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TÜRKÇE ÖZET 

Pet hayvanlarında biyoteknolojik çalışmalar son yıllarda hız kazanmaya 

başlamıştır. Köpeklerde başarısız yardımcı üreme teknikleriyle ilgili oluşan sorular, 

muhtemelen köpek türlerinin reprodüktif fizyolojisine ait yetersiz bilgiden 

kaynaklanmaktadır. Bu konuda yapılan araştırmaların hız kazanmasında duygusal 

nedenler önemlidir. Fakat diğer taraftan pet biyolojisindeki uygulamalar, insan 

hastalıkları için model oluşturmaktadır. Bunun ötesinde gamet 

kriyopreservasyonunun gelişmesi, nesli tükenmekte olan türlerin korunması ve 

genetik banka oluşturulması için önemlidir. Köpek oositlerindeki düşük maturasyon 

oranlarına rağmen, bu tezde, partenogenetik aktivasyonun etkileri, vitrifiye matur 

oositlerde test edilmiştir.   

Köpek oositleri, Yıldırım Belediyesi Sokak Hayvanları Bakım ve Rehabilitasyon 

merkezinden alınan, 10 adet sağlıklı köpekten toplanmıştır. Ovaryumların tekrarlı 

dilimlenmesinden sonra, seçilen kumulus oosit kompleksleri, 5%CO2’li inkübatörde,  

mineral yağla kaplanmış 500 µl TCM-199 içeren dört-gözlü petrilerde, 39°C’de,  72 

saat boyunca maturasyona bırakılmıştır. Maturasyondan sonra oositler, 0%, 10%, 

20% etilen glikol içeren 50 ml PBl içinde sırasıyla, 5, 5 dakika ve 30 saniye muamele 

edilmiştir. Oositler, 30 µl VS3 ile kriyoviallere aktarılarak sıvı nitrojende 

dondurulmuştur. Bu grubun oositleri (n=257) vitrfiye oosit ‘VO’ olarak 

gruplanmıştır. Çözdürme sonrasında, oositler ionomisinle 5 dakika ve sikloheksimid 

ile 3 saat muamele edilerek partenogenetik aktivasyona maruz bırakılmıştır. 

Sonrasında oositler 72 saat kültüre edilerek oositlerin nükleer durumları 

değerlendirilmiştir. Kontrol grubu olarak kullanılan oositler (n=257), ‘FO’ olarak 

gruplandırılmıştır. Maturasyondan sonra, oositler direkt olarak ionomisin ve 

sikloheksimid ile muamele edilerek aktivasyona bırakılmıştır ve 72 saat kültüre 

edilmiştir. Tüm oositler Hoechst33342 ile 30 dakika boyandıktan sonra nükleer 

maturasyon oranları faz kontrast mikroskopta değerlendirilmiştir.   

Maturasyon oranları (MI+MII) gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı 

bulunamamıştır (p>0,05).  

Maturasyon sonrasında, vitrifiye köpek oositlerinde partenogenetik aktivasyona 

bağlı nükleer değerlendirme çalışması bulunmamaktadır. Fakat bu uygulamada elde 
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edilen düşük maturasyon oranlarının, ileri moleküler çalışmalarla açıklanması 

gerektiği kanısındayız.  

 

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

partenogenetik aktivasyon 
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INGILIZCE ÖZET 

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 Yıldırım 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 µl TCM-199 under mineral oil in a 5%CO2 incubator. After 

maturation, oocytes were exposed to 50 ml PBl containing 0%, 10%, 20% ethylene 

glycol for 5, 5 minutes and 30 seconds respectively. They were vitrified in cryovials 

containing 30 µl 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  
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1. GİRİŞ 

Köpeklerde, Abbe Lazzaro Spallanzani tarafından 1780’de yapılan ilk başarılı 

suni tohumlama ve gerçek bir köpek oositinin, 1827’de Karl Ernst von Baer 

tarafından tanımlanmasından sonra, reprodüktif biyoteknoloji çalışmaları, insan ve 

diğer türlere göre oldukça gerilerde kalmıştır (Heape, 1897; von Baer, 1827). Evcil 

köpeklerin fertilitesinin yüksek olması, bu alandaki çalışmaları geri planda tutarken, 

vahşi yaşamda nesli tükenmekte olan türler için, biyoteknoloji konuları tekrar 

gündeme gelmiştir. Bu türün reprodüktif fizyolojisinin farklılıkları nedeniyle, in vitro 

oosit maturasyonu, embriyo oluşumu ve gamet dondurulmasındaki başarı oranları 

tartışmalıdır.  

Köpekler mevsime bağlı olmayan monoöstrik hayvanlar olup, spontan 

ovulasyon gösterirler. Oldukça uzun süren luteal dönem, gebelik dönemiyle benzer 

endokrinolojik özellikler göstermektedir ve takibinde zorunlu anöstrus dönemine 

girerler (Concannon, 2011). Diğer türlerden farklı olarak, köpek oositleri 

maturasyonu tamamlamadan ovule olur ve mayotik süreç LH salınımlarıyla 

başlatılarak, ovidukt içinde tamamlanır. Granulosa hücrelerinin bu süreçte diğer 

türlerde olduğu gibi önemli rol oynadığı bilinse de, cAMP’nin görevi hala 

tartışmalıdır. Mayoz bölünmenin başlamasından sadece birkaç saat sonra oosit 

transkripsiyonunun başlaması, in vitro maturasyon oranlarını düşürmektedir 

(Chastant-Maillard ve ark., 2011). İn vitro  şartlarda oositlerin sadece %10-20’si 

mayoz II (M-II) aşamasına ulaştığından, in vitro embriyo üretimi de oldukça 

başarısızdır (Luvoni ve ark., 2005). İn vitro maturasyon oranının düşük olmasına 

rağmen, nesli tükenmekte olan hayvanların gamet kriyopreservasyonu önemini 

korumaktadır (Songsasen ve Wildt, 2007). Vitrifikasyon ya da yavaş dondurma 

metotları denenmiş ve M-II aşamasına ulaşabilen az sayıda oosit belirlenmiştir. Konu 

hakkında yapılan çalışmalar ve bilgiler çok sınırlıdır.  

Bu çalışmada, ovaryumlarda slicing (dilimleme) yöntemiyle kazanılan 

oositlerin, 72 saatlik in vitro maturasyona alındıktan sonra, mayotik durumu dikkate 

alınmaksızın vitrifikasyon yöntemiyle dondurulması planlanmıştır. Çalışma 

grubunda, çözdürülen oositler sperma penetrasyonu olmaksızın mayoz bölünmenin 

devam ettirilebilmesine olanak tanıyan partenogenetik aktivasyona bırakılarak, hücre 
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nükleuslarının durumu değerlendirildi. Kontrol grubu olarak da, vitrifikasyon 

yapılmamış oositler, ‘taze oosit’ grubu olarak direkt partenogenetik aktivasyona 

alınarak değerlendirildi.  

Partenogenetik aktivasyonun, nükleus transferi ile klonlama, embriyonik kök 

hücre üretimi gibi birçok biyoteknolojide önemli bir yere sahip olduğundan, 

vitrifikasyonun bu sürece etkileri değerlendirildi. Her iki uygulamanın köpek 

oositlerinde ilk defa birlikte uygulanmış olması ve elde edilen sonuçların konu ile 

ilgili yapılacak çalışmalara katkı yapması beklenmektedir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1 Köpeklerde Reprodüktif Siklus 

Köpeklerde seksüel siklus düzeni diğer hayvan türlerinden belirgin derecede 

farklıdır. Foliküllerin preovulatorik luteinizasyonuyla ilişkili preovulatorik serum 

progesteron artışı, gebeliğin olmadığı durumda luteolizinlerin olmayışı, 

progesteronun gebelerde metabolizasyonunun belirgin derecede artmasına rağmen, 

gebe ve gebe olmayan köpeklerde benzer hormon profilleri, erken gebelik teşhisinde 

kullanılabilecek gebelik spesifik proteinlerin olmayışı ve sadece implantasyondan 

sonra relaksin hormonu ile gebelik tayini yapılabilmesi, bunlardan sadece birkaçıdır 

(Chakraborty, 1987; Gudermuth ve ark., 1998; Concannon ve ark., 2001; Gobello ve 

ark., 2002; Klonisch ve ark., 1999; Kowalewski ve ark., 2015).  

Köpeklerde östrus siklusu proöstrus, östrus, diöstrus ve anöstrus olarak dört 

dönemde incelenir (Feldman ve Nelson, 1996). Seksüel siklus hipotalamustan 

salgılanan GnRH’un etkilediği hipofiz bezinin LH ve FSH salınımı ile kontrol edilir. 

Bu hormonlar, foliküler gelişim ile ovaryumlardan steroid hormonların salınımını 

gerçekleştirir (Meinecke 2000).  

2.1.1 Proöstrus 

Proöstrus yüksek östrojen konsantrasyonu ile karakterize ve bu 

endokrinolojik profilde vulva ödemi, kanlı serosanginöz akıntının kendini gösterdiği 

dönemdir (Concannon, 2011). Bu dönemde östradiol 17-β konsantrasyonu artmaya 

başlar, östrus öncesinde en yüksek seviyeye ulaşır ve endokrinolojik olarak 

preovulatorik LH piki ile fizyolojik proöstrus sona erer (Feldman ve Nelson, 2004; 

Concannon, 2011). LH pikinden hemen önce, preovulatorik foliküller lüteinleşmeye 

başlayarak, östrus döneminde serumda ölçülebilir miktarda progesteron üretirler 

(Feldman ve Nelson, 2004). Proöstrus döneminde erkeğe karşı olan agresif 

davranışlar yumuşar ve erkek etkisi feromon sekresyonunu artırarak, vaginal 

sekresyonda metil p-hidroksibenzoat salınımını indükler (Concannon, 2011).  
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2.1.2 Östrus 

Köpeklerde östrus, ortalama 9 gün süren ve geç proöstrusta azalan östradiole 

verilen cevap olarak nitelendirilen davranışsal östrus ve ovulasyonun görüldüğü 

dönemdir (Concannon ve ark., 1979; Wildt ve ark., 1979; Concannon, 2011). LH 

konsantrasyonundaki artışla birlikte, matur folikülde hızla gelişim ve LH pikinden 

sonra preovulatorik luteinizasyon gözlenir. Bu sürecin başlangıcından yaklaşık 24-72 

saat sonra ovulasyon meydana gelir ki, serum progesteron konsantrasyonu ovulasyon 

zamanında yüksektir (Wildt ve ark., 1977; Wildt ve ark., 1979; Concannon ve ark., 

1989; Keynaud ve ark., 2005). Ovulasyonda oosit, mayozun profaz I - germinal 

vezikül (GV) aşamasında salınır ve mayoz bölünme 48-72 saat içinde oviduktta 

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

2.1.3 Diöstrus 

Östrus sonrasında ortalama iki ay süren ve progesteron salınımı ile 

karakterize diöstrus dönemi gözlenir (Concannon ve ark., 1989; Johnston ve ark., 

2001). Korpus luteum fazı ve progesteron sekresyonu, diğer memelilerden farklı 

olarak, gebe ve siklik köpeklerde neredeyse benzerdir (Concannon ve ark., 1989; 

Hoffmann ve ark., 1994). Ancak, gebe olmayan köpeklerde, sürekli azalan 

progesteron seviyesi dikkat çekicidir ki, uzayan luteal regresyon döneminin 

progesteron konsantrasyonunun 1ng/ml’nin altına ininceye, yani 1-3 aya kadar 

sürdüğü bildirilmiştir  (Concannon ve ark., 1989; Concannon, 1993; Hoffmann ve 

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

Gebe olmayan köpeklerde korpus luteumun yaşam süresini histerektomi 

etkilememektedir ve endojen PGF2α’nın etkisinin sadece, gebe köpeklerde doğumdan 

hemen önce progesteron konsantrasyonunun ani düşüşüyle görüldüğü bildirilmiştir 

(Kowalewski ve ark., 2006). Luteal regresyonun uterin luteolizinleri tarafından 

kontrol edilmediği; ancak, uterusun anöstrus süresini kontrol etmede rol 

üstlenebileceği bildirilmiştir (Hoffmann ve ark., 1992).  
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2.1.4 Anöstrus 

Korpus luteum fonksiyonları diöstrusun ikinci yarısından itibaren azalmaya 

ve buna bağlı olarak progesteron salınımı da dereceli olarak azalmaya başlar. 

Köpekler bu dönemden sonra 2-10 ay arasında değişen oldukça uzun sürebilen 

anöstrus dönemine girer. Bu dönem gonadal aktivitenin olmadığı, seksüel 

davranışların gözlenmediği ve sirküle progesteron konsantrasyonunun çok düşük 

olduğu dönem olarak tanımlanır. Orta anöstrustan geç anöstrusa doğru, GnRH 

üretiminin başlamasıyla FSH ve episodik LH salınımı artarak proöstrus başlatılır 

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

2.2 Köpeklerde Foliküler Gelişim ve Ovulasyon   

Köpeklerde folikül gelişimi, ovulasyon ve oosit maturasyonu diğer türlerden 

farklılık göstermektedir. Gelişen folikülden üretilen östrojen, preovulatorik LH 

kontrolünü sağlar ve ovulasyonun hemen öncesinde mayotik bölünmeyi tamamlayan 

oositler fertilizasyona kadar ikinci mayoz bölünmenin metafaz (MII) aşamasında 

kalır. Ancak köpeklerde preovulatorik foliküller, LH pikinden önce luteinize olur ve 

progesteron konsantrasyonu ovulasyon zamanında 5 ng/ml’ye ulaşır (Concannon ve 

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

Foliküler gelişim süreci tam olgunlaşmamış olsa da, köpek folikülleri 

büyüklük, tip, folikül hücre katmanları sayısı ve foliküler sıvı varlığına bağlı olarak 

beş grupta kategorize edilmiştir. Foliküler büyüme süresince RNA ve protein 

sentezine yol açan transkripsiyonel aktivite oluşur. Oosit kumulus hücreleriyle gap 

junctions’lar aracılığıyla birleşir ve sitoplazmik maturasyon için gerekli olan besin, 

iyon ve kalsiyum, cAMP gibi küçük regülatorik moleküllerin geçişlerine olanak tanır 

(Hyttel ve ark., 1999; Grazul-Bilska ve ark., 1997). Bu aşamadan sonra gap 

junctions’ların yakın fizyolojik ilişkisi nükleer maturasyon ve mayozun 

başlatılmasında oldukça önemlidir (Sirard, 2001). Primordiyal ve primer foliküller 

çapsal olarak benzer yapıda olup, sırasıyla doğumdan 17-54 ve 120 gün sonra 

oluşurlar (Andersen ve Simpson, 1973; Tesoriero 1981; Durrant ve ark., 1998; 

Barber ve ark., 2001; Blackmore ve ark., 2004). Primordiyal foliküllerin zona 

pellusida katmanı olmadığı gözlenirken, primer foliküllerin solgun belirgin zona 
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pellusidası vardır (Durrant ve ark., 1998; Barber ve ark., 2001; Blackmore ve ark., 

2004). 

Sekonder ve tersiyer oositlerin morfolojik olarak gelişmesinin yanında, oosit 

ve zona pellusida büyümesi de meydana gelir (Barber ve ark., 2001). Bu 

ultrastrüktürel değişimler, yine diğer türlerden farklılık gösterir (Tesoriero, 1982). 

Köpek oositinin yolk materyal lipid içeriği ve bunun gelişimi oosit maturasyonunun 

en erken indikatörü olarak kabul edilir (Tesoriero, 1982; Guraya, 1965). Sekonder 

foliküllerde koyu sitoplazmik lipid içeriği olan gelişmiş oositler bulunur ve son 

aşama olan tersiyer foliküllerde de bu verilere ek olarak foliküler sıvı sentezi 

gözlenir (Andersen ve Simpson, 1973; Durrant ve ark., 1998; Barber ve ark., 2001). 

Pubertas öncesinde primordiyal folikülden antral foliküllere geçiş süreci 70-150 gün 

arasındadır ve ortalama 6 aylık yaşta orta proöstrusta gözlenir (Andersen ve 

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

LH piki sonucunda, ileri antral foliküller hızlıca 4-13 mm’lik preovulatorik 

folikül haline gelir ve 48 saat sonra da ovule olur (Wildt ve ark., 1979; Concannon ve 

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

2.3 Köpeklerde İn Vivo Oosit Maturasyonu  

Oosit maturasyonu sitoplazmik ve nükleer değişimlerden oluşan oldukça 

karmaşık bir mekanizmadır. Köpek oositlerinde mayotik süreç, embriyonik dönemde 

başlar ve ovulasyona kadar profaz I-diploten aşamasında kalarak, ovulasyondan 

sonra mayotik olgunlaşmayı ovidukt içinde tamamlar. Germinal vezikül aşamasında 

ovule olan oositler 2-5 gün arasında oviduktta olgunlaşmayı tamamlar (Reynaud ve 

ark., 2006; Songsasen ve Wildt, 2007). Germinal vezikül aşamasındaki oositler 48 

saat içinde germinal vezikül breakdown (GVBD) aşamasına geçer ve nükleer 

maturasyon artan progesteron konsantrasyonuyla 48-72 saat içinde tamamlanır 

(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 başlamasını takiben, 

organize nükleus zarfının parçalanması başlar ki, buna GVBD denir. Takibinde 

kromozom yoğunlaşması, kromozom liflerinin oluşumu ve birinci polar cisimciğin 

atılması gerçekleşir (Sen ve Caiazza, 2013). Bundan sonra, oosit mayoz II’ye girer ve 

fertilizasyona kadar metafaz II aşamasında bekletilir. Fertilizyonla birlikte oosit 
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mayoz II’ye girer ve sekonder polar cisimcik atılır, maturasyon tamamlanır (Dekel 

1995; Eppig ve ark., 2004). 

Başarılı ferilizasyon ve takibinde embriyonik gelişim için oosit maturasyonu 

en önemli ana basamaklardandır. Oositin gelişimsel ilerleme sağlayabilmesi için, 

fertilizasyondan önce, farklı sinyalizasyon yolakları tarafından kontrol edilen çoklu 

faktörün etkisi altına girer (Gall ve ark., 2002; Jones, 2004). Memeli oositlerinde 

mayotik blokaj, intrasellüler yüksek cAMP düzeyi ile kontrol edilir (Conti ve ark., 

2002; Luciano ve ark., 2004; Eppig ve ark., 2004; Mehlmann, 2005a). Antral folikül 

oositlerinde cAMP düzeyinin düşük olmasıyla mayoz bölünme başlar. cAMP 

düzeyinin mayoz arestinde nasıl etkili olduğuna ilişkin iki hipotez mevcuttur. Oosit 

çevresindeki granulosa hücreleri yüksek konsantrasyonda cAMP üretir ve bu gap 

junction’lar aracılığıyla oosit içine geçer (Tsafriri ve Dekel, 1994; Dekel, 1995; Edry 

ve ark., 2006). Fare oositlerinde yapılan çalışmalara göre ise, ikinci hipotez mayotik 

aresti koruyan cAMP en azından oosit içinde oluşturulur. Aslında cAMP üretimi için 

gerekli tüm komponentler oosit içinde var olan G-proteinleri ve adenilat siklaz 

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

Kemirgen fare oositlerinde yapılan çalışmalarda farklı (GPR3-GPR12) Gs-

reseptörleri tanımlanmıştır ve mayotik arest kontrolünü bunların yaptığı 

sanılmaktadır (Kalinowski ve ark., 2004; Mehlmann ve ark., 2004; Mehlmann 

2005b). GPR-3 antral folikülde mayoz arestinde gerekli reseptörken, GPR12 yüksek 

konsantrasyonda cAMP üretiminden sorumludur (Mehlmann ve ark., 2004; Hinckley 

ve ark., 2005). Mayoz maturasyonu için cdc2/cyclin B kompleks gibi, çoğunlukla 

maturasyon promoting faktör (MPF) olarak bilinen komponent oldukça gereklidir ve 

birçok türde MPF aktivasyonu GVBD’yi uyarır (Kubelka ve ark., 2000; Wu ve ark., 

2002; Jones 2004; Sanfins ve ark., 2004). MPF heterodimer olup sitoplazmik bir 

faktördür ve CDK1 (cdc2 gen ürünü) ile regulatorik alt birimden (siklin B)’den 

oluşur. Siklin B’nin periyodik olarak birikimi-yıkımı ile ve cdc2’nin fosforilasyonu- 

defosforilasyonu ile MPF aktivitesi kontrol edilir. Mayotik arest esnasında oositler 

içerisinde korunan cAMP konsantrasyonu, cAMP bağımlı protein kinaz A 

aktivitesini destekler ve bu durum Wee1/Myt1 yolağını aktive ederek MPF’yi 

fosforile edip inaktif halde tutar (Mehlmann 2005b; Smitz ve ark., 2011). 

Gonadotropik hormonların ikincil mesajcısı, kumulus hücrelerinde artan seviyede 
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cAMP, EGF yolağını aktive ederek fosfokinaz C ve AII (PKC/PKAII), 

PI3K/AKT(PKB) fosforilasyonunu sağlar ve MAPK’lar (mitojenle aktifleştirilmiş 

protein kinaz) MPF aktivitesi ve sonrasında mayozu başlatır (Şekil 1). Oosit ve 

kumulus hücreleri arasındaki gap junctions’lardaki değişimler MAPK’ların aktivitesi 

ile kontrol edilir (Luciano ve ark., 2004; Tripathi ve ark., 2010, Firmani, 2018).  

 

 

Şekil 1: Mayotik arest ve LH’ya cevap olarak mayotik başlangıcın farklı sinyalizayon süreçleri 
(Firmani L, Doktora tezi, 2018) 

2.3.1 Oosit Maturasyonunda Gonadotropinler ve Steroidogenezisin Rolü  

Köpek oositlerinin in vitro mayoz bölünmeye başlatılmasında 

gonadotropinlerin katkısı oldukça etkilidir (Songsasen ve ark., 2003b). İn vivo 

şartlarda hipofiz bezinden salgılanan FSH, folikülü olgunlaştırır, LH olgun folikülün 

ovule olmasını stimüle eder (Reynaud ve ark., 2006). Bundan dolayı 

gonadotropinlerin oositlerin IVM’da etkisini değerlendirmek ilk hedeftir. 

Memelilerde oosit maturasyonunu LH piki ile cAMP seviyesinin 

düşürülmesiyle indüklenmektedir (Mehlmann ve ark., 2006; Conti ve ark., 2006). 

Granulosa hücrelerinde LH pikiyle, cAMP konsantrasyonu geçici olarak artar ve 
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cAMP bağımlı yolak aracılığıyla farklı epidermal büyüme faktörleri (EGFs) benzeri 

proteinlerin salgılanmasını indükler (Mehlmann 2005b; Conti ve ark., 2006; Zhang 

ve ark., 2009). Bu durum cAMP’nin konsantrasyonunu düşürür ve mayozis başlar 

(Mehlmann 2005a; Zhang ve ark., 2009). EGF-benzeri proteinler kumulus 

hücrelerinde EGF-reseptörleri aracılığıyla otokrin ve parakrin etkilidir (Prochazka ve 

ark., 2003; Park ve ark., 2004; Ashkenazi ve ark., 2005; Hsieh ve ark., 2005). Bu 

proteinler parçalanıp matriks metalloproteinazlar aracılığıyla, LH’ya cevap olarak 

salınır ve mayozun başlatılmasında ve oosit maturasyonunda oldukça etkilidir 

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

LH-aracılı cAMP değişimlerinin üç ana yolak kullanarak etkili olabileceği 

yönünde hipotezler vardır. 1) G-coupled protein reseptörler ve GPR3’ün adenilat 

siklaz fosforilasyonu ve kumulus hücrelerinde cAMP üretimini artırması, 2) Oosit 

içinde fosfodiesteraz-3A’nın (PDE-3A) direkt aktivasyonu ile cAMP’nin 

degredasyonu, 3) İntrasellüler kalsiyum artmasıyla adenilat siklazın inaktivasyonu ve 

cAMP seviyesinin azalması (Mehlmann, 2005b). 

Kumulus hücrelerinde EGF-EGFR steroid mekanizmasını StAR aktivitesi 

aracılığıyla aktive eder ve steroidler oosit maturasyonunda klasik steroid reseptörler 

tarafından kontrol edilir (Jamnongjit ve ark., 2005). Yapılan çalışmalarda farelerde 

androjenin non-genomik yolak aracılığıyla, domuzlarda testosteronun, non-

primatlarda progesteron/androjenlerin oosit maturasyonunu indüklediği bildirilmiştir 

(Gill ve ark., 2004; Borman ve ark., 2004; Li ve ark., 2008). Oositler CYP17’yi 

eksprese eder ve progesteronu androjen metabolitlerine çevirir (Lutz ve ark., 2001; 

Yang ve ark., 2005). Bu durumda progesteronun maturasyonda önemli bir indikatör 

olduğu, testosteronun ise androjen artışına bağlı hastalık tablosunda önemi vardır. 

Farklı çalışmalar ve birbirinden zıt sonuçlara rağmen, kabul gören hipotez 

steroidlerin katılımıyla oosit maturasyonunun tamamlanabildiğidir. Köpek 

oositlerinin de oviduktun orta bölümüne ulaştığında yüksek progesteron 

konsantrasyonuna bağlı olarak nükleer maturasyonu tamamladığı bildirilmiştir 

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

Diğer mekanizmalar ise gap junctions’ların parçalanması oosit 

maturasyonunda önemli rol oynayan mayotik maturasyon hedefli G-protein ilişkili 
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sinyalizasyon yolağıdır (Gill ve ark., 2004; Jamnongjit ve ark., 2005, Ning ve ark., 

2008). 

2.3.2 Sperm penetrasyonunun oosit maturasyonuna etkisi 

Ovulasyondan en erken 3 gün öncesinden çiftleşme gerçekleşebildiğinden, 

oosit ve spermatozoon oviduktta karşılaşır. Sperm penetrasyonunun mayozu 

başlatma ve nükleer maturasyonda önemli bir faktör olabileceği düşünülmektedir. 

Sperm başları in vivo şartlarda immatur oositlerde gösterilmiştir ve in vitro  olarak da 

immatur aşamadaki penetrasyonun yüksek oranda olduğu belirlendiğinden dolayı 

mayozun başlatılmasında bir indikatör olabileceği kabul edilmiştir (Van der Stricht 

1923;  Farstad ve ark., 1993; Saint-Dizier ve ark., 2001a). Laboratuvar ortamında 

köpek spermasının GV aşamasında sperm penetrasyonunun gerçekleşmesi ve 

sonrasında pronükleus oluşumundan dolayı insan ve inek oositlerinde olduğu gibi 

sperm penetrasyonunun köpeklerde de mayozu başlatabileceği rapor edilmiştir 

(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 

kalır ve devamında nükleer süreç sperm-indüklenmiş aktivasyonla sürer. 

Olgun olmayan oosit ve spermatozoon oviduktta karşılaşır. Bu aşamada 

sperm penetrasyonu nükleer maturasyonun tamamlanabilmesi için gereklidir. İn vitro  

şartlarda sperma oosite penetre olduktan sonra, mayozun aktivasyonu gerçekleşir 

(Saint-Dizier ve ark., 2001a,b). İn vivo şartlarda bu süreç, serbest kalsiyum (Ca
+
) 

iyonlarının intrasellüler seviyede salınımının artırılmasıyla gerçekleştirilir 

(Yanagimachi ve Bhattacharyya, 1988). Artan Ca
2+

 seviyesi MPF (Hashimoto ve 

ark., 1988) ve CSF (cytostatic factor) (Masui, 1991) aktivitesini etkiler ve mayoz 

tamamlanır. 

2.3.3 Köpeklerde İn Vitro Oosit Maturasyonu  

Köpek oositlerinin in vitro  şartlarda olgunlaşması biyoteknolojik alanda 

kullanımı ve gelişimsel yeterlilik için en önemli basamaktır (Bukowska ve ark., 

2012). Oosit popülasyonu içinde yalnızca tam gelişmiş oositlerin mayozu 

başlatabildiği ve maturasyon sürecine girebildiği belirlenmiştir. Messenger RNA 

(mRNA) transkripsiyonu başlangıçta down-regüle edilir ve GVBD aşamasına 

girdikten sonra tamamen durur. Bundan sonraki aşamada mayozu kontrol eden 
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spesifik genlerin transkripsiyonu metafaz II aşamasına kadar ya artırılır ya da azaltılır 

(Fair ve ark., 2007). Bu durumda 6-8 mm’nin üzerinde olan ve tam gelişmiş 

oositlerde mRNA ve protein miktarından dolayı maturasyonun tamamlanması ve 

embriyonik yaşama giriş oldukça başarılı olur (Van Soom ve ark., 2007).   

2.3.4 In vitro maturasyon (IVM) için Biyokimyasal Faktörler  

2.3.4.1 Kültür medyumu 

Köpek oosit maturasyonu sürecinin folikül ve ovidukt içindeki gelişiminin 

taklit edilebilmesi için birçok araştırma yapılmıştır. Kültür medyumlarının 

hazırlamasında hormon, protein, enerji substratları ve antioksidanlar gibi farklı 

maddelerin katılması, yüksek maturasyon oranına ulaşmak amaçlıdır (Luvoni ve ark., 

2005). 

Köpek oositlerinin maturasyonu ve embriyo gelişimi için test edilen kültür 

medyumları Modifiye Krebs Ringer Bikarbonat (Yamada ve ark., 1992), sentetik 

oviduktal sıvı (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 başarılı 

sonuç veren kültürün, amino asit, vitamin gibi katkılı hazırlanan kompleks medyum 

olan TCM 199 olduğu ileri sürülmektedir (Cinone ve ark., 1992; Gordon, 1994) 

2.3.4.2 Hormon Katkıları  

Ovulasyon sonrasında, köpek oositleri ovidukt içinde yüksek 

konsantrasyonda östradiol ve progesteron etkisinde kaldığı için, kültür medyumuna 

her iki hormonun katılması büyük önem taşımaktadır. Preovulatorik luteinizasyondan 

dolayı oositlerin progesterona maruz kalması, bu hormonun katkısını zorunlu hale 

getirmiştir (Metcalfe, 1999). Ancak foliküler fazda toplanan oositlerin kültür 

ortamında progesteron katkısının iyi sonuçlar verdiği, diğer reprodüktif aşamalarda 

alınan oositlerde progesteron katkısının başarı oranını artırmadığı belirtilmiştir 

(Willingham-Rocky ve ark., 2003; Kim ve ark., 2005). Egzojen östrojenlerin aynı 

zamanda DNA guanin bazlarının 8-hidroksilasyonunu inhibe ettiği için antioksidan 

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

Luteal dönemde azalan progesteron konsantrasyonuna artan prolaktin 

hormonu eşlik eder ve prolaktin mitojenik, sekretorik etkili bir hormondur (Ben-
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Jonathan ve ark., 1996). İnsan oosit çalışmalarında foliküler sıvıda yüksek 

konsantrasyonda prolaktin olmasının oosit-kumulus kompleksinin maturasyonu ve 

başarılı gebeliklerde prolaktinin etkili bir hormon olduğu kanıtlanmıştır (Laufer ve 

ark., 1984). Köpek oositlerinde bu konuda bilinen bir çalışma bulunmamaktadır; 

ancak, maturasyonu olumlu etkileyecek bir hormon olabileceği düşünülmektedir 

(Rodrigues ve Rodrigues, 2010). 

Mayotik maturasyonu ovidukt içinde tamamlayan köpek oositleri, farklı 

endokrinolojik değişimlerin etkisinde kalır. Özellikle preovulatorik LH’nın erken 

luteinizasyona neden olması önemli rol oynamaktadır (Concannon ve ark., 1989). 

Kültür ortamına katılan hCG’nin muhtemelen kumulus ekspansiyonunu ve kumulus 

hücreleriyle oosit arasındaki gap junctions’ların ayrışmasını stimüle ederek, oositin 

GVBD aşamasına girmesine neden olmaktadır (Concannon ve ark., 1989; Yamada 

ve ark., 1993).  Ayrıca, diğer türlerde olduğu gibi kültür ortamına eCG’nin eklenmesi 

halinde, köpek oositlerinde mayozu başlattığı ve bunun sonucunda oositlerin MI/MII 

aşamasına geçtiği bildirilmiştir (Songsasen ve ark., 2003b). 

2.3.4.3 Büyüme Hormonu ve Büyüme Faktörleri   

Epidermal büyüme faktörü (EGF) ve insülin benzeri büyüme faktörünün 

(IGF) etkileri köpek oositlerinde test edilmiştir (Ribeiro ve ark., 2010). EGF MAP 

kinaz ve EGF-reseptörlerini aktive ederek kumulus hücrelerinde ekspansiyona neden 

olmaktadır (Gall ve ark., 2005; Conti ve ark., 2006). Ancak, köpek oositlerinde doz 

bağımlı etki gösterirken aynı zamanda LH-EGF ve EGF-östradiol arasındaki sinerjik 

etkiyi yakalamak gerekir (Bolamba ve ark., 2006). LH’nın kumulus hücreleri 

aracılığıyla EGF mRNA ekspresyonunu artırdığı ve EGF’ün mayotik indükleyici 

etkiye sahip olduğu ileri sürülmüştür (Conti ve ark., 2006). FSH’nın EGF ile birlikte 

kültüre edildiğinde ise, nükleer maturasyonu durdurduğu belirlenmiştir (Bolamba ve 

ark., 2006).   

2.3.4.4 Mayotik İnhibitörler    

Primer foliküllerden alınan köpek oositlerinin mayotik maturasyonu 

kolaylıkla başlatamadığından, mayotik ve sitoplazmik maturasyon için bir dizi 

yapısal değişikliklere yol açan in vitro maturasyon kültürlere ihtiyaç vardır (Bolamba 

ve ark., 1998; Bolamba ve ark., 2002; Songsasen ve Wildt, 2005). Diğer türlerde 
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fosfodiesteraz ve siklin-bağımlı kinaz inhibitörleri oositlere gelişimsel yeterlilik 

kazandırırken, köpek oositlerinde kısmen etkili olduğu gözlenmiştir (Funahashi ve 

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

Mayotik bölünmenin başlatılması süreci açıklanamamış; ancak, çalışmalar bu 

süreci kontrol ederek oosit maturasyonunu artıran ya da durduran çok sayıda molekül 

olduğunu göstermiştir (Aktas ve ark., 2003; Tosti 2006). Bundan dolayı, protein 

sentezinin non-spesifik inhibitörleri ve protein kinazların aktivasyonu, yüksek cAMP 

konsantrasyonuna neden olarak MPF’ün spesifik inhibitörleri mayozu 

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

2.4 Köpek Oositlerinde Partenogenetik Aktivasyon 

Köpek oositlerinin in vitro maturasyon oranı, ovulasyon karakteristiğine ya 

da reprodüktif fizyolojisinin farklılığına bağlı olarak oldukça düşüktür (Lee ve ark., 

2007; Song ve ark., 2010). Normal şartlarda metafaz II aşamasında kalarak 

maturasyonunu tamamlayan oositin çekirdek değişim süreci, sperma aktivasyonu ile 

devam eder. Sperm penetrasyonu olmaksızın mayozun devam ettirilebilmesine ya da 

dişi gametten, erkek gametin genetik katkısı olmaksızın, embriyo üretebilmesine 

partenogenetik aktivasyon denmektedir (Kaufman, 1983). Oositlerin partenogenetik 

aktivasyonu, nükleus transferi ile klonlama, embriyonik kök hücre üretimi gibi 

birçok biyoteknoloji alanında gerekli olduğundan, oositlerin partenogenetik 

aktivasyon çalışmaları büyük önem arz etmektedir.  

Oosit partenogenetik aktivasyon mekanizması, intrasellüler serbest kalsiyum 

salınımı temeline dayanmaktadır (Meo ve ark., 2004; Lee ve ark., 2007). In vivo 

şartlarda ise, oosit aktivasyonu spermin oosite penetrasyonuyla, serbest kalsiyum 

(Ca
+) iyonlarının intrasellüler seviyede salınımının artmasıyla indüklenir 

(Yanagimachi ve Bhattacharyya, 1988). Sitoplazmada artan Ca
2+

 seviyesi, MII 

korunmasında önemli faktörleri, MPF (Hashimoto ve ark., 1988) ve CSF (cytostatic 

factor) (Masui, 1991) aktivitesini etkiler ve MPF’nin alt birimi olan siklin B’yi 

yıkımlar (Nussbaum ve Prather, 1995; Meo ve ark., 2004). Aktivasyon için, in vitro  

şartlarda, kalsiyum iyonofor, elektriksel şok, kalsiyum klorid, protein kinaz 

inhibitörleri ve sikloheksimid gibi değişik metotlar denenmiştir (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 şekilde aktive olan oosit, kortikal 

reaksiyonu ve mayozu başlatarak, ikinci polar cisimciğin atılmasıyla cevap verir. 

Bundan dolayı partenogenetik aktivasyondaki olaylar zinciri, penetre spermatozoon 

tarafından oluşturulan intrasellüler aktivite zincirini taklit eder. Partenogenetik olarak 

aktive edilen domuz oositlerinde yaklaşık %20–50 oranında blastosist oluşurken 

(Hewitt ve ark., 1998; Lee ve ark., 2004; Sato ve ark., 2005); bu oran ineklerde %34 

(Campbell ve ark., 2000) ve koyunda %50 bulunmuştur (Loi ve ark., 1998).  

Köpek oositlerine GV aşamasında uygulanan, Ca-EDTA’nın, 

mekanizmasının bilinmemesine rağmen, partenogenetik aktivasyon ve pronükleer 

formasyonunu indüklediği bildirilmiştir. Ca-EDTA uygulaması, oositlerin çinko 

şelasyonunu etkilemiş, pronükleus formasyonunu stimüle etmiş ve ikinci polar 

cisimciğin atılmasını sağlamıştır (Lee ve ark., 2007).  

2.5 Köpek Oositlerinin Dondurulma Yötemleri  

Köpeklerde oositlerin in vitro maturasyonu ile ilgili çalışmalar reprodüktif 

fonksiyonlar ve maturasyon-gelişim süreçlerinin açıklanamamasına bağlı olarak 

çözülmesi gereken zor bir problem olarak değerlendirilmektedir. Hayvan seçimi, 

oosit kalite identifikasyonu, çevresel koşullar ve medyum kompozisyonları gibi 

birçok faktörün ele alındığı çalışmalara rağmen, henüz tatmin edici sonuçlara 

ulaşılamamıştır (Rodrigues ve Rodrigues, 2010). Düşük in vitro maturasyon 

oranlarının nedenlerinin net olarak açıklanamamasına rağmen, genetik banka 

oluşturma ve nesli tükenen köpekgillerin korunabilmesi çalışmalarında oosit 

kriyopreservasyonu önemini korumaktadır (Songsasen ve Wildt, 2007). Bu konu 

vahşi ve nadir türlerin neslinin korunması ve kıymetli evcil türlerin devamlılığı için 

önem arz etmektedir (Luvoni, 2013). Oositlerin dondurularak saklanmasının yanında, 

ovaryan korteksin ya da ovaryumların dondururulması da mümkündür. Bu sayede 

primer ve primordiyal foliküllerden oluşan büyük havuzun fertil oositleri gelecekte 

kullanılabilmektedir (Turathum ve ark., 2010; Luvoni 2013; Lopes ve ark., 2016; 

Fujihara ve ark., 2019). Ovaryum ya da küçük parçalara ayrılarak ovaryan korteks 

olarak dondurulan oositlerin kültür sonuçları halen tartışmalıdır. Antral folikül ve 

sağlıklı immatür oositlerin birlikte maturasyon sürecine girmesiyle daha başarılı 

sonuçlar alındığı bildirilmiştir (Santos ve ark., 2010; Luvoni, 2013). Ancak 
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vitrifikasyon yönteminin, dokuların histolojik yapısını koruduğunun bildirilmesine 

rağmen, farelere uygulanan ksenotransplantasyondan sonra antral folikül oluşumu 

gözlenmemiş olup, eritropoetin uygulandıktan sonra farelerde folikül gelişimi 

sağlanmıştır (Ishijima ve ark., 2006; Suzuki ve ark., 2008). Ovaryan dokuların yavaş 

dondurma protokolleriyle saklanmasının ardından ise, ksenotransplantasyon 

sonuçları oldukça iyi bulunmuştur  (Commin ve ark., 2012).  

Köpek oositleri GV aşamasında dondurulur ve çözdürüldükten sonra 

maturasyonu yapılabilir ya da metafaz II aşamasında olgun halde dondurulur ve 

çözdürüldükten sonra kullanılır (Luvoni, 2013). Oositler, spermayla 

karşılaştırıldığında, daha büyük hücreler olduğundan farklı kriyotoleransları vardır ve 

kriyoprotektan solüsyonlarla dondurulmasında ozmotik basınca ulaşabilmesi için 

daha uzun süreye ihtiyaç duyarlar. Oositler zona pellusida ile çevrili olduğundan 

permeabilitesi spermaya göre farklı olup plazmatik membran (oolemma) yalnızca 

hücre çevresinde olur (Luvoni, 2013). Oositlerin ve ovaryan dokuların 

dondurulmasında iki tip kriyoprezervasyon yöntemi vardır. 

1. Yavaş Dondurma: Embriyo dondurma protokollerinden köken almıştır ve 

su kristalizasyonu esasına dayanır. Dehidrasyon esnasında intraselüler buz kristalleri 

oluşumuna engel olması için hipertonik solüsyonlar kullanılır. Dimetilsulfoksit 

(DMSO) ve etilen glikol en çok kullanılan kriyoprotektanlardır. Sıvı azotta 

saklanmadan önce, programlanabilir dondurma cihazıyla yavaşça düşürülen ısıya 

maruz kalan oositler payetlerde saklanır (Turathum ve ark., 2010; Abe ve ark., 2011; 

Lopes ve ark., 2016). Dondurulmuş oositler intrasellüler buz kristallerinin çabuk 

dağılması için hızlıca çözdürülür ve protektanları bir an evvel uzaklaştırmak için 

yıkama medyumlarına alınır.  

2. Vitrifikasyon: Memeli gametlerinde uygulanan, prosedürü daha 

basitleştirilmiş ve hücre canlılığının devam ettirilmesinde memnun edici sonuçlara 

ulaşılan bir yöntemdir. Yoğun kriyoprotektan solüsyonlarla, buz kristalleri 

oluşturmaksızın, camsı katılaşmaya neden olan fiziksel bir işlemdir ve bundan dolayı 

hücreler bu süreçte zarar görmemektedir (Kasai 1997; Ataman, 1998).  
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

3.1 Hayvan Materyali  

Çalışmada, Yıldırım Belediyesi Veteriner İşleri’nin onayı ile adı geçen 

birimde yapılan rutin ovariohisterektomi (OHE) operasyonlarında çıkartılan 

ovaryumlar kullanılmıştır. Beş ayrı hayvana ait toplamda 10 adet ovaryum (n=10) 

kullanılmıştır. Yaşları 2-5 arasında değişen ve ortalama 15-30 kg canlı ağırlık 

aralığındaki köpeklerden alınan ovaryumlar, hayvanların reprodüktif statüsü dikkate 

alınmaksızın toplanmıştır.  

Tez çalışması, Bursa Uludağ Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik 

Kurulu (21.02.2017 tarihli ve 2017-03/05 numaralı etik kurul kararı) onayı alınarak 

gerçekleştirilmiştir.  

3.2 Çalışma Materyalinin Toplanması 

Operasyona alınacak köpekler bir akşam önceden aç bırakılmış ve ertesi 

sabah operasyona alınmıştır. Tüm operasyonlar kurumda çalışan Veteriner Hekimler 

tarafından gerçekleştirilmiştir. Köpekler Xylazine HCl ile 1mg/kg dozda 

intramuskuler uygulama ile premedikasyona alınmıştır. Genel anestezi 2,5 mg/kg 

dozda intramuskuler olarak uygulanan ketamin ile sağlanmıştır. Bölgenin traşı 

yapılıp, asepsi antisepsisi sağlandıktan sonra, ventral median seliotomi yapılmıştır. 

Her iki ovaryumun kranial bölgesi ve serviksin kraniali 1 numaralı Vicryl ile ligatüre 

edildikten sonra, kanama kontrolleri yapılarak, periton, kas katmanları ve deri 1 

numara Vicryl ile kapatılmıştır. Çıkartılan ovaryumlar 37°C’lik su banyosunda 

bekletilen 1xPBS içinde toplanarak hızlıca laboratuvara getirilmiştir (Fotoğraf 1).  
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Fotoğraf 1. Laboratuvara getirilen ovaryumlar ve oosit toplama hazırlık aşaması 

 

3.3 Oositlerin Toplanması ve Olgunlaştırılması - İn vitro maturasyon (IVM)   

Laboratuvara getirilen ovaryumlar, steril petriler içinde keskin bistüri uçları 

kullanılarak çaprazlamasına ve boylamasına tekrarlı kesme yapılarak (slicing, 

dilimleme) parçalanmıştır. Ovaryumlar, bu işlem aralarında 21 gauge steril kanül ve 

20 ml’lik TL-HEPES yıkama medyumu çekilmiş enjektör yardımıyla steril petrilerde 

yıkanmıştır, oositlerin petrilerde çökmesi sağlanmıştır (Fotoğraf 2). Slicing işlemi 

tamamlandıktan sonra, stereo mikroskop altında Hamilton enjektör ile toplanan 

oositler, mini petri kutularında, TL-HEPES içinde 2-3 kez yıkandıktan sonra, 

olgunlaşma (maturasyon) medyumuna alınmıştır. Olgunlaşma medyumu 4’lü petri 

kutularında hazırlanmıştır ve her bir kuyucuğa 500 µl konarak, üzerine 250 µl 

mineral yağ ilave edilmiştir. Oositler yerleştirilmeden en az 3 saat önce olgunlaşma 

medyumu, %5 CO2 içeren 39°C’de inkübatörde gazlanmıştır. Her bir kuyucukta 30-

40 adet oosit olacak şekilde yerleştirilerek, 72 saat boyunca olgunlaşmaya 

bırakılmıştır (Fotoğraf 3). İnkübasyon sonunda kumulus ekspansiyonu görülenler 

olgun kabul edilmiştir. Bu süre sonunda toplanan tüm oositlerin denudasyonu, 100 µl 

TL-HEPES içine eklenen 300 IU/ml hyaluronidaz ile 5-10 dakika boyunca 
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vortekslenerek yapılmış ve oositler kumulus hücrelerinden ayrılmıştır. Takibinde, 

oositlerin enzimden uzaklaştırılması için, TL-HEPES medyumunda 3 kez yıkama 

yapılmıştır.  

 

Fotoğraf 2. Oositlerin slicing işlemiyle toplanma aşaması 

 

Fotoğraf 3. Toplanan oositlerin in vitro maturasyon aşaması 
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3.4 Oositlerin Dondurulması 

Olgunlaşmasını tamamlayan ve kumulus hücrelerinden ayrılan oositler 

vitrifikasyon metoduyla dondurulmuşlardır. Oda sıcaklığında, sırasıyla VS1 (5 

dakika), VS2 (5 dakika) ve VS3 (30 saniye) içinde ekilibrasyonu gerçekleştirilmiştir 

(Şekil 2). Oositler petriler içine hazırlanan 100’er mikrolitrelik 3 mikro damladan 5 

dakika süresince geçirilmiştir. Aynı işlem VS2 için de 5 dakika süreli uygulanmıştır. 

VS3 için 100’er mikrolitrelik 2 damla hazırlanmış ve oositler 30 saniyede bu 

damlalardan geçirilmiştir. Son aşamada 30 µl VS3 içinde alınan oositler, 2 ml’lik 

kriyoviyal plastik tüpe aktarılmış ve hızlıca sıvı azotta dondurulmuştur (Fotoğraf 4). 

 

Fotoğraf 4. Oositlerin vitrfikasyonu için hazırlık aşaması 
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VS1

VS2

VS3

100 µl 100 µl 100 µl

100 µl 100 µl 100 µl

100 µl 100 µl

5 dakika

5dakika

30 saniye

30 µl

 

Şekil 2. Vitrfikasyon solüsyonlarının hazırlık safhası 

 

3.5 Oositlerin Çözdürülmesi ve Partenogenetik Aktivasyonu 

Sıvı azot içinde saklanan kriyovialler tanktan çıkartılarak 37°C’lik su 

banyosunda 30 saniye süre ile çözdürülmüştür. Kriyovialler peçete ile iyice 

kurulandıktan sonra, oositler PBS kullanılarak hazırlanan 1 M Sükroz solüsyonu 

bulunan 35 mm’lik petriye aktarılmıştır. Üç dakika boyunca oositler, farklı osmotik 

basınçlar nedeniyle oluşan büzüşmelerin giderilmesi için bekletilmiştir. Takibinde 

TL-HEPES yıkama solüsyonu içine alınan oositler, aynı solüsyonda 2 kez 

yıkanmıştır (Şekil 3). 

Hazır oositler partenogenetik aktivasyona alınmış ve öncelikle ionomisin ile 5 

dakika inkübe edilerek ardından TL-HEPES ile yıkanmıştır. Takibinde, 30%’luk 

BSA ile hazırlanan medyumda beş dakika bekletilerek reaksiyon durdurulmuştur. Üç 

saatlik sikloheksimid inkübasyonundan sonra, oositler maturasyon medyumu içinde 

72 saat boyunca, 39°C’de, 5% karbondioksitli etüv içinde inkübe edilmiştir (Şekil 3). 
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Şekil 3. Vitrifiye oositlerin çözdürme ve partenogenetik aktivasyon aşamaları 

3.6 Boyama ve Değerlendirme 

Partenogenetik aktivasyondan sonra 72 saat kültüre edilen oositler 

medyumdan çıkartılarak TL-HEPES içinde 2 kez yıkanmıştır. Aynı esnada 10 µl 

Hoechst boya 990 µl TL-HEPES içinde karıştırılarak mini petrilere droplar 

hazırlanmıştır. Droplar içine bırakılan oositler 30 dakika boyunca 39°C’de inkübe 

edilmiştir.  

İnkübasyon sonunda lam üzerine 20 µl gliserol damlatılmış ve oositler 

gliserol içine bırakılarak mikroskopta incelenmiştir. 

3.7 Elde edilen Sonuçların Değerlendirilmesi 

İstatistik analizleri için IBM SPSS 23.0 programı kullanılmıştır ve anlamlı 

farklılıkların yorumlanmasında α değeri 0.05 olarak hesaplamalara dahil edilmiştir. 

Veriler, Mann-Whitney U yöntemi ile analiz edilmiştir. 
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3.8 Çalışmada Kullanılan Medyumların Hazırlanması 

3.8.1 PBS Hazırlanması 

Operasyon sonrasında toplanan ovaryumların transportu esnasında kullanılan 

solüsyon aşağıdaki formüle göre hazırlanmıştır.  

 

PBS (pH 7,2) 

NaCl      41 g 

Na2HPO4 x 2H2O 11 g 

KH2PO4 2,75 g 

Distile su 1 litre  

 

3.8.2 TL-HEPES Yıkama Medyumu Hazırlanması  

Oositlerin dilimlenmesi esnasında ve çalışma süresince yıkama işlemlerinde 

kullanılan solüsyon aşağıdaki formüle göre hazırlanmıştır.  

 

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

NaCl 3330 

KCl 120 

NaHCO3 84 

NaH2PO4 anhidröz 24 

Na laktat (60% şurup) 0,930 

CaCl2 x 2H2O 150 

MgCl2 x 6H2O 50 

Hepes 1200 

Penisilin 32,5 

Fenol Kırmızısı 5 

*pH değeri 7,4’e ayarlandıktan sonra filtre edilmiştir. 

 

 

 

 

 



23 

 

TL-HEPES Yıkama Medyumu 

TL-HEPES Stok 50 ml 

BSA fraksiyon V 3 mg/ml  

Piruvat stok   10 µl/ml (1 ml serum fizyolojik içinde 

2,2 mg piruvat)       

Gentamisin         0,5 µl/ml        

 

3.8.3 Olgunlaşma (Maturasyon) Medyumu Hazırlanması  

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

kullanılan solüsyon aşağıdaki formüle göre hazırlanmıştır.  

 

TCM-199 Solüsyonu  
TCM 199    495 mg 

NaHCO3  110 mg 

Distile su  50 ml 

 

Maturasyon Medyum (5 ml için) 
TCM 199 4,5 ml 

FCS (60°C’de 30 dak. işlem görmüş)  0,5 ml 

Piruvat stok (0,2mM final)   50 µl 

NIH oLH (0.023 Units), 5µg/ml final 10 µl 

NIH oFSH (0,002 Units), 0,5µg/ml final 2,5 µl 

Gentamisin (50mg/µl) 25µg/ml final 2,5 µl 
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3.8.4 Vitrifikasyon Solüsyonlarının Hazırlanması 

Oositlerin vitrifikasyonu için kullanılan solüsyonlar aşağıdaki formüle göre 

hazırlanmıştır. 

 

 Sakkaroz Ksiloz PEG Gliserol Etilen 

glikol 

PBS 

VS1 1,7115 g 0,7507 g 0,5 g 5 ml - 50 ml’ye tamamla  

VS2 3,4230 g 1,5013 g 1,0 g 5 ml 5 ml 50 ml’ye tamamla  

VS3 5,1345 g 2,2520 g 1,5 g 10 ml 10 ml 50 ml’ye tamamla  

3.8.5 Çözdürme Solüsyonunun Hazırlanması  

Oositlerin çözdürülmesinde kullanılan stok solüsyon aşağıdaki formüle göre 

hazırlanmıştır. Çözdürme esnasında stok solüsyondan 1 M hazırlanarak 

kullanılmıştır.  

 

Sakkaroz 10,697 mg 

M-PBS 50 ml’ye tamamlanır  

3.8.6 Partenogenetik Aktivasyon Solüsyonlarının Hazırlanması 

Partenogenetik aktivasyonda kullanılan Kalsiyum ionofor (İonomisin), 

Sikloheksimid ve Reaksiyon durdurucu (Stop) solüsyonların içerikleri aşağıda 

verilmiştir.  

 

İonomisin (ION) katılmış medyum (5µM) 
TCM 199    4997,5 ml 

NaHCO3  2,5 ml 

 

Reaksiyonu durduran (Stop) solüsyon   
TL-HEPES Stok 10 ml 

BSA fraksiyon V  30 mg/ml  

Piruvat stok                 10 µl/ml 

Gentamisin        0,5 µl/ml  
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Protein sentez inhibitörü Sikloheksimid katılmış medyum (10 µg/ml)- 5 ml için 

TCM  199  4,5 ml 

BSA (FAF) 15 mg 

Piruvat stok 50 µl 

Gentamisin 2,5 µl 

Sikloheksimid 50 µl 

 

3.8.7 Partenogenetik Aktivasyon Sonrası Maturasyon Medyumu  

Oositlerin partenogenetik aktivasyonundan sonra 72 saat boyunca inkübe edileceği 

medyum aşağıdaki formüle göre hazırlanmıştır.  

 

TCM 199  4,5 ml 

BSA (FAF) 15 mg 

Piruvat stok 50 µl 

Gentamisin 2,5 µl 

 

3.8.8 Boya Maddesinin Hazırlanması 

 

Hoechst 33342  1 mg 

1 ml protein-free SOF içinde çözdürülür.  

 

3.8.9 Alet ve Malzeme Listesi 

Alet Listesi  

CO2 inkübatörü  

Stereo mikroskop 

Isıtma tablası 

Steril kabin 

Buzdolabı 

pH metre 

Hassas terazi 

Manyetik karıştırıcı 
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Santrifüj cihazı 

Vorteks 

Floresans ataçmanlı mikroskop 

Malzeme Listesi 

Azot tankı 

Penset 

Enjektörler (5-20-50 ml’lik) 

4 gözlü kültür petrileri 

35 ve 100 mm’lik kültür petrileri 

Otomatik pipetler 

Otomatik pipet uçları 

Hamilton enjektör  

Kimyasal Malzeme Listesi* 

Sodyum Klorür (NaCl) 

Sodyum fosfat dibazik (Na2HPO4 x 2H2O) 

Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) 

Potasyum klorür (KCl) 

Sodyum bikarbonat (NaHCO3) 

Mono sodyum fosfat anhidröz (NaH2PO4 anhidröz) 

Sodyum laktat (şurup) 

Kalsiyum klorid dihidrat (CaCl2 x 2H2O) 

Magnezyum klorid hegzahidat (MgCl2 x 6H2O) 

Hepes 

Penisilin  

Fenol Kırmızısı  

Sığır serum albumin (BSA) 

Piruvat  

Gentamisin 

Maturasyon medyum (TCM 199) 

Fetal buzağı serum (FCS) 

Luteinleştirici hormon (LH) 

Folikül stimüle edici hormon (FSH) 

Sakkaroz 
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Ksiloz 

Polietilen glikol (PEG) 

Gliserol 

Etilen Glikol 

Sakkaroz 

Ionomisin 

Sikloheksimid  

* Tüm kimyasal maddeler Sigma katoloğundan seçilmiştir.  
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4. BULGULAR 

Bu tez çalışmasında maturasyondan sonra vitrifiye edilen köpek oositleri, 

partenogenetik aktivasyona alınmıştır. Köpek oositlerinin vitrifikasyonunun, 

aktivasyona olan etkilerinin değerlendirilmesi amacıyla deney düzenekleri 

planlanmıştır. 

Çalışmada, taze oosit grubu için 6 adet deney düzeneği hazırlanmıştır. 

Oositler in vitro maturasyondan hemen sonra, partenogenetik aktivasyona tabi 

tutulmuştur. Çalışmanın vitrifiye oositleri için 14 deney grubu hazırlanarak, 

oositlerin maturasyonu sonunda vitrifikasyon yapılmıştır. Bu oositler 8 deney 

düzeneği hazırlanarak partenogenetik aktivasyona bırakılmıştır. Herbir grup için GV, 

GVBD, MI ve MII aşamalarındaki 257’şer oosit (n=257) değerlendirilmiştir. 

Denejere oositler değerlendirmeye alınmamıştır. Deneyler sonucunda elde edilen tüm 

veriler Tablo-1 – 4 arasında ve Grafik 1’de sunulmuştur. Çalışmada değerlendirilen 

oositlerin nükleer durumları Fotoğraf 5 - 8 arasında sunulmuştur. 

Taze ve vitrifiye oosit grupları arasında GV, GVBD, MI ve MII aşamasına 

ulaşan oosit sayılarının arasında istatistiksel olarak fark bulunamamıştır (p>0,05). 

Yine iki grup arasında mayotik sürece giren (GVBD, MI ve MII) oositler arasında 

istatistiksel olarak fark bulunamamıştır (p>0,05). Mayotik sürece giren ve MI-MII 

aşamasına ulaşmış oositlerin oranları da, iki grup arasında istatistiksel olarak anlamlı 

bulunamamıştır (p>0,05). 
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Tablo 1. Partenogenetik aktivasyon sonrası inkübe edilen ortalama oosit sayıları 

Taze Oosit (TO) Grubu (n=257) 

(6-PA düzeneği) 

Vitrifiye Oosit (VO) Grubu (n=257)  

(8-PA düzeneği) 

42,83±22,19 32,12±23,91 

 

 

Tablo 2. Gruplar arasında GV, GVBD, MI ve MII oranları (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 arasında GV, GVBD, MI ve MII oranları (p>0,05) 
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Tablo 3. Mayotik süreci başlatılan ve aktive olan, GVBD, MI ve MII’ye ulaşan oosit oranları 

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

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

 

 

Tablo 4. Mayotik süreci başlatılan ve aktive olan, MI ve MII’ye ulaşan oosit oranları 

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

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

 

 

 

 

Fotoğraf 5. Germinal vezikül (GV) aşamasındaki oosit görüntüsü 
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Fotoğraf 6. Germinal Vezikül Break Down (GVBD) aşamasındaki oosit görüntüsü 

 

 

 

Fotoğraf 7. Metafaz II (MI) aşamasındaki oosit görüntüsü 

 



32 

 

 

Fotoğraf 8. Metafaz II (MI) aşamasındaki oosit görüntüsü 
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5. TARTIŞMA 

Köpek türlerinin in vitro embriyo üretim çalışmalarında ana sorunun in vitro 

maturasyon süreci olduğu belirlenmiştir. Problemin çözümsüz kalmasınının nedeni, 

köpek reprodüktif fonksiyonları ve oosit maturasyonundan gelişimine kadar ki tüm 

aşamaların tamamen anlaşılamaması olarak açıklanmaktadır. İn vitro  

maturasyonunun başarısının düşük olmasından dolayı, in vitro embriyo üretimi, 

kriyopreservasyon ya da nükleus transferi çalışmaları da sınırlı olarak devam 

etmektedir (Luvoni ve ark., 2005). İn vitro maturasyonu geliştirme çalışmaları devam 

ederken, reprodüktif biyoteknolojinin vazgeçilmez bir parçası olan oosit 

kriyoprezervasyonuna ilişkin çalışmalar da hız kazanmıştır. Bu çalışmada oositlerin 

in vitro maturasyon ve vitrifikasyonundan sonra, partenogenetik aktivasyona alınan 

köpek oositlerinin nükleus maturasyonu değerlendirilmiştir. 

Çalışmada toplanan oositlerin tamamı in vitro maturasyon sürecine alınmıştır. 

Bu oositlerin bir kısmı vitrifikasyondan sonra 7-10 gün içinde çözdürülerek 

partenogenetik aktivasyona prosedürüne maruz bırakılmıştır. Bu grubun oositleri 

(VO-vitrifiye oosit) olarak tanımlanmış ve 8 çalışma paketinde toplam 257 oosit 

değerlendirmeye alınmıştır. Diğer grubun oositleri ise in vitro maturasyondan sonra 

partenogenetik aktivasyona bırakılmıştır. Bu grubun oositleri taze oosit (TO) olarak 

tanımlanmış ve 6 çalışma paketinde toplam 257 oosit değerlendirmeye alınmıştır. 

Partenogenetik aktivasyondan sonra mayotik başlamayı hiç gerçekleştirememiş GV 

aşamasındaki oosit oranları ve mayotik sürece giren oositler (GVBD) bakımından iki 

grup arasında istatistiksel olarak fark bulunamamıştır (p>0,05). Yine MI ve MII 

verilerinde ise, gruplar arasında istatistiksel olarak farklılık saptanamamıştır. 

Vitrifikasyonun iki şekilde yapılabileceği bildirilmiştir. İlki oositlerin toplanmasının 

ardından GV aşamasında dondurulup, çözdürüldükten sonra maturasyona alınıp 

kullanılmasıdır. İkinci uygulama ise, maturasyon aşamasını takiben dondurulup 

çözdürüldükten sonra kullanılmasıdır (Luvoni, 2013). Çalışmamızda ikinci metot 

kullanılarak, maturasyon aşamasından sonra vitrifiye edilmiş oositler aktivasyonda 

kullanılmıştır. Aktivasyon sonunda  (VO) oositlerinin %75,10’u (193 adet) GVBD, 

%5,06’sı (13 adet) MI ve %0,39’u (1adet) MII aşamalarına girmiştir; %19,46’sı (50 

adet) ise GV aşamasında kalmıştır. Kontrol grubunun (TO) oositlerinin %82,49’u 
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(212 adet) GVBD, %3,50’si (9 adet) MI ve %0,78’i (2 adet) MII aşamalarına 

girmiştir; %13.23’üyse (34 adet) GV aşamasında kalmıştır. 

Çalışmada partenogenetik aktivasyon ionomisin ve sikloheksimid ile 

yapılmıştır. Ionomisin intrasellüler kalsiyum konsantrasyonunu artırarak oosit 

aktivasyonunu başlatmak için kullanılır (Funahashi ve ark., 1994). Sikloheksimid 

glutaramid antibiyotik olup, protein sentez inhibitörü olarak GVBD ve oosit 

maturasyonu ile protein sentez inhibisyonu yoluyla oosit aktivasyonuna olumlu 

etkilerinden dolayı kullanılmaktadır (Fulka ve ark., 1986; Fulka ve ark., 1991; Yang 

ve ark. 1994; Liu ve ark., 1998). Basitçe MPF’nin siklin B alt birimini degrade etmek 

için kullanılmaktadır (Watanabe ve ark.,1989). Köpek oositleri ionomisin ve 

sikloheksimidin birlikte kullanımıyla partenogenetik aktivasyon sonrası 

değerlendirilmiştir. Ionomisinin tek kullanımının, kombinasyondan daha başarılı 

sonuç verdiği ve GVBD, MI, MII aşamalarındaki oositlerin istatistiksel olarak 

anlamlı olduğu belirtilmiştir (Song ve ark., 2010). Ionomisin uygulanan toplam 121 

oositten 27’si GVBD, 41’i MI ve 24 tanesi MII aşamasında belirlenmiştir. Ionomisin 

ve sikloheksimid kombinasyonunda ise toplam 112 oositten 45 tanesi GVBD, 19 

tanesi MI ve 13 tanesi MII düzeyinde kalmıştır (Song ve ark., 2010). Yüzde 

oranlarıyla karşılaştırıldığında, çalışmada alınan sonuçların, tezde alınan sonuçlara 

göre oldukça yüksek olduğu söylenebilir. Çalışmanın in vitro maturasyon 

aşamasında, maturasyon kültüre katılan büyüme faktörlerinin bu farkı yarattığı 

düşünülmektedir. Tez çalışmasında, GVBD aşamasına giren oosit oranı, Song ve 

ark.’larının (2010) çalışmasına göre yüksek bulunmasına rağmen, MI ve MII 

aşamasına ulaşanların oranındaki farklılık dikkati çekmektedir. Ancak tez 

çalışmasının düşük MI ve MII oranlarına rağmen, gruplar arasında anlamlı fark 

olmaması, vitrifikasyonun nükleer maturasyona olumsuz etki yaratmadığını 

düşündürtmektedir. İnek oositlerinde sikloheksimidin mayozu durdurduğu bilgisine 

paralel olarak, köpek oositlerinde de benzer etki olabileceği belirtilmiştir ve çalışma 

sonuçlarımız da bu sonucu desteklemektedir (Song ve ark., 2010; Saeki ve ark., 

1998). Oositlerin GV aşamasında vitrifiye edilmesinden sonra, maturasyona 

bırakılarak nükleus maturasyonu değerlendirilmiş ve sonuçlar, vitrifikasyonun 

mayotik maturasyona başlamada olumsuz etkileri olduğu ileri sürülmüştür. Ancak 

MI ve MII aşamalarına ulaşan oosit sayısı arasında istatistiksel fark bulunamamıştır. 
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Transmission elektron mikroskop ile vitrifiye oositler incelendiğinde mayozun 

başlatılmasında önemli olan kortikal granüller, mitokondri, düz endoplazmik 

retikulum gibi yapıların zarar gördüğü belirtilmiştir (Turathum ve ark., 2010).  Oosit 

dondurmada en etkili yöntemi oluşturabilmek için yeni gelişme protokollerinin 

hazırlanmasının önemi vurgulanmıştır (Turathum ve ark., 2010). Çalışmamızda 

maturasyon sonrası vitrifikasyon yapıldığından ve konu ile ilgili başka literatür 

bulunamadığından sonuçlar karşılaştırılamamaktadır. Ancak, gonadotropinlerle 

hazırlanmış maturasyon medyumları kullanılarak yapılan bu tezde, maturasyon 

öncesi ve sonrasında oositlerin vitrifiye edilmesi, takibinde meydana gelen 

değişikliklerin moleküler düzeyde değerlendirilmesinin yararlı olabileceği 

kanısındayız.  

Başka bir araştırmada ise, Ca-EDTA ile yapılan oosit aktivasyonu %8 

oranında başarılı olmuş ve başka türlerle yapılan karşılaştırmalara göre çok düşük  

oranda bulunmuştur. Çalışmanın başarısının olumsuz etkilenmesi ise maturasyon 

oranının düşük olmasına bağlanmıştır (Lee ve ark., 2007).  

Ionomisin ve sikloheksimid ile yapılan çalışmalarda in vitro maturasyon 

oranlarının yüksek olduğu dikkati çekmektedir (Song ve ark., 2010). Çalışmamızda 

alınan düşük oranların bu sonuçlarla paralel değerlendirilmesi gerektiği kanısındayız. 

Tezde in vitro maturasyonun değerlendirilmesi yapılmadan aktivasyon yapılmıştır. 

Muhtemelen diğer çalışmalardan farklı olarak, sadece hormon katkıları köpek 

oositleri için yeterli olamamıştır. Gonadotropik hormonların in vitro maturasyona 

önemli katkısı olduğu bildirilmiştir. Nükleer maturasyonun tamamlanmasında cAMP 

konsantrasyonundaki değişimler MPF’nin aktivitesini kontrol etmektedir. cAMP’nin 

artması FSH ve LH’ya cevap olarak mayotik başlangıcı belirlemektedir (Sirard ve 

First, 1988; Luciano ve ark., 2004; Mehlmann 2005a; Smitz ve ark., 2011). FSH’nın 

aynı zamanda mayotik yeterliliğin önemli bir parametresi olarak kabul edilen 

kumulus hücre ekspansiyonuna pozitif etkileri vardır (Sutovsky ve ark., 1993). FSH 

ve LH’nın tek başına ve birlikte kullanılan medyumlarla yapılan çalışmalardan 

mayoz başlangıç oranı en yüksek %59 oranıyla en yüksek FSH+LH 

kombinasyonundan elde edilmiştir (Luvoni ve ark., 2003). Ancak çalışma 

sonuçlarımızdan da anlaşılabileceği gibi, gonadotropik hormon katkılarının tek 

başına yeterli olmadığı görülmektedir. Büyüme faktörleri ve antioksidanlar gibi katkı 
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maddeleri katılarak maturasyona bırakılan oositlerin aktivasyona alınmaları 

sonucunda daha başarılı oranlara ulaşılabileceği kanısındayız.  

Oosit maturasyonunda uygun biyokimyasal ortamın hazırlanması ve optimal 

maturasyon süresinin belirlenmesi, başarı oranının artırılmasında önemlidir. Kültür 

medyumunda kullanılan üç farklı solüsyon [(Modifiye Krebs Ringer Bikarbonat 

(mKRB), Sentetik Oviduktal Sıvı (SOF), TCM-199)] hormon, antioksidan, büyüme 

faktörleri, protein ve enerji katkılarıyla zenginleştirilebilir (Otoi ve ark., 1999; 

Luvoni ve ark., 2005; Oh ve ark., 2005). TCM 199’un MII aşamasında en iyi sonucu 

verdiği bildirilirken (Cinone ve ark., 1992), SOF ve TCM-199’un karşılaştırıldığı bir 

çalışmada, GVBD aşamasına giren oositlerin oranı sırasıyla %56,9 ve 68,6% olarak 

bulunmuş ve oranlar arasında fark olmadığı saptanmıştır (Rota ve Cabianca, 2004). 

Diğer yandan bazı araştırıcılar, oositlerin maturasyon ve fertilizasyon süreçlerini 

tamamlayamadığından, SOF’un köpek oositleri için uygun ve başarılı bir medyum 

olmadığını ileri sürmüşlerdir (Hewitt ve England, 1999; Machado, 2007). 

Çalışmamızda hem in vitro maturasyon medyumu hem de aktivasyon sonrası 

maturasyon medyumunda TCM 199 kullanılmıştır. Tezde TO grubuna ait oositlerin 

GVBD aşamasına girme oranı %82,49 olarak bulunmuş olup, bu sonuçlar diğer 

çalışmalarla benzerlik göstermektedir. Temelde TCM 199 medyumu kullanılarak 

farklı katkı maddelerin sonuçlar arasında farklılıklara sebep olduğu bildirilmiştir. 

Alınan başarılı sonuçların büyük oranda sentetik oviduktal sıvı katkısıyla 

artırılabildiği ileri sürülmüştür (Hewitt ve England, 1999; Fathi ve ark., 2018).  

Çalışmamızda TCM 199 medyumunda LH, FSH, fetal calf serum (FCS) ve 

antibiyotik katkılı maturasyon medyumu kullanılmıştır ve mayoz başlama oranı 

yüksek bulunmuştur (%86,77). Ancak aradaki farkın bu oranda yüksek olması, diğer 

çalışmada ortalama değerlere dejenere oosit oranlarının katılmasından kaynaklanmış 

olabileceği değerlendirilmektedir. Tezde GV, GVBD, MI ve MII’ye giren oositler 

değerlendirilmiş olup, dejenere oositler değerlendirme dışında tutulmuştur.  

Gamet hücrelerinin uzun süre saklanabilmesine olanak sağlayan dondurma 

teknolojisi ilk kez sprema ile başlatılmıştır (Leibo ve Brandley, 1999). 

Kryoprotektanların donma esnasında gelişen soğuk şokuna karşı koruma sağladığı ve 

kryoprotektanların optimum katım oranlarının türe özgü olduğu bildirilmiştir (Bucak 

ve Tekin, 2007). Oosit ve embriyonun başarılı kriyoprezervasyonu, dondurma-
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çözdürme süreçlerinde meydana gelen kriyoinjuri oranına bağlıdır. Sitoplazmadaki 

yüksek lipid içeriğinin işlemler esnasında inek, domuz ve özellikle diğer türlere göre 

çok yüksek lipid içeren köpek embriyolarında geri dönüşsüz probleme neden olduğu 

bildirilmiştir (Abe ve ark., 2008a). 

Köpek oosit vitrifikasyonu için ya ovaryum dokusu yada GV aşamasındaki 

oositlerin kriyoprezervasyonu tercih edilmiştir (Abe ve ark., 2008b; Abe ve ark., 

2010; Turathum ve ark., 2010; Fujihara ve ark., 2019). GV aşamasında yapılmış iyi 

dondurma ve saklama süreçlerinin köpek üretiminde daha avantajlı olduğu, köpek 

oositlerinin fizyolojik farklılıkları ve in vitro maturasyon oranlarının düşük 

olmasından dolayı, bu uygulamanın daha iyi sonuçlar verebileceği dikkati 

çekmektedir. Aynı vitrifikasyon metodunun oosit içeren ovaryum dokularının 

kullanılmasında yine aynı avantaja sahip olduğu bildirilmiştir (Abe ve ark., 2010).  

İnek ve domuz oositlerinde, kromozomları tutan iğ iplikçiklerinin 

depolimerizasyonu, MII aşamasında dondurma sürecinde geri dönüşsüz oluşmuştur 

(Shaw ve ark., 2000; Kasai 2002). Köpek oositlerinde ise böyle bir patoloji 

bildirilmemiştir. Çalışmamızda yukarıdaki bilgilerin aksine maturasyon sonrası 

oositler vitrifiye edilmiştir. Kedilerde maturasyon sonrası vitrifiye oositler ile 

çalışmalar bulunmaktadır; ancak, köpek oositleriyle yapılmış bir çalışmaya 

rastlanmamıştır (Murakami ve ark., 2004; Merlo ve ark., 2008). Çalışmamızda 

vitrifikasyonun, taze oosit oranlarıyla karşılaştırıldığında aradaki farkın istatistiksel 

olarak anlamlı bulunmadığı görülmüştür. Ancak, maturasyon sonrası muhtemel 

kriyoinjuriye ait bilgilere ulaşılabilmesi için ek çalışmalara ihtiyaç olduğu 

kanısındayız.   
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7. SİMGELER VE KISALTMALAR 

cAMP   Siklik adenozin monofosfat 

MI   Metafaz I 

MII   Metafaz II 

GV   Germinal Vezikül 

GVBD   Germinal Vezikül Break Down 

PGF2α   Prostaglandin F2 alfa 

GnRH   Gonadotropin Releasing Hormon  

RNA   Ribonükleik asit 

DNA   Deoksiribonükleik asit 

GPR3   G-protein coupled receptor 3 

GPR12  G-protein coupled receptor 12 

MPF    maturasyon promoting faktör 

CDK1    Cyclin Dependent Kinase 

cdc2   CDK1gen ürünü 

EGF   Epidermal büyüme faktörü 

(PKC/PKAII)  Protein kinaz C/protein kinaz AII  

PI3K/AKT(PKB) fosfoinositid-3-kinaz–protein kinaz B/Akt yolağı  

(PDE-3A)  fosfodiesteraz-3A  

StAR   Steroidogenic acut regulatory protein 

CYP17  17-α hidroksilaz C17/20 liyaz  

CSF    Sitostatik faktör   

hCG   İnsan Koryonik Gonadotropin  

eCG   Kısrak Koryonik Gonadotropin  
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 (IGF)    Insülin benzeri büyüme faktörünün 

Ca-EDTA   Kalsiyum etilendiamintetraasetik asit  

OHE   Ovaryohisterektomi 

TL-HEPES  Tyrode's Laktat HEPES 

HEPES  hidroksietil piperazinetansulfonik asit  

IU   Uluslararası ünite   

VS1   Vitrifikasyon solüsyonu 1 

VS2   Vitrifikasyon solüsyonu 2 

VS3   Vitrifikasyon solüsyonu 3 

CO2   Karbondioksit  

TO   Taze Oosit 

VO   Vitrfiye Oosit  

mKRB   Modifiye Krebs Ringer Bikarbonat  

SOF    Sentetik Oviduktal Sıvı  
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