken gebelik teshisinde
kullanilabilecek gebelik spesifik proteinlerin olmayisi ve sadece implantasyondan
sonra relaksin hormonu ile gebelik tayini yapilabilmesi, bunlardan sadece birkagidir
(Chakraborty, 1987; Gudermuth ve ark., 1998; Concannon ve ark., 2001; Gobello ve
ark., 2002; Klonisch ve ark., 1999; Kowalewski ve ark., 2015).

Kopeklerde ostrus siklusu prodstrus, ostrus, didstrus ve andstrus olarak dort
donemde incelenir (Feldman ve Nelson, 1996). Seksiiel siklus hipotalamustan
salgilanan GnRH un etkiledigi hipofiz bezinin LH ve FSH salinimi ile kontrol edilir.
Bu hormonlar, folikiiler gelisim ile ovaryumlardan steroid hormonlarin salinimini

gerceklestirir (Meinecke 2000).

2.1.1 Proostrus

Prodstrus  yliksek Ostrojen konsantrasyonu ile karakterize ve bu
endokrinolojik profilde vulva 6demi, kanli serosangindéz akintinin kendini gdsterdigi
donemdir (Concannon, 2011). Bu donemde ostradiol 17-B konsantrasyonu artmaya
baslar, Ostrus Oncesinde en yiiksek seviyeye ulasir ve endokrinolojik olarak
preovulatorik LH piki ile fizyolojik prodstrus sona erer (Feldman ve Nelson, 2004;
Concannon, 2011). LH pikinden hemen 6nce, preovulatorik folikiiller liiteinlesmeye
baglayarak, Ostrus doneminde serumda Olgiilebilir miktarda progesteron {iretirler
(Feldman ve Nelson, 2004). Prodstrus doneminde erkege karsi olan agresif
davraniglar yumusar ve erkek etkisi feromon sekresyonunu artirarak, vaginal

sekresyonda metil p-hidroksibenzoat salinimini indiikler (Concannon, 2011).



2.1.2 Ostrus

Kopeklerde Ostrus, ortalama 9 giin siiren ve ge¢ prodstrusta azalan Ostradiole
verilen cevap olarak nitelendirilen davranigsal Ostrus ve ovulasyonun gorildiigii
donemdir (Concannon ve ark., 1979; Wildt ve ark., 1979; Concannon, 2011). LH
konsantrasyonundaki artigla birlikte, matur folikiilde hizla gelisim ve LH pikinden
sonra preovulatorik luteinizasyon gozlenir. Bu siirecin baslangicindan yaklasik 24-72
saat sonra ovulasyon meydana gelir ki, serum progesteron konsantrasyonu ovulasyon
zamaninda yiiksektir (Wildt ve ark., 1977; Wildt ve ark., 1979; Concannon ve ark.,
1989; Keynaud ve ark., 2005). Ovulasyonda oosit, mayozun profaz I - germinal
vezikill (GV) asamasinda salinir ve mayoz bdliinme 48-72 saat i¢inde oviduktta

tamamlanir (Wildt ve ark., 1979; Concannon ve ark., 1989).

2.1.3 Diostrus

Ostrus sonrasinda ortalama iki ay siiren ve progesteron salinimi ile
karakterize diostrus donemi gozlenir (Concannon ve ark., 1989; Johnston ve ark.,
2001). Korpus luteum fazi1 ve progesteron sekresyonu, diger memelilerden farkli
olarak, gebe ve siklik kopeklerde neredeyse benzerdir (Concannon ve ark., 1989;
Hoffmann ve ark., 1994). Ancak, gebe olmayan kopeklerde, siirekli azalan
progesteron seviyesi dikkat cekicidir ki, uzayan luteal regresyon doneminin
progesteron konsantrasyonunun Ing/ml’nin altina ininceye, yani 1-3 aya kadar
sirdiigii bildirilmistir (Concannon ve ark., 1989; Concannon, 1993; Hoffmann ve

ark., 1994; Hoffmann ve ark., 2004).

Gebe olmayan kopeklerde korpus luteumun yasam siiresini histerektomi
etkilememektedir ve endojen PGF;, nin etkisinin sadece, gebe kopeklerde dogumdan
hemen Once progesteron konsantrasyonunun ani diisiisiiyle goriildigi bildirilmistir
(Kowalewski ve ark., 2006). Luteal regresyonun uterin luteolizinleri tarafindan
kontrol edilmedigi; ancak, uterusun andstrus siiresini kontrol etmede rol

uistlenebilecegi bildirilmistir (Hoffmann ve ark., 1992).



2.1.4 Anostrus

Korpus luteum fonksiyonlar: didstrusun ikinci yarisindan itibaren azalmaya
ve buna bagli olarak progesteron salinimi da dereceli olarak azalmaya baglar.
Kopekler bu donemden sonra 2-10 ay arasinda degisen olduk¢a uzun siirebilen
andstrus donemine girer. Bu donem gonadal aktivitenin olmadigi, seksiiel
davraniglarin gozlenmedigi ve sirkiile progesteron konsantrasyonunun cok diisiik
oldugu donem olarak tanimlanir. Orta andstrustan ge¢ andstrusa dogru, GnRH
iiretiminin baslamasiyla FSH ve episodik LH salinimi artarak prodstrus baglatilir

(Kooistra ve ark., 1999; Kooistra ve Okkens, 2001; Beijerink ve ark., 2004).

2.2 Kopeklerde Folikiiler Gelisim ve Ovulasyon

Kopeklerde folikiil gelisimi, ovulasyon ve oosit maturasyonu diger tiirlerden
farklilik gostermektedir. Gelisen folikiilden iiretilen Ostrojen, preovulatorik LH
kontroliinii saglar ve ovulasyonun hemen 6ncesinde mayotik boliinmeyi tamamlayan
oositler fertilizasyona kadar ikinci mayoz boliinmenin metafaz (MII) asamasinda
kalir. Ancak kopeklerde preovulatorik folikiiller, LH pikinden 6nce luteinize olur ve
progesteron konsantrasyonu ovulasyon zamaninda 5 ng/ml’ye ulasir (Concannon ve

ark., 1989; Feldman ve Nelson, 2004).

Folikiiler gelisim siireci tam olgunlasmamis olsa da, kopek folikiilleri
biiyiikliik, tip, folikiil hiicre katmanlar1 sayis1 ve folikiiler sivi varligina bagl olarak
bes grupta kategorize edilmistir. Folikiiler biliylime siiresince RNA ve protein
sentezine yol acgan transkripsiyonel aktivite olusur. Oosit kumulus hiicreleriyle gap
Jjunctions’lar araciliiyla birlesir ve sitoplazmik maturasyon i¢in gerekli olan besin,
iyon ve kalsiyum, cAMP gibi kiiciik regiilatorik molekiillerin gecislerine olanak tanir
(Hyttel ve ark., 1999; Grazul-Bilska ve ark., 1997). Bu asamadan sonra gap
junctions’larin  yakin  fizyolojik iligkisi niikleer maturasyon ve mayozun
baslatilmasinda olduk¢a 6nemlidir (Sirard, 2001). Primordiyal ve primer folikiiller
capsal olarak benzer yapida olup, sirasiyla dogumdan 17-54 ve 120 giin sonra
olusurlar (Andersen ve Simpson, 1973; Tesoriero 1981; Durrant ve ark., 1998;
Barber ve ark., 2001; Blackmore ve ark., 2004). Primordiyal folikiillerin zona

pellusida katmani olmadig1 gozlenirken, primer folikiillerin solgun belirgin zona



pellusidasi vardir (Durrant ve ark., 1998; Barber ve ark., 2001; Blackmore ve ark.,
2004).

Sekonder ve tersiyer oositlerin morfolojik olarak gelismesinin yaninda, oosit
ve zona pellusida biiylimesi de meydana gelir (Barber ve ark., 2001). Bu
ultrastriiktiirel degisimler, yine diger tiirlerden farklilik gosterir (Tesoriero, 1982).
Kopek oositinin yolk materyal lipid igerigi ve bunun gelisimi oosit maturasyonunun
en erken indikatorii olarak kabul edilir (Tesoriero, 1982; Guraya, 1965). Sekonder
folikiillerde koyu sitoplazmik lipid igerigi olan gelismis oositler bulunur ve son
asama olan tersiyer folikiillerde de bu verilere ek olarak folikiiler sivi sentezi
gbzlenir (Andersen ve Simpson, 1973; Durrant ve ark., 1998; Barber ve ark., 2001).
Pubertas oncesinde primordiyal folikiilden antral folikiillere ge¢is siireci 70-150 giin
arasindadir ve ortalama 6 aylik yasta orta proOstrusta gozlenir (Andersen ve

Simpson, 1973; Concannon ve ark., 1989).

LH piki sonucunda, ileri antral folikiiller hizlica 4-13 mm’lik preovulatorik
folikiil haline gelir ve 48 saat sonra da ovule olur (Wildt ve ark., 1979; Concannon ve

ark., 1989; England ve Allen, 1989).

2.3 Kopeklerde In Vivo Oosit Maturasyonu

Oosit maturasyonu sitoplazmik ve niikleer degisimlerden olusan oldukga
karmasik bir mekanizmadir. K&pek oositlerinde mayotik siire¢, embriyonik donemde
baslar ve ovulasyona kadar profaz I-diploten asamasinda kalarak, ovulasyondan
sonra mayotik olgunlasmay1 ovidukt icinde tamamlar. Germinal vezikiil asamasinda
ovule olan oositler 2-5 giin arasinda oviduktta olgunlasmay1 tamamlar (Reynaud ve
ark., 2006; Songsasen ve Wildt, 2007). Germinal vezikiil asamasindaki oositler 48
saat icinde germinal vezikiil breakdown (GVBD) asamasina gecer ve niikleer
maturasyon artan progesteron konsantrasyonuyla 48-72 saat iginde tamamlanir
(Holst ve Phemister, 1971; Wildt ve ark., 1978; Concannon ve ark., 1989; Farstad ve
ark., 1989; Tsutsui, 1989; Renton ve ark., 1991). Mayoz I’in baglamasini takiben,
organize niikleus zarfinin pargalanmasi baglar ki, buna GVBD denir. Takibinde
kromozom yogunlasmasi, kromozom liflerinin olusumu ve birinci polar cisimcigin
atilmasi gerceklesir (Sen ve Caiazza, 2013). Bundan sonra, oosit mayoz II’ye girer ve

fertilizasyona kadar metafaz II asamasinda bekletilir. Fertilizyonla birlikte oosit



mayoz II’ye girer ve sekonder polar cisimcik atilir, maturasyon tamamlanir (Dekel

1995; Eppig ve ark., 2004).

Basaril1 ferilizasyon ve takibinde embriyonik gelisim i¢in oosit maturasyonu
en Onemli ana basamaklardandir. Oositin gelisimsel ilerleme saglayabilmesi igin,
fertilizasyondan Once, farkli sinyalizasyon yolaklar1 tarafindan kontrol edilen ¢oklu
faktoriin etkisi altina girer (Gall ve ark., 2002; Jones, 2004). Memeli oositlerinde
mayotik blokaj, intraselliiler yiiksek cAMP diizeyi ile kontrol edilir (Conti ve ark.,
2002; Luciano ve ark., 2004; Eppig ve ark., 2004; Mehlmann, 2005a). Antral folikiil
oositlerinde cAMP diizeyinin diisik olmasiyla mayoz bolinme baglar. cAMP
diizeyinin mayoz arestinde nasil etkili olduguna iligkin iki hipotez mevcuttur. Oosit
cevresindeki granulosa hiicreleri yiiksek konsantrasyonda cAMP iiretir ve bu gap
Jjunction’lar araciligiyla oosit i¢ine geger (Tsafriri ve Dekel, 1994; Dekel, 1995; Edry
ve ark., 2006). Fare oositlerinde yapilan ¢aligmalara gore ise, ikinci hipotez mayotik
aresti koruyan cAMP en azindan oosit i¢inde olusturulur. Aslinda cAMP iiretimi i¢in
gerekli tim komponentler oosit icinde var olan G-proteinleri ve adenilat siklaz

(AC)’dir (Hinckley ve ark., 2005; Freudzon ve ark., 2005).

Kemirgen fare oositlerinde yapilan calismalarda farkli (GPR3-GPR12) Gs-
reseptorleri tamimlanmistir ve mayotik arest kontroliinii bunlarin  yaptigi
sanilmaktadir (Kalinowski ve ark., 2004; Mehlmann ve ark., 2004; Mehlmann
2005b). GPR-3 antral folikiilde mayoz arestinde gerekli reseptorken, GPR12 yiiksek
konsantrasyonda cAMP {iretiminden sorumludur (Mehlmann ve ark., 2004; Hinckley
ve ark., 2005). Mayoz maturasyonu i¢in cdc2/cyclin B kompleks gibi, ¢ogunlukla
maturasyon promoting faktér (MPF) olarak bilinen komponent oldukca gereklidir ve
bir¢ok tiirde MPF aktivasyonu GVBD’yi uyarir (Kubelka ve ark., 2000; Wu ve ark.,
2002; Jones 2004; Sanfins ve ark., 2004). MPF heterodimer olup sitoplazmik bir
faktordiir ve CDK1 (cdc2 gen iiriinii) ile regulatorik alt birimden (siklin B)’den
olusur. Siklin B’nin periyodik olarak birikimi-yikimi ile ve cdc2’nin fosforilasyonu-
defosforilasyonu ile MPF aktivitesi kontrol edilir. Mayotik arest esnasinda oositler
icerisinde korunan cAMP konsantrasyonu, cAMP bagimli protein kinaz A
aktivitesini destekler ve bu durum Weel/Mytl yolagini aktive ederek MPF’yi
fosforile edip inaktif halde tutar (Mehlmann 2005b; Smitz ve ark., 2011).

Gonadotropik hormonlarin ikincil mesajcisi, kumulus hiicrelerinde artan seviyede



cAMP, EGF yolagin1 aktive ederek fosfokinaz C ve AIl (PKC/PKAII),
PIBK/AKT(PKB) fosforilasyonunu saglar ve MAPK’lar (mitojenle aktiflestirilmis
protein kinaz) MPF aktivitesi ve sonrasinda mayozu baslatir (Sekil 1). Oosit ve
kumulus hiicreleri arasindaki gap junctions’lardaki degisimler MAPK ’larin aktivitesi

ile kontrol edilir (Luciano ve ark., 2004; Tripathi ve ark., 2010, Firmani, 2018).
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Sekil 1: Mayotik arest ve LH’ya cevap olarak mayotik baglangicin farkli sinyalizayon siirecleri
(Firmani L, Doktora tezi, 2018)

2.3.1 Oosit Maturasyonunda Gonadotropinler ve Steroidogenezisin Rolii

Kopek oositlerinin  in  vitro mayoz boliinmeye baglatilmasinda
gonadotropinlerin katkis1 oldukga etkilidir (Songsasen ve ark., 2003b). In vivo
sartlarda hipofiz bezinden salgilanan FSH, folikiilii olgunlastirir, LH olgun folikiiliin
ovule olmasint stimiile eder (Reynaud ve ark., 2006). Bundan dolay

gonadotropinlerin oositlerin IVM’da etkisini degerlendirmek ilk hedeftir.

Memelilerde oosit maturasyonunu LH piki ile cAMP seviyesinin
diisiiriilmesiyle indiiklenmektedir (Mehlmann ve ark., 2006; Conti ve ark., 2006).

Granulosa hiicrelerinde LH pikiyle, cAMP konsantrasyonu gecici olarak artar ve



cAMP bagimli yolak araciligiyla farkli epidermal biiyiime faktorleri (EGFs) benzeri
proteinlerin salgilanmasini indiikler (Mehlmann 2005b; Conti ve ark., 2006; Zhang
ve ark., 2009). Bu durum cAMP’nin konsantrasyonunu diisiiriir ve mayozis baslar
(Mehlmann 2005a; Zhang ve ark., 2009). EGF-benzeri proteinler kumulus
hiicrelerinde EGF-reseptorleri araciligiyla otokrin ve parakrin etkilidir (Prochazka ve
ark., 2003; Park ve ark., 2004; Ashkenazi ve ark., 2005; Hsieh ve ark., 2005). Bu
proteinler parcalanip matriks metalloproteinazlar araciligiyla, LH’ya cevap olarak
salinir ve mayozun baslatilmasinda ve oosit maturasyonunda oldukg¢a etkilidir

(Ashkenazi ve ark., 2005; Conti ve ark., 2006; Mehlmann ve ark., 2006).

LH-aracili cAMP degisimlerinin ii¢ ana yolak kullanarak etkili olabilecegi
yoniinde hipotezler vardir. 1) G-coupled protein reseptorler ve GPR3’iin adenilat
siklaz fosforilasyonu ve kumulus hiicrelerinde cAMP {iretimini artirmasi, 2) Oosit
icinde fosfodiesteraz-3A’nin (PDE-3A) direkt aktivasyonu ile cAMP’nin
degredasyonu, 3) Intraselliiler kalsiyum artmasiyla adenilat siklazin inaktivasyonu ve

cAMP seviyesinin azalmasi (Mehlmann, 2005b).

Kumulus hiicrelerinde EGF-EGFR steroid mekanizmasini StAR aktivitesi
araciligiyla aktive eder ve steroidler oosit maturasyonunda klasik steroid reseptorler
tarafindan kontrol edilir (Jamnongjit ve ark., 2005). Yapilan caligmalarda farelerde
androjenin non-genomik yolak araciligiyla, domuzlarda testosteronun, non-
primatlarda progesteron/androjenlerin oosit maturasyonunu indiikledigi bildirilmistir
(Gill ve ark., 2004; Borman ve ark., 2004; Li ve ark., 2008). Oositler CYP17’yi
eksprese eder ve progesteronu androjen metabolitlerine cevirir (Lutz ve ark., 2001;
Yang ve ark., 2005). Bu durumda progesteronun maturasyonda onemli bir indikator
oldugu, testosteronun ise androjen artigina bagli hastalik tablosunda 6nemi vardir.
Farkli calismalar ve birbirinden zit sonuglara ragmen, kabul gdren hipotez
steroidlerin  katilimiyla oosit maturasyonunun tamamlanabildigidir. Kopek
oositlerinin de oviduktun orta bdliimiine ulastiginda yiiksek progesteron
konsantrasyonuna bagli olarak niikleer maturasyonu tamamladigi bildirilmistir

(Wildt et al., 1978; Tsutsui 1989; Concannon et al., 1989; Keynaud et al., 2005).

Diger mekanizmalar ise gap junctions’larin  parcalanmasi  oosit

maturasyonunda 6nemli rol oynayan mayotik maturasyon hedefli G-protein iliskili



sinyalizasyon yolagidir (Gill ve ark., 2004; Jamnongjit ve ark., 2005, Ning ve ark.,
2008).

2.3.2 Sperm penetrasyonunun oosit maturasyonuna etKisi

Ovulasyondan en erken 3 giin dncesinden ¢iftlesme gergeklesebildiginden,
oosit ve spermatozoon oviduktta karsilasir. Sperm penetrasyonunun mayozu
baslatma ve niikleer maturasyonda 6nemli bir faktor olabilecegi diisiiniilmektedir.
Sperm baglar1 in vivo sartlarda immatur oositlerde gosterilmistir ve in vitro olarak da
immatur asamadaki penetrasyonun yiiksek oranda oldugu belirlendiginden dolayi
mayozun baglatilmasinda bir indikator olabilecegi kabul edilmistir (Van der Stricht
1923; Farstad ve ark., 1993; Saint-Dizier ve ark., 2001a). Laboratuvar ortaminda
kopek spermasinin GV asamasinda sperm penetrasyonunun gerceklesmesi ve
sonrasinda proniikleus olusumundan dolay1 insan ve inek oositlerinde oldugu gibi
sperm penetrasyonunun kopeklerde de mayozu baglatabilecegi rapor edilmistir
(Chian ve ark., 1992; Van Blerkom ve ark., 1994; Farstad, 2000; Saint-Dizier ve
ark., 2001b). Memeli oositlerinde mayotik maturasyon spontan olarak metafaz II’de

kalir ve devaminda niikleer siire¢ sperm-indiiklenmis aktivasyonla siirer.

Olgun olmayan oosit ve spermatozoon oviduktta karsilasir. Bu asamada
sperm penetrasyonu niikleer maturasyonun tamamlanabilmesi icin gereklidir. /n vitro
sartlarda sperma oosite penetre olduktan sonra, mayozun aktivasyonu gerceklesir
(Saint-Dizier ve ark., 2001a,b). /n vivo sartlarda bu siireg, serbest kalsiyum (Ca")
iyonlarinin intraselliiler seviyede salimimimin artirilmasiyla  gerceklestirilir
(Yanagimachi ve Bhattacharyya, 1988). Artan Ca*" seviyesi MPF (Hashimoto ve
ark., 1988) ve CSF (cytostatic factor) (Masui, 1991) aktivitesini etkiler ve mayoz

tamamlanir.

2.3.3 Kopeklerde In Vitro Oosit Maturasyonu

Kopek oositlerinin in vitro sartlarda olgunlagsmasi biyoteknolojik alanda
kullanim1 ve gelisimsel yeterlilik i¢in en 6nemli basamaktir (Bukowska ve ark.,
2012). Oosit popiilasyonu i¢inde yalnizca tam gelismis oositlerin mayozu
baslatabildigi ve maturasyon siirecine girebildigi belirlenmistir. Messenger RNA
(mRNA) transkripsiyonu baslangicta down-regiile edilir ve GVBD asamasina

girdikten sonra tamamen durur. Bundan sonraki asamada mayozu kontrol eden
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spesifik genlerin transkripsiyonu metafaz I agsamasina kadar ya artirilir ya da azaltilir
(Fair ve ark., 2007). Bu durumda 6-8 mm’nin iizerinde olan ve tam gelismis
oositlerde mRNA ve protein miktarindan dolayr maturasyonun tamamlanmasi ve

embriyonik yasama giris oldukc¢a basarili olur (Van Soom ve ark., 2007).

2.3.4 Invitro maturasyon (IVM) icin Biyokimyasal Faktorler
2.3.4.1 Kiiltiir medyumu

Kopek oosit maturasyonu stirecinin folikiil ve ovidukt i¢indeki gelisiminin
taklit edilebilmesi i¢in bir¢gok aragtirma yapilmistir. Kiltiir medyumlarinin
hazirlamasinda hormon, protein, enerji substratlar1 ve antioksidanlar gibi farkl
maddelerin katilmasi, yliksek maturasyon oranina ulasmak amaclidir (Luvoni ve ark.,

2005).

Kopek oositlerinin maturasyonu ve embriyo gelisimi i¢in test edilen kiiltiir
medyumlar1 Modifiye Krebs Ringer Bikarbonat (Yamada ve ark., 1992), sentetik
oviduktal sivi (Hewitt ve England, 1999) ve TCM 199°dur (Fujii ve ark., 2000; Otoi
ve ark., 2000; Luvoni ve ark., 2001; Willingham-Rocky ve ark., 2003). En basaril
sonug veren kiiltiiriin, amino asit, vitamin gibi katkili hazirlanan kompleks medyum

olan TCM 199 oldugu ileri siiriilmektedir (Cinone ve ark., 1992; Gordon, 1994)

2.3.4.2 Hormon Katkilar

Ovulasyon sonrasinda, kopek oositleri  ovidukt icinde  yiiksek
konsantrasyonda Ostradiol ve progesteron etkisinde kaldig1 icin, kiiltlir medyumuna
her iki hormonun katilmasi biiylik 6nem tagimaktadir. Preovulatorik luteinizasyondan
dolay1 oositlerin progesterona maruz kalmasi, bu hormonun katkisini zorunlu hale
getirmistir (Metcalfe, 1999). Ancak folikiiler fazda toplanan oositlerin kiiltiir
ortaminda progesteron katkisinin iyi sonuglar verdigi, diger reprodiiktif agamalarda
aliman oositlerde progesteron katkisinin basari oranini artirmadigi belirtilmigtir
(Willingham-Rocky ve ark., 2003; Kim ve ark., 2005). Egzojen Ostrojenlerin ayni
zamanda DNA guanin bazlarmin 8-hidroksilasyonunu inhibe ettigi i¢in antioksidan

etkisi de belirtilmistir (Markides ve ark., 1998).

Luteal donemde azalan progesteron konsantrasyonuna artan prolaktin

hormonu eslik eder ve prolaktin mitojenik, sekretorik etkili bir hormondur (Ben-
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Jonathan ve ark., 1996). Insan oosit calismalarinda folikiiler sivida yiiksek
konsantrasyonda prolaktin olmasinin oosit-kumulus kompleksinin maturasyonu ve
basarili gebeliklerde prolaktinin etkili bir hormon oldugu kanitlanmistir (Laufer ve
ark., 1984). Kopek oositlerinde bu konuda bilinen bir ¢alisma bulunmamaktadir;
ancak, maturasyonu olumlu etkileyecek bir hormon olabilecegi diisiiniilmektedir

(Rodrigues ve Rodrigues, 2010).

Mayotik maturasyonu ovidukt i¢inde tamamlayan kopek oositleri, farkli
endokrinolojik degisimlerin etkisinde kalir. Ozellikle preovulatorik LH’nm erken
luteinizasyona neden olmasi dnemli rol oynamaktadir (Concannon ve ark., 1989).
Kiiltiir ortamina katilan hCG’nin muhtemelen kumulus ekspansiyonunu ve kumulus
hiicreleriyle oosit arasindaki gap junctions’larin ayrigmasini stimiile ederek, oositin
GVBD asamasina girmesine neden olmaktadir (Concannon ve ark., 1989; Yamada
ve ark., 1993). Ayrica, diger tiirlerde oldugu gibi kiiltiir ortamina eCG’nin eklenmesi
halinde, kopek oositlerinde mayozu baslattig1 ve bunun sonucunda oositlerin MI/MII

asamasina gectigi bildirilmistir (Songsasen ve ark., 2003b).
2.3.4.3 Biiyiime Hormonu ve Biiyiime Faktorleri

Epidermal biiylime faktorii (EGF) ve insiilin benzeri biiylime faktoriiniin
(IGF) etkileri kopek oositlerinde test edilmistir (Ribeiro ve ark., 2010). EGF MAP
kinaz ve EGF-reseptorlerini aktive ederek kumulus hiicrelerinde ekspansiyona neden
olmaktadir (Gall ve ark., 2005; Conti ve ark., 2006). Ancak, kdpek oositlerinde doz
bagiml etki gdsterirken ayn1 zamanda LH-EGF ve EGF-ostradiol arasindaki sinerjik
etkiyi yakalamak gerekir (Bolamba ve ark., 2006). LH’nin kumulus hiicreleri
araciligtyla EGF mRNA ekspresyonunu artirdigi ve EGF’iin mayotik indiikleyici
etkiye sahip oldugu ileri siiriilmiistiir (Conti ve ark., 2006). FSH nin EGF ile birlikte
kiiltiire edildiginde ise, niikleer maturasyonu durdurdugu belirlenmistir (Bolamba ve

ark., 2006).

2.3.4.4 Mayotik Inhibitérler

Primer folikiillerden almman kopek oositlerinin mayotik maturasyonu
kolaylikla baglatamadigindan, mayotik ve sitoplazmik maturasyon i¢in bir dizi
yapisal degisikliklere yol agan in vitro maturasyon kiiltiirlere ihtiya¢ vardir (Bolamba

ve ark., 1998; Bolamba ve ark., 2002; Songsasen ve Wildt, 2005). Diger tiirlerde
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fosfodiesteraz ve siklin-bagimli kinaz inhibitorleri oositlere gelisimsel yeterlilik
kazandirirken, kopek oositlerinde kismen etkili oldugu gozlenmistir (Funahashi ve

ark., 1997; Pavlok ve ark., 2000, Songsasen ve ark., 2003b).

Mayotik boliinmenin baslatilmasi siireci agiklanamamis; ancak, ¢alismalar bu
stireci kontrol ederek oosit maturasyonunu artiran ya da durduran ¢ok sayida molekiil
oldugunu gostermistir (Aktas ve ark., 2003; Tosti 2006). Bundan dolayi, protein
sentezinin non-spesifik inhibitdrleri ve protein kinazlarin aktivasyonu, yiiksek cAMP
konsantrasyonuna neden olarak MPF’iin  spesifik inhibitdrleri mayozu

durdurmaktadir (Meinecke ve ark., 2001; Hashimoto ve ark., 2003).

2.4 Kopek Oositlerinde Partenogenetik Aktivasyon

Kopek oositlerinin in vitro maturasyon orani, ovulasyon karakteristigine ya
da reprodiiktif fizyolojisinin farkliligina bagl olarak olduk¢a diisiiktiir (Lee ve ark.,
2007; Song ve ark., 2010). Normal sartlarda metafaz Il asamasinda kalarak
maturasyonunu tamamlayan oositin ¢ekirdek degisim siireci, sperma aktivasyonu ile
devam eder. Sperm penetrasyonu olmaksizin mayozun devam ettirilebilmesine ya da
disi gametten, erkek gametin genetik katkisi olmaksizin, embriyo iiretebilmesine
partenogenetik aktivasyon denmektedir (Kaufman, 1983). Oositlerin partenogenetik
aktivasyonu, niikleus transferi ile klonlama, embriyonik kok hiicre iiretimi gibi
bircok biyoteknoloji alaninda gerekli oldugundan, oositlerin partenogenetik

aktivasyon caligmalar1 biiyiik 6nem arz etmektedir.

Oosit partenogenetik aktivasyon mekanizmasi, intraselliiler serbest kalsiyum
salinimi temeline dayanmaktadir (Meo ve ark., 2004; Lee ve ark., 2007). In vivo
sartlarda ise, oosit aktivasyonu spermin oosite penetrasyonuyla, serbest kalsiyum
(Ca") iyonlarimin intraselliiler seviyede salmminin artmasiyla indiiklenir
(Yanagimachi ve Bhattacharyya, 1988). Sitoplazmada artan Ca®" seviyesi, MII
korunmasinda 6nemli faktorleri, MPF (Hashimoto ve ark., 1988) ve CSF (cytostatic
factor) (Masui, 1991) aktivitesini etkiler ve MPF’nin alt birimi olan siklin B’yi
yikimlar (Nussbaum ve Prather, 1995; Meo ve ark., 2004). Aktivasyon i¢in, in vitro
sartlarda, kalsiyum iyonofor, elektriksel sok, kalsiyum klorid, protein kinaz
inhibitorleri ve sikloheksimid gibi degisik metotlar denenmistir (Hagen ve ark.,

1991; Funahashi ve ark., 1994; Mayes ve ark., 1995, Nussbaum ve Prather, 1995;
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Kim ve ark., 1996; Machaty ve ark., 1996). Suni sekilde aktive olan oosit, kortikal
reaksiyonu ve mayozu baglatarak, ikinci polar cisimcigin atilmasiyla cevap verir.
Bundan dolay1 partenogenetik aktivasyondaki olaylar zinciri, penetre spermatozoon
tarafindan olusturulan intraselliiler aktivite zincirini taklit eder. Partenogenetik olarak
aktive edilen domuz oositlerinde yaklasik %20-50 oraninda blastosist olusurken
(Hewitt ve ark., 1998; Lee ve ark., 2004; Sato ve ark., 2005); bu oran ineklerde %34
(Campbell ve ark., 2000) ve koyunda %50 bulunmustur (Loi ve ark., 1998).

Kopek  oositlerine GV asamasinda  uygulanan, Ca-EDTA’nin,
mekanizmasinin bilinmemesine ragmen, partenogenetik aktivasyon ve proniikleer
formasyonunu indiikledigi bildirilmistir. Ca-EDTA uygulamasi, oositlerin ¢inko
selasyonunu etkilemis, proniikleus formasyonunu stimiile etmis ve ikinci polar

cisimcigin atilmasini saglamistir (Lee ve ark., 2007).

2.5 Kopek Oositlerinin Dondurulma Yotemleri

Kopeklerde oositlerin in vitro maturasyonu ile ilgili caligmalar reprodiiktif
fonksiyonlar ve maturasyon-gelisim siireglerinin agiklanamamasina bagli olarak
¢oOziilmesi gereken zor bir problem olarak degerlendirilmektedir. Hayvan seg¢imi,
oosit kalite identifikasyonu, ¢evresel kosullar ve medyum kompozisyonlar1 gibi
bircok faktoriin ele alindigi calismalara ragmen, heniiz tatmin edici sonuglara
ulagilamamistir (Rodrigues ve Rodrigues, 2010). Disiik in vitro maturasyon
oranlariin nedenlerinin net olarak agiklanamamasina ragmen, genetik banka
olusturma ve nesli tliikenen kopekgillerin korunabilmesi ¢alismalarinda oosit
kriyopreservasyonu 6nemini korumaktadir (Songsasen ve Wildt, 2007). Bu konu
vahsi ve nadir tiirlerin neslinin korunmasi ve kiymetli evcil tiirlerin devamlilig i¢in
onem arz etmektedir (Luvoni, 2013). Oositlerin dondurularak saklanmasinin yaninda,
ovaryan korteksin ya da ovaryumlarin dondururulmasi da miimkiindiir. Bu sayede
primer ve primordiyal folikiillerden olusan biiylik havuzun fertil oositleri gelecekte
kullanilabilmektedir (Turathum ve ark., 2010; Luvoni 2013; Lopes ve ark., 2016;
Fujihara ve ark., 2019). Ovaryum ya da kiiclik parcalara ayrilarak ovaryan korteks
olarak dondurulan oositlerin kiiltiir sonuglar1 halen tartismalidir. Antral folikiil ve
saglikli immatiir oositlerin birlikte maturasyon siirecine girmesiyle daha basarili

sonuglar alindigi bildirilmistir (Santos ve ark., 2010; Luvoni, 2013). Ancak
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vitrifikasyon yonteminin, dokularin histolojik yapisim1 korudugunun bildirilmesine
ragmen, farelere uygulanan ksenotransplantasyondan sonra antral folikiil olusumu
gbozlenmemis olup, eritropoetin uygulandiktan sonra farelerde folikiil gelisimi
saglanmistir (Ishijima ve ark., 2006; Suzuki ve ark., 2008). Ovaryan dokularin yavas
dondurma protokolleriyle saklanmasinin ardindan ise, ksenotransplantasyon

sonugclari oldukea iyi bulunmustur (Commin ve ark., 2012).

Kopek oositleri GV asamasinda dondurulur ve ¢dzdiiriildiikten sonra
maturasyonu yapilabilir ya da metafaz II asamasinda olgun halde dondurulur ve
cozdiiriildikten sonra  kullanilir  (Luvoni, 2013).  Oositler, spermayla
karsilastirildiginda, daha biiyiik hiicreler oldugundan farkl kriyotoleranslar1 vardir ve
kriyoprotektan soliisyonlarla dondurulmasinda ozmotik basinca ulasabilmesi icin
daha uzun siireye ihtiya¢ duyarlar. Oositler zona pellusida ile ¢evrili oldugundan
permeabilitesi spermaya gore farkli olup plazmatik membran (oolemma) yalnizca
hiicre c¢evresinde olur (Luvoni, 2013). Oositlerin ve ovaryan dokularin

dondurulmasinda iki tip kriyoprezervasyon yontemi vardir.

1. Yavas Dondurma: Embriyo dondurma protokollerinden kdken almistir ve
su kristalizasyonu esasina dayanir. Dehidrasyon esnasinda intraseliiler buz kristalleri
olusumuna engel olmasi i¢in hipertonik soliisyonlar kullanilir. Dimetilsulfoksit
(DMSO) ve etilen glikol en c¢ok kullanilan kriyoprotektanlardir. Sivi azotta
saklanmadan Once, programlanabilir dondurma cihaziyla yavasca diisiiriilen 1siya
maruz kalan oositler payetlerde saklanir (Turathum ve ark., 2010; Abe ve ark., 2011;
Lopes ve ark., 2016). Dondurulmus oositler intraselliiler buz kristallerinin ¢abuk
dagilmasi i¢in hizlica ¢6zdiiriiliir ve protektanlart bir an evvel uzaklastirmak igin

yikama medyumlarina alinir.

2. Vitrifikasyon: Memeli gametlerinde uygulanan, prosediirii daha
basitlestirilmis ve hiicre canliliginin devam ettirilmesinde memnun edici sonuglara
ulagilan bir yontemdir. Yogun kriyoprotektan soliisyonlarla, buz kristalleri
olusturmaksizin, camsi katilagsmaya neden olan fiziksel bir islemdir ve bundan dolay1

hiicreler bu siirecte zarar gormemektedir (Kasai 1997; Ataman, 1998).
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1 Hayvan Materyali

Calismada, Yildinm Belediyesi Veteriner Isleri’nin onay1 ile adi gegen
birimde yapilan rutin ovariohisterektomi (OHE) operasyonlarinda ¢ikartilan
ovaryumlar kullanilmistir. Bes ayr1 hayvana ait toplamda 10 adet ovaryum (n=10)
kullanilmistir. Yaglar1 2-5 arasinda degisen ve ortalama 15-30 kg canli agirhik
araligindaki kopeklerden alinan ovaryumlar, hayvanlarin reprodiiktif statiisii dikkate

alinmaksizin toplanmistir.

Tez calismasi, Bursa Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu (21.02.2017 tarihli ve 2017-03/05 numaral etik kurul karar1) onay1 alinarak
gerceklestirilmistir.

3.2 Cahsma Materyalinin Toplanmasi

Operasyona alinacak kopekler bir aksam oOnceden a¢ birakilmis ve ertesi
sabah operasyona alinmistir. Tiim operasyonlar kurumda calisan Veteriner Hekimler
tarafindan gergeklestirilmistir. Kopekler Xylazine HCl ile Img/kg dozda
intramuskuler uygulama ile premedikasyona alinmistir. Genel anestezi 2,5 mg/kg
dozda intramuskuler olarak uygulanan ketamin ile saglanmistir. Bolgenin trasi
yapilip, asepsi antisepsisi saglandiktan sonra, ventral median seliotomi yapilmistir.
Her iki ovaryumun kranial bdlgesi ve serviksin kraniali 1 numarali Vicryl ile ligatiire
edildikten sonra, kanama kontrolleri yapilarak, periton, kas katmanlar1 ve deri 1
numara Vicryl ile kapatilmistir. Cikartilan ovaryumlar 37°C’lik su banyosunda

bekletilen 1xPBS i¢inde toplanarak hizlica laboratuvara getirilmistir (Fotograf 1).
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Fotograf 1. Laboratuvara getirilen ovaryumlar ve oosit toplama hazirlik asamasi

3.3 Oositlerin Toplanmasi ve Olgunlastirilmasi - /n vitro maturasyon (IVM)

Laboratuvara getirilen ovaryumlar, steril petriler i¢inde keskin bistiiri uglari
kullanilarak caprazlamasina ve boylamasina tekrarli kesme yapilarak (slicing,
dilimleme) pargalanmistir. Ovaryumlar, bu iglem aralarinda 21 gauge steril kaniil ve
20 mI’lik TL-HEPES yikama medyumu ¢ekilmis enjektor yardimiyla steril petrilerde
yikanmistir, oositlerin petrilerde ¢okmesi saglanmistir (Fotograf 2). Slicing islemi
tamamlandiktan sonra, stereo mikroskop altinda Hamilton enjektor ile toplanan
oositler, mini petri kutularinda, TL-HEPES i¢inde 2-3 kez yikandiktan sonra,
olgunlagma (maturasyon) medyumuna alinmistir. Olgunlasma medyumu 4’1l petri
kutularinda hazirlanmigtir ve her bir kuyucuga 500 pl konarak, tizerine 250 pl
mineral yag ilave edilmistir. Oositler yerlestirilmeden en az 3 saat 6nce olgunlasma
medyumu, %5 CO, iceren 39°C’de inkiibatdrde gazlanmistir. Her bir kuyucukta 30-
40 adet oosit olacak sekilde yerlestirilerek, 72 saat boyunca olgunlasmaya
birakilmistir (Fotograf 3). Inkiibasyon sonunda kumulus ekspansiyonu gériilenler
olgun kabul edilmistir. Bu siire sonunda toplanan tiim oositlerin denudasyonu, 100 pl

TL-HEPES i¢ine eklenen 300 IU/ml hyaluronidaz ile 5-10 dakika boyunca
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vortekslenerek yapilmis ve oositler kumulus hiicrelerinden ayrilmistir. Takibinde,

oositlerin enzimden uzaklastirilmast i¢in, TL-HEPES medyumunda 3 kez yikama

yapilmistir.

Fotograf 3. Toplanan oositlerin in vitro maturasyon agamasi
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3.4 OQositlerin Dondurulmasi

Olgunlagsmasin1 tamamlayan ve kumulus hiicrelerinden ayrilan oositler
vitrifikasyon metoduyla dondurulmuslardir. Oda sicakliginda, sirasiyla VS1 (5
dakika), VS2 (5 dakika) ve VS3 (30 saniye) i¢inde ekilibrasyonu gerceklestirilmistir
(Sekil 2). Oositler petriler i¢ine hazirlanan 100’er mikrolitrelik 3 mikro damladan 5
dakika siiresince gecirilmistir. Ayni islem VS2 i¢in de 5 dakika siireli uygulanmustir.
VS3 igin 100’er mikrolitrelik 2 damla hazirlanmis ve oositler 30 saniyede bu
damlalardan gegirilmistir. Son asamada 30 pl VS3 i¢inde alinan oositler, 2 ml’lik

kriyoviyal plastik tiipe aktarilmis ve hizlica sivi azotta dondurulmustur (Fotograf 4).

Fotograf 4. Oositlerin vitrfikasyonu i¢in hazirlik agsamast
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Sekil 2. Vitrfikasyon soliisyonlarinin hazirlik safhasi

3.5 Oositlerin Cozdiiriilmesi ve Partenogenetik Aktivasyonu

Sivi azot icinde saklanan kriyovialler tanktan c¢ikartilarak 37°C’lik su
banyosunda 30 saniye siire ile ¢ozdiirilmistir. Kriyovialler pegete ile iyice
kurulandiktan sonra, oositler PBS kullanilarak hazirlanan 1 M Siikroz soliisyonu
bulunan 35 mm’lik petriye aktarilmistir. Ug dakika boyunca oositler, farkli osmotik
basinglar nedeniyle olusan biliziismelerin giderilmesi igin bekletilmistir. Takibinde
TL-HEPES yikama soliisyonu icine alinan oositler, ayni1 soliisyonda 2 kez

yikanmistir (Sekil 3).

Hazir oositler partenogenetik aktivasyona alinmis ve 6ncelikle ionomisin ile 5
dakika inkiibe edilerek ardindan TL-HEPES ile yikanmistir. Takibinde, 30%’luk
BSA ile hazirlanan medyumda bes dakika bekletilerek reaksiyon durdurulmustur. Ug
saatlik sikloheksimid inkiibasyonundan sonra, oositler maturasyon medyumu i¢inde

72 saat boyunca, 39°C’de, 5% karbondioksitli etiiv i¢inde inkiibe edilmistir (Sekil 3).
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Sekil 3. Vitrifiye oositlerin ¢dzdiirme ve partenogenetik aktivasyon asamalari
3.6 Boyama ve Degerlendirme

Partenogenetik aktivasyondan sonra 72 saat kiiltiire edilen oositler
medyumdan ¢ikartilarak TL-HEPES i¢inde 2 kez yikanmistir. Ayni esnada 10 pl
Hoechst boya 990 ul TL-HEPES i¢inde karistirilarak mini petrilere droplar
hazirlanmistir. Droplar i¢ine birakilan oositler 30 dakika boyunca 39°C’de inkiibe

edilmistir.

Inkiibasyon sonunda lam iizerine 20 ul gliserol damlatilmis ve oositler

gliserol igine birakilarak mikroskopta incelenmistir.

3.7 Elde edilen Sonuclarin Degerlendirilmesi

Istatistik analizleri i¢in IBM SPSS 23.0 programi kullanilmistir ve anlaml
farkliliklarin yorumlanmasinda o degeri 0.05 olarak hesaplamalara dahil edilmistir.

Veriler, Mann-Whitney U yontemi ile analiz edilmistir.
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3.8 Calismada Kullanilan Medyumlarin Hazirlanmasi
3.8.1 PBS Hazirlanmasi

Operasyon sonrasinda toplanan ovaryumlarin transportu esnasinda kullanilan

soliisyon asagidaki formiile gore hazirlanmistir.

PBS (pH 7,2)

NaCl 41 ¢
Na,HPO, x 2H,0 I1g
KH,PO4 2,75 ¢
Distile su 1 litre

3.8.2 TL-HEPES Yikama Medyumu Hazirlanmasi

Oositlerin dilimlenmesi esnasinda ve ¢alisma siiresince yikama islemlerinde

kullanilan soliisyon asagidaki formiile gére hazirlanmistir.

TL-HEPES Stok (mg/500 ml)* Medyumu

NaCl 3330
KCl 120
NaHCO; 84
NaH,PO, anhidroz 24
Na laktat (60% surup) 0,930
CaCl, x 2H,0 150
MgCl, x 6H,0O 50
Hepes 1200
Penisilin 32,5
Fenol Kirmizisi 5

*pH degeri 7,4 e ayarlandiktan sonra filtre edilmistir.
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TL-HEPES Yikama Medyumu

TL-HEPES Stok 50 ml

BSA fraksiyon V 3 mg/ml

Piruvat stok 10 pl/ml (1 ml serum fizyolojik i¢inde
2,2 mg piruvat)

Gentamisin 0,5 pl/ml

3.8.3 Olgunlasma (Maturasyon) Medyumu Hazirlanmasi

Oositlerin 72 saat boyunca olgunlagsmasinda (IVM-in vitro maturasyon)

kullanilan soliisyon asagidaki formiile gére hazirlanmistir.

TCM-199 Soliisyonu

TCM 199 495 mg
NaHCO; 110 mg
Distile su 50 ml

Maturasyon Medyum (5 ml i¢in)

TCM 199 4,5 ml
FCS (60°C’de 30 dak. islem gormdis) 0,5 ml
Piruvat stok (0,2mM final) 50 ul
NIH oLH (0.023 Units), Spug/ml final 10 pl

NIH oFSH (0,002 Units), 0,5ug/ml final 2,5 pl
Gentamisin (50mg/ul) 25ug/ml final 2,5 ul
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3.8.4 Vitrifikasyon Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Oositlerin vitrifikasyonu i¢in kullanilan soliisyonlar asagidaki formiile gore

hazirlanmstir.

Sakkaroz Ksiloz PEG Gliserol Etilen PBS
glikol
VS1  1,7115g 0,7507g 05g 5Sml - 50 ml’ye tamamla

VS2 34230¢g 1,5013¢g 1,0g S5ml S5ml 50 ml’ye tamamla
VS3 5,1345g 22520g 1,5¢g 10ml 10 ml 50 ml’ye tamamla

3.8.5 Cozdiirme Soliisyonunun Hazirlanmasi

Oositlerin ¢ozdiiriilmesinde kullanilan stok soliisyon asagidaki formiile gore

hazirlanmigtir. Cozdirme esnasinda stok solisyondan 1 M hazirlanarak

kullanilmustir.
Sakkaroz 10,697 mg
M-PBS 50 ml’ye tamamlanir

3.8.6 Partenogenetik Aktivasyon Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

Partenogenetik aktivasyonda kullamlan Kalsiyum ionofor (lonomisin),
Sikloheksimid ve Reaksiyon durdurucu (Stop) soliisyonlarin igerikleri asagida

verilmistir.
fonomisin (ION) katilmis medyum (5pM)
TCM 199 4997,5 ml

NaHCO3; 2,5 ml

Reaksiyonu durduran (Stop) soliisyon

TL-HEPES Stok 10 ml
BSA fraksiyon V 30 mg/ml
Piruvat stok 10 ul/ml
Gentamisin 0,5 pl/ml
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Protein sentez inhibitorii Sikloheksimid katilmis medyum (10 pg/ml)- 5 ml icin

TCM 199 4,5 ml
BSA (FAF) 15 mg
Piruvat stok 50 ul
Gentamisin 2,5 ul
Sikloheksimid 50 ul

3.8.7 Partenogenetik Aktivasyon Sonras1 Maturasyon Medyumu

Oositlerin partenogenetik aktivasyonundan sonra 72 saat boyunca inkiibe edilecegi

medyum asagidaki formiile gore hazirlanmistir.

TCM 199 4,5 ml
BSA (FAF) 15 mg
Piruvat stok 50 pul

Gentamisin 2,5 ul

3.8.8 Boya Maddesinin Hazirlanmasi

Hoechst 33342 1 mg

1 ml protein-free SOF i¢inde ¢ozdiiriiliir.

3.8.9 Alet ve Malzeme Listesi

Alet Listesi

CO; inkiibatorii
Stereo mikroskop
Isitma tablasi
Steril kabin
Buzdolab1

pH metre

Hassas terazi

Manyetik karistirict
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Santrifiij cihaz1
Vorteks
Floresans atagmanli mikroskop

Malzeme Listesi

Azot tanki

Penset

Enjektorler (5-20-50 ml’lik)

4 gozlii kiiltiir petrileri

35 ve 100 mm’lik kiiltiir petrileri

Otomatik pipetler

Otomatik pipet uglari

Hamilton enjektor

Kimyasal Malzeme Listesi*

Sodyum Kloriir (NaCl)

Sodyum fosfat dibazik (Na,HPO4 x 2H,0)
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO4)
Potasyum kloriir (KCI)

Sodyum bikarbonat (NaHCO3)

Mono sodyum fosfat anhidréz (NaH,PO, anhidr6z)

Sodyum laktat (surup)

Kalsiyum klorid dihidrat (CaCl, x 2H,0)
Magnezyum klorid hegzahidat (MgCl, x 6H,0)
Hepes

Penisilin

Fenol Kirmizist

Si1gir serum albumin (BSA)

Piruvat

Gentamisin

Maturasyon medyum (TCM 199)

Fetal buzagi serum (FCS)

Luteinlestirici hormon (LH)

Folikiil stimiile edici hormon (FSH)
Sakkaroz
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Ksiloz

Polietilen glikol (PEG)
Gliserol

Etilen Glikol

Sakkaroz

Ionomisin
Sikloheksimid

* Tim kimyasal maddeler Sigma katologundan sec¢ilmistir.
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4. BULGULAR

Bu tez calismasinda maturasyondan sonra vitrifiye edilen kopek oositleri,
partenogenetik aktivasyona almmigtir. Kopek oositlerinin vitrifikasyonunun,
aktivasyona olan etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla deney diizenekleri

planlanmustir.

Calismada, taze oosit grubu icin 6 adet deney diizenegi hazirlanmistir.
Oositler in vitro maturasyondan hemen sonra, partenogenetik aktivasyona tabi
tutulmustur. Calismanin vitrifiye oositleri i¢in 14 deney grubu hazirlanarak,
oositlerin maturasyonu sonunda vitrifikasyon yapilmistir. Bu oositler 8 deney
diizenegi hazirlanarak partenogenetik aktivasyona birakilmistir. Herbir grup icin GV,
GVBD, MI ve MII asamalarindaki 257’ser oosit (n=257) degerlendirilmistir.
Denejere oositler degerlendirmeye alinmamistir. Deneyler sonucunda elde edilen tiim
veriler Tablo-1 — 4 arasinda ve Grafik 1’de sunulmustur. Calismada degerlendirilen

oositlerin niikleer durumlar1 Fotograf 5 - 8 arasinda sunulmustur.

Taze ve vitrifiye oosit gruplar1 arasinda GV, GVBD, MI ve MII asamasina
ulasan oosit sayilarinin arasinda istatistiksel olarak fark bulunamamistir (p>0,05).
Yine iki grup arasinda mayotik siirece giren (GVBD, MI ve MII) oositler arasinda
istatistiksel olarak fark bulunamamistir (p>0,05). Mayotik siirece giren ve MI-MII
asamasina ulagmis oositlerin oranlar1 da, iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli

bulunamamastir (p>0,05).
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Tablo 1. Partenogenetik aktivasyon sonrasi inkiibe edilen ortalama oosit sayilari

Taze Oosit (TO) Grubu (n=257) Vitrifiye Oosit (VO) Grubu (n=257)
(6-PA diizenegi) (8-PA diizenegi)
42,83+22,19 32,12423,91

Tablo 2. Gruplar arasinda GV, GVBD, MI ve MII oranlar1 (p>0,05)

GV GVBD MI MII
TO 34 (%13,23) 212 (%82,49) 9 (%3,50) 2 (%0,78)
VO 50 (%19,46) 193 (%75,10) 13 (%5,06) 1 (%0,39)

Grafik 1. Gruplar arasinda GV, GVBD, MI ve MII oranlar1 (p>0,05)
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Tablo 3. Mayotik siireci baglatilan ve aktive olan, GVBD, MI ve MII’ye ulasan oosit oranlari

Taze Oosit (TO) Grubu Vitrifiye Oosit (VO) Grubu

223 oosit (%86,77) 207 oosit (%80,54)

Tablo 4. Mayotik siireci baglatilan ve aktive olan, MI ve MII’ye ulagan oosit oranlari

Taze Oosit (TO) Grubu Vitrifiye Oosit (VO) Grubu

11 oosit (% 4,28) 14 oosit (% 5,44)

Fotograf 5. Germinal vezikiil (GV) asamasindaki oosit goriintiisii
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Fotograf 6. Germinal Vezikiil Break Down (GVBD) asamasindaki oosit goriintiisii

Fotograf 7. Metafaz II (MI) asamasindaki oosit goriintiisii
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Fotograf 8. Metafaz II (MI) asamasindaki oosit goriintiisii
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5. TARTISMA

Kopek tiirlerinin in vitro embriyo iiretim ¢alismalarinda ana sorunun in vitro
maturasyon siireci oldugu belirlenmistir. Problemin ¢6zlimsiiz kalmasininin nedent,
kopek reprodiiktif fonksiyonlar: ve oosit maturasyonundan gelisimine kadar ki tim
asamalarm  tamamen anlasilamamasi  olarak  aciklanmaktadir. [n  vitro
maturasyonunun basarisinin diisiik olmasindan dolayi, in vitro embriyo iiretimi,
kriyopreservasyon ya da niikleus transferi c¢aligmalari da sinirli olarak devam
etmektedir (Luvoni ve ark., 2005). /n vitro maturasyonu gelistirme ¢alismalar1 devam
ederken, reprodiiktif biyoteknolojinin vazge¢ilmez bir parcast olan oosit
kriyoprezervasyonuna iliskin ¢aligmalar da hiz kazanmistir. Bu ¢alismada oositlerin
in vitro maturasyon ve vitrifikasyonundan sonra, partenogenetik aktivasyona alinan

kdpek oositlerinin niikleus maturasyonu degerlendirilmistir.

(Calismada toplanan oositlerin tamamai in vitro maturasyon siirecine alinmaistir.
Bu oositlerin bir kismi vitrifikasyondan sonra 7-10 giin iginde ¢ozdiiriilerek
partenogenetik aktivasyona prosediiriine maruz birakilmistir. Bu grubun oositleri
(VO-vitrifiye oosit) olarak tanimlanmis ve 8 calisma paketinde toplam 257 oosit
degerlendirmeye alinmistir. Diger grubun oositleri ise in vitro maturasyondan sonra
partenogenetik aktivasyona birakilmistir. Bu grubun oositleri taze oosit (TO) olarak
tanimlanmis ve 6 calisma paketinde toplam 257 oosit degerlendirmeye alinmustir.
Partenogenetik aktivasyondan sonra mayotik baslamay1 hi¢ gerceklestirememis GV
asamasindaki oosit oranlar1 ve mayotik siirece giren oositler (GVBD) bakimindan iki
grup arasinda istatistiksel olarak fark bulunamamistir (p>0,05). Yine MI ve MII
verilerinde ise, gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik saptanamamistir.
Vitrifikasyonun iki sekilde yapilabilecegi bildirilmistir. ki oositlerin toplanmasinin
ardindan GV asamasinda dondurulup, ¢ozdiiriildiikten sonra maturasyona alinip
kullanilmasidir. Ikinci uygulama ise, maturasyon asamasini takiben dondurulup
¢ozdiirtildiikten sonra kullanilmasidir (Luvoni, 2013). Calismamizda ikinci metot
kullanilarak, maturasyon asamasindan sonra vitrifiye edilmis oositler aktivasyonda
kullanilmistir. Aktivasyon sonunda (VO) oositlerinin %75,10’u (193 adet) GVBD,
%5,06’s1 (13 adet) MI ve %0,39°u (1adet) MII asamalarina girmistir; %19,46’s1 (50
adet) ise GV asamasinda kalmistir. Kontrol grubunun (TO) oositlerinin %82,49u
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(212 adet) GVBD, %3,50’si (9 adet) MI ve %0,78’1 (2 adet) MII asamalarina
girmistir; %13.23 liyse (34 adet) GV asamasinda kalmistir.

Calismada partenogenetik aktivasyon ionomisin ve sikloheksimid ile
yapilmistir. Ionomisin intraselliiler kalsiyum konsantrasyonunu artirarak oosit
aktivasyonunu baglatmak icin kullanilir (Funahashi ve ark., 1994). Sikloheksimid
glutaramid antibiyotik olup, protein sentez inhibitérii olarak GVBD ve oosit
maturasyonu ile protein sentez inhibisyonu yoluyla oosit aktivasyonuna olumlu
etkilerinden dolay:r kullanilmaktadir (Fulka ve ark., 1986; Fulka ve ark., 1991; Yang
ve ark. 1994; Liu ve ark., 1998). Basitce MPF’nin siklin B alt birimini degrade etmek
icin kullanilmaktadir (Watanabe ve ark.,1989). K&pek oositleri ionomisin ve
sikloheksimidin ~ birlikte  kullanimiyla  partenogenetik  aktivasyon sonrasi
degerlendirilmistir. Ionomisinin tek kullaniminin, kombinasyondan daha basarili
sonu¢ verdigi ve GVBD, MI, MII asamalarindaki oositlerin istatistiksel olarak
anlamli oldugu belirtilmistir (Song ve ark., 2010). Ionomisin uygulanan toplam 121
oositten 27’si GVBD, 41’1 MI ve 24 tanesi MII asamasinda belirlenmistir. lonomisin
ve sikloheksimid kombinasyonunda ise toplam 112 oositten 45 tanesi GVBD, 19
tanesi MI ve 13 tanesi MII diizeyinde kalmistir (Song ve ark., 2010). Yiizde
oranlariyla karsilagtirildiginda, ¢alismada alinan sonuglarin, tezde alinan sonuglara
gore olduk¢a yiliksek oldugu sdylenebilir. Caligmanin in vitro maturasyon
asamasinda, maturasyon Kkiiltiire katilan biiyiime faktorlerinin bu farki yarattig
diistiniilmektedir. Tez ¢alismasinda, GVBD asamasina giren oosit orani, Song ve
ark.’larinin (2010) caligmasina gore yiiksek bulunmasina ragmen, MI ve MII
asamasina ulasanlarin oranindaki farklilik dikkati ¢ekmektedir. Ancak tez
calismasinin diisik MI ve MII oranlarina ragmen, gruplar arasinda anlamli fark
olmamasi, vitrifikasyonun niikleer maturasyona olumsuz etki yaratmadigim
diisiindiirtmektedir. inek oositlerinde sikloheksimidin mayozu durdurdugu bilgisine
paralel olarak, kopek oositlerinde de benzer etki olabilecegi belirtilmistir ve ¢aligma
sonuglarimiz da bu sonucu desteklemektedir (Song ve ark., 2010; Saeki ve ark.,
1998). Oositlerin GV asamasinda vitrifiye edilmesinden sonra, maturasyona
birakilarak niikleus maturasyonu degerlendirilmis ve sonuglar, vitrifikasyonun
mayotik maturasyona baslamada olumsuz etkileri oldugu ileri sliriilmiistiir. Ancak

MI ve MII asamalarina ulasan oosit sayisi arasinda istatistiksel fark bulunamamstir.
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Transmission elektron mikroskop ile vitrifiye oositler incelendiginde mayozun
baslatilmasinda Onemli olan kortikal graniiller, mitokondri, diiz endoplazmik
retikulum gibi yapilarin zarar gordiigii belirtilmistir (Turathum ve ark., 2010). Oosit
dondurmada en etkili yontemi olusturabilmek i¢in yeni gelisme protokollerinin
hazirlanmasinin 6nemi vurgulanmistir (Turathum ve ark., 2010). Calismamizda
maturasyon sonrasi vitrifikasyon yapildigindan ve konu ile ilgili baska literatiir
bulunamadigindan sonuglar karsilastirllamamaktadir. Ancak, gonadotropinlerle
hazirlanmis maturasyon medyumlar1 kullanilarak yapilan bu tezde, maturasyon
oncesi ve sonrasinda oositlerin vitrifiye edilmesi, takibinde meydana gelen
degisikliklerin molekiiler diizeyde degerlendirilmesinin yararli olabilecegi

kanisindayiz.

Bagka bir arastirmada ise, Ca-EDTA ile yapilan oosit aktivasyonu %8
oraninda basarili olmus ve baska tiirlerle yapilan karsilastirmalara gore ¢ok diisiik
oranda bulunmustur. Calismanin basarisinin olumsuz etkilenmesi ise maturasyon

oraninin diisiik olmasina baglanmistir (Lee ve ark., 2007).

Ionomisin ve sikloheksimid ile yapilan caligmalarda in vitro maturasyon
oranlarinin yliksek oldugu dikkati ¢ekmektedir (Song ve ark., 2010). Calismamizda
alian diisiik oranlarin bu sonugclarla paralel degerlendirilmesi gerektigi kanisindayiz.
Tezde in vitro maturasyonun degerlendirilmesi yapilmadan aktivasyon yapilmistir.
Muhtemelen diger c¢alismalardan farkli olarak, sadece hormon katkilar1 kopek
oositleri i¢in yeterli olamamigstir. Gonadotropik hormonlarin in vitro maturasyona
onemli katkis1 oldugu bildirilmistir. Niikleer maturasyonun tamamlanmasinda cAMP
konsantrasyonundaki degisimler MPF’nin aktivitesini kontrol etmektedir. cAMP’nin
artmast FSH ve LH’ya cevap olarak mayotik baslangic1 belirlemektedir (Sirard ve
First, 1988; Luciano ve ark., 2004; Mehlmann 2005a; Smitz ve ark., 2011). FSH’nin
ayni zamanda mayotik yeterliligin 6nemli bir parametresi olarak kabul edilen
kumulus hiicre ekspansiyonuna pozitif etkileri vardir (Sutovsky ve ark., 1993). FSH
ve LH’nin tek basma ve birlikte kullanilan medyumlarla yapilan caligsmalardan
mayoz baslangic oranm1 en yliksek %59 oramiyla en yiiksek FSH+LH
kombinasyonundan elde edilmistir (Luvoni ve ark., 2003). Ancak c¢alisma
sonuclarimizdan da anlasilabilecegi gibi, gonadotropik hormon katkilarinin tek

basina yeterli olmadig1 goriilmektedir. Biiylime faktorleri ve antioksidanlar gibi katki
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maddeleri katilarak maturasyona birakilan oositlerin aktivasyona alinmalari

sonucunda daha basarili oranlara ulasilabilecegi kanisindayiz.

Oosit maturasyonunda uygun biyokimyasal ortamin hazirlanmasi ve optimal
maturasyon siiresinin belirlenmesi, basar1 oraninin artirilmasinda 6énemlidir. Kiiltiir
medyumunda kullanilan ti¢ farkli soliisyon [(Modifiye Krebs Ringer Bikarbonat
(mKRB), Sentetik Oviduktal Siv1 (SOF), TCM-199)] hormon, antioksidan, biiylime
faktorleri, protein ve enerji katkilariyla zenginlestirilebilir (Otoi ve ark., 1999;
Luvoni ve ark., 2005; Oh ve ark., 2005). TCM 199’un MII asamasinda en iyi sonucu
verdigi bildirilirken (Cinone ve ark., 1992), SOF ve TCM-199’un karsilastirildig: bir
calismada, GVBD asamasina giren oositlerin orani sirasiyla %56,9 ve 68,6% olarak
bulunmus ve oranlar arasinda fark olmadig1 saptanmistir (Rota ve Cabianca, 2004).
Diger yandan bazi arastiricilar, oositlerin maturasyon ve fertilizasyon siireclerini
tamamlayamadigindan, SOF’un kdpek oositleri i¢in uygun ve basarili bir medyum
olmadigin1 1ileri siirmiislerdir (Hewitt ve England, 1999; Machado, 2007).
Calismamizda hem in vitro maturasyon medyumu hem de aktivasyon sonrasi
maturasyon medyumunda TCM 199 kullanilmistir. Tezde TO grubuna ait oositlerin
GVBD asamasina girme orant %82,49 olarak bulunmus olup, bu sonuglar diger
calismalarla benzerlik gostermektedir. Temelde TCM 199 medyumu kullanilarak
farkli katki maddelerin sonuglar arasinda farkliliklara sebep oldugu bildirilmistir.
Alinan basarili sonuglarin biiylikk oranda sentetik oviduktal sivi katkisiyla
artirllabildigi ileri siirilmistir (Hewitt ve England, 1999; Fathi ve ark., 2018).
Calismamizda TCM 199 medyumunda LH, FSH, fetal calf serum (FCS) ve
antibiyotik katkilt maturasyon medyumu kullanilmistir ve mayoz baslama orani
yiiksek bulunmustur (%86,77). Ancak aradaki farkin bu oranda yiiksek olmasi, diger
caligmada ortalama degerlere dejenere oosit oranlarinin katilmasindan kaynaklanmis
olabilecegi degerlendirilmektedir. Tezde GV, GVBD, MI ve MII’ye giren oositler

degerlendirilmis olup, dejenere oositler degerlendirme disinda tutulmustur.

Gamet hiicrelerinin uzun siire saklanabilmesine olanak saglayan dondurma
teknolojisi ilk kez sprema ile baslatilmistir (Leibo ve Brandley, 1999).
Kryoprotektanlarin donma esnasinda gelisen soguk sokuna karst koruma sagladig: ve
kryoprotektanlarin optimum katim oranlarinin tiire 6zgii oldugu bildirilmistir (Bucak

ve Tekin, 2007). Oosit ve embriyonun basarili kriyoprezervasyonu, dondurma-
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¢cozdiirme siireglerinde meydana gelen kriyoinjuri oranina baghdir. Sitoplazmadaki
yiiksek lipid igeriginin islemler esnasinda inek, domuz ve 6zellikle diger tiirlere gore
cok yiiksek lipid igeren kdpek embriyolarinda geri doniissiiz probleme neden oldugu

bildirilmistir (Abe ve ark., 2008a).

Kopek oosit vitrifikasyonu i¢in ya ovaryum dokusu yada GV asamasindaki
oositlerin kriyoprezervasyonu tercih edilmistir (Abe ve ark., 2008b; Abe ve ark.,
2010; Turathum ve ark., 2010; Fujihara ve ark., 2019). GV asamasinda yapilmis iyi
dondurma ve saklama siireclerinin kopek iiretiminde daha avantajli oldugu, kopek
oositlerinin fizyolojik farkliliklart ve in vitro maturasyon oranlariin diisiik
olmasindan dolayi, bu wuygulamanin daha iyi sonuglar verebilecegi dikkati
cekmektedir. Aymi vitrifikasyon metodunun oosit igeren ovaryum dokularinin
kullanilmasinda yine ayni avantaja sahip oldugu bildirilmistir (Abe ve ark., 2010).
Inek ve domuz oositlerinde, kromozomlar1 tutan i iplikgiklerinin
depolimerizasyonu, MII asamasinda dondurma siirecinde geri doniissiiz olugsmustur
(Shaw ve ark., 2000; Kasai 2002). Kopek oositlerinde ise bdyle bir patoloji
bildirilmemistir. Calismamizda yukaridaki bilgilerin aksine maturasyon sonrasi
oositler vitrifiye edilmistir. Kedilerde maturasyon sonrasi vitrifiye oositler ile
calismalar bulunmaktadir; ancak, koépek oositleriyle yapilmis bir calismaya
rastlanmamistir (Murakami ve ark., 2004; Merlo ve ark., 2008). Calismamizda
vitrifikasyonun, taze oosit oranlariyla karsilastirildiginda aradaki farkin istatistiksel
olarak anlamli bulunmadig gorilmiistiir. Ancak, maturasyon sonrasi muhtemel
kriyoinjuriye ait bilgilere ulagilabilmesi i¢in ek c¢aligmalara ihtiyag oldugu

kanisinday1z.
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cAMP

MI

MII

GV
GVBD
PGF,,
GnRH
RNA
DNA
GPR3
GPR12
MPF
CDKl1
cdc2

EGF
(PKC/PKAII)
PI3K/AKT(PKB)
(PDE-3A)
StAR
CYP17
CSF

hCG

eCG

SIMGELER VE KISALTMALAR

Siklik adenozin monofosfat
Metafaz 1

Metafaz II

Germinal Vezikiil

Germinal Vezikiil Break Down
Prostaglandin F2 alfa
Gonadotropin Releasing Hormon
Riboniikleik asit
Deoksiribontikleik asit
G-protein coupled receptor 3
G-protein coupled receptor 12
maturasyon promoting faktor
Cyclin Dependent Kinase
CDKlgen iirtinii

Epidermal biiyiime faktorii

Protein kinaz C/protein kinaz AIl

fosfoinositid-3-kinaz—protein kinaz B/Akt yolagi

fosfodiesteraz-3A
Steroidogenic acut regulatory protein
17-a hidroksilaz C17/20 liyaz
Sitostatik faktor

Insan Koryonik Gonadotropin

Kisrak Koryonik Gonadotropin
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(IGF) Insiilin benzeri biiyiime faktoriiniin

Ca-EDTA Kalsiyum etilendiamintetraasetik asit
OHE Ovaryohisterektomi

TL-HEPES Tyrode's Laktat HEPES

HEPES hidroksietil piperazinetansulfonik asit
g Uluslararasi iinite

VS1 Vitrifikasyon soliisyonu 1

VS2 Vitrifikasyon soliisyonu 2

VS3 Vitrifikasyon soliisyonu 3

CO, Karbondioksit

TO Taze Oosit

VO Vitrfiye Oosit

mKRB Modifiye Krebs Ringer Bikarbonat
SOF Sentetik Oviduktal S1v1
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8. TESEKKUR

Doktora g¢alismam boyunca destegini ve bilgisini benden esirgemeyen
damisman hocam saym Prof. Dr. Hakan SAGIRKAYA’ya cok tesekkiir ederim.
Laboratuvar ¢alismalarim siiresince teknik destegi basta olmak tizere, yardimlarindan
dolayr hocam sayin Prof.Dr.Zekariya NUR’a; calismamin tiim asamalaria aktif
katki saglayan c¢alisma arkadasim, kardesim, hocam saymm Dog¢.Dr.Burcu
USTUNER’e; tez izleme komitemde bulunarak bilgi ve deneyimlerinden
faydalandigim hocalarim saym Prof.Dr.M.Kemal SOYLU’ya ve Prof.Dr.Yavuz
NAK’a; acil ¢oziim planlariyla ¢alismama verdikleri destekten dolayr hocam sayin
Do¢.Dr.Selim ALCAY’a, doktora kardesim sevgili Ahmet AKTAR’a ve doktora
ogrencim, asitanim, evladim sevgili Ozge BARI’ye; tezin istatistiksel analiz ve
diizeltmeleri dahil olmak iizere manevi destegini her zaman gordigim ve
yetistirmekten onur ve gurur duydugum doktora 6grencim, evladim Dr.Ahmet
YAVUZ’a ve Dolerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali tim Ogretim iiye ve
elemanlarina tesekkiir ederim. Tezimin materyalini saglamamda destegini
esirgemeyen, Yildirim Belediyesi Sahipsiz Hayvan Tedavi ve Rehabilitasyon
Merkezi Midiirii sayin Mehmet ALTUNTAS ve adi gegen merkezde fedakarca
hizmet veren meslektaslarim, kardeslerim Veteriner Hekim Ashi KARKI ve
Veteriner Hekim Biilent CIFTCI’ye ve merkezde ¢alisan herkese destek, nezaket ve

giilerytizleri i¢in tesekkiir ederim.

Eylil 2000 yilinda Ddlerme ve Suni Tohumlama’da doktora egitimime
baslamama ¢ok sevinen, tezimi bitirdigimi ¢ok uzaklardan bildigine emin oldugum
ve kulagima yer etmis sozliyle ‘Ebedi gili¢ sadece bilgiyle olur’ diyerek, hayatima
hep 151k olmaya devam eden rahmetli babam Yildirrm OZALP’e ve hep yanimda, her
zaman yamimda, hi¢ yanmimdan ayrilmayan biricik annem, varligim Seyide OZALP’e

tesekkiirii borg bilirim.
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9. 0ZGECMIS

Pasinler/Erzurum’da 1976 yilinda dogmustur. ilk, orta ve lise dgrenimini
Bursa’da tamamlamistir. Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi’nden 2000 yilinda
mezun olduktan sonra ayni yil Dolerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali’nda
doktora egitimime baglamistir. Ekim 2001 doneminde, Alman Bilimsel Aragtirmalar
Kurumu (Deutsche Forschungsgemeinschaft-DFG) bursuyla, Graduiertenkolleg
Molekulare Veterindrmedizin’in ilk Tiirk doktora 0Ogrencisi olarak doktora
calismasina baglamistir. Prof.Dr.Dr.Bernd Hoffmann danigsmanliginda ‘Lokalization
der 17a-Hydroxlase-C17,20 Lyase (P450c17), 3B-Hydroxysteroiddehydrogenase-
A4/5 Isomerase (3B-HSD) und Aromatase (P450,0m) in der plazenta beim Rind im
Verlauf der Graviditit® adli doktora galismasini, Justus-Liebig-Universitesi-Giessen
Doguma Yardim, Jinekoloji ve Androloji Klinigi ve Enstitiisii’'nde 2005 yilinda
tamamlamigtir. Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji
Anabilim Dali’nda 2006 yilinda Dr.Arastirma Gorevlisi olarak ¢aligmaya baslamistir.
Mayis 2014 yilinda c¢ikan oOgrenci affindan yararlanarak, Dolerme ve Suni
Tohumlama’da yarim kalan doktora egitimine geri donmiistiir. Dogum ve Jinekoloji
Anabilim Dali’nda 2008, 2012 ve 2018 yillarinda, sirasiyla Yardimci Dogent, Dogent
ve Profesor kadrosuna atanmistir. Halen ayni anabilim dalinda 6gretim iiyesi olarak

calismaya devam etmektedir.
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