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TURKCE OZET

Kopek oositlerinin in vitro maturasyon (IVM) oranlart diger tiirlere gore
oldukca disiiktiir. TVM’deki 6nemli problem, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olusumu olup, bunun &nlenmesinde en basit yaklasim, medyumlarin antioksidan
madde ile hazirlanmasidir. Bu ¢alismada, hem oksidan hem de antioksidan 6zellige
sahip nano-ozon soliisyonu kullanildi. Nano-0zon soliisyonunun kdpek oositlerinde
niikleer morfolojiye etkisi, kiiltlir medyumunun oksidan/antioksidan durumu ve
maturasyon iliskili genlerin (Siklin bagimhi kinaz 1 (CDK1) ve Siklin B1)
ekspresyon seviyeleri degerlendirildi. Ek olarak, antioksidan kapasitenin
degerlendirilmesi i¢in demir iyonu indirgeyici antioksidan gii¢ (FRAP) testi
kullanildi.

Kumulus-oosit kompleksi (COCs) 130 kopekten toplandi. COCs farkli
konsantrasyonlarda nano-ozon soliisyonu eklenen maturasyon medyumunda inkiibe
edildi (0, 0,5, 1, 2, ve 5 pg/ml). Kiiltiir medyumlar1 toplanarak Malondialdehit
(MDA), Glutatyon (GSH), Siiperoksit-dismutaz (SOD) ve FRAP o6l¢iimii igin
saklandi. Partenogenetik aktivite sonrasinda, niikleer morfolojiler mikroskop altinda
germinal vezikiil (GV), germinal vezikiil parcalanmasi (GVBD), metafaz I (M),
metafaz Il (MII), ve dejenere (DEG) oosit olarak degerlendirildi. Aktivasyon sonrasi
toplanan oositlerde, CDK1 ve Siklin B1 gen ekspresyonlart Real-Time PCR ile
degerlendirildi. Niikleer morfoloji oranlar1 gruplar arasinda farkli bulundu (p<0,05).
Mayotik siireci tamamlayan oosit orant (MI+MII) en yiiksek Grup B ve C’de
bulunurken, MII asamasina ulagan en yiiksek oosit sayis1 Grup C’de gozlendi. MDA
ve SOD konsantrasyonlar: arasinda fark bulunamadi (p>0,05) ancak GSH ve FRAP
diizeyleri istatistiksel olarak farkli bulundu (p<0,05). Bunun o6tesinde CDK1 ve
Siklin B1 gen ekspresyonlar1 gruplar arasinda farkli bulundu (p<0,05). En yiiksek
oran Grup B ve C’de belirlendi.

Sonuglarimiz  nano-ozonun IVM’de oksidatif stres parametrelerini
hafifleterek MII asamasina gelisimi indiiklemis ve maturasyon-iligkili gen
ekspresyonunu artirmistir. En uygun doz olarak 0,5 pg/ml, 1 pg/ml nano-ozon
katkisinin [IVM’de kullanilmasi 6nerilebilir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, CDKZ1/Siklin B1 gen ekspresyonu, In Vitro
Maturasyon, Képek, Nano-Ozon
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INGILIZCE OZET
Effect of Nano-ozone Solution on In Vitro Nuclear Oocyte Maturation in Dogs

In vitro maturation rates of canine oocytes are rather lower than other species.
Long incubations and insufficient conditions of maturation culture affect negatively
the success of in vitro maturation (IVM). The most important problem during the
maturation process is the production of high amount of reactive oxygen species
(ROS) that is the end-point of mitochondrial lipid peroxidation. The basic approach
to prevent ROS production is to prepare an in vitro culture medium with antioxidant
substances. In this study, a nano-ozone solution, which has both oxidant and
antioxidant properties, was used. The effect of nano-ozone on the nuclear
morphology of canine oocytes, oxidant and antioxidant status of maturation culture
medium, and maturation-related (Cyclin Dependent Kinase 1 (CDK1) and Cyclin
B1) gene expression levels were investigated. Additionally, the Ferric ion-reducing
antioxidant power (FRAP) method was used to determine antioxidant capacity.

The cumulus-oocytes complex (COCs) was collected from 130 dogs after the
ovariohysterectomy operation. The COCs were incubated in in vitro maturation
culture media, supplemented with nano-ozone solution at different concentrations (0,
0.5, 1, 2, and 5 pg/ml). After maturation of 72 hours, the culture medium was stored
in Eppendorf tubes in order to determine Malondialdehyde (MDA), Glutathione
(GSH), Superoxide Dismutase (SOD), and FRAP concentrations. Oocytes were
parthenogenetically activated and nuclear morphology was classified as Germinal
Vesicle intact (GV), Germinal Vesicle Break Down (GVBD), Metaphase | (Ml),
Metaphase 1l (MII), and degenerated (DEG) oocytes under light microscope.
Additionally, cultured oocytes were collected after activation. The oocytes were used
for mRNA isolation and Real-Time PCR for expression of CDK1 and Cyclin B1
genes. The rate of oocyte nuclear morphology (GVBD, MI, MIl, and DEG) was
statistically different between groups (p<0.05). The rate of oocytes that completed
the meiotic process (MI+MII) was higher in Group B and Group C, whereas the rate
of oocytes reaching the MII stage was highest in Group C. No difference was
observed between the groups in terms of MDA and SOD (p>0.05). GSH and FRAP
levels were statistically different between groups (p<0.05). Compared to the control
group, GSH and FRAP levels were higher in nano-ozone-supplemented groups.
Furthermore, CDK1 and Cyclin B1 gene expressions were also statistically different
between groups (p<0.05). Expression levels of both genes were high in Group B and
Group C.

Our results suggested that nano-ozone solution could alleviate oxidative stress
parameters during IVM, induce development to MIIl stage, and increase the
expression levels of maturation-related genes. Low doses of nano-ozone
supplementation during canine IVM studies could be advised and the most
appropriate and effective doses are 0.5 ug/ml and 1 png/ml could be suggested.

Keywords: Antioxidant, CDK1/Cyclin B1 gene expression, In Vitro Maturation,
Canine, Nano-Ozone
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1. GIRIS

Evcillestirilen ilk hayvan olan kdpeklerin, insanlara yakinliklart nedeniyle
toplumdaki rolii artmis ve odak haline gelmistir (Chastant-Maillard ve ark., 2010;
Larson ve ark., 2012). Insan dahil bir¢ok memelide uygulanan biyoteknolojik
caligmalar, kopeklerde basarili sekilde uygulanamamaktadir. Ancak son zamanlarda,
nesli tiilkenmekte olan tiirlerin korunmasi, insanlara benzer yonlerinin olmasi
nedeniyle yeni biyolojik model olmasi, reprodiiksiyona katki saglamak gibi
amaglarin olmasi, kopeklerde biyoteknolojik c¢alismalari hizlandirmistir (Chastant-
Maillard ve ark., 2010; Hytonen, & Lohi, 2016; Rodrigues, dos Santos, & Rodrigues,
2004). Kopeklerin reprodiiktif siklus ve gamet biyolojisindeki farkliliklar, yardime1
tireme teknolojisinin ilerlemesine engel olmustur (Concannon, 2011; Guraya, 1965;
Lopes, Alves, Carvalho, Luvoni, & Rocha, 2011).

Kopekler, monodstrik hayvanlardir. Uzun bir luteal doneme ve zorunlu
andstrus donemlerine sahiptir. Spontan ovulasyon sonucunda, diger tiirlerden farkli
olarak, olgunlasmamis oosit (immatiir) ovule olur (Concannon, 2011). Immatiir oosit,
ovidukt icerisinde maturasyon siirecini tamamlayarak mayoz II asamasina girer ve
metafaz Il (MII) asamasinda mayotik blokaja ugrar (Concannon, 2011; Reynaud ve
ark., 2005; Tripathi, Kumar, & Chaube, 2010). Kopeklerin spesifik 6zelliklerinin
bulunmasi, diger tiirlere gore daha diisiik in vitro maturasyon (VM) basarisina neden
olmaktadir. Kopek oositlerinin sadece %10-20’sinin in vitro mayotik maturasyonu
tamamlamasi, in vitro embriyo tiretim basarisin1 da etkilemektedir (Luvoni, Chigioni,
Allievi, & Macis, 2005). Oositlerin mayoz yeterliliginin ya da kiiltiir kosullarinin
yetersiz olmasi diisiik maturasyon oranlarina sebep olacagindan, in vitro kosullarin
iyilestirilmesi gerekmektedir (Luvoni, 2000; Pereira, Bicuda, & Lopes, 2012).

In vitro kiiltiir ortamini etkileyen ¢ok sayida faktor bulunmaktadir. Fakat 6n
plana ¢ikan ana faktorlerden biri oksidatif stres (OS)’tir (Du Plessis, Makker, Desai,
& Agarwal, 2008; Soto-Heras, & Paramio, 2020). OS, oosit gelisimini ve
maturasyonunu olumsuz etkilemektedir. Kiiltlir kosullarinda OS’yi ve oositler
tizerindeki etkisini Onlemedeki temel yaklagim, in vitro antioksidan maddelerin
kullanimiyla miimkiin olmaktadir (Soto-Heras, & Paramio, 2020). IVM esnasinda
antioksidan madde kullanilmasi, antioksidan mekanizmanin aktivasyonunu

saglayarak reaktif oksijen tiirleri (ROS) seviyesinin azalmasina neden olmaktadir.



Bunun sonucunda, oosit maturasyonu olumlu etkilenmektedir (Hossein ve ark., 2007,
Moawad, Salama, Badr, & Fathi, 2021; Pang ve ark., 2018). Diger etki ise, oosit
gelisimi ve maturasyon iliskili gen ekspresyonlarinin artisina neden olarak, mayotik
stirecin diizenlenmesine katki saglamaktir (Park ve ark., 2021; Wang ve ark., 2023).
Bugiine kadar, kopek IVM c¢alismalarinin basarisinin artirilabilmesi igin
gesitli protokoller olusturulmustur. Buna ragmen, in vitro oosit gelisimi ve
maturasyonunun tamamlanmasi i¢in optimum ortamin saglanmasindaki zorluklar
devam etmektedir. Ayrica kopek oositlerinde molekiiller mekanizma iliskili
caligmalarin ¢ok az sayida olmasi, oosit maturasyon siirecinin anlagilmamasina yol
acmustir. Tez c¢alismasinda, nano-ozon kullanilarak, in vitro kosullarda oositlerin
niikleer morfolojisine, kiiltiir ortaminda oksidan ve antioksidan mekanizmadaki
enzim diizeylerine ve maturasyon mekanizmasindaki ekspresyonel degisimlere
etkisinin belirlenmesi ele alinmistir. Ayrica, hem oksidan hem antioksidan 6zellikte
oldugu diistiniilen nano-ozon soliisyonunun, OS’yi onlemede ve kdpek oositlerinin

IVM basarisinda etkili olup olmayacagi sorularina cevap aranmaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kopeklerde Folikiilogenezis ve Oosit Tliskisi

Kopekler, seksiiel siklus 6zellikleri ve oosit biyolojisi bakimindan sira disi
canlilardir. Kopeklerde ovaryum gelisimi fetal hayatta baglar. Fetal ovaryumda
sadece oogonialar bulunur. Fare, inek, insan gibi memeli canlilarin aksine, folikiiller
dogumdan sonra ortaya ¢ikar. Dogumdan yaklasik 1 ay sonra ortaya ¢ikan ilk
folikiiller, primordiyal folikiillerdir (Andersen, & Simpson, 1973). Morfolojik olarak
bu folikiiller, tek sira yass1 epitelden olusan, zona pellusidadan (ZP) yoksun, yaklasik
25 um c¢apinda oosit igerir (Barber, Lee, Steffens, Ard, & Fayrer-Hosken, 2001,
Songsasen, Fickes, Pukazhenti, & Wildt, 2009).

Kopeklerde folikiilogenezis, 2 asamada gerceklesir. Oosit gelisimi ve
graniiloza hiicre proliferasyonundan olusan preantral asama ve graniiloza hiicre
proliferasyonu, antral sivi akiimiilasyonu ile iligkili, antral asamalardan olusmaktadir
(Songsasen ve ark., 2009).

Folikiilogenezis ile primordiyal folikiillerin aktivasyonu ve biiylimesi baslar.
Folikiillerin aktivasyonu ve biiyiime asamasi, gonadotropik hormonlardan bagimsiz,
intraovaryan faktorler tarafindan diizenlenir (Abdel-Ghani, Shimizu, & Suzuki, 2014;
Nagashima, Hansen, Songsasen, Travis, & Place, 2016; Palomino, & De Los Reyes,
2016). Geligen folikiillerde antrum olusmasiyla, preantral folikiillerde ekstraovaryan
regiilasyon meydana gelir. Boylece preantral folikiiller, gonadotropinlere bagiml
hale gelir (Nagashima, Wildt, & Songsasen, 2010; Orisaka, Tajima, Tsang, &
Kotsuji, 2009).

Primordiyal folikiil hiicreleri, kiiboidal hale gegerek primer folikiilii olugturur
(Songsasen ve ark., 2009). Ortalama 30 pm ¢apindaki oosit ¢evresinde glikoprotein
yapida, ZP belirgin hale gelir (Barber ve ark., 2001; Songsasen ve ark., 2009). Bu
asamada fosfolipitler ve trigliseritlerden olusan lipit damlaciklari, oositte birikmeye
baslar. Lipit damlaciklarinin fazla miktarda birikmesi, diger tiirlerden farkli olarak
kopek oosit sitoplazmasinin koyu ve homojen goriinmesine neden olur (Guraya,
1965). Kopek oositlerinde lipit damlaciklarinin sentezi, oosit maturasyonunun en
erken belirtilerinden biri olarak kabul edilmektedir (Tesoriero, 1982). Oosit

cevresinde birkag sira graniiloza hiicrelerinin meydana gelmesiyle sekonder folikiil



olusur. Folikiil sivisinin salgilanmasi ve antral kavitenin sekillenmesiyle preantral
folikiil meydana gelir (Songsasen ve ark., 2009). Folikiiller, graniiloza hiicre
proliferasyonunun artmasi ve teka hiicrelerinin olusmasiyla gonadotropinlere bagimli
hale gelir (Saint-Dizier ve ark., 2008). Antral faz folikiillerinin biiylimesiyle, 120
um’den biiyiik oosite sahip 2-8 mm biiyiikliiglinde preovulatorik folikiiller meydana
gelir (Reynaud, de Lesegno, Chebrout, Thoumire, Chastant-Maillard, 2009; Reynaud
ve ark., 2012).

2.2. Kopeklerde Ovulasyon ve In Vivo Maturasyon Siireci

Kopeklerde seksiiel siklusun kontrolii, hipotalamus, hipofiz ve gonadlar
tarafindan diizenlenir. Andstrusun sonunda, gonadotropin salgilatict hormon (GnRH)
salmmminda artis sekillenir. Bu da adenohipofizden folikiil stimiile edici hormon
(FSH) ve liteinlestirici hormon (LH) salinimimi indiikler (Concannon, 2011).
Gonadotropinlerin seviyesindeki artig, folikiil bliylimesini baglatarak gonadal
steroidogenezisi uyarir (England, Russo, & Freeman, 2009; Fahiminiya ve ark.,
2010). Anostrusun sonuna dogru gonadotropik stimiilasyona cevap veren folikiiller
gelisir (Kooistra, & Okkens, 2001). Folikiil biiytikliigii arttikga, folikiil sivisinda
bulunan steroidlerin konsantrasyonu da artar. Oosit gelisimine, Steroid hormon
varhginda devam eder (Fahiminiya ve ark., 2010). Ostradiol-17p seviyesi,
preovulatorik LH pikinden 6nce maksimum seviyeye ulasir. LH pikinin meydana
gelmesiyle, preovulatorik folikiillerin  luteinizasyonu gergeklesir (Concannon,
McCann, & Temple, 1989). Baslangicta bazal seviyede olan progesteron artmaya,
Ostradiol-17 konsantrasyonu azalmaya baglar (Hollinshead, & Hanlon, 2019;
Reynaud ve ark., 2009). LH pikinden yaklasik 48-60 saat sonra, progesteron
konsantrasyonunun >5 ng/ml’ye ulagmasi sonucu ovulasyon meydana gelir
(Concannon, 2009; Groppetti ve ark., 2015; Hollinshead, & Hanlon, 2019). Ovule
olan oosit, germinal vezikiil (GV) asamasinda, heniiz olgunlasmamis (immatiir)
haldedir (De Lesegno, Reynaud, Pechoux, Thoumire, & Chastant-Maillard, 2008;
Reynaud ve ark., 2005). Kopek oositinin fertilizasyona hazir hale gelmesi igin,
mayotik olgunlagsmasini tamamlamasi1 gerekir. Ovule oosit maturasyonu, yiiksek
progesteron varhiginda, 48-72 saat i¢inde ekstra-folikiiler, yani ovidukt iginde

tamamlanir (Concannon, 2011; Reynaud ve ark., 2005).



Oosit maturasyon siireci, niikleus ve sitoplazmada meydana gelen
degisiklikleri igerir. Kopek oositlerinin maturasyon siirecinde meydana gelen
kromozom konfigiirasyonu ve kinaz aktiviteleri, diger memeli tiirleriyle benzerlik
gosterir (Saint-Dizier, Reynaud, & Chastant-Maillard, 2004). Niikleer maturasyon,
diploten asamasinda blokaja ugrayan oositlerin, mayotik boliinmeye girmesiyle
yeniden baglar. Niikleer zarfin parcalanmasi ve niikleolusun kaybolmasiyla germinal
vesicle break down (GVBD) olusur. GVBD olusumundan sonra, kromozom
yogunlasmasi, kromozom 1§ iplik¢iklerinin olusumu ve birinci polar cisimcigin (PB)
ekstriizyonu gergeklesir. Boylece ilk mayotik boliinme (Mayoz I, MI) tamamlanmis
olur (Sen, & Caiazza, 2013; Tripathi ve ark., 2010). MI’in tamamlanmasinin
ardindan oosit, mayoz II’ye girer ve MII asamasinda durur (Tripathi ve ark., 2010).
Fertilizasyon ile mayoz boliinme yeniden baglayarak maturasyon tamamlanir (Sen, &

Caiazza, 2013).
2.3. Maturasyon Siirecinde Meydana Gelen Biyokimyasal Degisiklikler

Basarili fertilizasyon ve ardindan embriyonik gelisim i¢in, oositin
maturasyonunu tamamlamasi gerekir. In Vvivo 00sit maturasyonu, o0o0sit ve
cevresindeki hiicreler arasinda farkli sinyal mekanizmalariyla kontrol edilir (Kim ve
ark., 2015; Salavati, Ghafari, Zhang, & Fouladi-Nashta, 2013; Thongkittidilok ve
ark., 2020). Birgok memeli tiirinde, mayotik siirecin diizenlenmesinde Siklik
adenozin monofosfat (cCAMP) sinyal molekiilii olarak gorev alir (Lee ve ark., 2017,
Luciano, Franciosi, Modina, & Lodde, 2011; Rose, Gilchrist, Kelly, Thompson, &
Sutton-McDowall, 2013; Zeng ve ark., 2013). cAMP sinyal mekanizmasinda rol alan
ve mayotik blokajin devamliligini saglayan Gs protein-coupled reseptorleri, fare,
domuz ve insan oositlerinde tanimlanmigtir (DiLuigi ve ark., 2008; Mehlmann, 2005;
Yang ve ark., 2012). Gs reseptorler, G protein ile birleserek adenilil siklazin (AC)
aktivasyonu gergeklestirir (Horner ve ark., 2003; Zhang, & Xia, 2012). AC, adenozin
trifosfat1 (ATP) katalize ederek cAMP tiretimini uyaran enzimdir (Mehlmann, 2005).
Oosit igindeki cAMP’ye farkli iki kaynak katki saglar. cAMP molekiilii, ya folikiiler
somatik hiicreler tarafindan ftretilerek gap junctions’lar araciligiyla oosit igine
aktarilir ya da oositin yapisinda bulunan bilesenler aracilifiyla oosit icinde iiretilir

(Luciano ve ark., 2011; Mehlmann, 2005; Thongkittidilok ve ark., 2020; Tiwari, &



Chaube, 2017; Yang ve ark.,2012). Oositte cAMP seviyesinin yiiksek olmasi
cAMP’ye bagiml protein kinaz A (PKA)’nin aktivasyonunu saglar. Aktive PKA,
siklin bagimli (Cdc25b) fosfataz ve G2 kontrol noktasi kinaz 1/Miyelin
transkripsiyon faktor 1 (Weel/Mytl) kinaz gibi, CDK1 regiilatérlerini fosforile eder
(Han, & Conti, 2006; Oh, Han, & Conti, 2010; Pirino, Wescott, & Donovan, 2009).
Cdc25b’nin  inaktivasyonu ve Weel/Mytl kinazin aktivasyonu, Maturation
Promoting Factor (MPF)’yi inaktif halde tutar. MPF aktivitesinin durdurulmasi,
bircok memeli tiirlinde mayotik blokajin devam etmesine neden olmustur (Ferencova
ve ark., 2022; Han, & Conti, 2006; Kim ve ark., 2015; Shimaoka, Nishimura, Kano,
& Naito, 2009). Oosit i¢gi cAMP seviyesinin azalmasi, mayozun yeniden baglamasini
indiikkler. Kumulus hiicrelerinin oositten ayrilmast ve gap junctions aracili
baglantinin kesintiye ugramasi, oosit icinde cAMP seviyesinin azalmasina neden olur
(Ferré-Pujol ve ark., 2019; Otoi, Shin, Kraemer, & Westhusin, 2007; Tiwari, &
Chaube, 2017). Ayrica fosfodiesteraz enzimleri (PDE), cAMP degredasyonuna
neden olarak cAMP seviyesini diigliriir. In vitro oosit caligmalarinda PDE
inhibitorlerinin, oosit ici cCAMP {iretimini ve mayotik siireci etkiledigi bildirilmistir
(Bilodeau-Goeseels, 2011; Gupta, & Chaube, 2020; Rose ve ark., 2013; Shu ve ark.,
2008; Thongkittidilok ve ark., 2020). cCAMP konsantrasyonunun azalmasi, PKA’y1
inaktive eder. Bu da Weel/Mytl inaktivasyonunu ve Cdc25b aktivasyonunu
saglayarak MPF aktivitesini artirir (Ferencova ve ark., 2022; Han, & Conti, 2006;
Kim ve ark., 2015).

2.4. In Vivo Maturasyon Siirecinde Mayozun Genetik Kontrolii

Oositlerin mayotik blokajimim devam etmesi ve mayozun yeniden baglamasi,
MPF aktivitesindeki degisikliklerle kontrol edilir. MPF, farkli iki proteinden olusan
kompleks yapidir. Katalitik alt birim olan CDK1 ve diizenleyici alt birim olan siklin
B’den olusur (Tripathi ve ark., 2010). Hem mayoz hem de mitoz béliinmeyi, siklinler
ve CDK’ler birlikte kontrol eder. Memeli canlilarda tanimlanan 3 tip siklin B
mevcuttur (Bouftas, & Wassmann, 2019). Siklin B1 ve siklin B2, CDK1 ile; siklin
B3 ise siklin bagimli kinaz 2 (CDK2) ile kompleks yap1 olusturur (Li ve ark., 2018;
Meng ve ark., 2020). Fare oositlerinde, mayotik maturasyona siklin B1’nin aracilik

ettigi in vitro ¢aligmalarda bildirilmistir (Adhikari ve ark., 2012; Ledan, Polanski,



Terret, & Maro, 2001; Tay, Hodgman, & Richter, 2000). GV asamasindaki oositlerde
CDK1 inaktif haldedir. CDK1’in ¢aligabilmesi i¢in diizenleyici alt birim olan siklin
B1’e baglanarak CDKI1-Siklin B1 kompleksini olusturmas1 gerekir. PKA
kontroliinde olan iki MPF regiilatorii (WeelB ve Cdc25b) Cdk1-Siklin kompleksinin
diizenlenmesine katilir (Han, & Conti, 2006). CDK1-Siklin B sitoplazmik yerlesim
gosterir, GVBD olusumu i¢in gerekli olan belirli hedeflerin fosforilasyonu igin
niikleusa dogru yer degistirmeye baslar. GVBD olusumu sirasinda MPF aktive olur
ve mayoz siirecince artmaya devam eder (Marangos, & Carroll, 2004; Pereira,
Bersano, Rocha, & Lopes, 2019; Porter, & Donoghue, 2003; Saint-Dizier ve ark.,
2004) (Sekil 1). Oositler mayoz II’nin metafaz asamasinda, ikinci mayotik blokaja
ugrar (Tripathi ve ark., 2010). Feritilizasyon ya da partenogenetik aktivasyon ile
birlikte kalsiyum (Ca®") diizeyinin artis1 indiiklenir (Saint-Dizier, Renard, &
Chastant-Maillard, 2001; Song ve ark., 2010). Intraseliller Ca?* seviyesinin
artmasiyla AC inaktivasyonu gergeklesir ve oosit icindeki cAMP diizeyi azalir
(Horner ve ark., 2003). cAMP’ye bagh sinyal yolaklarinin diizenlenmesiyle mayoz

boliinme yeniden baglar ve maturasyon tamamlanir.
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2018).



2.5. Kopek Oositlerinin In Vitro Maturasyonu (1VM)

Genetik hastaliklarin ortadan kaldirilmasi, nesli tiikkenmekte olan karnivor
tiirlerinin korunmasi, insan hastaliklarinin incelenmesi ve iiremeye katki saglamak
i¢in, yardimci iireme tekniklerine (YUT) gereksinim vardir (Chastant-Maillard ve
ark., 2010; Hytdénen, & Lohi, 2016; Rodrigues ve ark., 2004). YUT’lerin ilk
basamagi [IVM, in vitro embriyo {iretimi i¢in kritik asamadir. IVM i¢in oosit kaynagi,
post mortem ya da ovariohisterektomi (OHE) sonucu alinan ovaryumlardir.
Preovulator folikiilde ve oviduktta meydana gelen degisiklikler, [IVM sirasinda taklit
edilmeye calisilir (Luvoni, 2000). Birgcok memeli tiiriinde IVM sistemleri basarili
sekilde uygulanmakta ve maturasyon oranlar1 %50-%80 arasinda degismektedir
(Fan, Yang, Regouski, & Polejaeva, 2017; Kwak ve ark., 2012; Pioltine ve ark.,
2021). Fakat kopeklerin siklus ozelliklerinin ve oosit biyolojisinin farkli olmas,
etkili bir IVM sisteminin basarisin1 kisitlamaktadir (Reynaud ve ark., 2005). Bu
yiizden kopek oositlerinin IVM oran1 (%30), diger tiirlere gore diisiik kalmaktadir
(Qin ve ark., 2022). Kopek oositlerinin IVM oranin1 artirmak igin, ideal kiiltiir

ortamlarmnin ve etkileyen faktorlerin belirlenmesi 6nemlidir (Pereira ve ark., 2012).
2.5.1. In vitro Maturasyonu Etkileyen Faktorler

2.5.1.1. Donor iliskili Faktorler

2.5.1.1.1. Kopegin Yasi ve Irki

Kopegin yasi, ovaryumdan elde edilecek oosit sayisini, kalitesini ve
maturasyonunu etkilemektedir. Yas artikca oosit sayist artmakta, fakat oosit kalitesi
diismektedir (Rocha, Bastos, Cunha, Adona, & Santos, 2006). Prepubertal
kopeklerde (<6 aylik), oosit ve kumulus hicreleri arasindaki baglanti gevsek
yapidadir. Ayrica, oositlerde diisiik seviyede protein sentezlenmesine ragmen, enerji
metabolizmast ve transkripsiyonel aktivite yliksektir. Bundan dolayi, prepubertal
kopek oositlerinin tam olarak gelismedigi ve mayozu tamamlayamadig: belirtilmistir
(Haenisch-Woehl, Kolle, Neumiiller, Sinowatz, & Braun, 2003). Yas araligi 1-10
arasinda degisen kopeklerden elde edilen oosit sayis1 ve kalitesinin degerlendirildigi

farkli ¢alismalarda, en uygun dondrlerin yetiskin ve geng hayvanlar (1-3 yas ve <7



yas) oldugu belirtilmistir (Lopes, Sousa, Luvoni, & Rocha, 2007; Rocha ve ark.,
2006).

Kopek irklarinin, oositlerin mayotik yeterliligi lizerindeki etkisini iliskin
bilgiler sinirlidir. Melez kopekler, safkan irklara goére daha fazla oosite sahip olsa da,
kopek wrkinin in vitro niikleer maturasyon iizerinde etkisi olmadigi bildirilmistir

(Durrant, Pratt, Russ; & Bolamba, 1998; Reynaud ve ark., 2005).

2.5.1.1.2. Kopegin Seksiiel Donemi

Disi kopeklerde seksiiel donemin, oositlerin in vitro olgunlasmasindaki etkisi
tartismalt sonuglara yol agmistir. Bazi aragtirmacilar, seksiiel donemin oosit
gelisimiyle iligkisi olmadigimi belirtirken, diger arastirmacilar, oositin gelisimini
onemli Ol¢tide etkiledigini gostermistir (Apparicio ve ark., 2015; Astudillo ve ark.,
2023; Evecen ve ark., 2010; Song ve ark., 2011).

Genel olarak, preovulatorik folikiillerden ve folikiiler fazda (prodstrus/dstrus)
elde edilen oositlerin, niikleer maturasyonu basarili sekilde tamamladigi kabul
edilmektedir (Astudillo ve ark., 2023; de Avila Rodrigues, & Rodrigues, 2003; Otol,
Ooka, Murakami, Karja, & Suzuki, 2001).

IVM ig¢in kullanilan oositler, didstrus ya da andstrus doneminde kopeklerde
uygulanan rutin OHE operasyonlar1 sonucu elde edilmektedir. Didstrus ve andstrus
donemine ait oositler, hem say1 hem de kalite bakimindan farklilik géstermektedir.
Anostrus ovaryumlarindan elde edilen GV asamasindaki oosit sayisi, diger siklus
doneminde elde edilen oosit sayisindan fazladir (Song ve ark., 2011). Immatiir
oositler, siklusun gesitli asamalarinda, ultrastriiktiirel farkliliklar gostermektedir ve in
vitro olarak mayotik maturasyondan etkilenmektedir (Lopes, Rocha, & Sousa, 2010).
Anostrustaki  kopek oositlerinin  mayoz oranlari, proostrus/Ostrus ve didstrus
oositlerinden daha diistiktiir (Apparicio ve ark., 2011; Lopes ve ark., 2007).
Calismalar, anostrustaki kopek oositlerinde, ooplazma ve kumulus hiicreleri arasinda
gap junctions’larin kapali olmasindan dolay1 iletisimin olmadigini, prodstrusun
sonunda gap junctions’larin agildigini gostermistir. Bu bilgi dogrultusunda, andstrus
ovaryumlarindan elde edilen kopek oositleri in vitro ortamda mayozu yeniden
baslatma konusunda basarisiz oldugu bildirilmistir (Chastant-Maillard ve ark., 2012;

Luvoni, Luciano, Modina, & Gandolfi, 2001). Baz1 arastiricilara gore ise, siklusun



donemi dikkate alinmaksizin, Grade 1 asamasindaki oositlerin in vitro maturasyonda
pozitif sonuglar verdigi bildirilmistir (Fujii ve ark., 2000).

Sonug olarak, aktif iireme (Ostrus-didstrus) potansiyeline sahip kopek
oositlerinin in vitro maturasyonu tamamlamada daha basarili oldugu, yapilan bir
meta-analiz ile bildirilmistir (Barati, Ehsani, Otoi, Fallah, & Dehkordi, 2022).

2.5.1.1.3. Folikiil Biiyiikliigii ve Oosit Cap1

Oosit, folikiilogenezis ve oogenezis sirasinda biiylime yetene8i kazanir.
Anostrus doneminde aday folikiiller, gonadotropin stimiilasyonu sonucu gelismeye
baslar (England ve ark., 2009; Kooistra, & Okkens, 2001). Folikiilogenezis
ilerledikce folikiil boyutunda da artis gozlenir. Buna paralel olarak, oosit capt da
artar (Songsasen ve ark., 2009). Seksiiel siklusun farkli asamalarinda elde edilen
folikiillerin ve oositlerin biiylkligiindeki degisiklikler, oositlerin mayotik
maturasyonunu tamamlamasinda etkilidir (Evecen ve ark., 2010; Otoi ve ark., 2001;
Songsasen, & Wildt, 2005). Andstrus asamasindaki kopek folikiilleri, 0,5-1 mm
capinda kiigiik folikiillerdir. Didstrus folikiilleri 1-2 mm ¢apinda, prodstrus folikiilleri
ise genellikle 2 mm’den fazla ¢apa sahip folikiillerdir (Songsasen, & Wildt, 2005).
Daha biiyiik boyuta sahip folikiiller (>2 mm), metabolik olarak daha aktif bir oosit
icerir ve in vitro niikleer maturasyon basarisi (%80) daha yiiksektir (Songsasen ve
ark., 2012).

Preovulatorik asamada, kopek oositleri, diger memeli oositleri gibi ortalama
110-150 pum ¢apa sahiptir (Argudo ve ark., 2020; Aryan, Mardenli, & Groza, 2022;
De Lesegno ve ark., 2008; Kochan ve ark., 2020; Pors ve ark., 2022). Sekstiel
siklusun farkli asamalarinda elde edilen oositlerin ¢aplari, degisiklik gostermektedir.
Genellikle, folikiiler asamada elde edilen oositlerin ¢ap1 120 pm’den biiyiik,
anostrustaki kopek oositleri 110 pm’den kiigiiktiir (Otoi ve ark., 2001). Cap1 daha
kiigiik olan oositler (<100 um), MII agamasina ulasmada basarisiz kalmistir. Képek
oosit capmin IVM basarisinda énemli faktdr oldugu ve biiylik capa sahip oositlerin
maturasyonu daha 1yi tamamladig: belirtilmistir (Evecen ve ark., 2010; Otoi ve ark.,

2001).
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2.5.1.2. Kiiltiir ile Tliskili Faktorler
2.5.1.2.1. Kiiltiir Medyumu ve Siiresi

IVM ig¢in tercih edilen kiiltiir ortamlari, hem maturasyon hem de embriyonik
gelisim i¢in Onemlidir (Luvoni ve ark., 2005). Kopek oositlerinin in vitro
maturasyonu ve embriyo gelisimi igin, Connaught medical research laboratories
medium 1066 (CMRL 1066), sentetik oviduktal sivi (SOF) ve doku kiiltiiri
medyumu 199 (TCM 199) yaygin olarak kullanilmaktadir (Lee ve ark., 2007;
Songsasen, Yu, & Leibo, 2002). TCM 199, fazla miktarda bilesen (aminoasit,
vitamin, inorganik tuzlar, enerji kaynaklar1 gibi) iceren kompleks besiyeridir (Rota,
& Cabianca, 2004). Memeli oositlerinin in vitro kiiltiirinde kullanilan TCM 199,
kopek oositlerinin in vitro maturasyonu ic¢in de tercih edilen etkili kiltir
medyumudur (Bahrami, Morris, & Day, 2019; de Araujo ve ark., 2009; Lee ve ark.,
2007; Nowshari, 2005; Rota, & Cabianca, 2004; Toori, Mosavi, Nikseresht, Barmak
& Mahmoudi, 2014).

Kopek oositlerinin  maturasyonu, in vivo kosullarda 48-72 saat iginde
tamamlanir (Reynaud ve ark., 2005). Calismalarda kullanilan in vitro kiiltiir siireleri,
24-96 saat arasinda degismektedir (Apparicio ve ark., 2011; Otoi, Shin, Kraemer, &
Westhusin, 2004; Suzukamo ve ark., 2009). Oositler, ovulasyondan 44 saat sonrasina
kadar GV asamasinda goézlenmistir (Reynaud ve ark., 2005). Mayotik siirecte yer
alan protein ve kinaz aktivitlerinin 72. saatte maksimum seviyeye ulasmastyla, MII
asamasina ulasan oosit sayisinda artis bildirilmistir (Suzukamo ve ark., 2009). Kiiltiir
stiresinin 96 saate uzamasi, dejenere oosit sayisinin artmasina neden olmaktadir
(Apparicio ve ark., 2011). Maturasyon sonuglarini iyilestirmek ve dejenerasyon
oranlarini smirlamak icin, kiiltiir sistemi ile inkiibasyon siiresinin arasinda optimal
dengenin saglanmasi1 sarttir (Luvoni ve ark.,, 2005). Yapilan calismalar ve
maturasyon i¢in fizyolojik siire dikkate alindiginda, kopek oositlerinin IVM i¢in en
uygun kiiltiir sliresinin 72 saat oldugu sonucuna ulasilmistir (Otoi ve ark., 2004;

Suzukamo ve ark., 2009).
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2.5.1.2.2. Kiiltiir Ortamina Eklenen Katki Maddeleri

Kopek oositlerinin IVM ' siirecinde temel kiiltiir ortami, farkli serum ve
protein kaynaklari, hormonlar ve biiylime faktorleri ile desteklenmistir (Evecen,
Baran, Alkan, Ozdas, & Tek, 2002; Hatoya ve ark., 2009; Lee ve ark., 2007; Song ve
ark., 2011; Qin ve ark., 2022).

Kopek oositlerinin in vitro mayotik maturasyonu sirasinda, besiyerine ek
olarak protein kaynaklarina ihtiya¢ vardir (Evecen ve ark., 2002; Rodrigues, &
Rodrigues, 2003). Kopek oositleri i¢in, sigir serum albiimini (BSA) ve fetal buzagi
serumu (FCS) en yaygin kullanilan protein kaynaklaridir (De Los Reyes ve ark.,
2023; Qin ve ark., 2022). FCS, kiiltir ortamimna eklendiginde (>%10) kopek
oositlerinin in vitro siirecine negatif etkisi oldugu bildirilmistir (Hewitt, Watson, &
England, 1998). Temel kiiltiir ortamimna BSA veya FCS eklenerek oosit in vitro
etkinliginin degerlendirildigi ¢aligmalar mevcuttur. Elde edilen sonuglar, BSA’nin
mayotik aktivasyon oranlarini artirdigini gostermektedir (Evecen ve ark., 2002;
Hewitt ve ark., 1998; Rodrigues, & Rodrigues, 2003).

Genellikle preovulatorik folikiillerden elde edilen oositler, IVM igin
kullanilmaktadir. Oosit gelisimi i¢in hormonal uyarim sarttir (Luvoni ve ark., 2005).
Kopek oositlerinin in vitro sartlardaki FSH, LH ve gonadotropin benzeri aktiviteye
sahip gebe kisrak serum gonadotropin (eCG) ve insan koryonik gonadotropin (hCG)
hormonlar: tek basina ya da kombinasyon halinde kiiltiir ortamina eklenmistir (Kim
ve ark., 2010; Lee ve ark., 2007). IVM ortamina FSH katkisinin, kumulus hiicre
genislemesinde etkisi biyiiktiir (Lee ve ark., 2007). Tek basina hormonlarin
kullanilmastyla, MII asamasina ulasan oosit sayisinda fark olmadigi bildirilmistir.
Gonadotropinlerin kombinasyon halinde kullanildig1 ¢alismalarda, GVBD’den MII
asamasina ulagan oosit sayisinin artis gosterdigi ve dejenerasyon oranlarinin azaldig:
gbzlenmistir (Kim ve ark., 2010).

Ovule olacak oosit, in vivo kosullarda yiiksek konsantrasyonlarda steroid
hormonlarin etkisinde kalmaktadir (Fahiminiya ve ark., 2010). Ostrojen ve
progesteron, mayozun Yyeniden baslamasinda ve oositlerin MII asamasina
ulagmasinda etkili steroid hormonlardir. Bundan dolay1, iki hormonun da in vitro
kiiltiir ortamina eklenmesinin gerekli oldugu bildirilmistir (Hatoya ve ark., 2009; Qin
ve ark., 2022). Kopek oositleri, in vitro ortamda 0,5-10 pg/ml &stradiol eklenerek
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maturasyona birakilmaktadir. Konsantrasyonlarin ve siklus donemlerinin farkli
olmasindan dolay1 maturasyon oranlarinda da degisiklik gbzlenir (Hatoya ve ark.,
2009; Kim ve ark., 2005). Kiiltiir ortamina 6stradiol-17f ilave edilmesi, Ozellikle
folikiiler agsamadaki oositlerin, niikleer maturasyon oranini artirmaktadir. Luteal ve
andstrus oositlerinde ise, mayozun yeniden baglamasini saglayarak GV asamasinda
kalan oosit sayisinda azalmaya neden olmaktadir (Kim ve ark., 2005). Ovidukt
igerisinde, oosit mayozunun tamamlanmasi igin, yiikksek konsantrasyonda
progesteron gereklidir. Oositlerin maturasyonu sirasinda intrafolikiiler progesteron
seviyesi, plazmadakinden daha yiiksektir (Fahiminiya ve ark., 2010). Calismalar,
plazma progesteron konsantrasyonu 20-40 ng/ml’ye ulastigi zaman mayotik siirecin
tamamlandigin1  gostermistir (Chastant-Maillard ve ark., 2011). Ayrica, serum
progesteron konsantrasyonu 40-50 ng/ml olan donérlerden fazla sayida matiir oosit
elde edilmistir (Kim ve ark.,, 2017). In vivo maturasyon ortamina en yakin
konsantrasyonlarda (40-50 pg/ml) progesteronun, kiiltiir ortamina eklenmesi, kopek
oositlerinin maturasyon oranlarini dnemli oranda artirir (De Los Reyes ve ark., 2023;
Qin ve ark., 2022). Buna ek olarak, progesteron katkisi, fertilizasyon ve sonrasinda
embriyonik gelisimi destekleyerek in vitro kosullarda yavrularin iiretilmesini saglar
(Qin ve ark., 2022).

Folikiilogenezis asamasindan, mayozun tamamlanmasina kadar otokrin ve
parakrin etki gosteren ¢esitli biiylime faktorleri oositlere etki eder (Cardilli ve ark.,
2021; Garcia ve ark., 2019; Pereira ve ark., 2019). Bunlar arasinda, epidermal
biiyiime faktorii (EGF), insiilin benzeri biiyiime faktori-1 (IGF-1), biiylime
farklilagsma faktorii 9 (GDF-9) ve kemik morfogenetik protein 15 (BMP-15) in vitro
kiltiir ¢alismalarinda daha ¢ok tercih edilmistir (Garcia ve ark., 2019; Sato ve ark.,
2018; Song ve ark., 2011). EGF, mayotik hiicre dongiisiiniin baglamasiyla iligkili
proteinlerin lokalizasyonunda degisikliklere sebep olur. Boylece hiicresel sinyal
yollarini etkileyerek oosit maturasyon siirecinde yer alir (Pereira ve ark., 2019). IGF-
1, kopek kumulus hiicrelerinde yiiksek seviyelerde eksprese edilen IGF-1
reseptoriinii (IGF-1R) aktive ederek, kumulus hiicre ekspansiyonuna neden olur.
Bununla birlikte, IGF-1, Ras/MAPK (Ras iligkili mitojenle aktive olan protein kinaz)
yolagiin uyarilmasini saglayarak, oositlerin niikleer maturasyonunu pozitif olarak

etkiler (Sato ve ark., 2018). Son zamanlarda kopeklerde yapilan c¢aligmalarda,
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folikiiler hiicre ve oositlerde, GDF-9 ve BMP-15 faktorleri tanimlanmis ve siklus
asamalarina gore farkli seviyelerde eksprese edilmistir (Palomino, & De Los Reyes,
2016; Ramirez, Palomino, Aspee, & De Los Reyes, 2020). Bu faktorlerin, folikiil
gelisiminde, kumulus ekspansiyonunda ve oosit maturasyonunda onemli biyolojik
rolleri oldugu bildirilmistir (Garcia ve ark., 2019; Palomino, & De Los Reyes, 2016;
Ramirez ve ark., 2020). Kopek oosit mayozunun diizenlenmesinde GDF-9 ve BMP-
15 biiytime faktorlerinin etkisi oldugu in vitro ¢alismalarla desteklenmistir (Garcia ve
ark., 2019).

Kopeklerde in vitro ortamda kiiltiirlenen oositlerin yiiksek oranda MII
asamasina ulagmasi zordur. Kiiltiir ortaminin farkli bilesiklerle desteklenmesi, kopek
oositlerinin IVM basarisinda genellikle olumlu etki gostermektedir. Buna ragmen,

yine de MII asamasina ulasan oosit ylizdesi diisiik kalmaktadir.
2.5.1.2.3. Oksidatif Stres

Oositlerin maturasyonu, fertilizasyonu ve ardindan embriyonik gelisimin in
vitro kiiltiir ortaminda gergeklestirilmesi sirasinda, ROS iretilir (Khazaei, & Aghaz,
2017). Fizyolojik olarak ROS, aerobik solunum ve hiicresel metabolizma yoluyla
olusur ve sinyal molekiilleri olarak hareket eder (Al-Gubory, Fowler, & Garrel,
2010; Forman, 2016).

Normal kosullarda, ROS gibi pro-oksidanlarin iretimi ve antioksidan
savunma mekanizmalarinin arasinda bir denge vardir. Pro-oksidanlar ve
antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi, reprodiiksiyonu olumsuz etkileyen OS
olusumuna neden olur (Al-Gubory ve ark., 2010). OS’ye yol agan yiiksek
seviyelerdeki ROS, son derece reaktif ve kararsizdir. Kararli hale gelmek igin
niikleik asitler, proteinler, lipitler ve karbonhidratlarla reaksiyona girer. Bu
reaksiyonlar sonucunda, hiicrelerde birtakim yapisal ve fonksiyonel modifikasyonlar
meydana gelir (Forman, Maiorino, & Ursini, 2010; Soto-Heras, & Paramio, 2020).
Serbest radikallerin  olusumunun en tehlikeli sonuglarindan  biri, lipit
peroksidasyonunun meydana gelmesidir. Lipit peroksidasyonunun son ve stabil
tirtinit MDA’ dir. Stabil bir {irlin oldugu i¢in, lipit peroksidasyonun kiimiilatif belirteci
olarak kullanilmaktadir (Ayala, Mufioz, & Argiielles, 2014; Oborna ve ark., 2010).
MDA, oositlerde OS’nin gdstergesi olarak kabul edilir (Li ve ark., 2022).
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In vitro kosullar sirasinda, endojen savunma mekanizmalarin yoklugu,
gametlerin ve embriyolarin uzun inkiibasyon siireleri ve atmosferik oksijen (Oz) ile
giin 15181 gibi ¢evresel faktorlere maruz kalmasi OS’yi artirir (Du Plessis ve ark.,
2008). Ozellikle kopek oositlerinin lipit igeriginin ve metabolik olarak glikoz
tiiketiminin fazla olmasi, kopek oositlerinin OS’ye duyarliligini artirir (Lopes ve ark.,
2011; Songsasen, & Wildt, 2007). Kiiltiir kosullarinda OS’nin olusmasi, ¢ogu
memeli oositlerini olumsuz yonde etkilemektedir. Fare, domuz ve sigir oositlerinin
kiiltiirlendigi in vitro ¢alismalarda, OS’nin mitokondriyal disfonksiyona, apoptozise,
hatal1 ig dizilimine, anormal kromozom ayrismasina yol agtig1 bildirilmistir (Chang,
Li, Zhang ve Qian, 2022; Mesalam ve ark., 2020; Zhang ve ark., 2018).

Hiicresel homestazis icin, oksidan ve antioksidan bilesenler arasindaki
dengenin korunmasi zorunludur. Artan ROS seviyelerini notralize etmek ve hiicresel
islevleri diizenlenmek icin, antioksidan maddeler kullanilmaktadir (Khazaei, &
Aghaz, 2017). Kiiltiir kosullarinda oksidatif stresi ve oositler tizerindeki etkisini
onlemeye yonelik temel yaklagim, IVM sirasinda kiiltiir medyumuna antioksidan

maddelerin eklenmesidir (Soto-Heras, & Paramio, 2020).
2.5.1.2.3.1. In Vitro Kosullarda Oksidatif Strese Kars1 Antioksidan Savunmasi

Memeli oositlerinde, normal kosullarda ROS iiretimi gerceklesir. Fizyolojik
seviyelerde ROS iiretilmesi, ¢esitli hiicresel olaylar1 modiile ederken, suprafizyolojik
seviyeler, oksidatif strese neden olarak hiicrelere zarar vermektedir (Al-Gubory ve
ark., 2010; Forman, 2016). Hiicreler, ROS’un neden olabilecegi zararli etkileri
ortadan kaldirmak icin, antioksidan savunma sistemine sahiptir (Fahiminiya ve ark.,
2010; Kim ve ark., 2007). Antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan olarak
siniflandirilmaktadir. Enzimatik antioksidanlar, serbest radikalleri pargalayarak
uzaklastirir. Bdylece ROS’u noétralize eder ve hiicresel yapmnin zarar gérmesi
engellenir (Nimse, & Pal, 2015). Bu aktivitedeki antioksidanlar, glutatyon peroksidaz
(GPx), SOD, CAT ve ¢esitli peroksidazlar ve peroksiredoksinlerden (PRDX) olusur
(Takahashi, 2012). Enzimatik olmayan antioksidanlar ise, serbest radikal
reaksiyonlarii kesintiye ugratarak asirt ROS olusumunu 6nler (Nimse, & Pal, 2015).

GSH, baz1 vitamin (C vitamini, E vitamini gibi) ve mineraller (selenyum, ¢inko gibi),
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melatonin ve bitkisel aktif bilesenler, enzimatik olmayan antioksidan kapasiteye

sahiptir (Nimse, & Pal, 2015).
2.5.1.2.3.1.1. Malondialdehit (MDA)

Kontrolsiiz oksidatif stresin sonuglarindan biri, hiicre, doku ve organlarda
oksidatif hasarin olugmasidir. Yiiksek diizeyde serbest radikallerin veya ROS’un
iiretimi, cesitli biyomolekiil siiflarina 6zellikle lipitlere zarar verir (Ayala ve ark.,
2014; Tsikas, 2023). Lipitleri en ¢ok etkileyen ROS molekiilleri, hidroksil radikali ve
hidroperoksildir. Hidroksil radikali, kisa Omiirli olmasina ragmen hiicre
metabolizmasinda ve ¢esitli  stres kosullarinda O2’den iiretilebilmektedir.
Hidroperoksil radikali ise, lipit peroksidasyon mekanizmasinda 6nemli rol oynar
(Ayala ve ark., 2014). Lipit peroksidasyonu, oksidanlarin 6zellikle ¢oklu doymamis
yag asitleriyle reaksiyona girmesiyle meydana gelir. Reaksiyon sonucunda ana iiriin
olarak lipit hidroperoksitler, son {iriin olarak, 4-hidroksinonenal (4-HNE), MDA gibi
aldehitler olusur (Esterbauer, Schaur, & Zollner, 1991). MDA, reaktivitesi yiiksek
olan toksik bir molekiildir. MDA konsantrasyonunun yiikselmesi, lipit
peroksidasyonundaki artisin kanitidir. Bu yiizden MDA, oksidatif stresin, 6zellikle
de lipit peroksidasyonun gostergesi olarak kabul edilen ve yaygin olarak kullanilan

biyobelirtegtir (Li ve ark., 2022; Tsikas, 2017).

2.5.1.2.3.1.2. Glutatyon (GSH)

GSH, memeli hiicrelerinde ¢ok sayida fonksiyona sahip, protein olmayan
baslica siilthidril bilesigidir. Bu tiyol bilesigi, detoksifikasyon ve antioksidan
sistemlerde, intraseliiler redoks durumunun korunmasinda 6nemli rol oynar. GSH,
oksidatif stres durumunda hiicreler tarafindan hizla kullanilabilen dogal rezervuardir
(Adeoye, Olawumi, Opeyemi, & Christiania, 2018). indirgenmis (rediikte) GSH ve
oksitlenmis GSH (GSSG) olarak iki formda bulunur. GSH’nin ROS’a kars1 koruyucu
etkisi, GPx ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi enzimlerle olan etkilesimi sonucu ortaya
cikar. GPx, hidrojen peroksitlerin (H202) varliginda, GSH molekiiliinii okside eder.
Boylece GSH, GSSG’ye doniisiir (Adeoye ve ark., 2018). GSSG, toksiktir ve GR

enzimiyle yeniden indirgenmis forma déniistiiriiliir. indirgenmis GSH, ROS’un
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notralizasyonunda ve redoks homeostazisinin kontroliinde gorev alir (Couto, Wood,
& Barber, 2016).

GSH, sadece somatik hiicrelerde degil gametlerde de yaygin olarak bulunan
tiyol bilesigidir. Enzimatik olmayan antioksidan sistemlerde, esas olarak GSH
kullanilir (Luberda, 2005). Folikiilogenezis sirasinda GSH, ovaryumlar1 OS’ye kars1
koruyarak, oosit kalitesini etkiler. GSH, 6zellikle oosit maturasyonunda, mayotik ig
iplikciklerinin olusumunda ve korunmasinda, fertilizasyon sonrast1 embriyo
gelisiminde kritik rol oynar (Hossein ve ark., 2007; Ren ve ark., 2021; Zhou ve ark.,
2019). Olgunlasmamis kopek oositlerinin, GSH seviyesi disiiktir. In  vivo
maturasyonunu tamamlayan oositlerin GSH igerigi, in vitro matiire olan oositlere
gore daha yiiksektir. Ayrica, IVM sirasinda kopek oositleri GSH sentezleme
yetenegine sahiptir (Kim ve ark., 2007). Domuz ve kegilerde, hiicre i¢i GSH seviyesi
yiiksek olan oositlerin, daha kaliteli embriyolara doniistiigii bildirilmistir (Mukherjee
ve ark.,, 2014; Wu ve ark.,2011). GSH, oosit gelisimindeki roliinden dolayzi,
sitoplazmik maturasyonun onemli bir belirteci olarak kabul edilmektedir (Kim ve
ark., 2007; Liu ve ark., 2023).

2.5.1.2.3.1.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Tim aerobik organizmalarda, hiicreler tarafindan siiperoksit radikali (O2)
tiretilir. Stiperoksitin, O2 ve H202’ye doniisiimiinden SOD sorumludur (Weydert, &
Cullen, 2010). SOD, ROS’a karst birinci basamak savunma sisteminin bileseni
olarak gorev yapan dnemli bir endojen antioksidan enzimdir (Ighodaro, & Akinloye,
2018). SOD’un aktivitesi i¢in kofaktore ihtiyact vardir. Kofaktor olarak ihtiyaci olan
metal iyonuna gore, iic SOD enzimi mevcuttur. SOD1, metal kofaktor olarak bakir
(Cu) ve ¢inko (Zn) igerir ve sitoplazmada bulunur. SOD2, manganez (Mn) igeren
formdur ve mitokondride lokalizedir. SOD3, ekstraseliiler form olarak bulunur
(Weydert, & Cullen, 2010).

Folikiiliin tiim hiicresel komponentlerinde (graniiloza hiicreleri, kumulus
hiicreleri ve oositler) ve folikiiler sivida SOD enzim aktivitesi ve protein
ekspresyonunun varligi bildirilmistir (Carbone ve ark., 2003; Combelles, Holick,
Paolella, Walker, & Wu, 2010). SOD, domuz oositlerini ve kumulus hiicrelerini

OS’nin neden oldugu DNA hasarindan korumada rol oynar. Ayrica, folikiiler sivida
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bulunan SOD izoenzimleri de, oosit sitoplazmik maturasyon i¢in gerekli olan
fizyolojik siireclerde yer alir (Tatemoto, Muto, Sunagawa, Shinjo, & Nakada, 2004).
Iyi kaliteye sahip insan oositlerinde yiiksek SOD aktivitesi bildirilmistir. SOD
seviyesindeki degisiklikler, oosit kalitesi ve embriyo gelisimi ile iligskilendirilmekte,
YUT basaris1 icin potansiyel bir biyobelirteg olarak kabul edilmektedir (Kably
Ambe, Ruiz Anguas, Carballo Mondragén, Corona de Lau, & Karchmer Krivitsky,
2004; Matos, Stevenson, Gomes, Silva-Carvalho, & Almeida, 2009).

2.5.1.2.3.1.4. Katalaz (CAT)

CAT, substrat olarak H>O> kullanan 6énemli bir enzimdir. Bu enzim, H20>’yi
O2 ve su molekiiline (Dihidrojen monoksit, H2O) pargalayarak nétralizasyondan
sorumludur. Boylece hiicresel sinyallesme siiregleri i¢in de gerekli olan molekiiliin,
hiicre igindeki optimum seviyesinin korunmasini saglar (Nandi, Yan, Jana, & Das,
2019). CAT enzimi, hemen hemen tiim aerobik solunum yapan organizmalarda
bulunur ve cesitli siireclerde rol oynar. OS sirasinda meydana gelen oksitleyici
tirlerin ¢ogu CAT inhibisyonuna neden olur (Gebicka, & Krych-Madej, 2019).
Somatik hiicrelerde CAT aktivitesinin engellenmesi, ROS {iretimini artirir ve
hiicrelerde sitotoksik etkiye sebep olur (Zhao, Wen, Wang, Wang, & Chen, 2019).

Folikiiler sivida ve oositlerde CAT varligi, farkli memeli tiirlerinde
belirlenmigtir (Basini, Simona, Santini, & Grasselli, 2008; Gupta ve ark., 2011; Park
ve ark.,2016). Sigirlarda, kiiciik folikiillerin sivisinda CAT seviyesi yliksektir.
Folikiil buytkligi artikga, CAT aktivitesi azalmaktadir. Boylece, folikiilogenezisin
baslangi¢ asamasinda, baskin antioksidan olarak CAT gorev almaktadir (Gupta ve
ark., 2011). GV asamasindaki fare oositlerinde CAT, ¢ekirdekte lokalizedir. MI ve
MII asamasindaki fare oositlerinde ise, kromozomlarla iligkilidir. Bundan dolayz,
fare oositlerinde ROS’u ortadan kaldirmak ve genomik biitlinliigli korumak ig¢in,

CAT gerekli antioksidan enzimdir (Park ve ark., 2016).
2.4.1.2.3.1.5. Toplam Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi

Antioksidan kapasitenin belirlenmesinde, farkli tekniklerle in vitro ve in vivo
antioksidan Ol¢iim yontemleri gelistirilmistir. Bu yontemler, hidrojen transferine

dayanan reaksiyonlar ve tek elektron transferine dayanan reaksiyonlar olmak iizere
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smiflandirilir (Huang, Ou, & Prior, 2005; Prior, Wu, & Schaich, 2005). Antioksidan
kapasitenin belirlenmesinde ¢ok farkli yontemler kullanilsa da, en fazla uygulama
alan1 olan yontemlerden biri, demir (III) iyonu indirgeme antioksidan kapasite
yontemi (FRAP)’dir (Biiytliktuncel, 2013).

FRAP analizi, ferrik (Fe*®) bilesiginin antioksidanlar tarafindan ferroz (Fe*?)
bilesigine  indirgenmesiyle  belirlenir  (Biiyiiktuncel, 2013;  Somwongin,
Chantawannakul, & Chaiyana, 2018). Bu yontem, farkli alanlarda antioksidan
kapasiteyi belirlemek icin tercih edilmektedir. Folikiiler sivida antioksidan tayininde,
ovaryumlarda OS’ye kars1 kapasitenin degerlendirilmesinde, spermanin antioksidan
kapasitesinin belirlenmesinde FRAP yontemi kullanilmaktadir (Cerezetti ve ark.,

2021; Guedea-Betancourt ve ark., 2022; Seyfettinoglu ve ark., 2021).
2.5.1.2.3.2. In Vitro Kiiltiir Ortamina Antioksidan Bilesiklerin Eklenmesi

Evcil hayvanlarin oositlerinde, folikiiler siv1 bilesimine dayali antioksidanlar
ve bitkilerden elde edilen aktif bilesenler in vitro kiiltiir ortaminda kullanilmaktadir
(Soto-Heras, & Paramio, 2020). Folikiiler sivi, oositleri ROS kaynakli hasardan
koruyan enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar igerir (Fahiminiya ve ark.,
2010; Gupta ve ark., 2011; Shi ve ark., 2009).

Kiiltiir kosullarinda ROS kaynakli hasar1 6nlemek amaciyla, daha iyi oosit
maturasyonu ve embriyonik gelisim i¢cin IVM ortaminda test edilen ¢ok sayida
antioksidan 6zellige sahip bilesenler mevcuttur. Ornegin, melatonin hormonu, L-
karnitin, L-prolin, sistein gibi aminoasitler, ¢esitli bitkisel bilesenler, antioksidan
ozelliktedir (Hossein ve ark., 2007; Liu ve ark., 2023; Moawad ve ark., 2021; Pang
ve ark., 2018; Park ve ark., 2021).

Melatonin, IVM sirasinda oositlert ROS’tan korumak i¢in basarili sekilde
kullanilan, antioksidan 6zelligi olan hormondur. Hiicresel diizeyde, melatonin ROS’u
ortadan kaldirmak i¢in hareket eder (Barros ve ark., 2020; He ve ark., 2016; Pang ve
ark., 2018). Bir¢ok tiirde, IVM ortamimna melatonin eklenmesinin oosit
maturasyonuna olumlu etkisi oldugu kanitlanmistir. Melatonin destegi, fare
oositlerinin kalitesini artirmakta, mitokondriyal fonksiyonu iyilestirmektedir. Ayrica,
hiicre i¢ci GSH seviyesini artirarak ROS seviyesinin azalmasina neden olmaktadir (He

ve ark., 2016). Sigir oositlerinde melatonin etkisini, kumulus ekspansiyonu ve
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niikleer maturasyonu artirarak gostermektedir (El-Raey ve ark., 2011). Melatonin,
antioksidan 6zelliginden dolay1, sigir oositlerinde ROS seviyesini dnemli derecede
azaltir, GSH sentezinin artisin1 saglar. IVM sonucunda elde edilen embriyolarda,
apoptoz ve antioksidan iliskili genlerin ekspresyonu etkilenir (Pang ve ark., 2018).

L-karnitin, L-prolin, sistein gibi aminoasitler, fare ve kdpek oositlerinin [VM
esnasinda kullanilmaktadir. Bu tiir aminoasitler, ¢esitli biyolojik islevlerde etkili
oldugundan, oksidan maddelerin ortadan kaldirilmasinda etkili antioksidanlardir
(Hossein ve ark., 2007; Liu ve ark., 2023; Moawad ve ark., 2021). L-prolin, in vitro
maturasyon siirecinde, fare oositlerinde ve kumulus hiicrelerinde GSH sentezini
artirarak, 00sit olgunlagsmasina pozitif etki eder (Liu ve ark., 2023). Benzer sekilde,
kopek oositlerinin IVM ve embriyo kiiltiiriinde L-karnitin’in etkisi tanimlanmistir. L-
karnitin, kopek oositlerinin in vitro niikleer maturasyon oranlarini iyilestirmistir.
Ayrica, fertilizasyon ve sonrasinda embriyonik boliinme i¢in L-karnitin’in yararl
etkisi oldugu bildirilmistir (Moawad ve ark., 2021). Farkli siklus evrelerinde olan
kopek oositleri, sistein ile kiiltiirlenmistir. Kiiltiir sonunda, mayoza yeniden baslayan
oosit oranlar1 etkilenmemis, fakat folikiiler asamada daha fazla oosit, MII asamasina
kadar ulagsmistir. Sisteamin ile kiiltiire edilen oositlerde ise maturasyon oranlarinin
degismedigi bildirilmistir. Folikiiler ve luteal evrelerde oositlerin GSH igeriginde
onemli artig gézlenmistir (Hossein ve ark., 2007).

Bitkilerden elde edilen bilesikler, antioksidatif etkilerinden dolayr IVM
ortaminda tercih edilmektedir. Resveratrol, rosmarinik asit, anetol, imperotorin,
luteolin, kuersetin gibi farkli bilesikler, domuz, sigir, fare ve insan oositlerinin in
vitro kiilttirlerinde kullanilmaktadir (Khadrawy ve ark., 2020; Liu ve ark., 2018; Luo
ve ark., 2020; Park ve ark., 2021; Sa ve ark., 2020; Zhang ve ark., 2019).
Domuzlarda, cesitli konsantrasyonlarda kullanilan rosmarinik asit, imperetorin ve
luteolin hiicre i¢i ROS olusumunun azalmasini ve SOD, CAT gibi oksidatif stresle
iligkili genlerin ekspresyon seviyelerinin artmasini saglamistir (Luo ve ark., 2020;
Park ve ark., 2021; Zhang ve ark., 2019). Diger bir etki ise, oosit maturasyonu
(BMP-15, GDF-9, MAPK) ve MPF iliskili (CDK1 ve siklin B) genlerin ekspresyon
seviyelerinde artisin olmasidir (Park ve ark., 2021). Anetol ve kuersetin, sigir oosit
maturasyonunu  ve ardindan embriyolarin in  vitro dretimini etkileyen

antioksidanlardir (Khadrawy ve ark., 2020; S& ve ark., 2020). Kuersetin, niikleer
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NFE2 iliskili faktor-2 (Nrf2) ekspresyon seviyesinin artigina neden olur. Ardindan
Nrf2 ile iliskili olarak, antioksidan genlerin aktivasyonu saglanir. Bdylece, hiicre ici
ROS seviyesinin azalmasinda, embriyonik gelisimin siirdiiriilmesinde etkili oldugu
bildirilmistir (Khadrawy ve ark., 2020). Maturasyondan sonra sigir oositlerindeki
ROS iiretiminde farklilik olmasa da, doza bagl olarak anetol etkisinde degisiklik
olmustur. Anetol eklenen in vitro ortamdaki oositler, daha yiiksek FRAP ve
mitokondriyal membran potansiyeli sergilemistir (Sa ve ark., 2020). Bitkilerden
dogal olarak elde edilen diger bilesik ise, resveratroldiir. Farkli memeli oositlerinin in
vitro kiiltirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Liu ve ark., 2018; Wang ve
ark., 2014). Resveratrol’iin sirtuin 1 (SIRT1) aktivitesini artirdigr, CAT, SOD ve
GPx gibi antioksidan iliskili genlerin ekspresyonunu diizenledigi fare ve insan
oositlerinde gosterilmistir (Liu ve ark., 2018). Bu etkilerin yan1 sira, sigir kumulus
hiicrelerinin ekspansiyonu ve oosit maturasyonu ile iligkili genlerin seviyelerini

artirarak, IVM ve IVF sonras1 embriyonik gelisimde rol oynar (Wang ve ark., 2014).
2.6. Ozon (Os) Biyolojisi ve Etkileri

Ozon (Oz) atmosferde dogal olarak bulunan, dongiisel yapiya sahip, lig
oksijen atomundan olusan, kararsiz bir gazdir. O3, O2’den daha yogun ve suda daha
fazla ¢dziiniir. (Bocci, 2006). 1k kez, 1785 yilinda Van Mauren tarafindan O3’iin
ayirt edici kokusu tanimlandi. Daha sonra, calisma sirasinda Alman kimyager
Schonbein tarafindan O3 gaz1 kesfedildi (Altman, 2007). 1856 yilinda, operasyon
salonlar1 ve cerrahi aletlerin dezenfeksiyon islemlerinde, antiseptik olarak Os ilk defa
kullanildi. Birinci Diinya Savasi’nda yara enfeksiyonlart kontroliiniin saglanmasi ve
onlenmesi i¢in, O3z profilaktik amach tercih edildi (Altman, 2007; Merin ve ark.,
2007). Guniimiizde ise Os, terapotik ajan olarak hem beseri hekimlikte hem de
veteriner hekimlikte yaygin olarak kullanilmaktadir (He, & Ma, 2015; Teixeira ve
ark., 2013).

Oldukca reaktif bir molekiil olan Ogz’iin etkisi, immiinoregiilasyon ve
antiinflamatuvar 6zelliklerden antimikrobiyal etkiye, analjezik ve vazodilatasyondaki
roline, kan akisi ve oksijenizasyonun desteklenmesine, rejeneratif siireclerin
diizenlenmesine kadar c¢ok cesitlilik gosterir (Lillo ve ark., 2023; Spadea, Tonti,
Spaterna, & Marchegani, 2018; Teixeira ve ark., 2013; Yu, Guo, Luo, & Chen, 2021,
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Zeng ve ark., 2020). O3’iin etkilerinden biri de, hiicreyi serbest radikallerin zararli
etkilerinden koruyan GPx, SOD ve CAT gibi enzimlerin sentezinin indiiksiyonunu
saglamaktir. Boylece, biyokimyasal mekanizmalari etkileyerek giiclii bir antioksidan
ozelligi gosterir (Abdel-Rahman Mohamed ve ark., 2022; Bocci, 2006). Os, lipitler,
proteinler, karbonhidratlar, DNA ve RNA olmak iizere hiicre membranlarinin
makromolekiilleri ile reaksiyona girer. Bu molekiillerin hepsi elektron verici olarak
hareket ederek oksidasyona ugrar (Bocci, 2006). Biyolojik sistemlerde ¢ogu molekiil
radikal degildir. Bu molekiillerden biri olan ozon, radikal molekiil olmamasina
ragmen, biyolojik molekiilleri oksitleyerek serbest radikallerin olusumunda rol
oynar. Serbest oksijen radikalleri, birgok hiicre metabolizmast sirasinda
kendiliginden iiretilir. Bunun yaninda, baz1 molekiillerle reaksiyona girerek oksidatif
modifikasyona sebep olur (Martemucci ve ark., 2022). Serbest radikallerin hafif
artis, gecici hiicresel degisimlere neden olurken, asir1 iiretimi oksidatif stres
olusumuna katkida bulunur (Jakubczyk ve ark., 2020). Buna ragmen, aygir
spermasinin Kriyoprezervasyonunda kullanilan diisiik doz ozonun, sperm yapisi ve
kinetigine olumlu etkisi bildirilmistir (Pereira ve ark., 2022). Ayrica boga
spermasinin  [VF’den kisa siire 6nce H20. ile muamele edilmesiyle, yiiksek
fertilizasyon oranlari elde edilmistir (Rahman ve ark., 2012). Oksijen kaynaklarinin
OS’yi artirdig1 ¢ok agikken, yapilan son arastirmalarda kontrollii ve diisiik doz ozon
ya da H20> gibi reaktif tiirlerin, hiicre antioksidan mekanizmalarin1 aktive
edebilecegi hipotezi spekiile edilmistir.

Gaz halindeki Os, stabil degildir ve yarilanma 6mrii 20°C'de 40 dakikadir. Bu
ylizden depolanamaz, iiretildiginde hemen kullanilmasi gerekir (Bocci, 2006). O3’lin
kararsiz bir gaz olmasi ve yarilanma Omriiniin kisa olmasi, kullanim alanini
sinirlamaktadir. Bu dezavantajin iistesinden gelmek i¢in, Os farkli farmasdotik
formiilasyonlarda hazirlanarak kullanilmaktadir (Donato ve ark., 2023; Sabanci ve
ark., 2022; Teixeira ve ark., 2013). Bunlardan biri de, yeni nanoteknolojik {irinler
olarak adlandirilan nanopartikiil lipozomlardir (Erkan-Alkan, Giines, Ozakin, &
Sabanci, 2021; Sabanc1 ve ark., 2022).

Nanoteknolojik sistemler ile kii¢iik boyutlu (50-450 nm) tasiyicilar
kullanilmaktadir. Nanolipozomlar olarak bilinen lipit keseleri, biyoaktif maddelerin

kapsiillenmesi ve belirli hedeflere yonelik kullanilan nanoteknolojik {tirtinlerdir
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(Bozzuto, & Molinari, 2015). Belirli bir bolge ya da hiicreyi hedef alarak saglikli
doku ve hiicreler iizerindeki yan etkiyi minimuma indirmekte, optimum terapdtik
etkinligi gostermektedir. Ayni1 zamanda, bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilan
terapotik ajanlarin  etkisinin kisitli olmasi nedeniyle, kontrolli ilag salinim
sistemlerinde kullanimi yaygindir (Raja, Maldonado, Chen, Zhong, & Gu, 2021).
Nanoteknoloji sayesinde, biyobozunur ve ayni zamanda biyouyumlu yapiya sahip,
ozonlanmis nanolipozomlar gelistirilmistir (Sabanci ve ark., 2022). Gaz halindeki Os,
kisa yar1 6miirlii olmasina ragmen, ozonlanmis nanolipozom soliisyonunda stabilite
daha uzun olarak bildirilmistir (Erkan-Alkan ve ark., 2021). Dogal ve yavas salinimli
ozelligiyle, Os’tin farkli alanlarda kullanilabilirligi artmakta ve uzun siire etkisi
devam etmektedir (Balta, Kumral, & Sabanci, 2020; Erkan-Alkan ve ark., 2021,
Oziiigli, 2020).

2.7. Calismanin Amaci ve Hipotezi

Kopeklerde IVM siirecinde yasanan zorluklar nedeniyle, kiiltiir kosullarinin
optimum hale getirilmesi ve in vivo kosullarin taklit edilmesi hedeflenmektedir.

In vivo maturasyon ve embriyo gelisimi esnasinda hiicrelerin, ¢esitli reaktif
oksijen molekiilleri tirettigi bilinmektedir. Bu molekiiller ile antioksidan savunma
sistemleri arasinda meydana gelen dengesizlik sonucu, OS olusumu kac¢inilmazdir.
Kiiltiir kosullarinda oksidatif stresi azaltma ve/veya Onlemedeki temel yaklasim,
antioksidan maddelerin kullanimiyla miimkiin olabilmektedir. Yine bagka bir
hipoteze gore ise, doz kontrollii serbest oksijen tiirlerinin, antioksidan mekanizmalari
indiikleme etkisi gosterdigi bildirilmistir.

Bu calismada, biyomalzeme olarak iiretilen nano-ozon kullanimiyla asagida

belirtilen sorulara yanit aranmustir.

1. Hem oksidan hem de antioksidan 6zellige sahip oldugu diisiiniilen nano-0zon
solisyonunun kopek oositlerinin niikleer morfolojisine etkisi nedir?

2. Kiiltiir ortaminda meydana gelen oksidan ve antioksidan mekanizmadaki
enzimler nasil etkilenmektedir?

3. Nano-ozon soliisyonunun, maturasyonla iligkili gen ekspresyonlarindaki

degisimlere etkisi nedir?
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Sonug olarak ‘kopek oositlerinin IVM basarisini artirmada ve oksidatif stresi

onlemede nano-ozon soliisyonun etkili olacagi’ hipotezi olusturulmustur.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Hayvan Materyali

Calismada, yaslar1 2-5 arasinda ve ortalama agirligi 15-30 kg olan, farkli
irklarda 130 adet kopege ait toplam 260 adet ovaryum (n=260) kullanildi. Tez
calismasi, Yildirrm Belediyesi Veteriner Isleri Miidiirliigii’nden (13.12.2021 tarihli
ve E-1-622.01.01-641 sayili) alinan izin belgesi ve Bursa Uludag Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (18.01.2022 tarihli ve 2022-01/08 numarali etik

kurul karar1) onay1 alinarak gerceklestirildi.
3.2. Calisma Materyalinin Elde Edilmesi

3.2.1. Siklusun Belirlenmesi ve Uygun Ovaryum Se¢imi

OHE operasyonu 6ncesinde tiim kopeklere vaginal sitoloji yapildi. Kullanilan
steril pamuklu g¢ubuk, izotonik sodyum kloriir (% 0,9 NaCl) ile islatildi. Vulva
dudaklar aralanarak, 45 derecelik agiyla dorsale dogru yonlendirildi. Toplanan hiicre
dokiintiileri lam {izerine yaydirildi. Hazirlanan preparatlar Diff-Quik boyama yontemi
ile boyandi. Hiicre sayimi ve hiicre morfolojisi, 151k mikroskobu altinda x100
bliytitmede yapildi.

Sitolojik olarak degerlendirilen 100 hiicrede, farkli morfolojilere ait hiicre
oranlar1 belirlendi. Eritrositlerin eslik ettigi ve intermediyer, siiperfisyal hiicreleri
yiiksek olan kopekler prodstrusta; aniikleer siiperfisiyal hiicrelerin yogun oldugu
kopekler Ostrusta, intermediyer hiicre sayisinin yiiksek oldugu kopekler ise didstrusta
kabul edildi (Groppetti ve ark., 2015). Bu verilere ek olarak, aktif ovaryumlara sahip
oldugu belirlenen kopeklerin, operasyon esnasindaki ovaryum morfolojisi (korpus
luteum ve folikiillerin varligi) de degerlendirildi. Her iki kritere gére ovaryum

aktivitesi olan kopekler calismaya dahil edildi.

3.2.2. Ovariohisterektomi (OHE) Operasyonlari

Operasyona alinacak kopekler, anestezi dncesinde 6-8 saat a¢ birakildi. Tim
OHE operasyonlari, Yildirrm Belediyesi Veteriner Isleri’nde gorev alan Veteriner

Hekimler tarafindan yapildi.
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Rutin OHE operasyonu Oncesinde, preanestezi amaciyla, Ksilazin hidrojen
kloriir (HCI) (Vetaxyl® %2, VET-AGRO, Lublin/Poland)) 1-2 mg/kg dozda, kas igi
(IM) ve agr kontrolii i¢in Meloksikam (Bavet Meloxicam, Bavet ila¢ San. ve Tic.
A.S., Istanbul/Tiirkiye) 0,2 mg/kg dozda, deri alt1 (SC) yolla uygulandi. Anestezi,
Ketamin HCI (Keta-Control® %10, Doga Ilag, Istanbul/Tiirkiye) 5-10 mg/kg IM ile
sagland1. Pre, intra ve postoperatif donem sivi tedavisi igin, 22 gauge (G) mavi renkli
anjiokat kullanilarak vena (v.) cephalica antebrachii’nin kateterizasyonu saglandi.

Sedasyonu saglanan kopekler, sirt {istli pozisyonda operasyon masasina
sabitlendi. Operasyon bolgesi temizligi yapildiktan sonra, operasyon alani serviyet
bezleri ile sinirlandirildi. Reprodiiktif organlara daha kolay ulagilmasi amaciyla tim
operasyonlar, median hattan yapildi. Gobek sikatriksinin yaklagik 2-3 cm altindan,
kaudal yonde 5-7 cm’lik dikey deri ensizyonu yapildi. Ensizyon yerinden deri alti
bag dokular1 ve yag dokusu, linea alba nin daha rahat goriilebilmesi i¢in kiint makas
yardimi ile diseke edildi. Kanama siddetini minimize etmek i¢in, abdominal ensizyon
fibroz linea alba boyunca yapildi ve sirasiyla musculus (m.) obliquus externus
abdominis, m. obliquus internus abdominis, m.transversus abdominis ve periton egri
uglu hemostatik pens yardimiyla delinerek abdominal bosluga ulasildi. Linea alba,
ovaryumlara ulasimin kolay olmasi i¢in kranial ve kaudal yonde genisletildi. Sol
ovaryum bulunarak ligamentum (lig.) suspansorium ovarii 1 numara emilebilir dikis
materyali ile ligatiire edildi. Lig. latum uteri kiint diseksiyon ile ayrildi ve ovaryum
serbest birakildi. Sag ovaryum i¢in de aym islemler uygulandi. Korpus uteri ve
serviks uteri’nin birlesme yerine ateria (a.) ve v. uterina’lar1 da igine alacak sekilde 1
numara emilebilir dikis materyali (ALCASORB®, KATSAN Katgut San. ve Tic.
A.S., Izmir/Tiirkiye) ile ligatiire edildi ve her iki ovaryum ile birlikte kornu uteri ve
korpus uteri uzaklastirildi. Kanama kontrolleri yapildiktan sonra, periton, kas
katmanlar1 ve deri 1 numara emilebilir dikis materyali ile kapatildi. Toplanan
ovaryumlar 37 °C’de, 1x fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) iginde 30-45 dakika

icinde laboratuvara getirildi.

3.3. Ovaryumlarin islenmesi ve Oositlerin Elde Edilmesi

Laboratuvara getirilen ovaryumlar, cevrelerindeki fazla doku ve yaglardan

arindirildi. Ovaryumlar, 120 mm’lik steril petriler igerisinde bistiiri yardimiyla
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dilimlendi (slicing islemi). Islemler sirasinda ovaryumlar TL-HEPES ile yikanarak
oositler serbest birakildi. Slicing isleminden sonra ¢ékmesi beklenen oositler, x10 ve
x20 biiylitmede ve stereo mikroskop (Nikon SMZ 1000) altinda toplandi. En az 2 sira
kumulus hiicresi tarafindan sikica sarilmis, uygun ¢apta, vitelluslart homojen ve koyu
renkli goriinen oositler (Grade 1 COCs) secildi (Fujii ve ark., 2000). Toplanan
oositler, TL-HEPES ile 2-3 kez yikandi.

3.4. Oositlerin In Vitro Maturasyonu

Secilen oositlerin maturasyonu igin temel besiyeri olarak TCM-199
kullanildi. TCM-199 igerisine, 0,75 1U/ml insan menapozal gonadotropin (hMG,
Menopour® 600 IU, Ferring GmHB, Kiel/Almanya), %10 FCS, 0,2 mM sodyum
piruvat ve 25 ug/ml gentamisin eklenerek filtre edildi (Moawad ve ark., 2021).
Oositler 5 farkli ¢alisma grubuna ayrildi. Buna gore;

Grup A: Nano-ozon soliisyonu i¢germeyen grup, kontrol grubu

Grup B: 0,5 pg/ml nano-ozon soliisyonu eklenerek hazirlanan grup

Grup C: 1 pg/ml nano-ozon soliisyonu eklenerek hazirlanan grup

Grup D: 2 pg/ml nano-0zon soliisyonu eklenerek hazirlanan grup

Grup E: 5 pg/ml nano-ozon soliisyonu eklenerek hazirlanan grup olarak
kabul edildi.

Gruplar olusturulurken 500 pg/ml nano-ozon igeren soliisyon (Sonofarma Ilag
Kimya San Tic Ltd Sti; Ref Numarasi: OZ INJ 500 flakon; Patent Dosya No:
PCT/TR2022/050177) kullanildi. Steril ependorf tiip igerisinde, maturasyon
medyumuna, her grup i¢in belirlenen konsantrasyonlarda nano-ozon soliisyonu
eklendi (Tablo 1). Her bir kuyucuga toplam 500 pl maturasyon medyumu hazirlandi,

tizerine 400 pl mineral yag ilave edildi.
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Tablo 1. Maturasyon medyumuna katilan nano-ozon soliisyonu miktarlari

Calisma Gruplart Kon(i.ls;/ntrrni;yon Maturasy(();)Medyumu Nal’]O-OZO(llll lioliisyonu
Grup A (Kontrol Grubu) 0 500 0
Grup B 0,5 499,5 0,5
GrupC 1 499 1
GrupD 2 498 2
GrupE 5 495 5

Toplanan oositler, her bir kuyucukta 30-40 adet olacak sekilde, maturasyon
medyumuna yerlestirildi ve 39°C’de, %5 CO2’li etiivde, 72 saat boyunca

inkiibasyona birakild.
3.5. Oositlerin Partenogenetik Aktivasyonu

Inkiibasyon sonunda oosit denudasyonu i¢in 100 ul TL-HEPES iginde % 0,1
sigir testis hyaluronidaz enzimi kullanildi. Kumulus hiicrelerinden ayrilmasi igin
oositler 10 dakika boyunca vortekslendi. TL-HEPES igine alinan oositler, 2-3 kez
yikanarak enzimden arindirildi. Tiim oositler, 4997,5 pl TL-HEPES igine 2,5 pl
ionomisin (5 uM) eklenerek hazirlanan aktivasyon soliisyonunda 5 dakika inkiibe
edildi. Hemen ardindan TL-HEPES ile hazirlanan stop soliisyonuna (30 mg/ml BSA,
0,2 mM sodyum piruvat ve 25 pg/mL gentamisin) aktarilarak 5 dakika inkiibe edildi
ve reaksiyon durduruldu. Tekrar yikanan aktive edilmis oositler, maturasyon

medyumuna yerlestirilerek, 39°C’de ve 5% CO-li etiiv i¢inde 72 saat boyunca
inkiibe edildi.

3.6. Oositlerin Boyanmasi ve Degerlendirilmesi

Oositleri boyamak i¢in, Hoechst 33258 (1 mg/ml) floresan DNA boyasi
kullanildi. Kullanim sirasinda 10 pl Hoechst 33258 boya tizerine, 990 pl TL-HEPES
sollisyonu eklendi ve karistirildi. Hazirlanan boya ile petri kaplar igerisine droplar
yapildi. Oositler, hazirlanan droplar igerisine aktarilarak, karanlik ortamda 39°C’de
30 dakika inkiibe edildi. Lam tizerine gliserol damlatild1 ve boyanan oositler gliserol

igine aktarildi. Floresan atagmanli, faz kontrast mikroskop (Olympus BX51,
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Japonya) altinda oositlerin niikleer morfolojisi degerlendirildi (Duque Rodriguez ve
ark., 2021).

Niikleer morfoloji, GV, GVBD, MI, MIl ve Dejenere (DEG) olarak
smiflandirildi. (De los Reyes, de Lange, Miranda, Palominos, & Barros, 2005).

3.7. Orneklerin Toplanmasi ve Analizi

Morfolojik oosit degerlendirmeleri haricinde, maturasyon medyumu oksidan,
antioksidan ve FRAP diizeylerinin 6lgiilebilmesi i¢in medyum ornekleri toplandi.
Maturasyonda etkili genlerin ekspresyonlarinin degerlendirilebilmesi igin, aktivasyon

sonrasi kiiltiire edilen oositler toplandi.

3.7.1. Maturasyon Medyum Orneklerinin Toplanmasi

Maturasyon medyum Ornekleri, oosit maturasyon siirecinin sonunda toplandi.
Ornekler, her grup icin en az 1 ml olacak sekilde 2 ml’lik ependorf tiipler icine
aktarildi. Her grup igin 8’er ornek calisildi ve toplanan Ornekler, analiz yapilana

kadar -80°C’de depolandi.
3.7.1.1. Malondialdehit (MDA) Analizi

MDA seviyesi, tiyobarbitiirik asit (TBA) reaksiyonuna gore belirlendi. Her
grup ic¢in 0,5 ml medyum, 2,5 ml %10 (w/v) trikloroasetik asit ile iyice karistirilarak,
95°C su banyosunda 15 dakika inkiibe edildi. Tiipler 4°C'ye sogutuldu ve 5000
rpm'de 10 dakika santrifiij yapildi. Onceden hazirlanmis deney tiiplerine, elde edilen
supernatant alind1 ve iizerine % 0,67 TBA eklenerek iyice karistirildi. Karisim bagka
bir tiipe alinarak 95°C’de 15 dakika boyunca inkiibe edildi, ardindan hizlica sogutma
islemi uygulandi. MDA analizinde, standart madde olarak 1,1,3,3-tetrametoksi
propan kullanildi. Orneklerin MDA diizeyi, 532 nm dalga boyundaki absorbans
degerinin (Shimadzu Corp, Japan) 6l¢iilmesiyle belirlendi. MDA konsantrasyonu
nmol/ml olarak hesaplandi (Draper, & Hadley, 1990).

3.7.1.2. indirgenmis Glutatyon (GSH) Analizi
GSH seviyesi, Ellman reaktifi (DTNB, 5,5’-Dithiobis (2-nitrobenzoik asit))

ille GSH ve GSSG arasindaki katalik reaksiyona dayanan, Ellmann yOntemi
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kullanilarak belirlendi (Hilf, & Hissin, 1976). Ug yiiz ml distile su igerisinde 5 g
metafosforik asit, 1 g etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) ve 90 g NaCl bulunan
coktiirticii ¢ozelti hazirlandi. Hazirlanan ¢6zeltiden 3 ml alinarak, 0,2 ml siipernatant
ile karistirildi. Karisim, filtre edildi. Filtre edilen siiziintiiye 8 ml fosfat tamponu (0,3
M disodyum fosfat (Na2HPOa)) ve 0,5 ml DTNB ¢ozeltisi eklenerek iyice karistirildi.
Standart madde olarak rediikte glutatyon kullanildi. Olusan karistmin GSH degeri,
412 nm dalga boyundaki absorbans degerinin Olclilmesiyle belirlendi. GSH

konsantrasyonu mg/ml olarak hesaplandi.
3.7.1.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Analizi

SOD aktivitesi, siiperoksit radikallerinin, SOD ve nitro-blue tetrazolium
(NBT) reaktifinin indirgenmesini inhibe etmesiyle belirlenir. Kontrol ve test
tiiplerine 2,45 ml SOD reaktifi karisimindan (20 ml 0,3 mM ksantin ¢ozeltisi, 10 ml
0,6 mM EDTA dihidrat, 10 ml 150 mM NBT reaktifi, 6 ml 400 uM sodyum karbonat
(Na2CO0:s) ¢ozeltisi ve 1 g/l BSA karisimi) eklendi. Kontrol tiipii i¢in 0,5 ml bidistile
su, test tlipleri i¢in 0,5 ml medyum 6rnegi hazirlanarak, tiim tiiplerin iizerine 50 pl
ksantin oksidaz (20 U/ml) ilave edildi ve karistirildi. Karisim, 20 dakika boyunca
25°C su banyosunda inkiibe edildi. Reaksiyonun stabil hale gelmesi 0,8 mM bakir di
kloriir (CuCl,) ile saglandi. SOD aktivitesi, 560 nm dalga boyundaki absorbans
degerlerinin Olgiilmesiyle belirlendi. SOD degeri U/ml homojenizat olarak verildi

(Flohé, & Otting, 1984; McCord, &Fridovich, 1969).
3.7.1.4. Ferrik Rediiksiyon/Antioksidan Gii¢ (FRAP) Yontemi

Enzimatik olmayan antioksidan kapasitesinin belirlenmesi amaciyla FRAP
yontemi kullanildi (Somwongin ve ark., 2018). Bu yodntem, Fe*® iyonlarinin
antioksidanlar araciligiyla indirgenerek Fe*? iyonu konsantrasyonunun belirlenmesi
prensibine dayanir. Asetat tamponu (300 mmol/l), 2,4,6-tripiridil-S-triazin (40
mmol/l HCI i¢indeki 10 mmol/I’lik ¢ozelti; 2,3,5-Trifeniltetrazolyum Klorit (TPTZ)
cozeltisi) ve ferrik klortir (20 mmol/l) karistminin 10:1:1 oraninda karistirilmasiyla
FRAP calisma ¢ozeltisi hazirlandi. Analiz, 37°C'de gerceklestirildi. Her bir numune
icin Olgiimler, 100 pl numune ve 3 ml FRAP c¢ozeltisi karistirilarak 4 dakika

araliklarla yapildi. Askorbik asit standart maddesi ve 6rneklerin absorbanslarinin 593
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nm dalga boyunda 0l¢iilmesiyle, reaksiyon takip edildi. FRAP degeri umol/l olarak

asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

FRAP degeri = Test numune reaksiyon karisimi degeri ® x ¢ Fe?*
(umol/1) Fe?* standart reaksiyon karisimi degeri °

& Test numune reaksiyon karigimi 593 nm 4 dk absorbansi
b Fe?* standart reaksiyon karisimi 593 nm 4 dk absorbansi
¢ Fe?* standart konsantrasyonu

3.7.2. Oositlerin Toplanmasi

Partenogenetik aktivasyon sonrasi, maturasyon medyumunda inkiibe edilen
oositler toplandi. Her kuyucukta bulunan 25-30 oosit, steril ependorf tiiplere
aktarilarak, iizerine 750 pl TriPure™ eklendi. Toplanan 6rnekler analiz yapilana

kadar -80°C’de depolandi.
3.7.2.1. mRNA Izolasyonu ve Real-Time (RT) PCR

3.7.2.1.1. mRNA Izolasyonu ve Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Derin dondurucuda saklanan ependorf tiiplere, izolasyondan hemen once
250pl TriPure™ eklenerek toplam 1 ml’ye tamamlandi. Oositler parcalanarak
homojenizasyon saglandi. Homojenize edilen tiipler buz iizerinde 2 dakika, ardindan
oda sicakliginda 5 dakika bekletildi. Faz ayrimin1 yapmak i¢in, tiiplere 200 pl
kloroform eklenerek 5 dakika bekletildi. Tipler, 4 °C, 12000 rpm’ de 20 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonunda RNA iceren renksiz kisim yeni bir tiipe aktarildi.
Yeni tiip lizerine RNA’y1 arindirmak amaciyla, 500 pl izopropanol eklendi ve 10
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Tiipler tekrar 4 °C, 12000 rpm’ de 10 dakika
santrifiij edildi, ardindan siipernatant atildi. Tiipiin dibinde olusan pelet {izerine 1 ml
%75 Etanol (EtOH) eklenerek 4 °C, 7500 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonunda silipernatant atildi ve tiip icerisinde kalan EtOH, kuru hava sterilizatoriinde
(Niive TT 109, Ingiltere), 37°C’de uguruldu. Kalan pelet iizerine 50 ul RNAase-free
(Invitrogen™ UltraPure™,Thermo Fischer Scientific™, Waltman, USA) su

eklenerek pipetleme yapildi.
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Izole edilen RNA’larin  saflit  ve konsantrasyonlarmin  lgiimii,
spektrofotometre (Nanodrop 2000, Thermo Scientific, ABD) ile yapildi. RNA
orneklerinin saflik ve konsantrasyonlari 260 ve 280 nm dalga boyundaki
absorbanslarinin 6lgiilmesiyle belirlendi. Degerlendirme yapilirken, ideal safliktaki
kaliteli mRNA’nin A260/A280 absorbans orani 1,8-2,0 araliginda olmas1 dikkate

alindi.
3.7.2.1.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

cDNA sentezi i¢in, RevertAid RT Reverse Transcription Kiti (Thermo
Scientific™, Waltman, USA) kullanildi. cDNA déniisiimii i¢in 1000 ng RNA 6rnegi
kullanildi. Her 6rnek i¢in, RNA, 0,5 ul Random Hexamer primer, 0,5 ul Oligo dT ve
12 pl niikleaz free su eklendi. Hazirlanan karisim 65 °C’de 5 dakika inkiibe edildi ve
buz ilizerinde sogutuldu. RNA o6rnekleri iizerine, son hacmi 20 pl olarak hazirlanan
bilesenler eklendi (Tablo 2) ve 0,2 ul’lik PCR tiiplerinde karistirildi. Reaksiyon,
Thermal Cycler (Veriti™ 96 well Thermal Cycler, Thermo Fischer Scientific,
Waltman, USA) cihazinda, 25°C’de 5 dakika, 42°C’de 60 dakika, 70°C’de 5
dakikada protokole uygun gerceklestirildi. Elde edilen cDNA’lar, Real Time-PCR
islemi yapilana kadar -20°C’de saklanda.

Tablo 2. Her bir reaksiyon i¢in hazirlanan reaksiyon bilesenleri

Bilesenler Hacim (ul)
RNA 6megi 12
5X Reaksiyon Karisimi 4
RNaz Inhibitorii (20 U/ul) 1
dNTP Mix (10 mM) 2
Revers Transkriptaz Enzimi (200 U/ pl) 1
Toplam Hacim 20

3.7.2.1.3. Primerlerin Belirlenmesi ve Optimizasyonu

Hedef gen (CDK1 ve siklin B1) ve referans gen (Gliseraldehit 3-fosfat
dehidrojenaz (GAPDH) ve Aktin B (ACT- B)) icin primerler belirlendi (Tablo 3).
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Primerler belirlenirken NCBI ve ENSEMBLE gen bankalar1 kullanildi. Canis cinsine

spesifik olarak se¢ildi ve spesifikligi kontrol edildi.

Tablo 3. Caligmada hedef gen ve referans gen i¢in kullanilan primerler

Genler Primer Sekanslan (5°—=> 3°) Uzunluk (bp)
Forward GTCAGTCTTCAGGATGTGCTTAT
CDK1 102
Reverse ACCAGGAGGGATGGAATCTAA
Forward GACTGGCTAGTACAGGTTCAAA
Siklin B1 108
Reverse CTTCTTGGGCACACAGTTATTC
Forward GAACATCATCCCTGCTTCCA
GAPDH 129
Reverse CAGGTCAGATCCACAACTGATAC
Forward GCCAACCGTGAGAAGATGA
ACT-B 97
Reverse CAGAGGCGTACAGGGACA

Primerler, kullanim talimatlarina uygun olarak hazirlandi ve 100 pmol/ pl

olacak sekilde sulandirildi. Forward ve reverse primerler i¢in, 10 uM’lik ara stoklar

olusturuldu.

3.7.2.1.4. RT-PCR ve Degerlendirme

Her bir 6rnek i¢in PCR reaksiyon karisimi hazirlandi. Her bir reaksiyon igin,

her kuyucuga 3 pl cDNA ve 17 pl PCR reaksiyon karisimi (Tablo 4) ilave edildi
Toplam 20 pl’lik son reaksiyon hacmi RT- PCR cihazina (Roche LightCycler 480 1I)

yerlestirilerek termal program (Tablo 5) uygulandi.

Tablo 4. PCR reaksiyon karigimi

Bilesenler Hacim (ul)
cDNA 3

Su, PCR-grade 58
Forward Primer (Ara stok 10 pM) 0,6
Reverse Primer (Ara stok 10 pM) 0,6
Enzim Karigimi (LightCycler® 480 SYBR Green | Master) 10
Toplam Hacim 20
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Tablo 5. PCR cihazinda uygulanan termal program

Program Adi Pre-inkiibasyon Amplifikasyon Melting Curve Sogutma

Analiz Modu Yok Kuantifikasyon Modu Erime Egrisi Modu

Dongii Sayist 1 45 1 1

Hede[f%‘]cakhk 95 95 57 72 95 62 97 40
Siire 5 10 15 10 5 1 0 30
(sn)

Sicaklik Artig

Fiza [°C/s] 4.8 48 25 4.8 4.8 25 0,11 25
Okuma Modu - - - Tek - - Stirekli

RT-PCR sonuglarinin degerlendirilebilmesi icin iki aday referans genin
(Aktin B ve GAPDH) giivenilirligi analiz programi1 kullanilarak degerlendirildi (Gao,
Deng, & Zhu, 2019). Hedef gen Ct degerleri, ACT-f ile normalize edildi ve
ekspresyon degerleri bulundu. Calisma sonunda elde edilen veriler, absolut ve relatif

kantitasyon yontemleriyle analiz edildi.
3.8. Istatiksel Degerlendirme

Elde edilen tim verilerin istatistiksel degerlendirmesi, IBM SPSS 28.0
(Chicago, IL, ABD) programi kullanilarak yapildi. Anlamli farklilik i¢in, 0<0,05
olarak kabul edildi. Biitiin verilerin normal dagilim gosterip gostermedigini
belirlemek igin Shapiro-Wilk testi uygulandi. Normal dagilim gosteren veriler i¢in
One-Way ANOVA, normal dagilim gostermeyen veriler igin Kruskal-Wallis testi
kullanildi. Farklilik gosteren verilerin karsilagtirilmast Mann-Whitney U testi ile
yapildi. Verilerin sonuglari, ortalama + SD (standart sapma) ile ifade edildi.

3.9. Calisma Esnasinda Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan tim kimyasal ve reaktiflere ait detaylar Tablo 6’da

verildi.
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Tablo 6. Calisma esnasinda kullanilan kimyasallar ve reaktifler

Kimyasal-Reagent Katalog Numarasi Firma
NaCl S5886 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
KCI P5405 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
NaHCO; S5761 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sodyum fosfat monobazik (Na,HPO, x H,0) S5011 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sodyum DL -laktat soliisyon (%60 surup) L7900 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
CaCl, x 2H,0 C7902 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
MgCl, x 6H,0 M2393 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Hepes H4034 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Penisilin G potasyum tuzu P3032 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Fenol Red P3532 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Doku Hiicre Medyumu-199 (TCM-199) M5017 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Fetal Buzagi Serum (FCS) F9665 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sodyum piriivat P5280 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Gentamisin siilfat G1264 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
BSA (Kiiltiir i¢in) A6003 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
BSA- Fraction V A8022 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Kalsiyum ionofor (lonomisin) C7522 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
S1g1r hyaliironidazi H4272 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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Tablo 6. Calisma esnasinda kullanilan kimyasallar ve reaktifler (devami)

Fosfat tampon soliiyon tableti P4417 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Hoechst 33258 94403 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Embryo Water W1503 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Gliserol G5516 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Mineral yag M8410 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Menopour® 8697621790476 Ferring GmBH, Kiel, Almanya
Kloroform 102444 Merck KGaA, Darmstadt, Germany
izopropanol 109634 Merck KGaA, Darmstadt, Germany
EtOH 100983 Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Invitrogen™ UltraPure™,DNAaz/RNAaz Ari Distile Su 10977023 Thermo Fischer Scientific, Waltman, USA
RiboLock RNaz Inhibitorii E00382 Thermo Fischer Scientific, Waltman, USA
Reverse Transkripsiyon Kiti K1691 Thermo Fischer Scientific, Waltman, USA
Tripure™ izolasyon Reaktifi 11667165001 Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN, ABD
LightCycler® 480 SYBR Green | Master 4707516001 Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN, ABD
TBA 504-17-6 Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Trikloroasetik asit 76-03-9 Merck KGaA, Darmstadt, Germany
1,1,3,3-tetrametoksi propan T9889 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Ellman reaktifi (DTNB) 69-78-3 Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Metafosforik asit 37267-86-0 Merck KGaA, Darmstadt, Germany
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Tablo 6. Calisma esnasinda kullanilan kimyasallar ve reaktifler (devamr)

EDTA 60-00-4 Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Sodyum klorit (NaCl) 7647-14-5 Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Na,HPO, 7558-79-4 Merck KGaA, Darmstadt, Germany

NBT 298-83-9 Merck KGaA, Darmstadt, Germany

Ksantin 69-89-6 Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Na,COs 497-19-8 Merck KGaA, Darmstadt, Germany

BSA 9048-46-8 Merck KGaA, Darmstadt, Germany

Ksantin oksidaz X1875 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Bakir dikloriir (CuCly) 7447-39-4 Merck KGaA, Darmstadt, Germany
2,4,6-tripiridil-S-triazin T1253 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Ferrik kloriir 7705-08-0 Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Askorbik asit 50-81-7 Merck KGaA, Darmstadt, Germany

Diff Quick Boyama Seti

1.11955-1.11956-1.11957

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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3.9.1. PBS Hazirlanmasi

Operasyon sonrasi alinan ovaryumlarin taginmasinda kullanilmak {izere,

asagidaki formiilasyona uygun hazirlandi.

PBS tablet 1 adet
Distile su 200 ml

3.9.2. TL-HEPES Stok ve Yikama Soliisyonunun Hazirlanmasi

Ovaryumlarin dilimlenmesi sirasinda ve calisma boyunca yikama islemleri
sirasinda  kullanilmak tizere TL-HEPES stok ve yikama sollisyonu asagidaki
formiilasyona uygun hazirlandi. TL- HEPES stok soliisyonu, pH degeri 7,4 olacak
sekilde ayarlandi ve filtre edildi. Muhafaza etmek amaciyla 4°C’ye kaldirildi.
Giinlik kullanimlarda ise TL-HEPES yikama soliisyonu 50 ml olacak sekilde

hazirlanarak filtre edildi.

TL-HEPES Stok (mg/500 ml) Soliisyonu

NaCl 3330
Potasyum kloriir (KCI) 120
Sodyum bikarbonat (NaHCO3) 84
Sodyum fosfat (NaH2PO4) Anhidroz 24
Sodyum laktat (%60 surup) 0,930
Kalsiyum klorid dihidrat (CaCl, 2H-0) 150
Magnezyum Klorid hegzahidrat (MgCl2 6H20) 50
Hepes 1200
Penisilin 32,5
Fenol kirmizisi 5
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TL-HEPES Yikama Soliisyonu

TL-Hepes Stok 50 ml
BSA Fraction- V 150 mg
Piruvat Stok (0,2 mM final) 500 ul
Gentamisin (25 pg/mL final) 25 pl

3.9.3. Maturasyon Medyumunun Hazirlanmasi

Oositlerin in vitro maturasyonu amaciyla TCM-199 medyumu kullanildi.
Asagidaki formiilasyona goére hazirlanan TCM-199 stok medyumu filtre edilip
4°C’de muhafaza edildi. Maturasyon medyumu, TCM-199 stok medyumundan 4,5

ml kullanilarak giinliik hazirland1 ve filtre edildi.

TCM-199 Stok Medyumu

TCM-199 495 mg
NaHCOs3 110 mg
Embryo Water 50 ml

Maturasyon Medyumu

TCM-199 45 ml
FCS (60 °C 30 dk islem gormiis) 0,5 ml
Pirtivat stok (0,2 mM final) 50 ul

Menopur ® (600 [U/mL) 6,25 ul
Gentamisin (50 mg/mL) 25 pg/mL final 2,5 ul

3.9.4. Partenogenetik Aktivasyon Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Maturasyon asamasini tamamlayan oositlerin partenogenetik aktivasyonu
esnasinda kullanilan kalsiyum ionofor (ionomisin) ve reaksiyon durdurucu (stop)

soliisyonu asagidaki formiilasyona gore hazirlandu.
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Kalsiyum Ionofor (lonomisin) Eklenmis Medyum Hazirlanmasi

TL-Hepes Yikama Soliisyonu 4997,5 ul
Kalsiyum ionofor (5 uM) 2,5 ul

Reaksiyon Durdurucu (Stop) Soliisyonun Hazirlanmasi

TL-Hepes Stok 10 mi
BSA Fraction- V 300 mg
Piruvat Stok (0,2 mM final) 100 pl
Gentamisin (25 pg/mL final) 5ul

3.9.5. Partenogenetik Aktivasyon Sonrasi Maturasyon Medyumu

Aktive edilen oositlerin 72 saat boyunca inkiibe edilecegi maturasyon

medyumu agagidaki formiilasyona gore hazirlanarak filtre edildi.

TCM-199 Stok 4.5 ml
BSA (FAF) 15 mg
Piruvat Stok (0,2 mM final) 50 pl
Gentamisin (25 pg/ml final) 2,5 ul

3.9.6. Hoechst 33258 Boyasimin Hazirlanmasi

Oositlerin  niikleer morfolojisini  degerlendirmek i¢in kullanilan boya
asagidaki formiilasyona gore hazirlandi. Hazirlanan soliisyon ependorf tiiplere 10 pl
olacak sekilde porsiyonlanarak, aliiminyum folyo ile sarildi ve -20°C’de saklandi.

Kullanim esnasinda boya TL-HEPES ile diliie edilerek kullanildi.

Hoechst 33258 (1mg /ml) 1 mg
PBS 1mil
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3.9.7. Alet ve Malzeme Listesi

Calisma esnasinda kullanilan alet ve malzeme listesi Tablo 7°de verildi.

Tablo 7. Calisma esnasinda kullanilan alet ve malzeme listesi

Alet Listesi Malzeme Listesi
Ucg gaz girisli inkiibator Penset
Stereo mikroskop Bistiiri ucu No: 11
Ceker ocak Enjektorler (5-10-50 ml1’lik)
Buzdolab1 ve Derin dondurucu (-20 ve -80 °C) Filtre kagid1 (20 um)
pH metre Lam-Lamel
Elektronik hassas terazi Ependorf tiipleri
Manyetik baliklar Cam beher
Santrifiij cihaz Laboratuvar sisesi (500-1000 ml)
Vorteks Hamilton enjektor
Floresans atagmanli, 1sitma tablal faz kontrast mikroskop Otomatik pipetler (10-100-1000 pl)
Distile su cihazi Otomatik pipet uglar
IKA-T18 Ultra Turrax Homojenizator 4 g6zl kiltir petrileri
Kuru hava sterilizatorii Petri kutular
Su banyosu 96 gozlii PCR Pleytleri
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Tablo 7. Calisma esnasinda kullanilan alet ve malzeme listesi (devami)

RT- PCR cihaz

PCR tiipii (0,2 ml)

Spektrofotometre

Falkon tiipleri (15-50 mlI’lik)

Nanodorop 2000

Steril Mikrosantrifiij Tiipleri (1,5 ml)

MagNA Lyser-Ekstraksiyon cihazi

Tiip sporu

LightCycler 480 Il

Aliminyum folyo

Thermal Cycler

Filtreli pipet uglar1 (10-100-1000 pl)

Termal Blok
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4. BULGULAR
4.1. Gruplara Gore Niikleer Morfoloji Sonuclar:

Tim gruplarda degerlendirilen oositlerin niikleer morfolojilerine ait 6rnek

goriintiiler Fotograf 1-5 arasinda verilmistir.

Fotograf 1. GV asamasindaki oosit goriintiisii =~ Fotograf 2. GVBD asamasindaki oosit goriintiisii

Fotograf 3. MI asamasindaki oosit goriintiisii Fotograf 4. MII asamasindaki oosit gériintiisi

43



Fotograf 5. Dejenere oosit goriintiisii

4.1.1. Grup A (Kontrol Grubu) Niikleer Morfoloji Sonuclari

Grup A olarak belirtilen grup, nano-ozon soliisyonu eklenmeden, kontrol grubu
olarak olusturuldu. Calismada, bu gruba ait toplamda 207 adet oosit degerlendirildi.
Degerlendirme sonucunda, elde edilen veriler, oranlar, aritmetik ortalama ve standart

sapma (SD) degerleri Tablo 8’ de verildi.

Tablo 8. Grup A’ya ait niikleer morfoloji sonuglart

GRUP GV GVBD MI Ml DEG
Grup A 3 (%1,44) 157 (%75,84) 33 (%15,94) 5 (%2,41) 9 (%4,34)
Ortalama + SD 0,50+0,54 26,166:0,40 5,50+0,54 0,83+0,40 1,50+0,54

4.1.2. Grup B Niikleer Morfoloji Sonuclari

Grup B olarak belirtilen grup, rutinde kullanilan maturasyon medyumuna 0,5
png/ml nano-ozon soliisyonu eklenerek olusturuldu. Calismada, bu gruba ait toplamda
207 adet oosit degerlendirildi. Degerlendirme sonucunda, elde edilen veriler, oranlar,

aritmetik ortalama ve standart sapma (SD) degerleri Tablo 9’ da verildi.

Tablo 9. Grup B’ye ait niikleer morfoloji sonuglari

GRUP GV GVBD MI M1l DEG
Grup B 2 (%0,96) 147 (%71,01) 36 (%17,39) 6 (%2,89) 16 (%7,72)
Ortalama + SD 0,33+0,51 24,50+0,54 6,00+0,00 1,00+0,00 2,66+0,51
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4.1.3. Grup C Niikleer Morfoloji Sonuclar:

Grup C olarak belirtilen grup, rutinde kullanilan maturasyon medyumuna 1
png/ml nano-ozon soliisyonu eklenerek olusturuldu. Calismada, bu gruba ait toplamda
203 adet oosit degerlendirildi. Degerlendirme sonucunda, elde edilen veriler, oranlar,

aritmetik ortalama ve standart sapma (SD) degerleri Tablo 10’ da verildi.

Tablo 10. Grup C’ye ait niikleer morfoloji sonuglar

GRUP GV GVBD MI MII DEG
Grup C 0 (%0) 143 (%70,44) 30 (%14,77) 14 (%6,89) 16 (%7,88)
Ortalama + SD 0,00+0,00 23,8320,40 5,00+0,00 2,3320,51 2,6620,51

4.1.4. Grup D Niikleer Morfoloji Sonuclar:

Grup D olarak belirtilen grup, rutinde kullanilan maturasyon medyumuna 2

png/ml nano-ozon soliisyonu eklenerek olusturuldu. Calismada, bu gruba ait toplamda
207 adet oosit degerlendirildi. Degerlendirme sonucunda, elde edilen veriler, oranlar,

aritmetik ortalama ve standart sapma (SD) degerleri Tablo 11’ de verildi.

Tablo 11. Grup D’ye ait niikleer morfoloji sonuglar

GRUP GV GVBD MI Ml DEG
Grup D 2 (%0,96) 147 (%71,01) 32 (%15,45) 9 (%4,34) 17 (%8,21)
Ortalama + SD 0,33+0,51 24,50+0,54 5,33+0,51 1,5040,54 2,830,40

4.1.5. Grup E’ye Ait Niikleer Morfoloji Sonuglari

Grup E olarak belirtilen grup, rutinde kullanilan maturasyon medyumuna 5
png/ml nano-ozon soliisyonu eklenerek olusturuldu. Calismada, bu gruba ait toplamda
223 adet oosit degerlendirildi. Degerlendirme sonucunda, elde edilen veriler, oranlar,

aritmetik ortalama ve standart sapma (SD) degerleri Tablo 12’ de verildi.
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Tablo 12. Grup E’ye ait niikleer morfoloji sonuglari

GRUP GV GVBD MI Ml DEG
Grup E 8 (%3,58) 150 (%67,26) 20 (%8,96) 4 (%1,79) 41 (%18,38)
Ortalama + SD 1,3340,51 25,00+0,00 3,3340,51 0,660,51 6,830,40

4.2. Nano-Ozon Soliisyonunun Qosit Niikleer Morfoloji Sonu¢larina Etkisi

Gergeklestirilen tez ¢alismasinda, biitiin gruplar i¢in kullanilan oositler, GV,
GVBD, MI, MII ve DEG olarak smiflandirildi. Gruplar aras1t GV, GVBD, MI, MII,
DEG istatiksel olarak karsilastirildi. Ek olarak mayoza yeniden baslayarak aktive olan
oositler (GVBD+MI+MII) ve maturasyonunu tamamlayan oositlerin (MI-MII) oranlari
da istatiksel olarak karsilastirildi.

GV asamasindaki oositlerin istatistiksel degerlendirilmesinde gruplar arasinda
fark oldugu belirlendi (p=0,006). Grup B-Grup E (p=0,026), Grup C-grup E (p=0,002)
ve Grup D-Grup E (p=0,026) verileri istatistiksel olarak farkli bulundu. En fazla GV
asamasinda kalan oosit sayist Grup E’de gozlendi (1,33+0,51). Grup C’de ise hic GV
asamasinda kalan oosit gozlenmedi. GV asamasindaki oositlerin gruplar arasi

karsilagtirma verileri Grafik 1°de detayli olarak verildi.

Germinal Vezikil (GV)

1.4
1,2
1 _ Gruplar Arasi
os Istatistiksel Farklar
0.6 ab Grup B/Grup E P=0,026
0.4 a a Grup C/Grup E P=0,002
i Grup D/Grup E P=0,026
o
0.2 B
el a
o ot

Grup A Grup B Grup C Grup D Grup E

Grafik 1. GV asamasindaki oosit sayilarinin gruplar arasi istatistiksel farklar1 *° Ust simgeler istatistiksel
farklar1 gosterir p<0,05.

GVBD asamasindaki oositlerin istatistiksel degerlendirilmesinde gruplar
arasinda fark oldugu belirlendi (p<0,001). Grup A’nin diger tiim gruplara gore farkli
oldugu belirlendi (p=0,002). Ayrica, Grup C-Grup E arasinda da istatiksel olarak
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anlamli fark belirlendi (p=0,002). GVBD asamasina gegen oosit sayisi en fazla Grup
A’da (26,16+0,40), en az Grup C’de belirlendi (23,83+£0,40). GVBD asamasindaki

oositlerin gruplar arasi karsilagtirma verileri Grafik 2°de detayli olarak verildi.

Germinal Vesicle Break Down (GVBD)

26.5 a
26 Gruplar Arasi
25.5 Istatistiksel Farklar
C
25
€ be Grup A/Grup B P=0,002
24 2 Grup A/Grup C P=0,002
24 S b Grup A/Grup D P=0,002
235 i Grup A/Grup E P=0,002
plele
23 E:E:Ei _
e 5 ] Grup C/Grup E P=0,002
. Grup A Grup B Grup C Grup D Grup E

Grafik 2. GVBD asamasindaki oosit sayilarmin gruplar arasi istatistiksel farklar1 ¢ Ust simgeler
istatistiksel farklar1 gosterir p<0,05.

MI asamasindaki oositlerin istatistiksel degerlendirilmesinde gruplar arasinda
fark oldugu belirlendi (p<0,001). ikili karsilastirma sonucunda, Grup E ve diger gruplar
(Grup A, B, C ve D) arasindaki istatiksel farkin anlamli oldugu belirlendi (p=0,002). Bir
baska istatiksel anlaml fark ise, Grup B ve Grup C arasinda tespit edildi (p=0,002). En
fazla MI asamasina ulasan oosit sayist Grup B’de (6,00+0,00), en az ise Grup E’de
(3,33+0,51) gozlendi. MI asamasindaki oositlerin gruplar arasi istatiksel farklar1 Grafik

3’te gosterildi.
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Metafaz T (MI)

7 Gruplar Arasi

s a istatistiksel Farklar
a,c ac

Grup A/Grup E P=0,002

4

Grup B/Grup C P=0,002
3 Grup B/Grup E P=0,002
) Grup C/Grup E P=0,002
1 Grup D/Grup E P=0,002
0

Grup A Grup B Grup C Grup D Grup E

Grafik 3. MI asamasindaki oosit sayilarmin gruplar arasi istatistiksel farklari *°¢ Ust simgeler
istatistiksel farklar1 gosterir p<0,05.

MII asamasindaki oositlerin istatistiksel degerlendirilmesinde gruplar arasinda
fark oldugu belirlendi (p<0,001). Grup A ile Grup C arasinda istatiksel fark oldugu
tespit edildi (p=0,002). Ayrica Grup B-Grup C (p=0,002), Grup C-Grup E (p=0,002)
arasinda da anlamli fark bulundu. MII asamasinda olan oosit sayist en fazla Grup C’de
(2,3340,51) gozlenirken, en az Grup E’de (0,66+0,51) gozlendi. MII asamasindaki

oositlerin gruplar arasi istatiksel farklar1 Grafik 4’te gosterildi.

Metafaz 11 (MII)

23 b Gruplar Arasi
Istatistiksel Farklar
2
L5 Grup A/Grup C P=0,002
1 a ’ Grup B/Grup C P=0,002
a
0.5 § Grup C/Grup E P=0,002
0

Grup A Grup B Grup C Grup D Grup E

Grafik 4. MIl asamasindaki oosit sayilarinin gruplar arasi istatistiksel farklar1 ® Ust simgeler
istatistiksel farklar1 gosterir p<0,05

Niikleer morfoloji degerlendirme esnasinda, tanimlanamayan ya da zona

pellusidanin biitiinliigliniin bozuldugu oositler dejenere olarak ¢alismaya dahil edildi.
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Dejenere oositlerin istatistiksel degerlendirilmesinde gruplar arasinda fark oldugu
belirlendi (p<0,001). Grup A ve Grup E’nin diger tiim gruplara gore farkli oldugu tespit
edildi; Grup A-Grup B (p=0,015), Grup A-Grup C (p=0,015), Grup A-Grup D
(p=0,004), Grup A-Grup E (p=0,002), Grup B-Grup E (p=0,002), Grup C-Grup E
(p=0,002), Grup D-Grup E (p=0,002). Konsantrasyon artisina bagli olarak dejenere
oosit sayisinda artis gozlendi. En fazla dejenere oosit Grup E’de (6,83+0,40), en az
Grup A’da (1,50+0,54) belirlendi. Dejenere oositlerin gruplar arasi istatiksel farklari
Grafik 5’te gosterildi.

Dejenere Ooosit Gruplar Arasi

8 istatistiksel Farklar

Grup A/Grup B P=0,015
Grup A/Grup C P=0,015
Grup A/Grup D P=0,004
Grup A/Grup E P=0,002

§
5

3 b b
Grup B/Grup E P=0,002
2 a
1 Iﬂlﬂlﬂlﬂ Grup C/Grup E P=0,002
0 Grup D/Grup E P=0,002
Grup A Grup B Grup C Grup D Grup E

ab,c

Grafik 5. DEG sayilariin gruplar arasi istatistiksel farklari. Ust simgeler istatistiksel farklari

gosterir p<0,05

Mayotik siirecin baglamasiyla aktive olan oositlerin (GVBD, MI ve MII) gruplar
aras1 istatiksel analizinde anlaml fark tespit edildi (p<0,001). Istatiksel degerlendirme
sonucunda, Grup A’min diger tiim gruplara gore farkli oldugu belirlendi. Farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan gruplar arasinda (Grup B, C, D ve E) da istatiksel olarak
farklilik belirlendi. Grup A-Grup B (p=0,026), Grup A-Grup C (p=0,004), Grup A-Grup
D (p=0,015), Grup A-Grup E (p=0,002), Grup B-Grup E (p=0,002), Grup C-Grup E
(p=0,002), Grup D-Grup E (p=0,002). Grup A’da, en fazla mayoza baslayan oosit sayisi
belirlendi (32,50+0,54). Nano-ozon konsantrasyonu arttik¢a, aktive olan oosit sayisinda
azalma gozlendi. Azalmanin en yiiksek oldugu grup, Grup E olarak belirlendi
(29,00+0,00). GVBD, MI ve MII asamasindaki toplam oositlerin gruplar arasi istatiksel
farklar1 Grafik 6’da gosterildi.
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GVBD+MI+MII Gruplar Arasi

33 a Istatistiksel Farklar
b
b
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» c Grup B/Grup E P=0,002
5 Grup C/Grup E P=0,002
3 Grup D/Grup E P=0,002
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Grup A Grup B Grup C Grup D Grup E

Grup A/Grup B P=0,026
Grup A/Grup C P=0,004
Grup A/Grup D P=0,015
Grup A/Grup E P=0,002

Grafik 6. GVBD+MI+MII asamasindaki toplam oosit sayilarinin gruplar arasi istatistiksel farklari.
abc [Jst simgeler istatistiksel farklar1 gosterir p<0,05

MI-MII asamasina ulasan oositlerin gruplar arasinda istatiksel karsilastirmada
anlaml fark tespit edildi (p<0,001). Grup E’nin tiim gruplardan farkli oldugu (p=0,002)
belirlendi, ayrica Grup A ile Grup C arasinda istatiksel fark tespit edildi (p=0,026).
Baslangicta konsantrasyon artisina bagli olarak MI-MII asamasina ulasan oosit
sayisinda artis gozlendi. Boylece en fazla MI-MII asamasina ulasan oosit sayist Grup
C’de gozlendi (7,33+0,51) ve daha sonra azalis meydana geldi. Grup E’de ise en az
sayida oosit MI-MII asamasina ulast1 (4,00+0,00). MI ve MII agsamasindaki toplam

oositlerin gruplar arasi istatiksel farklar1 Grafik 7°de gosterildi.

MI+MII

; ab b Gruplar Arasi
7 a Istatistiksel Farklar
6
5 Grup A/Grup C P=0,026
} ¢ Grup A/Grup E P=0,002
3 Grup B/Grup E P=0,002
1 Grup C/Grup E P=0,002
0 Grup D/Grup E P=0,002

Grup A Grup B Grup C Grup D Grup E

Grafik 7. MI+MIl asamasindaki toplam oosit sayilarinin gruplar arasi istatistiksel farklari. #°¢ Ust
simgeler istatistiksel farklar1 gosterir p<0,05
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4.3. Nano-Ozon Soliisyonunun Antioksidan ve Oksidan iligkili Enzim Seviyelerine
Etkisi

Maturasyonunu tamamlayan her grup igin, partenogenetik aktivasyon oOncesi
kiltiir 6rnekleri toplandi. Oksidatif stres indikatorii olarak MDA, antioksidan savunma
mekanizmasinin ana enzimleri olan GSH ve SOD seviyeleri degerlendirildi. Bunlara ek
olarak, antioksidanlarin toplam miktarlarin1 belirlemek amaciyla FRAP yontemi

uygulandi.
4.3.1. Malondialdehit (MDA) Seviyelerinin Sonuclari

Gruplara gére MDA seviyelerinde istatiksel olarak fark bulunamadi (p>0,05). En
yiiksek MDA seviyesi, Grup A’da (3,35+1,00) belirlendi. Istatiksel fark olmamasina
ragmen, nano-ozon soliisyonu kullanilarak hazirlanan gruplardaki MDA seviyeleri,
Grup A’ya gore disik bulundu. En disik MDA seviyesi Grup D’de
(2,65%0,77) belirlendi. Gruplara ait ortalama MDA seviyeleri, Tablo 13’te verildi. EK

olarak, gruplara arasi istatiksel sonuglar Grafik 8’de verildi.

Tablo 13. Gruplara ait MDA seviyelerinin sonuglar1. Veriler aritmetik ortalama + SD olarak verildi.

Grup A Grup B GrupC Grup D Grup E

Ortalama + SD 3,35+1,00 2,85+0,53 3,25+0,85 2,65+0,77 2,92+1,27

Malondialdehit (MDA)

Grup A Grup B Grup C Grup E

Grafik 8. Gruplar aras1t MDA istatistiksel sonuglari
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4.3.2. Indirgenmis Glutatyon (GSH) Seviyelerinin Sonuclari

GSH seviyelerinde gruplar arasinda istatiksel fark tespit edildi (p=0,048). Grup
A-Grup E (p=0,003), Grup B-Grup E (p=0,045) ve Grup E-Grup D (p=0,021) arasinda
istatiksel anlamli fark bulundu. Grup A’da belirlenen GSH seviyesi (44,94+1,48), nano-
ozon soliisyonuyla hazirlanan tim gruplara gore diisik bulundu. En yiiksek GSH
seviyesi, Grup E’de (47,73+1,91) belirlendi. Gruplara ait ortalama GSH seviyeleri,
Tablo 14°te verildi. Ek olarak, gruplara arasi istatiksel farklar Grafik 9’da verildi.

Tablo 14. Gruplara ait GSH seviyelerinin sonuglar1. Veriler aritmetik ortalama + SD olarak verildi.

Grup A Grup B GrupC Grup D Grup E

Ortalama + SD 44,94+1,48 45,93+1,10 47,04+2,79 45,15+1,79 47,73+x1,91

Indirgenmis Glutatyon (GSH)

48 b
475 ‘
a,b
47 Gruplar Arasi
165 Istatistiksel Farklar
a
46 -
B Grup A/Grup E  P=0,003
43 Grup B/ Grup E P=0,045
]
45 RS Grup D/Grup E P=0,021
445
“ oo
4335

Grup A Grup B Grup C Grup D Grup E

Grafik 9. Gruplar arast GSH istatistiksel sonuglari. *® Ust simgeler istatistiksel farklar1 gosterir
p<0,05

4.3.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Seviyelerinin Sonug¢lari

SOD seviyelerinde gruplar arasinda fark bulunamadi (p>0,05). En diisiik SOD
seviyesi Grup B’de (96,85+9,00), en yiiksek Grup D’de (108,17+13,71) belirlendi.
Gruplara ait ortalama SOD seviyeleri, Tablo 15’te verildi. Ek olarak, gruplara arasi

istatiksel sonuglar Grafik 10’da verildi.
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Tablo 15. Gruplara ait SOD seviyelerinin sonuglari. Veriler aritmetik ortalama + SD olarak verildi.

Grup A

Grup B

GrupC

Grup D

Grup E

Ortalama + SD

98,57£16,57

96,85+9,00

104,67+16,06

108,17+13,71

102,39+18,96

Stuperoksit dismutaz (SOD)

110
108
106
104
102
100
98
26
o4
92
20

Grup A Grup B Grup C Grup E

Grafik 10. Gruplar aras1 SOD istatistiksel sonuglari

4.3.4. Ferrik Rediiksiyon/Antioksidan Gii¢ (FRAP) Degerlerinin Sonuclari

FRAP seviyelerinde gruplar arasinda istatiksel fark oldugu bulundu (p<0,001).
Istatiksel degerlendirme sonucunda, Grup D ve Grup E’nin diger tiim gruplara gore
farkli oldugu tespit edildi; Grup A-Grup D (p<0,001), Grup B-Grup D (p=0,002), Grup
C-Grup D (p=0,002), Grup A-Grup E (p<0,001), Grup B-Grup E (p=0,002), Grup C-
Grup E (p<0,001), Grup D-Grup E (p=0,005). Nano-ozon konsantrasyonu artikga, farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan gruplarda FRAP degerlerinde artis gozlendi. Bu durum,
sadece Grup B’de farkliydi. Ciinkii en diisik FRAP degeri, Grup B’de
(854,66%79,17) belirlendi. Grup E
(1376,60+45,61). Gruplara ait ortalama FRAP degerleri, Tablo 16’da verildi. Ek olarak,

ise, en yiksek FRAP degerine sahipti

gruplara arasi istatiksel sonuglar Grafik 11°de verildi.

Tablo 16. Gruplara ait FRAP seviyelerinin sonuglar1. Veriler aritmetik ortalama + SD olarak verildi.

Grup A Grup B GrupC Grup D Grup E

Ortalama + SD

888,57£62,56 854,66£79,17 977,70+204,78 1296,84+26,85 1376,60+45,61
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Ferrik Rediiksivon/Antioksidan Giig (FRAP) Gruplar Arasi

1600 istatistiksel Farklar

1400

1200 Grup A/Grup D P<0,001

1000 a a Grup A/Grup E  P<0,001

800 Grup B/Grup D P=0,002

600 Grup B/Grup E  P=0,002

400

Grup C/Grup D P=0,002
Grup C/Grup E P<0,001

200

Grup A Grup B Grup C Grup D Grup E
Grup D/Grup E P=0,005

Grafik 11. Gruplar arast FRAP istatistiksel sonuglari. #>¢ Ust simgeler istatistiksel farklar1 gdsterir
p<0,05

4.4, Nano-Ozon Soliisyonunun Oosit Maturasyonu iliskili Gen Ekspresyonlarina
Etkisi

Mayotik blokajin devam etmesinde ve mayozun yeniden baslamasinda MPF
aktivitesi onemlidir. MPF iki alt birimden olustugu icin, CDK1 ve Siklin B1 gen

ekspresyonlarinin degerlendirilmesi 6n plana ¢ikmaktadir.
4.4.1. Siklin Bagimh Kinazl (CDK1) Gen Ekspresyonu Sonuglari

Katalitik alt birim CDK1 ekspresyonu, gruplar arasinda istatiksel olarak farkli
bulundu (p=0,007). Degerlendirme sonucunda, Grup A-Grup C (p=0,013), Grup A-
Grup D (p=0,020), Grup A-Grup E (p=0,014), Grup B-Grup E (p=0,021), Grup C-Grup
D (p=0,028), Grup C-Grup E (p=0,018) arasinda istatiksel fark tespit edildi. Grup C
(2,99+1,42), CDKI1 gen ekspresyonunun en yiiksek oldugu gruptu. En diisitk CDK1 gen
ekpresyonu ise, Grup E’de (0,79+0,37) belirlendi. Gruplara ait ortalama gen ekspresyon
degerleri, Tablo 17°de verildi. Ek olarak, gruplara arasi istatiksel sonuglar Grafik 12’de
verildi.
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Tablo 17. Gruplara ait CDK 1 gen ekspresyonu sonuglari. Veriler aritmetik ortalama + SD olarak verildi.

Grup A

Grup B

Grup C

Grup D

GrupE

Ortalama + SD

1

1,51+0,36

2,99+1,42

1,28+0,47

0,79+0,37

Siklin Bagimh Kinazl (CDK1) Gen Ekspresyonu

35
b

3
2.5

2

ab.c
1.5
d

1
0.5 J

0

Grup A Grup B Grup C Grup D

Grup E

Gruplar Arasi istatistiksel

Grup A/Grup C P=0,013
Grup A/Grup D P=0,020
Grup A/Grup E P=0,014

Grup B/Grup E  P=0,021

Grup C/Grup D P=0,028
Grup C/Grup E P=0,018

Grafik 12. Gruplara ait CDK1 genine ait relatif mRNA ekspresyon degerleri. #>¢9 gruplar arasindaki

farki gosterir P<0.05

4.4.2. Siklin B1 Gen Ekspresyonu Sonuglari

Regiilatorik alt birim Siklin B1 ekspresyonu, gruplar arasinda istatiksel olarak

anlamli bulundu (p=0,001). Grup A’nin diger gruplara gore (Grup B, C, D ve E) farkli
oldugu belirlendi; Grup A-Grup B (p=0,005), Grup A-Grup C (p=0,004), Grup A-Grup
D (p=0,006) ve Grup A-Grup E (p=0,003). Ayrica, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan

gruplar arasindaki istatiksel karsilagtirma sonucunda, Grup B-Grup D (p=0,032), Grup
B-Grup E (p=0,007), Grup C-Grup D (p=0,028)ve Grup C-Grup E (p=0,014) arasindaki
fark anlamli bulundu. En yiiksek Siklin B1 gen ekspresyonu Grup C’de (3,98+1,65), en

diisiik ekpresyon ise, Grup E’de (0,75%0,21) belirlendi. Gruplara ait ortalama gen

ekspresyon degerleri, Tablo 18’de verildi. Ek olarak, gruplara aras1 istatiksel sonuglar

Grafik 13’te verildi.
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Tablo 18. Gruplara ait Siklin B1 gen ekspresyonu sonuglari. Veriler aritmetik ortalama + SD olarak
verildi.

Grup A Grup B GrupC GrupD Grup E

Ortalama + SD 1 2,22+0,91 3,98+1,65 1,17+0,75 0,75+0,21

Gruplar Arasi

Siklin B1 Gen Ekspresyonu istatistiksel Farklar

45 b
4 Grup A/Grup B P=0,005
3.5 Grup A/Grup C P=0,004
3 Grup A/Grup D P=0,006
2,5 b Grup A/Grup E P=0,003
e Grup B/Grup D P=0,032

1.5 a :::&:f C C ’
1 ] ¢ Grup B/Grup E P=0,007
o ey Grup C/Grup D P=0,028
Grup A Grup B Grup C Grup D Grup E GI'Up C/Grup E P=0’014

Grafik 13. Gruplara ait Siklin B1 genine ait relatif mMRNA ekspresyon degerleri. **¢ gruplar
arasindaki farki gdsterir, P<0.05
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5. TARTISMA VE SONUC

Nesli tilkenmekte olan karnivor tiirlerinin korunmasi, bazi hastaliklarin
incelenmesi ve tedavisi, iiremeye katki saglamak amaciyla biyoteknolojik uygulamalara
ihtiya¢ vardir (Chastant-Maillard ve ark., 2010; Hytonen, & Lohi, 2016; Rodrigues ve
ark., 2004). Oositlerin in vitro maturasyonu (IVM), in vitro fertilizasyon (IVF) ve in
vitro embriyo kiiltiirii (IVC) gibi YUT lerin gelisimi, diger evcil tiirlere gore kopeklerde
gecikmistir. Bu olumsuz durumun, kopeklerin tiire 6zgii spesifik o6zelliklerinin
olmasindan ve oosit biyolojisi sirasinda meydana gelen mekanizmalarin netlik
kazanmamasindan kaynaklandigi disiiniilmektedir (Abdel-Ghani, Abe, Asano,
Hamano, & Suzuki, 2010; Chastant-Maillard ve ark., 2010). Son zamanlarda evcil
kopekler, toplumdaki roliiniin artmas1 ve biyomedikal teknolojide yeni biyolojik model
olmasindan dolay1 ilgi odagi haline gelmistir (Chastant-Maillard ve ark., 2010). Bundan
dolay1, geri planda kalmis ¢caligsmalar tekrar giindeme gelmistir.

Kopekler, hem reprodiiktif siklus, hem de oosit biyolojisi bakimindan diger evcil
memelilere gore farkli 6zelliklere sahiptir. Monodstrik hayvanlar olan kdpekler, uzun
luteal doneme ve zorunlu andstrus donemlerine sahiptir. Spontan ovulasyon sonucu
atilan oosit, immatiir haldedir. Yani, ovule olan oosit hentiiz fertilizasyona hazir degildir
(Concannon, 2011). Fertilizasyona hazir hale gelmesi ig¢in, immatiir oositin
maturasyonunu tamamlayip olgunlasmasi gereklidir. Maturasyon siireci, 48-72 saatlik
siire icerisinde, yliksek progesteron varliginda ve ovidukt icerisinde tamamlanir
(Concannon, 2011; Reynaud ve ark., 2005). Kopek oositlerinin lipit igeriginin ve
metabolik glikoz tliketiminin fazla olmasi da, diger memeli oositlerinden farklh
oldugunu gostermektedir (Guraya, 1965; Lopes ve ark., 2011). Disi gamet fizyolojisinin
benzersiz olmasi nedeniyle, képeklerde in vitro kosullarda oosit maturasyon basarisi
diisiik kalmaktadir (Reynaud ve ark., 2005).

Yapilan ¢alismalarin, kdpek oositlerinin IVM oranini artirmaya yonelik oldugu
goriilmektedir. Bu amagla, in vitro kiiltiir kosullarinda, in vivo folikiiler ve oviduktal
kosullar taklit edilmeye devam etmektedir. Diisiik maturasyon oranlari, oositlerin
mayozu baslatip devam ettirmede basarisiz ya da kiiltiir kosullarinin yetersiz
olmasindan kaynaklanabilmektedir (Luvoni, 2000). In vitro kiiltir ortamini etkileyen

faktorlerin belirlenmesi énemli hale gelmekte ve in vitro kosullarmn iyilestirilmesi 6n
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plana ¢ikmaktadir (Pereira ve ark., 2012). Bu faktorler; kiiltir medyumu ve siiresi,
kiiltiir ortamina eklenen ajanlar olarak belirtilmektedir (Songsasen, & Wildt, 2007).
Kopek oositlerinin maturasyon siirecinde, in vitro kiiltiir ortamlar1 farkli serum ve
protein kaynaklari, hormonlar ve biliyiime faktorleri ile desteklenmektedir (Evecen ve
ark., 2002; Song ve ark., 2011; Qin ve ark., 2022). Buna ragmen, olgunlasan oosit orani
diisiik kalmaktadir. Oositlerin gelisim siirecini etkileyen ana faktorlerden biri de, in
vitro kosullarda olusan OS’dir (Du Plessis ve ark., 2008; Soto-Heras, & Paramio, 2020).
OS’yi 6nlemek amaciyla, antioksidan 6zelligi bulunan maddelerin kiiltiir sartlarinda
kullanilmast 6nem kazanmistir. Bu ¢alismada, hem oksidan hem de antioksidan 6zelligi
oldugu distiniilen, nano-teknolojik yontemle gelistirilerek, biyomalzeme ozelligi
kazandirilan nano-ozon soliisyonu kullanildi. Farkli konsantrasyonlardaki nano-0zon
sollisyonunun oosit niikleer maturasyon oranlarina ve kiiltiir medyumundaki oksidan-
antioksidan iligkili enzim diizeylerine etkisi degerlendirildi. Ek olarak, partenogenetik
aktivasyon sonucunda oositler toplanarak, mayozun yeniden baslamasinda ve
maturasyon siirecinde etkili olan genlerin ekspresyonlar1 degerlendirildi. Boylece, nano-
ozon soliisyonun in vitro maturasyon siirecinde oositte ve kiiltiir ortaminda, nasil bir
etki olusturdugu sorusunun agikliga kavusturulmasi amaclandi.

GVBD asamasindan, MI ve MII asamasina gegen oosit oraninin yiiksek olmasi,
Ostrus faziyla iliskilendirilmistir. Ovaryumlarin aktif fazda, yani folikiiler ya da luteal
donemde olmasi, kopek in vitro oosit ¢alisma sonuglarini olumlu yonde etkiledigi
belirtilmektedir (Apparicio ve ark., 2011; Barati ve ark., 2022). Vitelluslar1 homojen,
koyu pigmentli ve en az iki sira kumulus hiicre katmaniyla tamamen gevrili, iyi kalite
Grade 1 asamasindaki oositlerin orani, aktif fazda daha yiiksek oldugu bilinmektedir
(Fujii ve ark., 2000). Tez calismasinda da, Ostrus siklusunun aktif fazinda oldugu
belirlenen kopeklerden toplanan oositler kullanilmigtir. Grade 1 oositlerin luteal ya da
folikiiler evrede yiiksek oldugu sonuglarimiz, diger arastirmacilarin sonuglariyla
benzerlik gostermektedir. Ancak Rodrigues, & Rodrigues (2003)’e gore MI ve MII
asamasina geciste, siklusun her doneminde toplanan oositlerden benzer maturasyon
basarisi elde edilebilir. Ostrus siklusunun her asamasinda Grade 1°de olan oositlerin
ayn1 basarili sonuglar verebilecegi, dolayisiyla siklusun asamasi yerine oosit kalitesinin
On planda tutulmasi 6nerilmektedir (Rodrigues, & Rodrigues, 2003). Tez ¢alismasinda

aktif fazda olan kopekler kullanilmig, andstrustaki kopekler ¢aligmaya dahil
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edilmemistir. Ancak arastiricilarin 6ne siirdiigii ve her iki kriterin saglandigi oosit
secimi yapilmistir. Grade 1 oositlerin ¢alismamiza dahil edilmis olmasi, gruplar
arasinda GVBD’den MI ve MII asamasina gegis oranlarinda anormal sapmalara engel
oldugu kanisindayiz. Bu durumda farkl kiiltiir katkilariyla yapilacak calismalarda, oosit
kalite homojenizasyonunun saglanabilecegini diistinmekteyiz.

Kopek IVM calismalarinin bagarisinin artirilabilmesi i¢in her gegen giin yeni
protokoller olusturulmaktadir. Bunlardan bir tanesi de Kkiiltiir ortamina eklenen
antioksidan maddelerdir ve bu konuda az sayida ¢alisma yapildig1 goriilmektedir. Kim
ve ark (2004)’nin yaptigi calismada, antioksidan madde olarak B-merkaptoetanol
kullanmistir. TCM 199 ortamina farkli konsantrasyonlarda f-merkaptoetanol eklenerek,
kopek oositleri in vitro maturasyona birakilmigtir (Kim ve ark., 2004). Baska bir
calismada ise, kopek oositlerinin in vitro maturasyonu, TCM 199 besi yerine, tiyol
bilesikleri olan sistein ve sisteamin tek basina veya kombinasyon halinde eklenerek
gerceklestirilmistir (Hossein ve ark., 2007). Yapilan iki caligmada da, farkli sekstiel
asamadaki oositler ayr kiiltiire edilmis ve antioksidan maddelerin oosit niikleer
morfolojisine etkisi degerlendirilmistir. Kim ve ark (2004), B-merkaptoetanol ile yapilan
calismada, GV asamasinda kalan oosit oranin1 %5-47 olarak bildirirken, Hossein ve ark
(2007), tiyol bilesikleriyle kiiltiire edilen oositlerde GV oranmi %5,2-17,9 olarak
bildirmistir (Hossein ve ark., 2007; Kim ve ark., 2004). Calismamizda, dort farkli
konsanstrasyonda nano-ozonla kiiltiire edilen oositlerin GV asamasindaki oran1 %0-3,5
olarak bulunmustur. Nano-ozon konsantrasyonun artmasiyla kontrol grubuna gore,
Grup B ve C’de GV oositlerinde azalma gozlenmistir. Sadece Grup C’de GV
asamasinda olan oosit gézlenmemistir. Grup C’den sonra, konsantrasyon artikga GV
asamasindaki oosit oraninda da artig goriilmiistiir. En yiiksek GV oosit oran1 Grup E’de
belirlenmistir. Caligmamiz diger kiiltiir katkili arastirmalarla karsilastirildiginda, Grup C
(1 pg/ml nano-ozon katkisi)’de GV asamasinda kalan oosit orani oldukga diisiik
bulunmustur (Duque Rodriguez ve ark., 2021; Hossein ve ark., 2007; Kim ve ark.,
2004). Kontrol grubuyla istatistiksel fark bulunmamasina ragmen Grup B’de daha
diisiik, Grup C’de ise hi¢ GV oosite rastlanmamistir. Bu durumda antioksidan etkisinin
de degerlendirildigi diisik doz nano-ozonun Kkiiltiir ortamima katildiginda GV’den

mayoza gecisi indiikleyen 1yi bir ajan olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Memeli oositlerinin hem in vivo hem de in vitro maturasyon siirecinde
morfolojik degisiklikler meydana gelir. GV asamasindaki oositte, mayozun
baslamasiyla niikleer zarf pargalanmasi ve niikleolusun kaybolmasi gerceklesir. GVBD
olarak bilinen bu olay, mayozun yeniden baslamasinin ilk isaretlerinden biridir (Tripathi
ve ark., 2010). Calismamizda, en yliksek GVBD kontrol grubunda, nano-ozon katkili
gruplar arasinda Grup E’de en diisik bulunmustur. Nano-ozon soliisyonunun
konsantrasyona bagli kalmaksizin tiim gruplarda GVBD’ye geg¢isi artirdigi
goriilmektedir. Antioksidan katkil kiiltiirlerde kontrol grubuna gore azalan GBVD orani
diger aragtirmalarda da diisiik bulunmus ve g¢aligmamizla benzer sonuglar1 gostermistir
(Hossein ve ark., 2007; Kim ve ark., 2004). Bu sonuglarla GV’den GVBD’ye gegis
sonuclar1 basarili kabul edilebilir. Ancak kullanilan kiiltiir katkilarinin mayozu devam
ettirerek MI, MII asamasina gecisteki basarisinin daha énemli oldugu kanisindayiz.

Mayozun devam etmesiyle, oositler MI agsamasia dogru ilerler. Oositlerin MI
asamasina ulagmasi, mayotik maturasyonun doniim noktasi olarak kabul edilmektedir
(Sen, & Caiazza, 2013; Wei, Zhang, Wang, Schatten, & Sun, 2015). Calismamizda, en
yiiksek MI oran1 Grup B’de, en diisiik Grup E’de gozlenmistir. Grup B disindaki diger
nano-ozon katkili gruplardaki MI oosit orani, konsantrasyon artigina bagli olarak
azalmistir. Sonuglarimiz, cesitli antioksidan katkili ¢aligmalarin sonuglariyla uyumluluk
gostermektedir (Hossein ve ark., 2007; Kim ve ark., 2004). Maturasyonunu tamamlayan
oosit, MII asamasindadir ve IVM basarisin1 degerlendirmede onemlidir (Moawad ve
ark., 2021; Sen, & Caiazza, 2013). Antioksidan katkili kopek IVM calismalarinda en
yuksek MII oram1 %41,4 olarak bildirilmistir (Moawad ve ark., 2021). Calismamizin
MII  sonuglari, %1,79-6,89 arasinda  degisiklik  gOstermistir.  Nano-0zon
konsantrasyonunun artigina paralel olarak MII oositlerinde de artis goriilmiistiir. En
yiiksek MII orani, Grup C’de belirlenmistir. Grup C’den sonra, konsantrasyon arttikca
MII oranlarinda belirgin azalma gozlenmistir. Calismamizdaki MII sonuglari, Moawad
ve ark (2021) ve Duque Rodriguez ve ark (2021)’na gore diistik, Hossein ve ark (2007)
ve Kim ve ark (2004) bulgularina benzer bulunmustur (Duque Rodriguez ve ark., 2021;
Hossein ve ark., 2007; Kim ve ark., 2004; Moawad ve ark., 2021). Sonuglar
dogrultusunda, hem oositlerin mayotik siirecini hem de maturasyonunu

tamamlamasinda, nano-ozonun katkisinin etkili oldugunu diisiinmekteyiz. Ayrica, IVM
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oranlarini artirmak ic¢in, nano-ozon soliisyonunun en uygun konsantrasyonunun
belirlenerek kullanilmasinin 6nemli oldugu kanaatindeyiz.

Kopek oositleri IVM sirasinda yiiksek oranda dejenere olmaktadir. Herhangi
katki1 madde olmaksizin TCM 199 ile kiiltiire edilen kdpek oositlerinin %25-40’1nin
dejenere oldugu bildirilmektedir (Liang ve ark., 2012; Pernes ve ark., 2016). Farkli
antioksidan karakterdeki katki maddeleri eklenerek yapilan ¢alismalarda bu oran %16
ila %38 arasinda degismektedir (Liang ve ark., 2012; Salavati, Ghafari, Zhang, &
Fouladi-Nashta, 2012). Calismamizdaki dejenere oosit orani, %4,34-18,38 olarak
bulunmustur. Kiiltiir ortamindaki nano-ozon konsantrasyon artisina bagli olarak,
dejenere oosit oraninda kademeli artis goriilmiistiir. Dejenerasyon orani, nano-0zon
katkili gruplarda kontrol grubuna gore yiiksek bulunsa da, diger anktioksidan katkili
calismalara gore ¢ok diisikk bulunmustur (Liang ve ark., 2012; Pernes ve ark., 2016;
Salavati ve ark., 2012). Bu sonuglara gére, nano-ozonun kiiltiir sartlarinda, oositleri
dejenerasyona kars1 protektif etkisinin oldugunu diistindiirmektedir.

Memeli oositlerinin fertilizasyonu ve ardindan embriyonik gelisimi, maturasyon
asamasinin basarili sekilde tamamlanmasina baghdir (Sen, & Caiazza, 2013). Niikleer
olgunluk iki asamada kazanilir. Birincisi, oositler mayozu yeniden baglatarak,
GVBD’dan MI asamasina geger. Ikincisi, oositler mayozu siirdiirme yetenegi
kazanarak, MI’den MII asamasina ulasir (Eppig, 1996). Calismamizda, mayotik siirece
giren ve maturasyonu tamamlama yetenegine sahip oosit oranlar1 degerlendirilmistir.

Memeli oositlerinde meydana gelen hiicresel olaylar, ROS seviyelerine baglidir.
In vitro kiltir sistemlerinde, in vivo olanlardan daha yiiksek ROS iretimi sz
konusudur (Khazaei, & Aghaz, 2017). Orta diizeyde ROS iiretimi, blokaja ugrayan GV
oositlerinde mayozun basglamasinda etkili olmaktadir. ROS’un yiiksek seviyeleriyse, in
vitro oosit mayotik hiicre dongiisiiniin durmasina ve apoptozise neden olmaktadir
(Pandey, Tripathi, Premkumar, Shrivastav, & Chaube, 2010; Tiwari ve ark., 2016).
Oositler, oksidatif fosforilasyon yoluyla enerji ihtiyaclarimi karsilar. Bu esnada O
kullanildigindan, fizyolojik olarak ROS iiretilir (Khazaei, & Aghaz, 2017). Hem in vivo
hem de in vitro maturasyon sirasinda Oz, kumulus-oosit yapisi i¢in 6nemli bilesendir
(Silva, Rodriguez, Cavalcante, Rodrigues, & Rodrigues, 2009). Kopek oositlerinin [VM
calismasinda, farkli iki Oz konsantrasyonunun (%5 ve %20) etkisi degerlendirilmistir.

Diisiik O2 (%5) kosullarinda, mayotik siirece giren ve MII asamasina ulasan oosit
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oraninin daha yliksek, dejenerasyon oraninin da daha diisiik oldugu bildirilmistir
(Salavati ve ark., 2012). O, konsantrasyonunun artmasi, daha fazla ROS iiretimine
neden olarak, oksidan/antioksidan dengenin bozulmasina yol agar. Sonug¢ olarak,
hiicresel homeostaz mekanizmasinin etkilenmesi, OS olusumuna sebep olur (Khazaei,
& Aghaz, 2017; Salavati ve ark., 2012). Yiiksek O2 seviyesi, kumulus-oosit
hiicrelerinde fonksiyon bozukluguna sebep olarak kopek oositlerinde apoptozisin
indiiklenmesinden sorumludur. Bu olumsuz etkilerin, mayozu tamamlayan oosit
oraninda azalmaya ve dejenerasyon oranlarinda artisa neden oldugu bildirilmektedir
(Salavati ve ark., 2012; Silva ve ark., 2009). Calisma esnasinda kullanilan katk1
maddesinin biyoaktif molekiilii O3’tiir. O3 molekiilii, biyolojik olaylarin gerceklestigi
stvi ortamlarla etkilestiginde ¢6ziinme yetenegine sahiptir. Biyomolekiillerle reaksiyonu
sonucunda Oz, molekiiler (O2) ve atomik (O°) oksijene ayrisir (Bocci, 2006). Os etkisini,
direkt molekiilleri oksitleyerek ROS iiretimine ya da organik molekiillerdeki ¢ift
baglarla reaksiyona girerek lipit oksidasyon iiriinlerinin liretimine neden olarak gosterir
(Bocci, 2006; Mudway, & Kelly, 2000).

Calismamizda, mayotik siirece giren (GVBD+MI+MII) ve mayozu tamamlayan
(MI+MII) oositlerin degerlendirilmesi yapilmistir. Mayotik siirece giren oosit orani, €n
yiiksek kontrol grubunda, en diisik Grup E’de bulunmustur. Konsantrasyon arttik¢a
Grup B ve Grup C’de MI ve MII'ye gegis yapan oosit oraninda artig, Grup D ve Grup
E’de azalma meydana gelmistir. Nano-ozon katkili gruplarda bu oran diisiik bulunmus
ve Salavati ve ark (2012)’nin yaptig1 caligmayla benzer sonuglar gostermistir (Salavati
ve ark., 2012). Ayrica, nano-ozon konsantrasyonundan bagimsiz olarak, tiim gruplarda
yiiksek oranda mayotik siirece giren oosit oldugu goriilmektedir. Calisma sonuglarimiz,
antioksidan etkinin arastirildigi kopek IVM c¢alismalarindan yiiksek bulunmustur
(Hossein ve ark., 2007; Liang ve ark., 2012; Salavati ve ark., 2012).

Kiiltir kosullart fark etmeksizin oositlerin sadece %10-20’sinin mayotik
maturasyonu tamamlayabildigi bildirilmistir (Luvoni ve ark., 2005). Bugiine kadar
yapilan in vitro kopek oosit ¢alismalarinda, en yiiksek maturasyon orani %41,4’tiir
(Moawad ve ark., 2021). Yine de bu oran, diger tiirlerle karsilastirildiginda diistik
kalmaktadir. Calismamizdaki oositlerin MI+MII oranlari, %10,76-21,67 olarak
bulunmustur. Nano-ozon konsantrasyonundaki artigla beraber MI+MII oranlari, Grup

C’ye kadar artmis, Grup C’den sonra azalma egilimi gostermistir. En yiiksek MI+MII
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orant Grup C’de, en diisiik Grup E’de belirlenmistir. Sonuglarimiz, Pernes ve ark
(2016)’nin antioksidan etkinin degerlendirildigi IVM c¢alisma bulgulariyla benzerlik
gostermektedir (Pernes ve ark., 2016). Kontrol grubuna gore, Grup E digindaki tiim
nano-ozon katkili gruplardaki mayozu tamamlayan oosit orani daha yiiksektir.
Sonuglarimiz, nano-0zonun in vitro kiiltir ortaminda oositlerin gelisimi igin yeterli
seviyede O destegi sagladigin1i ve ROS diretiminin kontroliinii saglayarak, oosit
mayozunda etkili oldugunu diisiinmekteyiz. Ayrica, oosit maturasyon basarisinin
tahmin edilmesinde, mayotik silirece giren ve mayozunu tamamlayan oositlerin

degerlendirilmesinin 6nemli oldugu kanisinday1z.

5.1. Nano-Ozon Soliisyonunun Antioksidan ve Oksidan iliskili Enzim Seviyelerine

Etkisi

Biyolojik sistemlerde serbest radikallerin olusumu 6nemli yer tutmaktadir. Bu
radikaller, organizmada normal metabolik olaylar sirasinda ya da dig faktorlerin
etkisiyle de olusabilmektedir. Belirli diizeyde kaldiklar1 siirece, hiicresel savunma
mekanizmasinda rol oynayan molekiillerdir. Ancak serbest radikal iiretimi artar ve
antioksidan sistemi yetersiz kalirsa hiicrenin yapisinda bulunan biyomolekiillerle
reaksiyona girerler (Ayala ve ark., 2014; Tsikas, 2023). Ozellikle lipitler, serbest
radikallerin hasarina son derece hassas yapilardir ve lipit peroksidasyona sebep olurlar.
Reaksiyon sonucunda cok cesitli iirtinler olusur. Bu triinlerden MDA, oksidatif stresin
biyokimyasal indikatorii olarak kullanilmaktadir (Tsikas, 2017). K&pek oositlerinin lipit
igeriginin fazla olmasindan dolayi, OS ve lipit peroksidasyona olduk¢a duyarlidir
(Lopes ve ark., 2011; Songsasen, & Wildt, 2007). Bu nedenle kopek oosit
calismalarinda MDA seviyesinin degerlendirilmesi, OS belirlenmesi agisindan
onemlidir.

OS iliskili zararli radikallerin toksik etkilerini azaltmak i¢in, GSH ve SOD
antioksidan savunma sisteminin 6nemli enzimleridir. Hiicreleri ROS toksisitesinden
koruyan ve H2O2’nin suya doniisiimiinden sorumlu antioksidan enzim GSH’tir (Adeoye
ve ark., 2018). GSH, oositlerde ve embriyolarda lipit peroksidasyona karsi etki
gosteren, DNA hasarmin onarilmasinda etkili enzimatik olmayan bir antioksidandir
(Silva, & Silva, 2023). Artan siiperoksit radikali, SOD enzimi ile H.O> ve O2’ye
doniistiiriilerek ortamdan uzaklastiriir (Weydert, & Cullen, 2010). H>O2, hiicre
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membranindan kolayca gegebilen uzun Omiirlii bir oksidandir. Stabil molekiil olsa da
ozellikle proteinlerdeki Fe*? ile reaksiyona girerek Fe*>’e yiikseltgenir ve hidroksil
radikali olusturur (Fenton reaksiyonu). Hidroksil radikali, biyokimyasal molekiillerle
reaksiyona girerek oositlerde oksidatif modifikasyonlara sebep olur (Ayala ve ark.,
2014; Shaeib, Banerjee, Maitra, Diamond, & Abu-Soud, 2013).

Os, giiclii oksitleyici 0Ozellikteki molekiildiir. Etki mekanizmasi dikkate
alindiginda zararli oksijen tiirlerin ve lipit peroksidasyon olusumuna Kkatildigi
bildirilmektedir (Bocci, 2006; Mudway, & Kelly, 2000). Ancak, Oz doza bagli olarak
etkisini gosterir. Uygun doz aralifinda uygulandiginda terapdtik etki gosterirken,
yiiksek doz uygulamalar1 toksisiteye sebep olabilmektedir (Bocci, Borrelli, Travagli, &
Zanardi, 2009). Ozon uygulamasindaki ilk etki, antioksidan sistemi aktiflestirerek
kontrollii bir OS’yi indiiklemektir (Sagai, & Bocci, 2011). Arastirmalar sonucunda,
gerek beseri gerekse veteriner hekimlikte O3 farkli doku ve sistemlere ait patolojilerin
tedavisinde kullanildigi goriilmektedir (Martinez-Sanchez, Schwartz, & Donna, 2020;
Teixeira ve ark., 2013). Ancak, in vitro oosit ¢alismalarmin olmamas: dikkat
¢ekmektedir.

Calismamizda, IVM esnasinda OS ile bas etmek amaciyla oositler, farkli
konsantrasyonlarda antioksidatif 6zelligi oldugu diisiiniilen nano-ozon soliisyonuyla
inkiibe edilmistir. Bunun sonucunda, kiiltiir ortaminda nano-o0zonun, oksidan (MDA) ve
antioksidan (GSH ve SOD) iliskili enzim diizeylerine etkisi degerlendirilmistir.

Reprodiiktif sisteme ait patolojilerde, Oz uygulamasi tedavi ve tedaviye yardim
amacli ajan olarak kullanilmaktadir (Aslan ve ark., 2012; Irollo ve ark., 2019). Os
etkisinin  degerlendirildigi bir ¢aligmada, deneysel olarak siganlarda over
iskemi/reperfiizyon modeli olusturulmustur. Intraperitoneal olarak sigcanlara O3
uygulanmis, doku oOrneklerinden MDA dahil ¢esitli parametreler analiz edilmistir.
Kontrol grubuna gore, Oz uygulanan grupta MDA seviyeleri daha diisiik bulunmustur
(Aslan ve ark., 2012). Baska bir calismada ise, siganlarda deneysel uterin adezyon
modeli olusturularak, Oz uygulanmasinin postoperatif intraabdominal adezyonlar
tizerindeki etkisini degerlendirmislerdir. Adezyon olusumunda OS’in etkili olabilecegi
diisiintildiiglinden, oksidan/antioksidan sistem iligkili enzim diizeyleri belirlenmistir.
Postoperatif adezyon olusumunda O3z uygulamasinin, MDA diizeylerini azaltic1 etkiye

neden oldugunu bildirmislerdir (Uysal ve ark.,, 2012). Calismamizda, MDA
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seviyelerinde gruplar arasinda istatiksel olarak fark bulunamamistir (p>0,005). Buna
ragmen, nano-ozon katkili gruplardaki MDA seviyeleri kontrol grubuna gore diisiik
bulunmustur. Nano-ozon soliisyonun MDA sonuglarina etkisi, Oz ile yapilan c¢alisma
sonuglartyla benzerlik gostermektedir (Aslan ve ark., 2012; Uysal ve ark., 2012).
Sonuglarimiz, nano-ozon katkisinin lipit peroksidasyon mekanizmasini etkileyerek
diisiik seviyede MDA olusumuna neden oldugunu gostermektedir. Boylece, nano-
ozonun kiiltiir ortaminda OS’yi minimum seviyede tutarak oositlerin gelisimi igin
uygun bir ortam saglayabilecegini diisiinmekteyiz.

Biyolojik sistemlerde GSH, antioksidan savunma sisteminde gorevli temel
enzimlerden biridir. GSH, serbest radikallere elektron vererek notralize ederler veya
aktif radikalleri temizlerler (Ighodaro, & Akinloye, 2018). Kopek in vitro oosit
calismalarinda, antioksidan Ozellikte sisteamin ve sisteinin kombinasyon halinde
kullanilmastyla, GSH seviyelerinde artis oldugunu bildirilmektedir (Hossein ve ark.,
2007). Kim ve ark (2007), in vitro kiiltiir ortamina antioksidan olarak [-merkaptoetanol
ekleyerek GSH konsantrasyonlarim1 degerlendirmistir. Calisma sonucunda, -
merkaptoetanol katkisinin, in vitro kopek oositlerinde GSH sentezini artirdigi ortaya
cikmigtir (Kim ve ark., 2007). Calismamizda GSH seviyeleri, en diisiik kontrol
grubunda, en yiiksek Grup E’de tespit edilmistir. Grup D disindaki diger nano-0zon
katkilt gruplarda, konsantrasyon arttikca GSH seviyeleri artmistir. Nano-0zon
konsantrasyonuna bagli kalmaksizin, nano-ozonlu gruplarda kontrol grubuna gore daha
yiksek GSH seviyeleri bulunmustur. Calismamiz, antioksidan katkili oosit
caligmalariyla benzer sonuglar1 gostermektedir (Hossein ve ark., 2007; Kim ve ark.,
2007). Farkli alanlarda Os uygulamasinin antioksidan etkisi de degerlendirilmistir.
Bobrekleri oksidatif hasardan korumak amaciyla L-karnitin ve /veya Os kullanilmustir.
Her iki antioksidanin da, bobrek dokusunda GSH diizeyini arttirdigi sonucuna
vartlmistir (Eroglu, Makav, Adali, & Citil, 2020). Oz uygulamasinin meyvelerin
antioksidan oOzellikleri {izerindeki etkisi arastirilmistir. Osz’iin GPx’1 aktive ederek
yiiksek GSH seviyelerinin olusumuna neden oldugu bildirilmistir (Piechowiak, Grzelak-
Btaszczyk, Sojka, & Balawejder, 2020; Zhang ve ark., 2020). Calismamizdaki nano-
ozonun, ortamdaki serbest radikallerin uzaklastirilmasi i¢in, kiiltiir ortaminda GSH

seviyelerini artirarak antioksidan etki gosterdigini diisiinmekteyiz.
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SOD, hiicrelerde serbest radikallerin ya da ROS olusumunu inhibe ederek etki
gosterir. (Ighodaro, & Akinloye, 2018). Siganlarda deneysel uterin adezyon modeli
olusturularak Oz uygulamasi yapilmistir. O3’lin oksidan/antioksidan sistem iliskili
enzim diizeylerine etkisi belirlenmistir. O3 uygulamasinin, SOD ve GPx seviyelerinin
artisina neden olarak oksidatif/antioksidatif durumu modiile ettigi belirtilmektedir
(Uysal ve ark., 2012). Oz’iin eritrosit SOD ve CAT enzim aktivitelerindeki degisimleri
degerlendirilmis ve ¢alismada, O3 uygulamasi yliksek SOD aktivitesine neden olmustur
(Inal, Dokumacioglu, Ozcelik, & Ucar, 2011). Calismamizda, SOD seviyelerinde
gruplar arasinda istatiksel olarak fark bulunamamistir (p>0,005). Fakat, Grup B
disindaki tiim nano-ozon katkili gruplardaki SOD seviyeleri kontrol grubuna gore
yiiksek bulunmustur. Nano-ozon soliisyonun SOD sonuglarma etkisi, O3 ile yapilan
calisma sonugclartyla benzerdir (Inal ve ark., 2011; Uysal ve ark., 2012). Nano-0zonun
etkisiyle kiltiir ortaminda SOD aktivitesinin yiikselmesi, nano-ozon ile SOD
biyosentezi arasinda bir iligki olabilecegini diisiindiirmektedir. SOD aktivitesinin
belirlenmesi, siiperoksit radikallerine karsi antioksidan savunma sisteminin
degerlendirilmesi agisindan 6nemli oldugunu diisiinmekteyiz.

Hidroksil radikali, H2O2’nin &zellikle proteinlerdeki hem grubundaki serbest
demir (ferrdz form, Fe*?) ile reaksiyona girmesi sonucunda olusur. Bu reaksiyon ile
ferroz form ferrik forma yiikseltgenir (Ayala ve ark., 2014; Shaeib ve ark., 2013).
Oositler tizerinde en zararli ve etkili ROS tiirii hidroksil radikali olarak kabul
edilmektedir (Shaeib ve ark., 2013). Antioksidanlar varliginda ferrik formun, ferréz
forma indirgenmesi gergeklesir (Biiyiiktuncel, 2013; Somwongin ve ark, 2018).
Antioksidan kapasitenin belirlenmesi i¢in FRAP yontemi kullanilmaktadir. Cesitli
alanlarda yapilan ¢alismalarda O3 uygulamasi sonucunda, FRAP degerlerinin arttigini
gostermektedir (Ali, Ong, & Forney, 2014; Joanna Brodowska ve ark., 2014).
Calismamizda, Grup B hari¢ tiim nano-ozon katkili gruplarda FRAP degeri, kontrol
grubuna gore yiiksek bulunmustur. Konsantrasyon artik¢a nano-ozonlu gruplarin FRAP
degerlerinde yiikselme goriilmiistiir. Sonug¢larimiz, Oz uygulamasi yapilan diger
caligmalarla benzerlik gostermektedir (Ali ve ark., 2014; Joanna Brodowska ve ark.,
2014). FRAP degerlerindeki yiikselme, kiiltiir ortaminda artan ROS’larin nano-0zonla

reaksiyona girmesinin sonucu olabilecegini diislindiirmektedir. Nano-ozonun kiiltiir

66



ortaminda, hem hidroksil radikali iireterek oksidan, hem de siiperoksit radikallerini
indirgeyerek antioksidan etki gosterebilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica, FRAP
analizinin in vitro kopek oosit ¢alismalarinda, antioksidan etkideki degisiklikleri tahmin

etmede kullanilabilir bir yontem oldugu kanisindayiz.

5.2. Nano-Ozon Soliisyonunun Oosit Maturasyonu Iliskili Gen Ekspresyonlarina
Etkisi

Memeli oositlerinde mayotik hiicre dongiisiiniin yeniden baslamasi ve devam
etmesi MPF aktivitesi tarafindan diizenlenir. GV oositlerinin mayoza devam
edememesi, diisik MPF aktivitesinden kaynaklanmaktadir (Adhikari, & Liu, 2014;
Saint-Dizier ve ark., 2004). Oositlerin GV’den GVBD’ye gecisi ve mayozu
tamamlamasi MPF aktivasyonuyla gerceklesir. MPF aktivitesi, Siklin B1 ve CDK1’in
durumuna baghdir (Tripathi ve ark., 2010). Farkli memeli oositlerinde, MPF ve onu
olusturan yapilar (Cdkl ve Siklin B1) eksprese edilmistir (Sugiura, Naito, Endo, &
Tojo, 2006; Quetglas, Adona, de Bem, Pires, & Leal, 2010). K&pek oosit maturasyon
regiilasyonunda etkili molekiiler mekanizmalarla ilgili ¢alismalarin eksikligi nedeniyle,
mayoz dongiisiinde etkili olan molekiiller belirsizligini korumaktadir. Yakin zamanda
yapilan molekiiler ¢alismada, ilk kez evcil kdpek oositlerinde MAPK, MPF, CDK1 ve
Siklin B1 protein lokalizasyonu belirlemistir. Bu proteinlerin, kopek oositlerinde
mayozun yeniden baslamasi ve hiicre dongiisiiniin ilerlemesi icin gerekli oldugu
vurgulanmistir (Pereira ve ark., 2019). Bu calismada, nano-ozonla kiiltiire kopek
oositlerinde MPF ekspresyonunu test edebilmek i¢in, MPF regiilasyonundan sorumlu alt
birim genleri, CDK1 ve Siklin B1’in ekpresyonu degerlendirildi.

Memeli oositlerinde mayoz siirecinin baslamast ve devam etmesine siklin
bagimli kinazlar (CDKs) aracilik eder. (Adhikari, & Liu, 2014). Cok sayida siklin
bagiml kinaz tanimlanmis, bunlarin hepsinin hiicre dongiisiiniin farkli agamalarinda rol
aldig1 bildirilmistir (Ding ve ark., 2020). Fare oositlerinde, mayozun baglamasinda
CDKI1 ve CDK2 fonksiyonunun belirlenmesi amaglanmistir. Oositlerde CDK2 geninin
yoklugu, fare oositlerinin olgunlagsmasina olumsuz etkisi goriilmezken, CDK1 genine
sahip olmayan fare oositlerinin GV asamasinda kaldigi, mayotik ig olusumu ve
kromozom yogunlagsmasinin meydana gelmedigi goriilmiistiir. Sonug¢ olarak, mayozun

yeniden baslamasinda gerekli olan tek siklin bagimli kinazin CDK1 oldugu ileri
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stiriilmiistiir (Adhikari ve ark., 2012). CDK1 proteinlerinin, sitoplazmadan ¢ekirdege
yer degistirmesi, GVBD olusumu ile iligkilendirilmis, CDK1 mRNA ekspresyon
seviyesi en yiiksek MII asamasindaki oositlerde tespit edilmistir (Pereira ve ark., 2019;
Sun, & Zhu, 2022). Domuz oositlerinde CDK1’in inhibiyonu, GV’den GVBD’ye gecisi
engellemistir. CDK1 aktivitesinin domuz oositlerinin GVBD asamasina ilerlemesi i¢in
gerekli oldugu ortaya koyulmustur. Ek olarak, kumulus ekspansiyonunda ve oositlerin
transkripsiyonel aktivitesi icin CDK1’in 6nemli oldugu sonucuna varilmistir (Ogani ve
ark., 2017).

Farkli antioksidan maddeler kullanilarak in vitro kiltire edilen oositlerde,
maturasyon iligkili faktorlerin degerlendirildigi g¢aligmalar mevcuttur. Park ve ark
(2021), domuz oositlerini kullanarak mayoz siirecinde luteolin etkisini arastirmislar,
oosit maturasyonu altinda yatan mekanizmalar1 belirlemeyi amaglamiglardir. Bu ¢alisma
sonucunda, antioksidan maddenin, oosit maturasyonuyla iligkili olan CDK1 ve Siklin
B1 gen ekspresyon seviyelerinde artisa sebep oldugu ortaya ¢cikmistir (Park ve ark.,
2021). Benzer sekilde, fare oositlerinde de in vitro L-karnitin katkisinin oosit kalitesi ve
cesitli genlerin (MAPK, GDF-9 ve CDKI1) ekpresyon seviyeleri tiizerine etkisi
incelenmistir. Kontrol grubuna gore, L-karnitin ile kiiltiire edilen fare oositlerinde
CDK1 ekpresyon seviyelerinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Zare ve ark.,
2015). Caligmamizdaki biitiin gruplarda CDK1 geni ekpresyonu belirlenmis,
konsantrasyona bagli olarak gen ekspresyon seviyeleri degisiklik gdstermistir. Nano-
ozonlu gruplarda, konsantrasyon artik¢a gen ekpresyon seviyeleri artmis, Grup C’de en
yuksek seviyeye ulastig1 belirlenmistir. Grup C’den sonra konsantrasyon arttikca CDK 1
gen ekspresyon seviyelerinde azalma meydana gelmis, en diisik Grup E’de
bulunmustur. Gen diizeyinde antioksidan katkilt in vitro kopek oosit ¢alismalarinin
olmamast nedeniyle, calisma verileri farkli memeli oosit ¢aligmalariyla
karsilagtirilmistir. Calisma sonuglarimiz, farkli tiirlerde yapilan antioksidan katkili in
vitro oosit ¢alismalariyla benzerlik géstermektedir (Park ve ark., 2021; Zare ve ark.,
2015). Tim gruplarda, CDK1 gen ekspresyonunun tespit edilmesi, kopek oositlerinin
GV’den GVBD asamasina gecisi igin gerekli oldugunu diisiindiirmektedir (Pereira ve
ark., 2019). CDKI1 ekspresyon seviyelerinde artis goriilmesi, mayozun yeniden

baslayarak oositlerin MI-MII asamasina ulasmasinda etkili oldugu kanisinday1z.
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GV oositlerinde CDK1 inaktiftir. CDK1’in aktiflesmesi yeterli miktarda Siklin
B1 varligmma baghdir (Han, & Conti, 2006). Bu nedenle, kdpek oositlerinin
maturasyonuyla ilgili ¢alismalarda hem CDKI hem de Siklin Bl’in birlikte
degerlendirilmesinin daha etkili sonuglar verebilecegi goz oniinde bulundurulmalidir.
Siklin B1, hiicre dongiisiiniin S fazinda sentezlenir. Mayozun baglamasiyla, CDK1 ile
kompleks yap1 (MPF) olusturarak, G2/M gegisi sirasinda aktivite gosterir (Kim ve ark.,
2023). Mayozun yeniden baslamasinda Siklin B1’in rolii, fare oositlerinde ¢alisilmistir.
Siklin B1 geni bulunmayan fare oositlerinin mayoz boéliinmeye devam ettigi, CDKI
geninin ise farkl siklinler tarafindan aktiflestirildigi ortaya ¢ikmistir (Li ve ark., 2018).
Aksine, kdpek oositlerinde mayotik dongiiniin kesintiye ugramasinin, azalan Siklin B1
ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir (Pereira ve ark., 2019). Bulgularin tiirler arasinda
degisiklik gostermesi, Siklin B1’in mayoz boliinme esnasinda farkli agamalarda gorev
yaptigini gostermektedir.

In vitro kosullarda oositlerin gesitli faktorlere maruz kalmasi, OS’ye neden
olabilmekte ve apoptozisi indiikleyebilmektedir (Du Plessis ve ark., 2008). Artan
OS’nin, oosit gelisimi (BMP-15 ve GDF-9) ve maturasyonuyla iliskili (MAPK ve Siklin
B1) gen ekspresyonlarinda azalmaya neden oldugu domuz oositlerinde bildirilmistir
(Wang ve ark., 2023). Ayni caligmada, antioksidan madde 6zelligi olan melatonin
kullanilarak, in vitro sistemlerdeki olumsuz etkilerin ortadan kaldirilmasi, gen
diizeyindeki etkilerinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Kullanilan antioksidan maddenin,
siklin B1 gen ekspresyon seviyelerini arttirdigi sonucuna varilmistir (Wang ve ark.,
2023). IVM esnasinda kiiltlir ortamina L-karnitin eklenerek fare oositleri inkiibe
edilmistir. Kontrol grubuna gore, antioksidan katkili ortamda kiiltiire edilen oositlerde
maturasyonla iligkili gen (C-mos proto-onkogen iriinii (Mos) ve Siklin B1) ekspresyon
seviyelerinin daha yiiksek oldugu bulunmustur (Zare, Abouhamzeh, Masteri Farahani,
Salehi, & Mohammadi, 2017). Caligmamizdaki Siklin B1 gen ekspresyonu biitiin
gruplarda belirlenmistir. Nano-ozon konsantrasyonuna bagli olarak, gruplar arasinda
Siklin B1 gen ekspresyon seviyeleri degisiklik gostermistir. Nano-ozonlu gruplarda,
konsantrasyon artikca gen ekpresyon seviyeleri artmig, Grup C’de en yiiksek seviyeye
ulastig1 belirlenmistir. Grup C’den sonra konsantrasyon arttikga Siklin B1 gen
ekspresyon seviyesinde azalma meydana gelmis, en diisik Grup E’de bulunmustur.

Calisma sonuglarimizin, farkli tiirlerde in vitro antioksidan katkisinin maturasyon

69



iligkili genlere etkisinin degerlendirildigi ¢aligmalarla uyumluluk gdstermektedir. Siklin
B1 gen ekspresyonunda belirlenen degisiklikler, CDK1 ile paralellik gostermektedir.
Memeli oositlerinin mayozunda rol oynayan farkli siklinlerin olmasi gbz Oniinde
bulunduruldugunda, képek oositlerinin mayotik mekanizmasinda Siklin B1 ve CDK1’in
degerlendirilmesinin énemli oldugu dislinliilmektedir. Kiiltiir ortamina eklenen nano-
ozonun, maturasyonda yer alan sinyal mekanizmalara etki ederek oositin mayozunu
diizenledigini diisiinmekteyiz. Gruplara géore CDK1 ve Siklin B1 ekspresyonunun artisi,
oosit morfoloji sonuglarina paralellik gosterdigi goriilmektedir. Bu c¢alisma ayni
zamanda, CDK1 ve Siklin B1’in protein diizeyinde belirlenmesinden sonra, ilk kez gen
diizeyinde belirlenmis olup, Pereira ve ark (2019)’nin calisma sonuglarini konfirme
ettigi kanisindayiz.

Sonug olarak, kontrol grubunda mayoz siirecine giren oosit orani fazla olmasina
ragmen, maturasyonu tamamlamadaki basarisinin diisiik oldugu goriilmektedir. Nano-
ozon katkili gruplarda ise, oositlerin hem mayozu baslatma hem de maturasyonu
tamamlama yetenegi yiiksektir. Artan konsantrasyonla birlikte GVBD’den MII
asamasina ulasan oosit oraninda artis goriilse de yiiksek konsantrasyonlar oranlarin
azalmasina neden olmustur. Nano-ozon, kiiltlir ortaminda antioksidan iliskili enzimlerin
konsantrasyonunu arttirmis, lipit peroksidasyon olusumunu engelleyerek zararh
radikallerin ve OS olusumunu azaltmis ya da Onlemistir. Bu durum, oosit
maturasyonunun basarili sekilde siirdiirilmesi i¢in kiiltlir ortamin1 uygun hale getirmis
olabilir. Oosit maturasyonu iliskili genlerin yliksek seviyelerde ekspresyonu, nano-
ozonun mayotik mekanizmalarda etkili oldugunu gostermektedir. Bu bilgilerle, kopek
oosit IVM calismalarinda diisiik doz nano-ozonun kullanilmas1 gerektigi, en uygun ve
etkili dozun 0,5 pg/ml ve 1 pg/ml oldugu sonucuna varilmistir. Ayn1 zamanda, aygir
spermasinin dondurma ve saklanmasinda diisiik dozda ozon kullanimiin sperm
parametrelerini olumlu etkiledigi bildirilmistir (Pereira ve ark., 2022). Yine, calisma
grubumuzun tamamladig1 bir bagka arastirmada da benzer sonuclar alinmis, ko¢ sperm
kriyoprezervasyonunda kullanilan diisiik doz nano-ozon soliisyonu, antioksidan yollar1
aktive ederek pro-oksidatif etki meydana getirdigi ortaya konmustur. Yiiksek
konsantrasyonlarin da hiicre icin zararli oksidatif etkiyi indiikledigi tarafimizca

bildirilmistir (Toker ve ark., 2023, basim asamasinda).
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Tim sonuglar degerlendirildiginde, nano-ozonun, oosit IVM'si sirasinda
antioksidatif etkiler gosterdigi, maturasyon iligkili faktorlerin ekspresyon seviyelerini
artirdigt ve MII asamasina ilerlemeyi saglayarak oosit maturasyonunu etkiledigini

gostermektedir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

>: Biiyiik

°: Derece

<: Kiigiik

ng: Mikrogram

ul: Mikrolitre

pm: Mikrometre

nM: Mikromolar

pmol: Mikromol

4-HNE: 4-hidroksinonenal

a: Arter

AC: Adenilil siklaz

ACT- B: Aktin beta

ATP: Adenozin trifosfat

BMP-15: Kemik morfogenetik protein-15
BSA: S1g1r serum albumin

C: Santigrat

Ca?*: Kalsiyum iyonu

CaCl2 2H:0: Kalsiyum klorid dihidrat

CAMP: Siklik adenozin monofosfat
CAT: Katalaz

Cdc25b: Siklin bagiml kinaz 25b

CDK1: Siklin bagimli kinaz 1

CDK2: Siklin bagimli kinaz 2

cDNA: Komplementer DNA

CMRL 1066: Connaught medical research laboratories medium 1066
COz: Karbondioksit

COCs: Kumulus-oosit kompleksi

Cu: Bakir

CuClz: Bakir (1) kloriir

DEG: Dejenere

DNA: Deoksiriboniikleik asit

DTNB: 5,5’-Dithiobis (2-nitrobenzoik asit)
eCG: Gebe kisrak serum gonadotropini
EDTA: Etilendiamin tetraasetik asit
EGF: Epidermal biiytime hormonu
EtOH: Etanol

FCS: Fetal buzagi serumu

Fe*2: Ferrik iyonu

Fe*s: Ferroz iyonu

FRAP: Ferrik indirgeyici antioksidan gii¢
FSH: Folikiil stimiile edici hormon

G: Gauge

g: Gram

GAPDH: Gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz
GDF-9: Biiytime farklilagma faktorii-9
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In vitro fertilizasyon
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Nrf2:
O2:
Oy
Os:
OHE:
OsS:

Ostradiol-17p:

PB:
PBS:
PCR:
PDE:
PKA:
pmol:
PRDX:
Ras/MAPK:
RNA:
ROS:
rpm:
SC:
SD:
SIRT1:
SOD:
SOF:
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TPTZ:
Vi
Weel:
YUT:
Zn:
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Nanomol

Niikleer faktor eritroid 2 iliskili faktor-2
Oksijen molekiilii
Stiperoksit radikali

Ozon

Ovariohisterektomi
Oksidatif stres

Ostradiol 17 beta

Polar (body) cisimcik

Fosfat tamponlu tuz ¢6zeltisi
Polimeraz zincir reaksiyonu
Fosfodiesteraz enzimi
Protein kinaz A

Pikomol

Peroksiredoksin

Ras iligkili mitojenle aktive olan protein kinaz
Riboniikleik asit

Reaktif oksijen tiirleri
Dakikadaki devir sayis1
Subkutan, deri alt1

Standart sapma

Sirtuin 1

Siiperoksit dismutaz
Sentetik oviduktal s1v1
Tiyobarbitiirik asit

2,3,5- Tripheniltetrazolium Klorid
Vena

G2 kontrol noktasi kinazi 1
Yardimeci tireme teknikleri
Cinko

Zona pellusida
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9. TESEKKUR

Egitim ve 6gretim hayatim boyunca ve bu meslegi tercih etmem esnasinda
hayatima dokunan biitiin herkese tesekkiir ederim. Doktora egitimim ve ¢aligmalarim
esnasinda calismaktan mutluluk duydugum, degerli tecriibeleri, bilgileri ve farkli bakis
acistyla gerek sosyal gerekse akademik hayatta bana yol gosteren, her konuda destegini
esirgemeyen danisman hocam Prof. Dr. R. Gozde OZALP’e sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim. Doktora calismam esnasinda bilgi ve deneyimleriyle g¢alismama katki
saglayan, calisma esnasinda rahat ortami saglamak i¢in elinden geleni yapan Prof. Dr.
Burcu USTUNER’e tesekkiir ederim. Tez c¢alismamin ana materyallerini saglayan,
aksamadan ilerlemesine yardimci olan, ellerinden ne geliyorsa yapmaya c¢alisan Dr.
Ahmet Umit SABANCI, Dr. Ayse YAZICI ve Veteriner Hekim Yasemin
YARANSU’ye, Yildirim Belediyesi Veteriner Isleri Miidiirliigii'ne ve ¢alisanlaria,
ayrica bu siirecte fedakarca destek veren herkese giiler yiizleri i¢in tesekkiir ediyorum.
Orneklerimin analizinde yardimei olan Prof. Dr. Giilcan AVCI, Doktor Ogretim Uyesi
Baris DENK ve Berkay BOZKURT’a tesekkiir ederim. Akademik ve klinik alaninda
gelismeme katki saglayan ana bilim dali hocalarima ve calisma arkadaslarima tesekkiir
ediyorum.

Hayatimin her alaninda destek olan, hi¢cbir zaman ellerini omzumdan eksik
etmeyen ve her kosulda yanimda olan annem ve babama, ayni meslegi paylasmaktan
onur ve gurur duydugum, basarilara birlikte kosacagimiz kardesime ¢ok tesekkiir
ederim. Bu siire¢ esnasinda destegini esirgemeyen, bu yolda ilerlemem konusunda
cesaretlendiren gizli ve siiper kahramanima tesekkiir ederim.
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