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TURKCE OZET

Calismada koyunlarda in vitro maturasyon sirasinda uygulanan melatonin
hormonunun sicaklik stresi lizerine etkisinin embriyonik gelisim ve tiim genom
ekspresyon diizeyinde arastirilmasi amaglanmustir.

In vitro embriyo (IVF) iiretim asamlarindan en kritik noktalardan birisi de in
vitro maturasyon asamasinda oositlerin mature olma oranlaridir. Bu asamada meydana
gelen streslere bagli olarak reaktif oksijenlerin artmasi hiicrelerde hasarlara sebep
olmaktadir. Melatonin hormonunun sicaklik stresine kars1 koyun oositlerinde meydana
gelen embriyonik gelisim ve morfolojisi tizerine etkisi, maturasyon iligkili genlerin
ekspresyon seviyeleri degerlendirildi. Maturasyon medyumu igerisine farkli
sicakliklarda 10" M melatonin hormunu ilave edildi. Mezbahada kesilen koyunlarin
ovaryumlarindan oositler elde edildi. Uygun sartlar altinda laboratuvar ortaminda
hazirlanan soliisyonlar ile inkiibasyon islemleri gerceklestirildi. Embriyonik gelisim
asamalar1 boliinme, marula, blastosit asamalar1 olarak degerlendirildi. Bolinme
oranlart kiyaslandiginda en yiiksek oran G39M, en diisiik deger G41 elde edildi ve
istatiksel olarak anlaml bir fark vardir (P<0,05). Morula oranlarinda ise en yiiksek
deger G39M gozlenirken en diisiik deger G41 elde edildi (P<0,05). Elde edilen
blastosist oranlari en iyi G39M de elde edildi. Buna gore melatonin sicaklik stresinde
boliinme ve marula asamasinda etki gosterirken blastosit asamasinda anlamli 6l¢iide
azalma oldu. (P<0,05)

Melatoninin  maturasyon asamasinda oositler tizerine ¢esitli  gen
ekspresyonlarinda tiim deney gruplarinda olan anti apoptatik gen diizeyleri (BAX,
Bcl2), kumulus ve sitoplazmik olgunlagsma (PTX3, HAS2, EGFR, FSHR, LHR),
mitokondiryal fonksiyonlar etkisi incelendiginde, apoptoz faktorleri, olgunlagsma ve
mitokondriyal fonksiyonlar (SIRT1, AKT2, Polg2) iizerinde artma ve azalma
gozlemlendi. Sonuglarin istatiksel analiz sonucunda gen ekspresyonlart anlamli olarak
¢ikt1 (P>0,05). Bu ¢alismada melatoninin in vitro maturasyon medyumuna ilave
edilmesinin 6nemi ortaya ¢ikmis ve kullanilan konsantrasyonlarin embriyonik
gelisimde etkili rol oynadig: kanisina varildu.

Anahtar Kelimeler: IVF, Melatonin, Sicaklik stresi, Gen Ekspresyonu, Oksidatif Stres,
Antioksidan
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INGILIZCE OZET

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF MELATONIN HORMONE
APPLIED DURING IN VITRO OOCYTE MATURATION ON HEAT STRESS
IN SHEEP AT THE WHOLE GENOME EXPRESSION LEVEL

The study aim to investigate the effects of melatonin hormone on embryonic
development and whole genome expression levels under heat stress during in vitro
maturation in sheep.

One of the most critical points in the stages of in vitro embryo (IVF) production
is the maturation rate of oocytes during the in vitro maturation phase. Due to the
stresses occurring at this stage, the increase in reactive oxygen species causes damage
to the cells. The effects of melatonin hormone on embryonic development and
morphology in sheep oocytes under heat stress were evaluated, along with the
expression levels of maturation-related genes. A concentration of 107 M melatonin
hormone was added to the maturation medium at different temperatures. Oocytes were
obtained from the ovaries of sheep slaughtered in a slaughterhouse. Incubation
processes were carried out with solutions prepared in the laboratory under suitable
conditions. The stages of embryonic development were evaluated as cleavage, morula,
and blastocyst stages. When comparing cleavage rates, the highest rate was observed
in G39M, while the lowest value was obtained in G41, and the difference was
statistically significant (P<0.05). For morula rates, the highest value was observed in
G39M, while the lowest value was obtained in G41 (P<0.05). The best blastocyst rates
were obtained in G39M. Accordingly, melatonin showed an effect at the cleavage and
morula stages under heat stress, but there was a significant decrease at the blastocyst
stage (P<0.05).

In the maturation phase, various gene expressions on oocytes, including anti-
apoptotic gene levels (BAX, Bcl2), cumulus and cytoplasmic maturation (PTX3,
HAS2, EGFR, FSHR, LHR), and mitochondrial functions (SIRT1, AKT2, Polg2) were
examined. Increases and decreases were observed in apoptosis factors, maturation, and
mitochondrial functions. The results of the statistical analysis showed that gene
expressions were significant between groups (P<0.05). This study revealed the
importance of adding melatonin to the in vitro maturation medium and concluded that
the concentrations used played an effective role in embryonic development.

Keywords: IVF, Melatonin, Heat Stress, Gene Expression, Oxidative Stress, Antioxidant
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1. GIRIS

Tiirkiye, koyun popiilasyonu bakimindan diinyanin 6nde gelen {ilkelerinden
biridir. 2023 yili verilerine goére, Tirkiye'de 42 milyonun iizerinde koyun
bulunmaktadir. Bu koyunlarin %91,6'sin1 yerli irklar, %8,4"int ise kiiltiir irklari
olusturmaktadir. Koyunculuk, Tiirkiye'de 6zellikle kirsal bolgelerde 6nemli bir ge¢im
kaynagidir ve toplam kirmizi et iiretiminin %9'u, toplam siit iiretiminin ise %5,93"i
koyunculuk sektoriinden elde edilmektedir. Ayrica, koyunlardan yilda 79.754 ton
yapagi tliretilmektedir. Tirkiye'nin mevcut fiziki ve ekonomik durumu, bakim ve
besleme kosullari ile sosyo-kiiltiirel degerler géz Oniine alindiginda, koyunculuk
sektorli onemli bir yere sahiptir ancak verimlilik agisindan istenilen seviyede degildir.
Yerli koyun wklarinin verim diistikliigli, sektoriin gelisimini kisitlayan temel

faktorlerdendir (TUIK 2003).

Giliniimiizde biyoteknolojik yontemler, tarim ve hayvancilikta verimliligi ve
siirdiiriilebilirligi artirmak i¢in onemli araglar haline gelmistir. Ozellikle genetik
miihendislik, in vitro embriyo iiretimi, suni tohumlama, embriyo transferi ve klonlama
gibi teknikler, hayvan 1slah caligmalarinda genis bir uygulama alan1 bulmaktadir. Bu
yontemler sayesinde, genetik cesitlilik artirilabilir, tstlin niteliklere sahip irklar
gelistirilerek hastaliklara direngli, hizli biiyiiyen ve yiiksek verim saglayan hayvanlar
elde edilebilir (Bergstein-Galan, Busato, & Abreu, 2018). Ornegin, genetik secilim ve
CRISPR-Cas9 gibi genom diizenleme teknolojileri, istenen genetic ozelliklerin
dogrudan ve hizli bir sekilde aktarilmasini miimkiin kilarak, geleneksel 1slah
yontemlerine gore daha etkin sonuclar sunar. Bu teknolojilerin kullanimi, sadece
verimliligi artirmakla kalmayip, ayni zamanda hayvan refahini iyilestirir ve
stirdiiriilebilir tarim uygulamalarina katki saglar. Boylece, biyoteknolojik yontemler,
modern hayvancilikta genetik ilerlemenin anahtari olarak kabul edilmektedir (Ferre ve
ark., 2020).

Reprodiiktif biyoteknolojide embriyolarla ilgili ¢alismalar, 19. yiizyilin sonlarina
kadar uzanir. Embriyo transfer teknolojisinin temelleri, Walter Hope adl arastiricinin
1891 yilinda tavsanlarda ilk embriyo transferini gergeklestirerek canli yavru elde

etmesiyle atilmistir. Reprodiiktif biyoteknoloji alaninda elde edilen gelismeler



sayesinde Ostrus senkronizasyonu ve siiperovulasyon kavramlarinin ortaya ¢ikmasinin
ardindan, 1950'i yillarda embriyo transfer uygulamasinin cerrahi olarak koyun, domuz
ve si@irlarda da yapilabilecegi gosterilmistir (Betteridge,2003).

Koyunlarda genetik ilerleme, in vitro embriyo {iiretimi ve embriyo transferi
kullanilarak 6nemli 6l¢iide hizlandirilabilir. In vitro embriyo tliretimi, yliksek genetik
potansiyele sahip koyunlarin oositlerinin laboratuvar ortaminda olgunlastirilmasi ve
dollenmesi ile gergeklestirilir. Ardindan, elde edilen embriyolar tasiyicilara transfer
edilir (Orland, 2017). Bu yontem, istiin genetik ozelliklere sahip koyunlarin hizla
¢ogaltilmasini saglar. In vitro embriyo tiretimi, genetik ¢esitliligi artirarak hastaliklara
direngli, yiiksek verimli ve kaliteli et ve siit lireten koyun wrklarinin gelistirilmesine
olanak tanir. Bu biyoteknolojik uygulamalar, koyun yetistiriciliginde verimlilik ve
stirdiirtilebilirligi artirmada kritik bir rol oynar (Betteridge, 2003).

In vitro embriyo tretimi; oosit maturasyonu, fertilizasyon ve embriyo kiiltiirii
asamalarini kapsayan temel reprodiiktif siireglerin, in vivo sartlarin taklit edildigi
laboratuvar ortaminda gerceklestirilmesi olarak tanimlanir. Son yillarda biiyiik bir
hizla gelisim gosteren reprodiiktif biyoteknolojiler, bu ivmeyi in vitro embriyo
tiretimindeki basarilara borgludur (Saacke, Dalton, Nadir, Nebel, & Bame, 2000).
Embriyonik gelisim agamalarinin takibi, canliligin baslangici ve epigenetik faktorlerin
aydinlatilmasina katki saglamistir. Reprodiiktif siireclerin daha iyi anlasilmasi,
arastirmacilarin bu siireclere miidahale etmesine de firsat vermistir. Bu sayede, kimi
infertilite sorunlarinin giderilmesi, ikiz gebelikler i¢in embriyo eldesi, cinsiyeti
belirlenmis embriyo eldesi, preimplantasyon genetik tani ve tedavi, kok hiicre
arastirmalari, klonlama ve transgenik hayvan iiretimi gibi uygulamalar miimkiin
olmustur (Abeyta, & Behr, 2014).

In vitro maturasyon (IVM) ortaminda sicaklik stresi, oositlerin olgunlasma siireci
tizerinde ciddi olumsuz etkiler yaratabilir. Optimal sicaklik, oositlerin dogru sekilde
olgunlagmasi icin kritik bir faktordiir. Sicaklik stresine maruz kalan oositler, hiicresel
metabolizmada dengesizlikler yasayabilir ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1
tiretimiyle kars1 karsiya kalabilir (Wilson ve ark., 1998). Bu durum, hiicresel yapilar
ve DNA iizerinde oksidatif hasara yol agarak oosit kalitesini ve dolayisiyla embriyo

gelisim potansiyelini azaltabilir. Ayrica, sicaklik stresinin hiicre i¢i sinyal yollarini ve



protein katlanmasini olumsuz etkileyerek, olgunlagma siirecinde gorev alan enzimlerin
fonksiyonunu bozabilecegi bilinmektedir (Agarwal, Gupta, & Sharma 2005).

In vitro maturasyon ortaminda sicakligin siki bir sekilde kontrol edilmesi,
oositlerin saglikli bir sekilde olgunlagsmasi ve yliksek kaliteli embriyolarin elde
edilmesi i¢in hayati 6neme sahiptir. Bu nedenle, laboratuvar kosullarinda sicaklik
yonetimine 6zel dnem verilmesi, basarili in vitro fertilizasyon (IVF) ve embriyo
transferi (ET) sonuglari i¢in gereklidir (Takahashi, 2011).

In vitro maturasyon sirasinda sicaklik stresinin olumsuz etkileri, antioksidanlar
kullanilarak kontrol altina alinabilir. Sicaklik stresi, oositlerde reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) asir1 iiretimine neden olarak hiicresel hasara yol agabilir ve bu da olgunlagma
ve embriyo gelisim potansiyelini diisiirebilir. Antioksidanlar, ROS'un neden oldugu
oksidatif stresi azaltarak hiicresel yapilari korur ve oosit kalitesini iyilestirir (Ozdas ve
ark., 2013). Bu bilesikler, hiicre i¢inde denge saglayarak proteinlerin dogru
katlanmasinit ve enzimlerin fonksiyonlarini destekler. Cesitli ¢aligmalarda, kiiltiir
ortamina eklenen antioksidanlarin, sicaklik stresinin olumsuz etkilerini hafiflettigi ve
embriyo gelisim oranlarimi artirdigt gosterilmistir. Boylece, IVM siireclerinde
antioksidan kullanimi, sicaklik dalgalanmalarinin yol ac¢tig1 olumsuz etkileri minimize
ederek, daha saglikli ve kaliteli embriyolarin elde edilmesini saglar (Sagirkaya ve ark.,
2007).

Bu zamana kadar bircok c¢alisma yapilmis ve cesitli antioksidan maddeler
denenmistir. Sunulan bu tez c¢alismasinda sicaklik iizerine denenmis ve olumlu
etkilerin alindig1 goriilmiis olan melatonin hormununun en etkili olan dozu ele
alimarak, koyun oositlerinin sicaklik stresi altinda mature olma durumlari hem
embriyonel gelisme diizeyleri hem de gen ekspresyon diizeyinde etkileri
karsilastirilmistir. Calismamiz sonucunda kazanacagimiz bilgi ve birikimler ile
koyunlarda in vitro embriyo iiretimi uygulamalarinin daha ileriye tasinarak, genetik
ilerleme ve 1slahin hizlandirilmasi, yiiksek damizlik degerine sahip hayvanlarin
yetistirilmesi, koyun oositlerinin daha basarili bir sekilde IVM olmasi i¢in biiyiik

yararlar saglanabilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

Koyunlar, Bovidae ailesine ait ve Ovis cinsini olusturan memelilerdir. Koyunlarin
reprodiiktif fizyolojisi, mevsimsel poliostrik yapilariyla karakterizedir. Bu, koyunlarin
iireme dongiisiinlin yilin belirli donemlerinde, genellikle sonbahar ve kis aylarinda
aktif oldugu anlamma gelir. Ureme mevsiminin baslangicinda, giinlerin kisalmasiyla
birlikte melatonin hormonu salinimi artar. Melatonin, hipotalamustan GnRH
(gonadotropin salgilatici hormon) salinimini uyarir, bu da adenohipofizden FSH
(folikiil uyarict hormon) ve LH (luteinlestirici hormon) salinimini tetikler. FSH ve LH,
yumurtalik folikiillerinin gelisimini ve ovulasyonunu saglar, boylece lireme dongiisii

baslar ve devam eder (Hafez, & Hafez, 2021).

2.1. Koyunlarda Folikiiler Gelisim

Koyunlarda follikiilogenezis, ovaryum folikiillerinin biiyiime ve gelisme siirecini
ifade eder ve bu siire¢, dogum 6ncesi donemde primordial folikiillerin olusumu ile
baslar. Primordial folikiiller, ince bir graniiloza hiicre tabakasi ile c¢evrelenmis
oositlerden olusur. Dogumdan sonra, bu folikiiller dinlenme halinde kalir ve ergenlik
donemine kadar aktiflesmez. Ergenlikten itibaren, her dstrus dongiisiinde bir grup
primordial folikiil biiylimeye baslar ve primer, sekonder ve antral folikiil evrelerinden
gecer (Avdi, Chemineau, & Driancourt 1997).

Folikiilogenezisin ilk asamasinda, primordial folikiiller primer folikiillere
dontisiir. Bu asamada, graniiloza hiicreleri ¢ogalir ve oositin etrafinda ¢ok katmanli bir
yap1 olusturur. Ardindan, sekonder folikiil evresinde, graniiloza hiicreleri arasinda
birikmeye baglayan antrum sivisi ile birlikte folikiil biiylimeye devam eder. Bu
donemde, teka hiicreleri de farklilasarak folikiiliin dis tabakasini olusturur ve hormon
tiretiminde gorev alir (Houghton ve ark., 1995; Rubianes, & Menchaca, 2003).

Antral folikiil evresinde, folikiiller FSH ve LH gibi gonadotropinlere duyarli hale
gelir. FSH, graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasin1 ve antrumun genislemesini tesvik
ederken, LH teka hiicrelerinden androjenlerin salinimini uyarir. Bu androjenler,
graniiloza hiicrelerinde dstrojenlere doniistiiriiliir. Ostrojenler, folikiiliin biiyiimesini
destekler ve tireme donglisiiniin diger asamalarini hazirlar (Aerts, & Bols, 2010;

Vinoles, Forsberg, Banchero, & Rubianes, 2001).



Ovulasyon sirasinda, dominant folikiil ¢atlar ve olgun oosit serbest kalir. Bu
stireg, LH dalgas1 tarafindan tetiklenir ve oositin yumurtaliktan salinmasini saglar.
Serbest kalan oosit, tiiplere geger ve dollenmeye hazir hale gelir (Bartlewski, Beard,
& Rawlings, 1999). Ovulasyondan sonra, gatlayan folikiil korpus luteum olarak bilinen
yaptya doniisiir ve progesteron hormonu salgilar. Progesteron, déllenme ve erken
embriyo gelisimi i¢in uygun bir ortam saglar (Bartlewski, Beard, Cook, & Rawlings,
1998).

Koyunlarda folikiilogenezis siireci, hormonlarin hassas bir sekilde
dengelendigi ve koordine edildigi karmasik bir biyolojik olaydir. Bu siire¢, genetik,
cevresel ve beslenme faktorleri tarafindan da etkilenir (Driancourt, 2001). Ornegin,
beslenme durumu ve ek besin takviyeleri, folikiillerin gelisimini ve ovulasyon oranini
artirabilir. Koyunlarda bu siireg, tlireme verimliliginin ve dolayisiyla siirii

tiretkenliginin temelini olusturur (McNatty ve ark., 1995; Scaramuzzi ve ark., 2006).

2.2. Koyunlarda In Vitro Embriyo Uretimi

Koyunlarda in vitro embriyo iiretimi (IVEP), reprodiiktif biyoteknolojide
onemli bir ilerleme olarak kabul edilir ve genetik istiinliiklerin hizla ¢cogaltilmasina
imkan tanir. Bu siireg, oositlerin in vitro ortamda maturasyon, déllenmesi (IVF) ve
embriyo kiiltiirii asamalarim1 kapsar. Ilk adimda, dondr veya mezbahada kesilen
koyunlardan toplanan oositler laboratuvar ortammda uygun kosullar altinda
olgunlagtirilir. Olgunlasan oositler, daha sonra sperm ile ddllenir ve olusan zigotlar,
gelisimlerini siirdiirmek tizere kiiltiir ortamina yerlestirilir. Embriyolar, belirli bir
gelisim asamasina ulastiginda, tasiyici annelere transfer edilir veya kriyoprezervasyon
(dondurma) i¢in saklanir. IVEP, genetik materyalin korunmasi, degerli genotiplerin
cogaltilmas1 ve iireme verimliliinin artirilmast agisindan biiyiik avantajlar sunar
(Cognié, Baril, Poulin, & Mermillod, 2003; Kruip, & den Daas, 1997; Paramio, &
Izquierdo, 2014).

Erken embriyonik gelisim ile gebeligin olusumu ve devamlilig1 oosit kalitesi
tizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Folikiiler gelisim, yani oositin biiylime agamasi,
oositin kalitesi ve gelisim potansiyelini etkiler. In vitro fertilizasyonda kullanilacak

primer oositler genellikle mezbahada kesilen hayvanlarin yumurtaliklarindan elde



edilir (Wani, 2002).

Ancak bazi durumlarda, 6zellikle yiiksek verimli ve damizlik hayvanlardan,
ovum pick-up yontemi ile siiper follikiilasyon veya normal siklus aktivitesine
miidahale etmeksizin mevcut follikiillerin aspirasyonu ile de oosit toplanmaktadir.
Genellikle memeli yumurtaliklarindan oldukc¢a fazla sayida oosit toplanmasina
ragmen, bu oositlerin sadece kiigiik bir kism1 IVM, IVF ve in vitro kiiltir (IVC)
asamalarini basariyla gegerek embriyo olusturabilir. Bu durumun baglica sebepleri,
oosit kalitesinin yeterince yiiksek olmamasi ve embriyo kiiltlir kosullarinin embriyo

gelisimi i¢in optimal seviyede olmamasidir (Kane, 2003).

2.2.1. Oosit elde etme yontemleri

Oosit elde etme yontemleri, in vitro embriyo tretimi siireclerinde kritik bir
asamay1 temsil eder ve basari oranin1 dogrudan etkiler. Oosit elde etme yontemi, in
vitro embriyo tiretiminde kritik bir adimdir (Katska-Ksiazkiewicz, Ooiela, & Rynska,
2007). Bu nedenle, oosit toplama yonteminin temel amaci, her bir yumurtaliktan ¢ok
sayida ve yiiksek kaliteli oosit elde etmektir (Wani, Wani, Khan, & Salahudin, 2000).
Folikiiler gelisim, yani oositin biiyiime siireci, oositin kalitesini ve gelisim
potansiyelini etkiler. Oosit kalitesi, erken embriyonik gelisim, gebelik olusumu ve
devamliligi ile dolayisiyla IVF ortaminda gelisim yetenegi iizerinde etkili bir rol oynar
(Krisher 2004). Koyunlarda oosit toplama yontemleri genellikle punksiyon, slicing
veya aspirasyon yontemleri ile toplanabilir. Yapilan ¢alismalarda ovaryumlardan
punksiyon ve slicing yontemlerinin, aspirasyon yontemine nazaran daha ¢ok sayida ve
iyi kalite de koyun oositi elde edildigi belirlenmistir (Wani, Wani, Khan, & Sidiqi,
1999). Bununla beraber koyunlarda ovum pick-up (OPU) ve laparoskopik yontemlerle

de oosit elde etmek miimkiindiir (Teixeira ve ark., 2011).
2.2.1.1. Slicing (dilimleme) yontemi
Slicing yontemi, ovaryumlardan oosit toplamak i¢in kullanilan bir tekniktir. Bu

yontem, 6zellikle post-mortem elde edilen ovaryumlar i¢in uygundur ve arastirma

laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Slicing, folikiilleri dogrudan



keserek oositleri serbest birakmayi hedefler. Slicing yontemi genellikle mezbahadan
alinan veya Otenazi uygulanmis koyunlarin ovaryumlari kullanilarak uygulanir.
Ovaryumlar, 30-35 °C sicaklik, %0.9’ luk NaCl veya PBS (fosfat tamponlu tuz
soliisyonu) igerisinde steril kosullarda laboratuvara getirilir. Ovaryumlar, steril bir
diseksiyon kabina yerlestirilir. Yine ayni kosulda ve sicaklikta bulunan fizyolojik tuz
cozeltisi (%0.9’luk NaCl veya PBS) i¢inde tutulur. Ovaryumlar, bistiiri veya ince
nester kullanilarak kiiciik dilimlere (slices) ayrilir. Her dilimleme isleminde, folikiiller
kesilerek icerdikleri folikiiler sivi ve oositler serbest birakilir. Dilimlenmis ovaryum
parcalari, bir petri kabi i¢inde folikiiler sivi toplama soliisyonu ile yikanir ve pargalar
nazikge karistirilarak oositlerin serbest kalmasi saglanir. Petri kabindaki folikiiler sivi,
mikroskop altinda incelenir. Oositler, pipetleme veya ince igne kullanilarak baska bir
kapta toplanir. Toplanan oositler, daha sonra yikanir ve maturasyon ortamina aktarilir

(Baldassarre, & Karatzas, 2004).

2.2.1.2. Punksiyon yontemi

Oosit punksiyon (aspirasyon) yontemi, canli hayvanlardan oosit toplamak i¢in
kullanilan minimal invaziv bir tekniktir. Bu yoOntem, ultrason rehberliginde
transvajinal veya laparoskopik olarak gergeklestirilir ve genellikle siiperovulasyon
protokolleri ile desteklenir. Dondr koyunlar, genellikle FSH veya gebe kisrak serum
gonadotropini (eCG) gibi hormonlarla siiperovulasyon protokoliine tabi tutulur. Bu,
cok sayida folikiiliin ayn1 anda gelismesini saglar. Islem sirasinda hayvanin rahat ve
hareketsiz kalmasini1 saglamak igin sedasyon veya genel anestezi uygulanir. Ultrason
cihaz1 kullanilarak ovaryumlar ve folikiiller goriintiilenir. Ultrason probu, vajina veya
karm boslugu yoluyla yerlestirilir. Ince bir aspirasyon ignesi, ultrason probuna bagl
kilavuz yardimiyla folikiillere yonlendirilir. igne, folikiile girerek folikiiler siviy1 ve
i¢indeki oositleri aspire eder. Aspire edilen folikiiler siv1, bir toplama tiipiline aktarilir.
Bu islem her folikiil i¢in tekrarlanir. Toplanan folikiiler sivi, mikroskop altinda
incelenir ve oositler pipetleme yontemi ile izole edilir. Oositler, steril kiiltiir ortaminda
birka¢ kez yikanarak temizlenir ve in vitro maturasyon (IVM) ortamina aktarilir

(Baldassarre, & Karatzas, 2004; Paramio, & lzquierdo, 2014).



2.2.1.3. Ovum Pick-Up (OPU) yontemi

Canli hayvanlardan oosit toplamak i¢in kullanilir. Donér koyunlar, genellikle
hormonlarla siiperovulasyon protokolii ile hazirlanir. Ultrason rehberliginde, ince bir
igne kullanilarak transvajinal olarak folikiillere ulasilir. Folikiiler siv1 aspire edilerek
oositler elde edilir. Aspire edilen folikiiler sividan oositler mikroskop altinda toplanir
ve yikanir. Minimal invaziv bir yontemdir. Ayni hayvandan tekrarlanabilir sekilde
oosit elde edilebilir. Genetik olarak iistiin bireylerden diizenli oosit toplama imkani

sunar (Baldassarre, 2021).

2.2.1.4. Laparoskopik yontem

Canli hayvanlardan oosit toplamak i¢in kullanilir. Donér koyunlar, genellikle
hormonlarla siiperovulasyon protokolii ile hazirlanir. Genel anestezi altinda, karin
bosluguna kiiciik insizyonlar yapilir ve laparoskopik aletler kullanilarak ovaryumlar
goriintlilenir. Folikiiller, ince bir aspirasyon ignesi ile delinerek folikiiler siv1 ve
oositler aspire edilir. Aspire edilen folikiiler sividan oositler mikroskop altinda toplanir
ve yikanir. Yiksek kaliteli oosit elde edilir. Tekrarlanabilir bir prosediirdiir. Hayvanin

tekrar tekrar kullanilmasina olanak tanir (Fantinati ve ark., 2005).

2.2.2. Koyun oositinin morfolojik 6zellikleri

Koyun oositleri, tipik olarak kiiresel sekildedir ve ¢aplar1 yaklagik 120-130
mikrometre arasinda degisir. Bu boyut, oositin gelisim asamasina bagl olarak biraz
farklilik gosterebilir. Oositin dis kisminda, zona pellucida adi verilen kalin,
glikoprotein bazli bir tabaka bulunur. Bu tabaka, oositin korunmasini saglar ve spermle
birlesme sirasinda énemli bir rol oynar (Sugiura, Pendola, & Eppig, 2005). Zona
pellucida, 151k mikroskobu altinda homojen ve seffaf bir yap1 olarak goriiniir. Oositin
i¢ kismindaki sitoplazma, homojen bir dagilim gosterir ve graniiler bir yapiya sahiptir.
Sitoplazma, metabolik olarak aktif olan organeller ve ¢esitli inkliizyonlar1 igerir
(Duranthon, & Renard, 2001). Mikrotiibiiller, mitokondriler ve diger hiicresel yapilar
bu alanda yogunlagmistir. Koyun oositleri, ovaryumdan toplandiginda genellikle



kumulus hiicreleriyle ¢evrilidir. Bu hiicreler, oositin beslenmesine ve olgunlagmasina
yardimci olur. Kumulus hiicreleri, ovulasyon sirasinda oositin serbest birakilmasina
kadar oositin etrafinda kalir ve hiicreler aras1 baglantilarla oosite baghidir (Cirit ve ark.,
2008). Oositlerin ¢evresini saran kumulus hiicre tabakasmin kalinligi, oositlerin
mayotik kapasitesini yansitir. Kalin kumulus oosit kompleksi (COC) tabakalari,
korona radiata hiicrelerinin oositlerin niikleer olgunlagmasini tamamlamak i¢in yeterli
oldugunu gosterir. Bu hiicreler, oosit kalitesinin degerlendirilmesinde kullanilir ve
oositlerin mayoz I asamasina kadar gelisimi igin gerekli faktorleri salgilar (Kidson,
2004).

Oosit olgunlagsmamisken, ¢ekirdek biiyiik ve belirgin bir germinal vesicle (GV)
olarak goriiniir. Olgunlasma siirecinde, ¢ekirdek boliiniir ve polar cisimcik adi verilen
kiigiik hiicresel yapilar olusturur. Bu siire¢, oositin olgunlagsmasinin bir gostergesidir.
Oosit olgunlastikea, birinci polar cisimcik olusur ve bu, oositin metafaz II agamasina
girdigini gosterir (Sagirkaya ve ark., 2007).

Polar cisimcik, kiigiik ve yuvarlak bir yap1 olarak oositin periferinde bulunur
ve genellikle mikroskop altinda gozlemlenebilir. Bazen koyun oositlerinin
sitoplazmasinda yag damlaciklari gibi inkliizyonlar bulunabilir. Bu damlaciklar, enerji
rezervi olarak islev gorebilir ve oositin metabolik aktivitelerini destekler (Keskintepe
ve ark., 2002).

Koyun oositlerinin mikroskop altinda incelenmesi, yukarida bahsedilen
yapilarin detayli bir sekilde gozlemlenmesine olanak tanir. Stereo mikroskobu
kullanilarak zona pellucida, kumulus hiicreleri ve sitoplazma graniilleri kolaylikla
goriilebilir. Elektron mikroskobu, oositin i¢ yapilarinin daha detayli incelenmesini
saglar ve hiicresel organellerin yerlesimi hakkinda daha fazla bilgi verir. Bu 6zellikler,
koyun oositlerinin morfolojik olarak tanimlanmasina yardimeci olur ve 0osit kalitesinin
degerlendirilmesinde dnemli bir rol oynar. Oositlerin bu detayli incelenmesi, in vitro
maturasyon (IVM) ortamina aktarilacak olan oositlerin kalitesi belirlenmis olur (Birler
ve ark., 2002a; Birler ve ark, 2002b; Wani ve ark., 2000).



2.2.3. In Vitro maturasyon (IVM)

In vitro maturasyon (IVM), koyun oositlerinin laboratuvar ortaminda
olgunlastirilmasi stirecidir. Bu teknik, embriyo iiretimi ve genetik ilerleme saglamak
amactyla reprodiiktif biyoteknolojinin 6nemli bir parcasidir. Koyunlarda IVM,
Ozellikle hayvan 1slaht ve arastirma ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilir (Byrd,
Flores-Foxworth, Applewhite, & Westhusin, 1997). IVM'nin basarisi, kullanilan kiiltiir
ortaminin bilesimi, inkiibasyon kosullart ve oositlerin toplandigi evre gibi birgok
faktore baghdir. Inkiibasyon sirasinda sicakligim 38-39°C araliginda tutulmasi
gereklidir. Bu sicaklik, koyun oositlerinin optimal gelisimi i¢in idealdir. Oositler, %5
CO2 ve %95 hava iceren nemli bir ortamda inkiibe edilir (Birler ve ark., 2001). Bu gaz
kompozisyonu, medyumun pH dengesini ve oositlerin metabolik ihtiyaglarini karsilar.
Oositlerin olgunlagma siiresi genellikle 24-48 saat arasinda degisir. Bu siire zarfinda
oositler, germinal vezikiil (GV) evresinden metafaz II (MII) evresine gecer. [IVM i¢in
kullanilan bazal kiiltir medyumlari genellikle TCM-199, MEM veya DMEM'dir. Bu
medyumlar, oositlerin olgunlagmasi i¢in gerekli olan temel besinleri saglar. Oosit
maturasyonu i¢in FSH (Folikiil Stimiile Edici Hormon), LH (Luteinize Edici Hormon)
ve ostradiol gibi hormonlar kiiltiir ortamina eklenir (Barry, Malison, Lapp, &
Procarione, 1995). Bu hormonlardan, FSH o0osit maturasyonunu ve folikiiler
hiicrelerin destegini tesvik eder, LH Oositlerin olgunlagma siirecini baglatir ve
tamamlar. Ostradiol ise folikiiler ortam taklit eder ve oosit olgunlasmasini destekler.
Fetal bovine serum (FBS) veya serum yerine kullanilan albiimin, biiyiime faktorleri ve
diger ek bilesenler de ortamin verimliligini artirir. Antioksidanlar da eklenerek
oksidatif stresin etkileri azaltilabilir. [IVM'nin basarisini degerlendirmek icin oositlerin
morfolojik 6zellikleri incelenir. MII evresine ulasmis oositlerde ikinci polar cisimcik
gozlemlenir (Deleuze, & Goudet, 2010). Olgunlagmanin en dnemli gostergesi, oositin
ikinci polar cisimcigi ekstriide etmesi ve kumulus-o0sit kompleksinin genislemesidir.
Kumulus hiicreleri, oositlerin ¢evresinde bulunur ve olgunlasma sirasinda onemli
destek saglar. Kumulus-oosit kompleksi (COC), ko-kiiltiir sistemlerinde siklikla
kullanilir. Graniiloza hiicreleri veya diger somatik hiicrelerle yapilan ko-kiiltiirler,
oositlerin olgunlagsma oranin1 ve Kkalitesini arttirmaktadir (Aghaz, Hajarian,

Shabankareh, & Abdolmohammadi, 2015; Gilchrist, & Thompson, 2007).
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2.2.3.1. In Vitro maturasyonu etkileyen faktorler

In vitro maturasyon (IVM) siireci, ¢esitli ¢gevresel ve biyokimyasal faktorlerden
etkilenir. Bu faktorlerin optimize edilmesi, oositlerin basarili bir sekilde
olgunlagmasint saglamak icin kritik oneme sahiptir. Kiiltiir ortami bilesenleri,
hormonlar, biiyiime faktorleri ve antioksidanlar gibi bilesenler, oositlerin beslenmesi
ve gelisimi igin gereklidir. Ornegin, TCM-199 gibi bazal medyumlar, oositlerin ihtiyag
duydugu besin maddelerini saglar. Folikiil stimiile edici hormon (FSH) ve luteinize
edici hormon (LH) gibi hormonlar, folikiillerin gelisimini ve oosit olgunlasmasini
tesvik eder. Epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF)
gibi biiyiime faktdrleri ise hiicre biliylimesini destekler. Sicaklik, gaz kompozisyonu ve
nem orani gibi fiziksel kosullarda maturasyon medyumunu etkileyen faktorlerdir
(Tanghe, Van Soom, Nauwynck, Coryn, & de Kruif A, 2002).

2.2.3.1.1. Sicaklik faktoru

In vitro maturasyon (IVM) siirecinde sicaklik, oositlerin olgunlagsmasi tizerinde
kritik bir etkiye sahiptir. Optimal sicaklik kosullari, saglikli oosit gelisimi igin
gereklidir. Genellikle 38-39°C olarak kabul edilir. Bu, koyunlarin dogal viicut
sicakligina yakindir. Optimal sicaklik, oositlerin normal biyolojik stireclerinin
stirdiiriilmesi i¢in gereklidir. Bu aralik, hiicresel metabolizmay1 destekler ve genellikle
en iyi olgunlagsma sonuglarini saglar.

Sicaklik stresi spermatogenezi, folikiil gelisimini, oosit olgunlagsmasini, erken
embriyonik gelisimi, fotal ve plasenta biiyiimesini ve laktasyonu bozar. Insan saghg
tizerinde olumsuz etkileri vardir ve hayvancilik sektoriinde de ciddi sorunlara neden
olur (Mustafi, Chakraborty, Dey, & Raha, 2009; Wolfenson, Roth, & Meidan, 2000).
In vitro maturasyon (IVM) sirasinda sicaklik, oositlerin olgunlasmasi iizerinde kritik
bir rol oynar. Sicaklik dalgalanmalari ve optimal sicakliktan sapmalar, hem morfolojik
hem de genetik diizeyde c¢esitli degisikliklere yol agabilir. Optimal sicakliktan
sapmalar, sitoplazmik olgunlasmada anormalliklere yol agcabilir. Sitoplazmik

organellerin (mitokondri, endoplazmik retikulum vb.) dagilimi ve fonksiyonu
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bozulabilir. Optimal sicaklik mikrotiibiil dinamiklerini ve ig ipliklerinin olusumunu
destekler. Yiiksek sicaklik mikrotiibiil stabilitesini bozarak anormal ig iplikleri ve
kromozom disfonksiyonuna yol agar. Hiicre zariin gegirgenligini degistirir ve hiicre
i¢ci homeostazisi bozar. Anormal sicaklik, pro-apoptotik genlerin (BAX, CASPASE)
aktivitesini artirabilir ve hiicre 6liimiine yol agabilir. Ayn1 zamanda DNA'da hasara
(kiriklar, oksidatif hasar) yol acgabilir. Bu hasarlar, genomik stabiliteyi bozabilir ve
hiicre fonksiyonlari olumsuz etkileyebilir. Sicaklik degisiklikleri, kiiltlir ortaminda
glukoz tiiketimi ve laktat iiretimini etkileyebilir. Metabolik stres, oositlerin enerji
dengesini bozabilir. Sicaklik stresi, ROS iiretimini artirir ve yiiksek ROS diizeyleri,
hiicresel hasara ve oksidatif strese yol acar (Silva, Marques, & Chaveiro, 2010).

2.2.3.1.2. Oksidatif stres (OS)

Saglikl1 bir organizmada, ROS ve antioksidanlar arasinda bir denge vardir. Bu
denge bozuldugunda oksidatif stres gelisir. Oksidatif stres, 6zellikle ROS olmak iizere,
oksidan maddelerin antioksidanlardan daha fazla olmasi durumunda meydana gelir
(Silva ve ark., 2010). ROS'un baslica bilesenleri hidroksil (OH), hidrojen peroksit
(H202) ve siiperoksittir (O2-) (Agarwal ve ark., 2005). ROS ve reaktif azot tiirleri
(RNS), pro-oksidan molekiiller olarak aerobik metabolizmada yer alir. Serbest
radikaller, iki ucu keskin bir kili¢ gibidir. Fizyolojik seviyelerde sperm aktivitesi
(kapasitasyon, akrozom reaksiyonu ve hiperaktivasyon), dollenme ve embriyo
gelisimi i¢in gereklidir. Ancak, fizyolojik seviyelerin iizerindeki konsantrasyonlar,
sperm ve oosit hasarina, deformitelere ve diisiik yapma, intrauterin biiyiime geriligi ve
kisirliga yol acabilir. Fizyolojik kosullar altinda, viicudun dogal antioksidanlar serbest
radikalleri ndtralize etmek i¢in yeterlidir. Patofizyolojik kosullar altinda ise, endojen
(dogal) antioksidanlar serbest radikallerin asir1 artisini Onleyemez. Bu nedenle,
disaridan antioksidan alimi gereklidir (Zhong, & Zhou, 2013).

Yardimer tireme teknolojilerinin uygulanmasi, hiicre i¢i ROS iiretiminin
durmasma veya azalmasina ve oksidatif strese yol acabilir. Bu etki, memeli
oositlerinin gelisim giiciinii azaltir ve mitokondriyal disfonksiyona neden olur. Bu
eksiklikler, memelilerde kotii gebelik sonuglarina, tekrarlayan gebelik kayiplarina,

embriyonik Oliimlere ve diisiik dogum agirlig1 gibi iireme bozukluklarina yol agar
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(Meng ve ark., 2020).

In vivo ortamda yumurtalik kanali ve folikiil sivilarinda bulunan antioksidan
savunma sistemi elementleri, oositleri ve embriyolar1 reaktif oksijen tiirlerinin negatif
etkilerinden korur. Ancak, in vitro ortamda, hiicredeki ROS miktarindaki artis,
hiicrenin tolere edebilecegi miktar1 agarsa, oksidatif stres olusturur. Oksidatif stres,
hiicre metabolizmasinin bozulmasina ve artan kusurlu hiicrelerin ortaya ¢ikmasina
neden olarak, embriyo gelisiminin zarar gérmesinin etiyolojisinde Kkritik bir rol oynar
(Khazaei, & Aghaz, 2017; Premkumar, & Chaube, 2016; Tiwari ve ark., 2016)

Oksidatif stres (OS), prooksidanlar ve antioksidanlar arasindaki bir
dengesizlikten de kaynaklanir. Bu oran, ROS gibi pro-oksidan seviyelerinin artmasiyla
veya antioksidan savunma mekanizmalarinda bir azalma ile degisebilir (Cindrova-
Davies ve ark., 2007; Ruder, & Hartman, 2009). ROS, serbest radikallerin (hidroksil
iyonu, siiperoksit vb.), Radikal olmayanlarin (ozon, tek oksijen, lipid peroksitler,
hidrojen peroksit) ve oksijen tiirevlerinin toplanmasini1 gosteren genis bir molekiil
smifini  temsil eder (Agarwal, & Prabakaran, 2005). Olduk¢a reaktif ve
kararsizdirlar. Bu nedenle, ROS, bir elektron elde etmek ve kararli hale gelmek igin
niikleik asitler, lipitler, proteinler ve karbonhidratlarla reaksiyona girebilir. Bu
reaksiyonlar, sonunda hiicre hasarina neden olan miiteakip zincir reaksiyonlarinin bir
kademesini indiikler (Attaran ve ark, 2000; Szczepanska, Kozlik, Skrzypczak, &
Mikotajczyk, 2003). ROS, hiicre zarlarindan yayilabilir ve gecebilir ve cogu hiicresel
molekiil tiiriinii (niikleik asitler, proteinler ve lipitler) degistirebilir, mitokondriyal
degisikliklere (Kowaltowski, & Vercesi, 1999), oositlerde mayotik tutukluga
(Nakamura, Yamagata, Sugino, Takayama, & Kato, 2002), embriyonik bloga ve hiicre
dliimiine (Hashimoto, Minami, Yamada, & Imai, 2000) yol agar. Ote yandan, OS,
hiicresel redoks devrelerini bozan, redoks tarafindan diizenlenen hiicresel siire¢lerde
bozulmalara neden olan ve / veya hiicresel makromolekiillere oksidatif olarak zarar
veren artan ROS seviyeleri oldugunda ortaya ¢ikar (Devine, Perreault, & Luderer,
2012).

Sonug olarak, déllenme ve gebelik oranlarinin azalmasina yol acar. Koyunlarda
in vitro embriyo iiretim teknolojisi ile elde edilen basari oranlarinin diisiik oldugu
bildirilmistir. Olgunlasma evresine ulasan olgunlasmamis oositlerin  %70-90"

olgunlagir ve bunlarin %50-80'1 dollenir, ancak bunlarin sadece %20 ila %50'si
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blastosit asamasina ulasir. Hiicre membranlarinda lipid yapilar1 iizerinde etki eden
reaktif oksijen tiirlerinin olusturdugu bu negatif etkileri azaltmak icin cesitli

antioksidanlar kullanilmaktadir.

2.2.3.1.3. Antioksidanlar

Viicuttaki hiicrelerde ve dokularda, serbest radikallerin olusumunu ve oksidatif
etkilerini onleyebilen bir savunma sistemi bulunmaktadir. Bu savunma sisteminde
islev goren maddelere antioksidanlar denir (Simsek, 1999). Antioksidanlar, islevsel
yapilarina gore; Radikalleri temizleyerek etki eden "serbest radikallerin olusumunu
Onleyenler" ve radikallerle dengeli bir iiriin olusturarak reaksiyonlari sona erdiren
"zincir kirict antioksidanlar" olarak ikiye ayrilir. Serbest radikal olusumunu engelleyen
antioksidanlar i¢inde metal iyon baglayicilar (albumin, transferrin, siiperoksit
dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz) kendi ig¢lerinde ayrilmislardir; zincir
kiricilar, lipid ¢oziiniir (alfa tokofeol, ubikinon, beta karoten) ve su ¢oziiniir (glutatyon,
sistein, askorbat) olarak ayrilir (Simsek, 1999). Ayrica, selenyum ve ¢inko gibi
antioksidan enzimlerin kofaktorleri olarak islev goéren maddeler de bulunmaktadir
(Hezavehei ve ark., 2018).

Enzimatik antioksidanlar, agir1 ROS'u nétralize eder ve hiicresel yapiya zarar
vermesini engeller. Enzimatik antioksidanlar, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT), ¢esitli peroksidazlar ve peroksiredoksinler (PRDX'ler), peroksitleri su ve
alkole doniistiirebilen glutatyon peroksidazlar1 (GPX'ler) gibi bilesenlerden olusur
(Agarwal ve ark., 2005). SOD enzimleri, siiperoksit anyonunun (O2-) Oz ve H2O>'ye
dontisiimiinii katalize ederken, CAT H202'yi O2ve H20'ya doniistiiriir. SOD enzimi {ig
izoenzim olarak bulunur (Tripathi ve ark., 2011). SOD1, SOD2 ve SOD3. SOD1,
sitozolde metal kofaktorler olarak bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) igerir. SOD2, manganez
(Mn) igeren mitokondriyal bir izoformdur, oysa SOD3, ekstraseliiler formu kodlar. Se,
Cu ve Zn gibi besinler baz1 antioksidan enzimlerin aktiviteleri i¢in gereklidir, ancak
bunlarin kendileri antioksidan etkileri yoktur. Enzimatik olmayan antioksidanlar,
glutatyon (GSH), vitamin C, taurin, hipotaurin, vitamin E, Zn, selenyum (Se), beta
karoten ve karotenden olusur (Pandey, & Chaube, 2014). GSH, hiicre i¢i fizyoloji ve

metabolizmada bir¢gok 6nemli islevi olan bir tripeptit tiyol bilesigidir. GSH'nin en
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onemli rollerinden biri, hiicrelerdeki redoks durumunu koruyarak oksidatif
yaralanmalarin neden oldugu zararli etkilere karst koruma saglamaktir. GSH'nin
ROS'a kars1 koruyucu etkisi, GPx ve GSH rediiktaz gibi iligkili enzimlerle olan
etkilesimleri ile kolaylastirilir (Khazaei, & Aghaz, 2017).

Sonug olarak antioksidanlar, ROS tarafindan indiiklenen oksidatif strese karsi
ana savunma faktorleridir. Birgok raporda, IVM ortamina antioksidan takviyesinin,
oosit olgunlagsmasi sirasinda GSH depolamasini artirip oksidatif stresi hafifleterek
sitoplazmik olgunlasmayi iyilestirdigi ve embriyonun erken gelisim asamalarinda
oksidatif saldirganliklara karsi daha fazla korunmasina katkida bulundugunu

bilinmektedir (Khazaei, & Aghaz, 2017).

2.2.3.1.3.1. Melatonin

Melatonin, serbest radikalleri ortadan kaldirabildigi ve reaktif oksijen tiirlerini
(ROS) daha az zararl tiirlere doniistiirebildigi i¢in gii¢lii antioksidan 6zellikleriyle
taninir. Bu sekilde melatonin lipidleri, proteinleri ve DNA'y1 oksidatif hasardan korur.
Cipolla-Neto, & Do Amaral, 2018). Gii¢lii bir serbest radikal temizleyici olarak,
melatoninin antioksidan kaskadi, yani melatonin ve onun sekonder ve tersiyer
metabolitleri, onu diger klasik antioksidanlardan ayirir. Melatoninin metabolitlerinin,
ROS ile etkilesimini takiben, serbest radikalleri siipiirme yeteneklerini koruduklar1 g6z
oniine alindiginda, bir melatonin molekiilii, sadece bir veya daha az ROS'u detoksifiye
eden klasik antioksidanlarin aksine, on ROS'a kadar siipiirme kapasitesine sahiptir
(Hardeland, 2017). Bu sekilde melatonin, serbest radikallerle etkilesim yoluyla
hidroksile edilebilir; bu, ani bir intramolekiiler yeniden diizenlemeye neden olur ve
ardindan tigiincii bir halkanin olusumuna yol agar, boylece siklik 3-hidroksimelatonin
(c30HM) olarak adlandirilan bir metabolite yol agar. Benzer sekilde, c30HM ayrica
iki  OH tarafindan  melatoninin baska bir ana metaboliti olanN?-
asetil- N 2ye doniistiiriilebilen giiclii bir serbest radikal temizleyicidir (Hardeland,
2017).

Ote yandan melatonin, yalnizca sirkadiyen ritimlerin kontroliinde yer almayan,

ayn1 zamanda bagisiklik tepkisinin diizenlenmesine, karsinojenezin inhibisyonuna,
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kok hiicrelerin ¢ogalmasina ve yaslanmanin modiilasyonuna katilan pleiotropik bir

molekildiir (Olcese, 2020).

2.2.3.1.3.1.1. Melatoninin folikiil gelisimi ve ovulasyon tizerindeki etkisi

Disi iiremesindeki melatonin fonksiyonlari, ovaryumdaki dogrudan etkilerine
dayanmaktadir (Tamura ve ark., 2012). Siganlarin graniiloza hiicrelerinde, luteal
hiicrelerde, antral folikiillerde ve korpus luteumda MT1 ve MT2 reseptorlerinin
ekspresyonu, memeli iireme siireglerinin diizenlenmesinde Onemli rollere sahip
oldugunu gosterir. Aslinda melatonin, kemirgenlerde ve insanlarda graniiloza
hiicrelerinin steroidogenezini ve folikiil fonksiyonunu modiile eder (Rai, & Gosh,
2021).

Folikiilogenez, ovaryum folikiil olusumunun karmasik bir siirecidir ve temel
olarak dolasimdaki FSH seviyelerine baglidir. Ovaryum folikiillerinin olusumu, oosit
olgunlagmasinda yer alan genlerin ekspresyonunu modiile eden ikinci haberciler
olarak hareket ettikleri i¢in diisitk ROS seviyelerine de dayanir. Bununla birlikte, asir1
ROS, folikiildeki graniiloza ve oosit hiicrelerine zarar verebilecek oksidatif stres
tiretebilir (Haldar, & Chowdhury, 2021). Bu nedenle melatonin, oositin pro-oksidan-
antioksidan dengesinin korunmasi i¢in gereklidir, boylece disi gameti oksidatif
hasardan korur ve saglikli bir folikiilogenezi diizenler (Haldar, & Chowdhury, 2021;
Rai, & Gosh, 2021). Melatonin, folikiiler sivida yiiksek konsantrasyonlarda (kan
seviyelerinden {i¢ kat daha yiiksek) bulunur ve burada mitojenle aktive olan protein
kinazlarin (MAPK) aktivasyonu yoluyla graniiloza hiicre proliferasyonunu uyarir
(Minguini ve ark., 2019). Melatonin, folikiil biiyiimesiyle orantili olarak artar
(Tamura, Tanabe, Jozaki, Taketani, & Sugino, 2019). Boylece folikiiller biiyiidiikge

melatonin konsantrasyonu da artar.
2.2.3.1.3.1.2. Melatoninin oosit kalitesi ve embriyo kalitesine etkisi
Cok sayida in vitro ¢alisma, oosit olgunlagsmasini, oosit fertilizasyonunu ve

embriyo gelisimini artirmak igin kiiltiir ortamini melatonin ile desteklemistir (Tamura

ve ark., 2019). Bu yaklasim, oksidatif stresin oositlerde apoptozu hizlandirdigini ve
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dolayisiyla fertilizasyon kapasitelerini etkiledigini varsayar. Aslinda, hayvan
calismalar1 oksidatif stresin oositin sadece Sekiz saat in vitro inkiibasyondan sonra
olustugunu gostermistir; bununla birlikte, oosit kiiltiir ortaminin melatonin ile
desteklenmesi, fare oositlerinde zamana bagli bir sekilde boyle bir stresi nemli dlgiide
hafifletti ve boylece apoptozun baglamasini geciktirdigi bildirilmistir. Ayrica,
melatonin takviyesi de embriyo kalitesini 6nemli 6l¢iide iyilestirmistir (Lord, Nixon,
Jones, & Aitken, 2013). Sonuglar, ROS tiretimini, apoptozu ve DNA hasarini azaltarak
domuz oositlerinin kalitesini ve gelisimini artirabildigini géstermektedir (Lin ve ark.,
2018). Benzer sekilde, diisiik melatonin dozlari, sigir blastosistlerinin iiretimini ve
kalitesini iyilestirirken, DNA metiltransferaz 3a (DNMT3A), okludin (OCC) ve
kaderin (CDH1) ve azalan aquaporin 3 (AQP3) ekspresyonu, apoptoza karsi artan bir
dirence yol agar (Marques ve ark., 2018).

Ovaryum yaslanmasi, kademeli olarak tiikenen primordiyal folikiil sayis1 ve
azalan oosit kalitesi ile karakterize edilir ve boylece fertilitede ilerleyen bir azalmaya
neden olur (Li ve ark., 2012). 10 haftalik disi farelerle yapilan bir arastirma, 100 pg/mL
melatonin  igeren su verilmesinin ovaryum yaslanmasimi  geciktirdigini
gostermistir. Fareler 43 haftalik olana kadar tutulan bu takviye, yavru es kontrol
farelerine kiyasla tedavi edilen farelerde daha yiiksek sayida ilkel, birincil ve antral
folikiillerin yan1 sira daha iyi dollenme ve blastosist oranlar1 ile sonuglanmistir
(Tamura ve ark., 2017). Ek olarak, melatonin yash farelerde telomer uzunlugunu
onemli olglide artirmigtir ve sirtuinler (SIRT1, SIRT3) ve otofaji ile ilgili gen
mikrotiibiil ile iligkili protein hafif zincir 3 (LC3) gibi yaslanma ile ilgili genlerin
ekspresyonunu gelistirmistir. Melatoninin ayrica yaslanma sirasinda genellikle asagi
regiile edilen ribozomla iligkili 40 geni yukar regiile edebildigi gosterilmistir, bu
sonuglar melatoninin ovaryum yaslanmasini geciktirme kapasitesini gostermektedir

(Tamura ve ark., 2017).

2.2.3.1.3.1.3. Melatoninin in vitro maturasyonda gen ekspresyonlarina etKisi
Reseptor aracili etkilerine ek olarak melatonin, amfifilik yapisi nedeniyle

sitoplazmik membrandan gecebilir ve gen ekspresyonunu diizenlemek igin

spesifik DNA sekanslarina baglanabilir (Fischer, Kleszczynski, Hardkop, Kruse, &
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Zillikens, 2013). Onceki calismalar, melatoninin hiicrelere niifuz ettikten sonra giiglii
bir serbest radikal temizleme 6zelligine sahip oldugunu (Melhuish Beaupre, Brown,
Gongalves, & Kennedy, 2021; Varoni, Soru, Pluchino Intra, & Iriti, 2016), grantiloza
hiicrelerinin biitiinliiglini korumak i¢in bir antioksidan gorevi gorerek c¢ekirdek,
mitokondri ve plazma zarlarindaki oksidatif stresi azalttigini bildirmistir (Olcese,
2020; Tanabe ve ark., 2015). Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirleri (ROS)
konsantrasyonlar1 ile antioksidan aktivite arasindaki dengesizlik ile karakterize
edilir ve normal metabolizma sirasinda tiretilen serbest radikallerin kademeli olarak
birikmesiyle sonuglanir (He ve ark., 2016). ROS, oosit
olgunlagmasindan fertilizasyona , embriyo gelisimine ve hamilelige kadar
birgok fizyolojik siireci etkiler (Agarwal ve ark., 2005). Hiicrelerin ROS birikimine
kars1 savunma mekanizmalart enzimatik veya enzimatik olmayabilir. Siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPX), ve katalaz
(CAT) gibi enzimler antioksidan savunmayla ilgilidir. Sigir oositlerinde melatonin,
CAT, SOD ve GPX ekspresyonunu yukar1 dogru diizenler (Zhao ve ark., 2017). In
vitro folikiiler gelisim sirasindaki oksidatif stres oosit kalitesini olumsuz etkiler
(Agarwal, Sengupta, & Durairajanayagam, 2018; Kala, Shaikh, & Nivsarkar, 2017).
Bu sekilde kiiltiir ortamindaki antioksidanlarin varligi oksidatif stresi azaltabilir ve in
vitro oosit kalitesini koruyabilir (Luddi ve ark., 2016).

Melatonin, HSP70'in gen ekspresyonunu o6nemli Olgiide yiikseltir. Benzer
sekilde SPKH1 ve BCL2'nin anti-apoptotik ile ilgili genlerini 6nemli 6lgiide etkiler.
Pro apoptotik iligkili genler igin sicaklik stresi farkli aktivitelere sahiptir. Melatonin
Kaspaz 3'li asagi regiile ederken ve p53 ile BAX genlerini yukari regiile eder.
Mitokondri fonksiyonlariyla iligkili SIRT1, AKT2 ve Polg2'nin gen ekspresyonuna
gelince melatonin ekspresyonlarini biiyiik 6l¢tide yukari regiile etmektedir (Li ve ark.,
2015). Sigir in vitro olgunlagma sistemlerinde melatonin takviyesi, olgunlagma ile
ilgili genlerin (GDF9), kumulus hiicresi genislemesiyle iliskili genlerin (PTX3 ve
HAS1) ve epigenetik modifikasyon geninin yukar regiile olmasini1 desteklemektedir
(Tian ve ark., 2014). Olgunlasma ortamina melatonin eklenmesi, sigirlarda oosit
olgunlagma oranini ve kumulus hiicre genislemesini iyilestirmektedir (EI-Raey ve ark.,
2011; Sekil 1).
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Sekil 1. Ekspresyonu yapilan genlerin amplifikasyon egrileri.

2.3. Calismanin Amaci ve Hedefleri

Hayvan tiirlerinde oldugu gibi koyun yetistiriciliginde de genetik materyalin
korunmasi ve verim Ozelligi yiikksek olan bireylerden daha fazla yararlanabilmesi
spermanin dondurulmas: ile mimkiindiir. Dondurulmus sperma ile yapilan suni
tohumlama, embriyo transferi, in vitro fertilizasyon (IVF), klonlama ve intra
sitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) gibi diger yardimci ilireme tekniklerinden
faydalanarak hayvan 1slahinda istenilen noktalara gelinebilir.

Gilinimiizde halen koyun embriyosu iiretiminde istenilen sonuglarin elde
edilememesinde, in vitro maturasyon ve in vitro embriyo lretiminde etkisi olan
sicaklik stresi ve reaktif oksijen tiirlerinin olumsuz etkileridir. Basar1 oranini
arttirilabilmesi kiiltlir ortamlarma ilave edilen antioksidan maddeler araciligiyla
miimkiin olmaktdir. Tamamen 6zgiin olan bu tezde; koyunlarda in vitro maturasyon
sirasinda uygulanan melatonin hormonunun sicaklik stresi iizerine etkisinin tiim
genom c¢apinda incelenerek in vitro embriyo iiretiminde basarimin arttirilmasi
amagclanmistir.

Bu amacla;

1. Melatonin antioksidan 6zelliginden yararlanarak maturasyon ortamina eklenmesi
2. Maturasyon ortaminda agiga ¢ikan ROS’lara melatonin gen diizeyindeki etkisi
3. Maturasyon sonrasi embriyo gelisim asamalarmin  degerlendirilmesi

hedeflenmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Yapilan bu tez calismasi Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dolerme
ve Suni Tohumlama Anabilim Dali Laboratuvarinda Uludag Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi Etik Kurulu’nun 12.10.2021 tarih ve
B.30.2.ULU.0.87.00.00/152 sayil1 onay1 ile gerceklestirildi.

Tezin yapilmasi esnasinda kullanilan tiim kimyasal madde listesi markasi ile

beraber Tablo 18’de verilmistir.

3.1. Cahsma Materyali

Calismada kullanilan ovaryumlar Bursa Et-Balikk mezbahasinda kesimi
gergeklestirilen koyunlardan alinarak zaman kaybedilmeden 35 °C’de 500 ml
%0.9’luk fizyolojik tuzlu su igeren termoslara alinmistir. Istenilen ovaryum miktari
alindiktan sonra hemen vakit kaybetmeden kisa siire icerisinde Bursa Uludag
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dolerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali IVF

laboratuvarina getirilmistir.

3.2. Oositlerin Toplanmasi

Ovaryum ¢evrelerinde bulunan fazla doku ve yaglar kesilerek uzaklastirdi. Diger
kan ve kalintilardan arindirmak amaci ile de {i¢ kez 37 °C’deki PBS den gegirilmistir.
Bu siire¢ zarfinda ovaryumlar islemene alinan kadar 37 °C’de su banyosinda muhafaza
edildi. Ovaryumlarin yilizeyinde bulunan folikiiller bisturi ile belirli araliklarla
kesilerek oncelikle folikiiler sivinin disar1 ¢ikmasi saglandi. Geri kalan kisim ise 20
ml’lik enjektore alinan oosit yikama medyumu (Tablo 12) ile basingli bir sekilde ve
her bir folikiile yaklasik 7-8 ml kullanilarak petri kabina akitildi. Oositler stereo-
mikroskop altinda incelenerek hamilton enjektor yardimiyla segildi. Se¢im isleminde:
oosit etrafinda ii¢ dort sira kumulus hiicresi olmasi, kumuluslarin sik1 bir sekilde ve
hasar gormemis bigimde oositi g¢evrelemesi, oosit caplarinin uygun ve vitellus

dagiliminin homojen olmasi gibi kriterler dikkate alindi.
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3.3. In Vitro Maturasyon

Maturasyon i¢in elde edilen oositler ii¢ kez oosit yikama medyumunda gegirildi.
Daha sonra bir kez maturasyon medyumundan (Tablo 13) gegirilerek giizelce yikandi.
Maturasyon medyumudan gegirildikten sonra daha 6nce hazirlanmis ve inkube edilmis
olan dort kuyucuklu olgunlastirma petrileri igerisine alindi. Bu petrilerin her bir
kuyucugunda 500 pl {izerinde mineral yag kapli medyum bulunmaktadir. Her bir
kuyucuga 50 oosit olacak sekilde yerlestirilip 19-24 saat 39 °C ve 41 °C sicaklikta
neme doyurulmus %5 CO2’li atmosferde olan inkiibatorlerde inkiibe edildi. Bu asama
sonucunda oositler GV asamasindan MII asamasina geldi ve maturasyon islemi
saglandi.

Medyumlar1 hazirlanmasi esnasinda oositlerin maturasyonu i¢in dort farkli caligma
grubuna ayrilmistir. Calisma medyumlar1 her giin taze olarak hazirlandi. Her bir
kuyucuga onceden tartilip hesaplanan melatonin miktarlar1 final hacimde 107 M
olucak sekilde eklenildi.

G39°C : 107" M melatonin igermeyen 39 °C’de kontrol grubu

G39M °C : 10" M melatonin igeren 39 °C’de galisma grubu

G41°C  : 10" M melatonin igermeyen 41 °C’ de kontrol grubu

G41M °C : 10" M melatonin igeren 41 °C’ de galisma grubu hazirlanarak gruplar
elde edildi.

3.4. Gen Ekspresyonu I¢in Maturasyonu Tamamlanms Oositlerin Secilmesi

Kumulus genislemeleri 24 saat sonrasinda; genislememis, kismen genislemis ya
da tamamen genislemis bi¢iminde stereo mikroskobu altinda belirlendi. Kumuluslari
tamamen genislemis olan oositlerin bir kism1 gen ekspresyonu islemleri i¢in 0.5 ml
eppendorf tiiplere alinarak -80 °C’de muhaza edildi.

3.4.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu, Tripure Isolation Reagent ile yapildi. Oosit 6rnekleri bulunan

tiiplere 1 ml TriPure™ eklendi ve tiipler homojenizatér kullanilarak seramic beadler
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yardimiyla homojenize edildi. Bu asamda tiipteki doku homojen bir goriiniim alarak
parcalandi ve tripure isolation reagent etkisiyle pembe bir renk goriinimii aldi.
Homojenize edilen tiipler buza alind1 ve 2 dakika bekletildi. Ardidan 5 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Homojenizatérde hizin ve silirenin etkisiyle 1sinan tiipleri
sogutmak i¢in bu islemler gergeklestirildi. Tiplere 200 pl kloroform eklendi ve 5
dakika bekletildi. Kloroform homojen hale gelen dokuda faz olusumunu
saglamaktadir. Boylece RNA, DNA ve protein ayr1 fazlarda elde edilmis oldu. 12.000
rpm’de 4 °C’ de 20 dakika santrifiij yapildi. Santrifiij sonunda 3 faz meydana geldi
(Sekil 2).
1. Faz (Sulu faz): RNA igeren kisim. (Renksiz)

2. Faz: DNA igeren kisim. (Beyaz renkli)
3

Faz (Organik faz): Protein Iceren kisim. (Kirmizi renkli)

OO

Colorless aqueous phase
— containing RNA

White inlerphase\ Contain DNA
ntain

and protein

Red organic phase—"

Sekil 2. Santrifiij sonu meydana gelen fazlari gériinimii

RNA izolasyonu i¢in renksiz olan 1.faz yeni bir tiipe aktarildi. Yeni tiipe 500 pl
izopropanol eklendi ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Izopropanol RNA’y1,
DNA ve diger safsizliklardan arindirmak i¢in kullanildi. Ardindan 12.000 rpm’ de 10
dakika santrifiij islemi yapildi ve siipernatant atildi. Olusan ¢okelti tizerine 1 ml %75
etonol (EtOH) eklendi. 7500 g’ de 4 °C’de 5 dakika daha santriflij yapildi. Santrifiij
sonunda siipernatant atildi. 57 °C’de EtOH uguruldu. Kalan ¢okelti 50-100 pul RNAse-
free su eklenerek pipetaj yapildi. Elde edilen RNA ’larin konsantrasyonlari ve safliklari
belirlendi.
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3.4.2. RNA konsantrasyonlariin belirlenmesi

Izole edilmis olan RNA’larm konsantrasyonlar1 spektrofotometrik yontemlerle
Olctildii. Elde edilen RNA o6rneklerinin konsantrasyonu ve safliklar1 260 ve 280 nm
dalga boylarindaki absorbanslarmin Slgiilmesiyle belirlendi. Ideal safliktaki kaliteli
RNA’nin A260/A280 absorbans oraninin 1,8-2,0 olast beklenir. Degerlendirmeler

yapilirken bu géz 6niinde bulunduruldu.

3.4.3. cDNA (Komplementer) sentezi

cDNA sentezi, Thermo Scientific™ Revertdid RT Reverse Transcription Kit
kullanilarak asagida belirtilen sekilde gergeklestirildi. RNA 6rnegi cDNA doniistimii
icin 1000 ng konsantrasyonunda kullanildi. Her 6rnek i¢in RNA + Random Hexamer
primer (0,5 pl) + Oligo dT (0,5 ul) + Niikleaz free su’ dan 12 pl’ e eklendi. Hazirlanan
12 ul RNA 6rnegi karigimi 65 °C’° de 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan
buz tizerinde sogutuldu (Tablo 1).

Tablo 1. Ayri ayri her bir reaksiyon i¢in hazirlanan bilesenler

Bilesenler Hacim
RNA 6rnegi 12 ul
5X Reaksiyon Buffer 4ul
Ribolock RNAse Inhibitor (20 U/uL) 1ul
10 mM dNTP Mix 2 ul
Revertaid RT (200 U/pL) 1pl
Toplam Hacim 20 pl

Son hacim 20 pl olacak sekilde yukarida belirtilen reaksiyon bilesenleri RNA
ornekleri lizerine eklenerek 0,2 pl’ lik per tiiplerinde karistirildi ve Thermal Cycler
cihazina yerlestirildikten sonra asagida belirtilen program ile reaksiyon
gergeklestirildi. Cihaz protokolii 25 °C’ de 5 dakika, 42 °C’ de 60 dk ve son olarak 70
°C’ de 5 dakika seklinde uygulandi. (Thermal Cycler Cihazi, Veriti™ 96 well Thermal
Cycler, Thermo Fischer Scientific, Waltman, USA) Elde edilen cDNA’lar Real-Time
PCR i¢in hazir halde -20 °C’ de saklandi.
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3.4.4. Primer dizayni

Secilen target gen bolgeleri ve referans gen bolgeleri i¢in kullanilacak olan
primerler, Ovis cinsine spesifik olarak mRNA panel olarak ¢alisildi. Calisilacak olan
her gen bdlgesi igin primer seti 96 well platelere gomiilii olarak alinan setler kullanildi.
Referans gen olarak GAPDH (Gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz) ve ACT-  (Aktin
B) kullanildi.

3.4.5. Real-Time PCR (qPCR)

Sentezlenen cDNA” lar, belirtilen gen bdlgeleri i¢in dizayn edilen paneller ile
LightCycler® 480 SYBR Green I Master kullanilarak Roche LightCycler 480 II cihazi
ile calisildi. Calismada kullanilacak olan her bir primer, spesifik oldugu koyun
cDNA’s1 ile hazirlanip cihaza yiiklendi. Reaksiyon tiipiinde, tek bir reaksiyon igin
bilesenlerin her birinden (cDNA hari¢) eklendi ve reaksiyon sayisi ile ¢arpilarak
reaksiyon karigimi hazirlandi. Platelere her bir reaksiyon ig¢in 17 pl reaksiyon
karsimindan transfer edildi. 3 ul cDNA 6rnegi her bir kuyucuga son reaksiyon hacmi
20 pl olacak sekilde ilave edildi. Hazirlanan platelerin iizeri kapatilarak plate santrifiij

cihazi ile santrifiij edildip cihaz protokolii ile ¢alisma yapildi (Tablo 2).

Tablo 2. PCR cihazi termal programi

PRE-
Program Adi L AMPLIFIKASYON MELTING CURVE SOGUTMA
INKUBASYON
Analiz Modu Yok Kuantifikasyon Modu Erime Egrisi Modu Yok
Dongii Sayisi 1 45 1 1
Hedef Sicaklik
95 95 60 72 95 65 97 40
[°C]
Stire (sn) 300 10 20 5 5 60 0 30
Sicaklik Artig
4.8 4.8 2,5 4.8 4.8 25 0,11 25
Hiz1 [°C/s]
Okuma Modu - - - Tek - - Stirekli

3.4.6. Real-Time PCR analizi

Real Time PCR analizi sonunda elde edilen veriler absolut ve relative
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kantitasyon (Absolute Quantification ve Advanced Relative Quantification)
yontemleri ile analiz edildi. Elde edilen sonuglarda relative kantitasyon yapabilmek
icin target gen Ct degerleri ACT- B (Aktin B) ile normalize edilerek ekspresyon
degerleri bulundu. Iki aday referans genin giivenilirligi RefFinder online analiz

programi kullanilarak gerceklestirildi (Sekil 3).

Comprehensive Ranking Delta CT BestKeeper Normfinder Genorm

Genes Geomean of ranking values
ACTBCT 1.00
GAPDHCT 1.68

Comprehensive gene stability

1.6
1.4

1.2

0.a

).6

0.4

0.2

° ACTBCT GAPDHCT
<== Most stable genes Least stable genes ==>
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Sekil 3. iki aday gen giivenilirligi analizi

3.5. Fertilizasyon I¢in Sperma Hazirlanmasi

Hiperaktif spermatozoonlar1 ayristirmak amaciyla kullanilacak olan percoll
gradient teknigi icin 10 ml deney tiipli hazirlandi. Percoll-SOF gradients %90 ve
%45’lik olmak iizere iki tabaka halinde tiiplere yerlestirildi. 2 ml 1:1 oraninda
karistirilmis percoll-SOF ve HSOF (%45°lik percoll-SOF) konik dipli 10 ml’lik
santrifiij tiipii iginde bulunan 2 ml hacmindeki %90°1ik percoll-SOF {iizerine dikkatlice
iki soliisyon karigmayacak sekilde tabakalandirilarak koyuldu. Fertilizasyon amaci ile
onceden dondurulmus sperma kullanildi. Cozdiiriilen spermadan 200 pl alinarak,

sperma %45°lik percoll soliisyonunu iistiine tabakalandirilarak koyuldu. Sperma
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koyulduktan sonra hazirlanmis olan tiipler 1140 g santrifiij giiciinde 15 dakika
santrifiije edildi. Santrifiij isleminden sonra istteki percoll tabakalar1 dikkatli bir
sekilde alinip atildi. Tiipilin dip kisminda spermatozoonlar tarafindan olusturulan pellet
tekrar 2 ml HSOF ile sulandirildi ve 500 g santrifiij giiciinde 6 dakika santrifiij edildi.

Ustteki siipernatant aliarak atildi. Tiipte geriye kalan spermatozoon sayisi belirlendi.

3.6. In Vitro Fertilizasyon

In vitro maturasyonu takiben genislemis kumulusa sahip olan oositler olgunlasma
ortamindan alind1 ve kumulus hiicreleri ile korana hiicreleri HSOF i¢inde 3-5 dakika
hafifce pipetlenerek uzaklastirildi. Oositler kumulus hiicreleri uzaklastirildiktan sonra
%?2 sheep serum (SS) destekli bikarbonat tamponlu sentetik ovidukt sivisi iginde
(BSOF) bir kez yikandi. Temizlenmis olan oositler tizeri 400 pl mineral yag ile
ortiilmiis 500 pul BSOF + SS iceren 4 kuyucuklu petrinin kuyucuklarina aktarilacaktir.
Her bir kuyucuk i¢inde 50 oosit koyuldu. Fertilizasyon petrilerine aktarilan oositler
percoll gradient teknigi ile elde edilmis olan sperma ile fertilize edildi. Fertilizasyon
ortamina spermatozoonlar final konsantrasyonu 0,6—1 x 106 sperm/ml olacak sekilde
ayarlandi. Fertilizasyon siireci neme doyurulmus %5 CO:’li atmosferde ve 39 °C ve

41 °C sicaklikta 19-21 saat siire ile gerceklestirildi.

3.7. In Vitro Kiiltiir

BSOF + SS ortaminda 19-21 saat siirdiiriilen in vitro fertilizasyon isleminden
sonra zigot olarak varsayilan hiicreler iki kez HSOF icinde yikandiktan sonra bir kez
de SOF icinden gegirildi. Onceden hazirlanmis ve inkiibe edilmis dort kuyucuklu
petrilerin her bir bélmesi i¢ine 400 pl mineral yag ile ortiilmiis 500 pl SOF I konuldu.
Fertilizasyon ortamindan alinip yikanarak tizerindeki spermatozoonlardan arindirilmis
olan olasi zigotlar dnceden 39 °C ve 41 °C sicakliktaki neme doyurulmus ortamda (%5
CO») ekilibre edilmis petriler igine alindi. Her bir kuyucuk i¢ine 50 hiicre koyuldu.
Inkiibasyonun dérdiincii giiniinde elde edilen embriyolar SOF II stoga aktarilds.

Embriyonik gelisimler takip edildi.
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3.8. Istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen sonuglarin degerlendirilmesinde SPSS 23 programi kullanildi.
Embriyonik degerlendirmeler Ki Kare testi ile degerlendirildi. Gen ekpresyon
degerlendirilmeleri ise One-Way ANOVA ve Tukey testleri ile degerlendirildi. Tiim
degerlendirmelerde P<0,05 diizeyinin istatiksel fark anlaminda énemli oldugu kabul
edildi. Calismada sonuglarin anlamli olmasi igin hem embriyonik hem de gen

ekpresyonlarinda her bir grup en az 5 kez tekrarlandi.

3.9. Tez Cahismasi Siiresince Kullamilan Stok Soliisyonlar:

Tablo 3. Bikarbonat Stok Soliisyonu

Bikarbonat Stok (B)

NaHCO; 1,059

Milli-Q su son hacim 50 ml

Soliisyon hazirlandiktan sonra 0.22 um filtreden gegirilip sterilize edildi. 4 °C sicakliktaki buzdalobinda
muhafaza edildi. (2 Hafta)

Tablo 4. Hepes Stok Soliisyonu

Hepes Stok (H)

Na Hepes 1,627 g
Hepes (Free Acid) 159

Milli-Q su son hacim 50 ml

Soliisyon hazirlandiktan sonra 0.22 um filtreden gegirilip sterilize edildi. 4 °C sicakliktaki buzdalobinda
muhafaza edildi. (2 Ay)

Tablo 5. Tuz Karisimi Stok Soliisyonu

Tuz Karigimi Stok (S2)

NaCl 3,147 g
KCl 0,267 g
NaH,PO, 0,027 g

Milli-Q su son hacim 50 ml

Soliisyon hazirlandiktan sonra 0.22 um filtreden gegirilip sterilize edildi. 4 °C sicakliktaki buzdalobinda
muhafaza edildi. (3 Ay)
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Tablo 6. Laktat Stok Soliisyonu

Laktat Stok (L)

Na Lactate 2,35 ml

Milli-Q su son hacim 50 ml

Soliisyon hazirlandiktan sonra 0.22 um filtreden gegirilip sterilize edildi. 4 °C sicakliktaki buzdalobinda
muhafaza edildi. (2 Ay)

Tablo 7. Glikoz Stok Soliisyonu

Glitkoz Stok (G)

Glucose 279 mg

Milli-Q su son hacim 25 ml

Soliisyon hazirlandiktan sonra 0.22 um filtreden gegirilip sterilize edildi. 4 °C sicakliktaki buzdalobinda
muhafaza edildi. (2 Ay)

Tablo 8. Kalsiyum Stok Soliisyonu

Kalsiyum Stok (C)

CaCl,2H,0 630 mg

Milli-Q su son hacim 25 ml

Soliisyon hazirlandiktan sonra 0.22 um filtreden gegirilip sterilize edildi. 4 °C sicakliktaki buzdalobinda
muhafaza edildi. (3 Ay)

Tablo 9. Magnezyum Stok Soliisyonu

Magnezyum Stok (M)

Milli-Q su son hacim 25 ml

Soliisyon hazirlandiktan sonra 0.22 pum filtreden gecirilip sterilize edildi.
4 °C sicakliktaki buzdalobinda muhafaza edildi. (3 Ay)

Tablo 10. Antibiyotik Stok Soliisyonu

Antibiyotik Stok (PS)

Penicilin 187,5 mg
Hepes (Free Acid) 125 mg

Milli-Q su son hacim 25 ml

Soliisyon hazirlandiktan sonra 0.22 um filtreden gegirilip sterilize edildi. 500 pl’lik hacimlere boliiniip
ependorlari iginde -20 °C sicaklikta derin dondurucuda muhazafa edildi.
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Tablo 11. Percoll SOF Soliisyonu Hazirlanmasi

Percoll SOF Soliisyonu
S2 Stok 5ml
Na Hepes 137 mg
Hepes (Free Acid) 126 mg
D Stok 0,5 ml
M Stok 0,5ml
Percoll 50 ml

Percoll-SOF’un pH’s1 7,2-7,4, osmotik basinc1 280-300 mOsmol/kg’a ayarlandi. Filtre edilmeden 4°C
sicakliktaki buzdolabinda 1 ay boyunca muhafaza edilerek kullanildi.

3.10. Calismasi Siiresince Kullanilan Medyumlar

Tablo 12. Oosit Yikama Medyumu Hazirlanist

Oosit Yikama Medyumu
TCM 199 24759
H Stok 21 ml
B Stok 4ml
Kanamisin 19mg
Heparin 2,5mg
Milli-Q su son hacim 250 ml

Hazirlanan soliisyon 0.22 pum filtreden gegirilerek sterilize edildi. 4°C sicakliktaki buzdolabinda
muhafaza edilerek 3 ay kullanildi. Oosit elde edilmesi sirasinda kullanilacak bu medyum, uygulama
yapilmadan bir saat dnce buzdolabindan ¢ikartild1 ve icerisine 300 mg/100 ml oraninda BSA Fract V
ve % 1 oraninda PS ilave edildi. Medyumun ozmotik basinci 283+10 mOsmol/kg’a, pH’s1 7,2—7,4’¢,
ayarlanarak 0.22 pm filtreden gecirildi ve 37°C sicakliktaki etiiv de kullanilana kadar bekletildi.

Tablo 13. Oosit Olgunlagtirma Medyumu Hazirlanist

Oosit Olgunlastirma Medyumu

Kangimdan 9 ml

kimyasallar ilave edildi

TCM 199 95 mg
NaHCO; 22 mg
Milli-Q su son hacim 10 ml

alinarak asagida

FSS 1ml

Na Pyruvat 0,33 mg

Gentamisin 0,55 mg
FSH 10 pg/ml
LH 25 pg/ml
EGF 25 pg/ml
Melatonin* 10"M

bulunan

*Melatonin sadece ¢aligma gruplarina eklendi. Hazirlanan soliisyonun pH’s1 7,9’a ozmotik basinci
283+10 mOsmol/kg’a ayarland1 ve 0.22 pm filtreden gecirilerek sterilize edildi. Oositleri aktarmadan
en az 6 saat once 39°C sicaklik ve %5 CO; ayarli inkiibatorde inkiibe edildi. Medyum giinliik olarak
hazirland1 ve kullanildi.
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Tablo 14. Hepes Tamponlu SOF Medyumu Hazirlanist

Hepes Tamponlu Sof Soliisyonu (HSOF)
S2 Stok 5ml
H Stok 4,2ml
B Stok 0,8ml
D Stok 0,5 ml
M Stok 05ml
L Stok 0,5ml
G Stok 2ml
PS Stok 0,5 ml
Na Pyruvate 1,8 mg
Glutamine 0,250 pl
BSA (Fraction V) 150 mg
Kanamisin 3,8 mg
Milli Q Su 50 ml
Phenol Red 0,5 mg

pH’s1 7,2-7,4, osmotik basinct 283+10 mOsmol/kg’a ayarlandi. 0.22 pum filtreden gegirildi. 4°C
sicakliktaki buzdolabinda 1 ay boyunca muhafaza edilerek kullanildi.

Tablo 15. In Vitro Fertilizasyon Medyumu Hazirlanist

In Vitro Fertilizasyon Soliisyonu (BSOF)
S2 Stok 1ml
B Stok 1ml
D Stok 0,2ml
M Stok 0,1 ml
L Stok 0,3ml
PS Stok 0,1 ml
Na Pyruvate 1,08 mg
Glutamine 50 ul
Kanamisin 3,8mg
Milli Q Su 50 ml

Hazirlanan soliisyondan 40 pl ¢ikartildi ve 40 pl PHE, heparin, sperma ilave edildi. PH’s1 7,9’a ozmotik
basinc1 283+10 mOsmol/kg’a ayarlandi ve 0,22um filtreden gegirilerek sterilize edildi. Oositleri
aktarmadan en az 6 saat dnce 39 °C sicaklik ve %5 CO; ayarli inkiibatorde inkiibe edildi. Medyum
giinliik olarak hazirland1 ve kullanildi.
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Tablo 16. In Vitro Kiiltiir I Medyumu Hazirlanigt

In Vitro Kiiltiir Soliisyonu (SOF-I)
S2 Stok 1ml
B Stok 1mi
D Stok 01ml
M Stok 0,1 ml
L Stok 0,1 ml
PS Stok 0,1 ml
Na Pyruvate 0,36 mg
Glutamine 15,8 ul
Kanamisin 0,8 mg
Phenol Red 0,1 mg
BSA (Fatyy Acid Free) 40 mg
MEM-amino asit 200 pl
MEM-non esansiyel 100 pl
Amino asit
Milli Q Su 10 ml

Medyumun ozmotik basmcr 283+10 mOsmol/kg’a, pH’st 7,9’a ayarlanarak 0.22 pm filtreden
gecirilerek steril edildi. Oositleri aktarmadan en az 6 saat 6nce 39°C sicaklik ve %5 CO2 ayarh
inkiibatdrde inkiibe edildi. Medyum giinliik olarak hazirland1 ve kullanild:.

Tablo 17. In Vitro Kiiltiir Il Medyumu Hazirlanist

In Vitro Kiiltiir Soliisyonu (SOF-11)
S2 Stok 1ml
B Stok 1ml
D Stok 0,1 ml
M Stok 0,1 ml
L Stok 0,1 ml
PS Stok 0,1 ml
Na Pyruvate 0,36 mg
Glutamine 15,8 ul
Kanamisin 0,8 mg
Phenol Red 0,1 mg
MEM-amino asit 200 pl
MEM-non esansiyel 100 pl
Amino asit
Milli Q Su 10 ml

Karigimdan 500 pl ¢ikartildi ve 500 pl FCS ve 240 pul G STOK eklendi. Medyumun ozmotik basinci
283410 mOsmol/kg’a, pH’st 7,9’a ayarlanarak 0.22 pum filtreden gegirilerek steril edildi. Oositleri
aktarmadan en az 6 saat 6nce 39°C sicaklik ve %5 CO2 ayarl inkiibatorde inkiibe edildi. Medyum
giinliik olarak hazirlandi ve kullanildi.
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Tablo 18. Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

Sarf Malzeme Ad1 Marka

Follicle Stimulating Hormone (FSH) From Ovine Pituitaries Sigma
Luteinizing hormone from ovine pituitaries Sigma
Fotal Sheep Serum 500 ml Sigma
Bovine Serum Albumin Fraction V Fatty Acid Free 5 g Sigma
Bovine Serum Albumin Fraction V 50 g Sigma
Medium 199 powder Sigma
Medium 199 liquid 100 ml Sigma
MEM Aminoacid Solution(50x) 100 ml Sigma
MEM Non Essential Aminoacid Solution(100x) 100 ml Sigma
Hyaluronidase 30 mg Sigma
Heparin Sigma
Di-Sodium Hydrogen Phosphate (Na2HPO4) 500 g Sigma
Sodium phosphate dibasic dihydrate (Na2HPO4.2H20) Sigma
Potassium hydrogen phosphate (KH2PO4) 100g Sigma
Sodyum Kloriir (NaCl) 500 g Sigma
KClI cell culture tested Sigma
NaH2PO4 anhidrous Sigma
Glucose Anhydrous 100 g Sigma
Sodium Lactat syrup %60 (w/w) embryo tested Sigma
Embryo Tested Water 500ml Sigma
Percoll 500 ml Sigma
Mineral Oil Embryo Tested 11t Sigma
Gentamicin Siilfate 50 mg Sigma
Kanamycin Monosulfate Sigma
Penicilin G 10.000.000 units Sigma
Penicillin -Streptomycin Solution (100 x ) 100 ml Sigma
Calium Chloride dihydrate cell culture tested Sigma
MgCI2.6H20 Sigma
Na- HEPES cell culture tested Sigma
Na-Pyruvat Sigma
Hepes (free acid) (Embryo tested) Sigma
Melatonin Sigma
TriPure Isolation Reagent Roche
Isopropanol Merck
EtOH Merck
Invitrogen™ UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water Thermo
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit Thermo
LightCycler® 480 SYBR Green I Master Roche
Custom LNA mRNA Panels Qiagen
Filtreli pipet uglar1 (10,100,1000 pl) ISOLAB
0,2 mL PCR tiipii Thermo
1,5 mL steril mikrosantrifiij tipl ISOLAB
MagNA Lyser Green Beads Roche
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4. BULGULAR

In vitro maturasyon ortamda kullanilan oositler tizerine yapilan ¢alismada kiiltiir
ortamina maturasyon zamaninda farkli sicaklilarda eklenen melatonin dozu in vitro
fertilizasyon ve blastosist olusumu tizerine olan etkisinin incelenmesi amaciyla 4 farkli
grup olusturuldu. G39 ve G41 kontrol gruplari, G39M ve G41M 107 M melatonin
iceren in vitro maturasyon medyumlar: kullanilarak in vitro fertilizasyon ve blastosist
tizerine etkileri incelendi. Tiim gruplarindan elde edilen maturasyon sonrasi oositler
melatoninin sitoplazmik olgunlasma, kumulus genislemesi, sicaklik stresi ve
mitokondriyal fonksiyonlarina iliskin gen ekspresyonlari incelenerek maturasyon
sonras1 sicaklik stresi, ROS gelisiminin giiglii antioksidan 6zelligi olan melatonin
baglantisi incelendi (Sekil 4; Sekil 5). Aynm zamanda elde edilen oositlerin Bax, Bcl-2
gibi apoptoz faktorlerinin ekspresyon diizeyleri de incelenerek melatoninin bu
faktorler tizerine etki edip etmedigi arastirildi. Maturasyon sonrasi alinan oositler tiim
gruplarda biyolojik tekrar yapilarak elde edildi. RNA izolasyonlari ¢ok sayida oositten
elde edilerek gercek zamanli PCR islemleri yapilmis ve her bir 6rnege 3 PCR tekrar:
yapildi. Normalizasyonlar GAPDH ve ACT- B ekspresyonuna gore diizenlendi. Bagil
ekspresyonlar da kontrol grubuna (0 melatonin) gére normalize edilerek yorumlandi.
In vitro maturasyon i¢in ¢alismada G39 i¢in 440, G39M igin 438, G41 igin 438, G41M
i¢in de 358 oosit kullanildi. Toplamda 1676 oosit kullanildi. Maturasyon sonrasi her

gruptan 100 adet oosit gen ekspresyon analizi i¢in alindi. Geriye kalan mature oosit
sayilari, boliinen hiicre, marula, blastosist hiicre sayilari sonuglar1 Tablo 19°da verildi.

Tablo 19. In Vitro Fertilizasyon sonucunda elde edilen degerler

Grup n Boliinme Morula Blastosist
% % %
102° 36° 16*
G39 338(5)
(%30) (%35,30) (%15,68)
136° 62° 28P
G39M 340(5)
(%40,23) (%45,69) (%20,59)
29¢ 4¢ 0°
G41 138(5)
(%21,01) (%2,89) (%0)
85% 292 142
G41M 258(5)
(%32,94) (%34,12) (%16,48)

a,b,c: Ayni siitunda farkli harf tasiyan ortalamalar arasi fark énemlidir (P<0.05)
n: Maturasyon sonrasi mature olup fertilizasyona alinan oosit sayisi
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4.1. In Vitro Fertilizasyon Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

Oositlerin IVM asamasinda melatonin ile muamelesinin boliinme ve blastosist
oranlarina olan etkileri incelendi. Bu amagla IVM ortamina 2 farkli sicaklikta
melatonin eklendi. Boliinme oranlart kiyaslandiginda en yiiksek oran G39M ile G41M
ve en diisiik deger G41 elde edildi ve istatiksel olarak anlamli bir fark vardi (P<0.05).
Morula oranlarinda ise en yiiksek deger G39M gozlenirken en disiik deger G4lelde
edildi (P<0.05; Sekil 6). Elde edilen blastosist (Sekil 7) oranlar1 en iyi G39M de elde
edildi. Buna gore melatonin sicaklik stresinde boliinme ve marula asamasinda etki

gosterirken blastosit asamasinda anlamli 6l¢lide azalma olmustur (P<0,05).

Sekil 4. Slicing Sonrast Se¢ilmis Oositlerin Goriintiisii
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Sekil 5. Mature Olmus Oositlerin Goriintiisii

Sekil 6. In vitro Kiiltiiriin Farkli Asamalarimdaki Embriyolar
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Sekil 7. Kiiltiirtin 7. Giinii Expanding Blastosist

4.2. Gen Ekspresyon Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

4.2.1. Anti apoptotik gen ekspresyon sonuglari

Apoptoz yollarinin entegrasyonu, anti-apoptotik BCL-2 ve Pro-apoptotik BAX,
iyeleriyle BCL-2 protein ailesinin fonksiyonunda karmasik bir dengeye baglidir.
Calismamizda yapmis oldugumuz degerlendirmeler sonucunda BAX gen diizeyinde
istatiksel olarak anlamli bir fark vardir (P<0,05). Bcl2 geni ise yukari dogru regiile
olmus olup anlamli bir fark ¢cikmamuistir. Gruplara ait gen ekpresyon degerleri grafiksel

olarak verilmistir (Grafik 1-2).
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Grafik 1. Gruplara ait Bcl2 genine ait relatif mRNA ekspresyon degerleri. G39M, G39 ile G41M,
G41 ile kargilastirilmig olup aralarinda fark yoktur (P> 0,05).
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Grafik 2. Gruplara ait BAX genine ait relatif mRNA ekspresyon degerleri. G39M, G39 ile G41M,
G41 ile karsilastirilmis olup aralarindaki fark anlamlidir (P< 0,05).

4.2.2. Kumulus hiicrelerinde embriyo gelisimi ile ilgili gen ekspresyonlari

Calisma gruplarinda oositlerde PTX3 (pentraksin 3), HAS2 (hyaluronan sentaz 2)
ve EGFR'nin (epidermal biiylime faktorii reseptorii) gen ifadeleri kumulus hiicre
genislemesindeki  melatonin  tedavisi ile yukar1 regiile edilirken (P <0.05),
melatonin FSHR (folikiil uyarict hormon reseptdrii) veya LHR (liiteinizan hormon

reseptoril) ekspresyonlari lizerinde anlamli bir etkiye sahip degildi (Grafik 3-7).
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Grafik 3. Gruplara ait PTX3 genine ait relatif mRNA ekspresyon degerleri. G39M, G39 ile G41M,
G41 ile karsilastirilmig olup aralarindaki fark anlamlidir (P< 0,05).
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Grafik 4. Gruplara ait HAS2 genine ait relatif mRNA ekspresyon degerleri. G39M, G39 ile G41M,
G41 ile karsilastirilmig olup aralarindaki fark anlamlidir (P< 0,05).
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Grafik 5. Gruplara ait EGFR genine ait relatif mRNA ekspresyon degerleri. G39M, G39 ile G41M,
G41 ile karsilastirilmis olup aralarindaki fark anlamlidir (P< 0,05).
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Grafik 6. Gruplara ait LHR genine ait relatif mRNA ekspresyon degerleri. G39M, G39 ile G41M,
G41 ile karsilastirilmis olup aralarinda fark yoktur (P> 0,05).
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Grafik 7. Gruplara ait FSHR genine ait relatif mMRNA ekspresyon degerleri. G39M, G39 ile G41M,
G41 ile karsilastirilmis olup aralarinda fark yoktur (P> 0,05).

4.2.3. Mitokondri fonksiyonlari ile ilgili genlerin ekspresyonu

Mitokondriyal fonksiyonlarin maturasyon ortaminda sicaklik stresine bagl
etkileri ti¢ gen ele alinarak incelenmistir. SIRT1, AKT2 ve Polg2 genleri melatonin
tedavisi ile yukar regiile olmuslardir (P <0.05), ekspresyonlar1 mitokondriyal islevi
koruma iizerinde anlamli bir etkiye sahip olmuslardir (Grafik 8, Grafik 9, Grafik 10).
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Grafik 8. Gruplara ait SIRT1 genine ait relatif mRNA ekspresyon degerleri. G39M, G39 ile G41M,
G41 ile karsilastirilmig olup aralarindaki fark anlamlidir (P< 0,05).
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Grafik 9. Gruplara ait AKT2 genine ait relatif mRNA ekspresyon degerleri. G39M, G39 ile G41M,
G41 ile kargilastirilmig olup aralarindaki fark anlamlidir (P< 0,05).
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Grafik 10. Gruplara ait Polg2 genine ait relatif mRNA ekspresyon degerleri. G39M, G39 ile G41M,
G41 ile karsilastirilmig olup aralarindaki fark anlamlidir (P< 0,05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Gilintimiizde biyoteknolojik yontemler kullanarak hayvan 1slahini hizlandirmak ve
hayvanlarin verim diizeylerini artirmak miimkiin goriilmektedir. Hayvan iireme
biyoteknolojisinde spermanin dondurulmasi, in vitro fertilizasyon ile embriyo iiretimi
ve spermanin fertilizasyon yeteneginin degerlendirilmesi, suni tohumlama yoluyla disi
hayvanlarin gebe birakilmasi 6nemli yer tutmaktadir. Bu uygulamalardan, suni
tohumlama, embriyo transferi, klonlama ve in vitro fertilizasyon (IVF) teknigi ile
istenilen oOzelliklerde dogal iiremeye gore daha fazla sayida yavru elde
edilebilmektedir. Bu teknikler nesli kaybolmak iizere olan hayvanlarin korunmasinda
ve yeniden canlandirilmasinda da onemli bir yere sahiptir (Byrd ve ark., 1997).
Ozellikle in vitro fertilizasyon teknigi ile seksiiel olgunluga ulasmamis geng
hayvanlarda oldugu gibi, mezbahaya zorunlu olarak sevk edilen degerli hayvanlardan
da yararlanilabilmektedir.

Koyun yetistiriciliginde {iretimin artirilmasi, hayvan basina elde edilen verimlerin
yiikseltilmesiyle gerceklestirilebilir. Tiirkiye’de koyunlarin bircogu genetik
kapasiteleri dar, diisiik verimli yerli irklardan olugsmaktadir. Mevcut olan koyun varlig
bilimsel, modern uygulamalardan yoksun daha ¢ok geleneklere bagli idare altindadir.
Tiirkiye’de koyunlardan elde edilen toplam et, siit ve yapagi miktar1 genetik yapinin
ve cevrenin 1iyilestirilmesiyle c¢ok o©Onemli miktarda artirilabilir. Bu durum
koyunculugun {ilke ekonomisinde Onemini siirdiireceginin bir gostergesidir
(Kaymake¢i, & Sonmez, 1992). Koyun islahinda hizli genetik ilerlemenin
saglanabilmesi i¢in genetik 6zellikleri bilinen ve bu genetik 6zelliklerini basarili bir
sekilde yavrularina aktarabilen koyunlarin oositleri toplanip, aym 6zelliklere sahip
koglarin spermalari ile kaliteli embriyolar elde etmek ile miimkiindiir. Bu sebeple in
vitro embriyo {iretiminde basarili sonuglar elde etmek igin en uygun kiiltiir
ortamlarmnin belirlenip gelistirilmesi zorunludur. Embriyolarimn in vitro iiretimi, diinya
capinda giderek daha fazla uygulanmaktadir ve son yapilan kayitlara gére 2010 yilinda
tiretilen sigir embriyolarinin iigte biri in vitro olarak elde edilmistir (Stroud, 2011).
Oositlerin in vitro olgunlagmasi, in vitro embriyo siirecindeki en 6nemli adimlardan
biridir ve bu siirecin basarisi igin ¢ok 6nemlidir (Adona, Pires, Quetglas, Schwarz, &
Leal, 2008; Lee, Jung, & Seo, 2016).

Yardimci tireme teknikleri in vitro olgunlasma, dollenme ve embriyo kiiltiirii
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protokolleri son on yilda biiyiik 6l¢iide iyilestirilmistir. Fakat buna ragmen tiretilen
sadece birkag embriyo gelisimini tam olarak gergeklestirilebilmistir. Bunun baslica
nedeni, in vivo kosullari taklit edemeyen optimal in vitro kosullarin tam olarak
saglanamamasi, bu da her iki kosul arasinda artan reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve
reaktif nitrojen tiirleri (RNS) farkliliga yol agmaktadir. (Agarwal, Said, Bedaiwy,
Banerjee, & Alvarez, 2006).

Koyunlarin 6strusta maruz kaldiklar1 1s1 stresi, déllenmeden sonra gelisim ig¢in
oosit verimliligini azaltmaktadir (Putney, Drost, & Thatcher, 1988). Bu 1s1 stresi etkisi,
olgunlasan oositin mitokondriyal islevini bozabilir (Rodrigues ve ark., 2016; Payton
ve ark., 2018), yeterli niikleer olgunlagsmasinin tamamlanmasini azaltabilir (de Castro
e Paula & Hansen, 2007; Meiyu, Liu, & Roth, 2015; Roth, & Hansen, 2004; Roth, &
Hansen, 2005) ve olusan embriyolarin blastosist asamasina gelmesini tehlikeye
atabilmektedir (Nabenishi ve ark., 2012; Rodriques ve ark., 2016; Roth, & Hansen,
2004). Ayn1 zamanda in vitro embriyo lretiminde sicaklik stresinin 6nemli etkileri
bulunmaktadir. Bu etkilerden biri, ROS iiretiminin asir1 olarak artmasi ve glutatyon
(GSH) igerigini diistirmesi nedeniyle oksidatif stresin meydana gelmesidir (Li ve ark.,
2015). Oksidatif stres, hiicrelerin normal fizyolojik islevlerini tehlikeye atan, hiicre i¢i
yapinin bozulmasina neden olan ve sonunda hiicre 6liimiine yol acan en yaygin
faktorlerden biridir. Bu nedenle in vitro ve in vivo kosullarda oosit olgunlagsmasini
olumsuz etkiler (Li ve ark., 2015). Sicaklik stresi, oositi ¢evreleyen kumulus
hiicrelerinin hem niikleer hem de sitoplazmik olgunlasmasini ve islevini bozmakta,
apoptozu indiiklemekte ve mitokondriyal aktiviteyi azaltmaktadir (Hansen, 2009; He
ve ark., 2016; Nabenishi ve ark., 2012; Roth, 2008).

Glutatyon, in vitro olgunlagma siirecini oksidatif stresten koruyan baslica serbest
tiyol olan non-protein siilthidril kimyasallarindan biridir (Meister, 1983; Tatemoto,
Ootaki, Shigeta, & Muto, 2001). Giiglii ve siki kumulus hiicrelerinin, in vitro
olgunlagma siirecinde glutatyon (GSH) sentezledigi bilinmektedir ve bu sentezlenen
GSH, ardindan oositlerin ooplazmasinda birikir (Yoshida, Ishigaki, Nagai, Chikyu, &
Pursel, 1993). Ovaryumda oositin biiylimesi ve olgunlagmasi sirasinda, glutatyon
igerigi, oositin ovulasyon zamanina yaklastik¢a artmaya baslar (Perreault, Barbee, &
Slott, 1988). Dollenmeden sonra, GSH, oosit aktivitesi ile birlikte, spermin ve sperm

basinin erkek pronukleusuna déniisiim siirecine katkida bulunur. Ote yandan, GSH,
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amino asit tagima, protein sentezi, disiilfit seviyesinin diistiriilmesi ve oksidatif hasara
karst savunma gibi bircok mekanizmaya katkida bulunur. In vitro olgunlasma,
dollenme ve embriyo gelisimi sirasinda oositleri/embriyolar1 oksidatif hasara karsi
korumak i¢in antioksidanlarin takviye edilmesi gerekmektedir.

Yapilan calismalarin sonuglart genel olarak embriyo kiiltiirlerine antioksidan
eklemenin faydali oldugunu gostermektedir. Klinik etkileri iizerinde c¢alisilan
antioksidanlarin uygulanmasina iliskin daha fazla calisma yapilmasi gerekmektedir. In
vitro tdretilen embriyo sayisinin artmasiyla birlikte, in vitro embriyo iiretim
sistemlerinin ve antioksidan takviyesinin in vitro olgunlagsma ve embriyo tiretim kiltiir
sistemlerinin optimizasyonunun oOnemi artacaktir. Sigirlarda in vitro embriyo
iretiminin 6nemi artarken, kiigiik ruminat hayvanlarda in vitro embriyo tiretiminin
Oonemi de artmakta ve bu konuda yapilan ¢alismalar her gecen giin artmaktadir. Diinya
genelinde iklim degisikligi ve pandemi gibi nedenlerle ortaya ¢ikan gida sikintis1 bu
calismalar1 zorunlu kilmaktadir. Dolayisiyla, kiigiik ruminant hayvanlarda in vitro
oosit olgunlagsma ve embriyo kiiltiir sistemlerine antioksidan takviyelerinin eklenmesi
onemini koruyacaktir. Goriinlise gore, antioksidanlar gelecekte de uzun bir siire
boyunca arastirilmaya devam edeceklerdir. Buradaki 6nemli nokta, sadece antioksidan
olarak bilinen bilesiklerle ¢calismak degil, ayn1 zamanda dogada, bitkilerde veya diger
kaynaklarda bulunan bilesiklerin antioksidan etkilerini kesfetmektir. Ote yandan,
aragtirilacak antioksidan hakkinda onceden bir fikre sahip olmak da Onemlidir.
Antioksidanin ucuzlugu, benzersiz etkileri, yan etkileri ve arastirilacak alan igin
uygunlugu da 6n arastirmalara tabi tutulmalidir. Cesitli ¢alismalarda, antioksidan
takviyesinin etkisi arastirilmis ve olumlu veriler elde edilmistir (Perreault ve ark.,
1988; Yoshida, Ishigaki, & Pursel, 1992; Yoshida ve ark., 1993).

Embriyolarin in vitro iiretimi sirasinda, oositleri ve embriyolari zararli etkilerden
korumak igin gesitli enzimatik ve non-enzimatik ROS-RNS temizleyicileri kullanilir.
Pineal bez tarafindan salgilanan bir triptofan tiirevi olan melatonin (N-asetil-5-
metoksitriptamin) kolayca bulunabilen bir antioksidan ve anti-apoptotik ajan olup;
radikalleri ve tiirevlerini temizler, antioksitatif enzimleri uyarir, GSH seviyelerini
yiikseltir (Li ve ark., 2015), hiicreler ve organlarda pro-oksidatif enzimleri inhibe eder
(Galano, Tan, & Reiter, 2011). Melatonin ayni1 zamanda mitokondriyal hedefli bir

antioksidandir ve ROS’u temizleyerek, mitokondriyal gecirgenlik gecis gozenegini
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inhibe ederek ve proteinleri aktive ederek mitokondriyi korur (He ve ark., 2016; Tan,
Manchester, Terron, Flores, & Reiter, 2007). Diger serbest radikal temizleyicilerle
karsilastirildiginda melatonin, suda ve lipidlerde ¢6ziiniirliigii nedeniyle daha
evrenseldir (Herdeland, 2005; Do ve ark., 2015). Melatonin (N-aseyl-5-
metoksitriptamin) serbest radikal temizleyici, antioksidan ve anti-apoptotik olarak iyi
bilinmektedir (Chen ve ark., 2006). Melatoninin serbest radikal temizleme aktivitesi,
N1-asetil-N2-formil-5-metoksikinuramin  ve  N-asetil-5-metoksikinuramin  gibi
metabolitlerine de uzanir. Bu metabolitler, antioksidan enzimleri yukar1 diizenlerken
pro-oksidatif ve proinflamatuar enzimleri asagi diizenleyerek melatonini, diisiik
konsantrasyonlarda bile organizmalar1 oksidatif stresten korumada son derece etkili
hale getirir (Tan ve ark., 2007).

In vitro fertilizasyon agamalari1 uygulandiktan sonra boliinmiis olan embriyolarin
morula ve blastosist donemine ulagma oranlar1 giiniimiizde halen istenilen diizeyde
degildir. IVM sonrasi embriyonik gelisim oranin1 IVF ve IVM kosullar1 belirler.
Fertilizasyonda etkin rol oynayan spermatozoa ve oosit kalitesi de embriyonik gelisim
tizerine etkilidir. Fertilize olmus her oosit embriyonik gelisimin ileri asamalar1 olan
morula ve blastosist asamalarina ulasamaz. Koyunlarda fertilize olmus oositlerin %2
ile %54 oraninda morula asamasina, %0 ve %43 oraninda blastosist asamasina
ulagabildiklerini bildiren c¢alismalar bulunmaktadir. Son birkag yilda memeli
embriyolarin in vitro kiltlirii igin ¢esitli serbest radikal temizleme sistemleri
incelenmistir (Poleszczuk, & Papis kwenta-Muchalska, 2005) ve bir ROS temizleyici
olarak melatonin, fare, domuz ve sigir embriyo gelisiminin in vitro olarak tesvik
edilmesinde test edilmistir (Chan, & Ng, 1994; Ishizuka, Kuribayashi, Murai,
Amemiya, & Itoh, 2000; Poleszczuk, & Papis kwenta-Muchalska, 2005). Ancak,
melatoninin embriyo gelisimi tizerindeki dogrudan etki mekanizmasi heniiz tam olarak
anlagilamamustir.

Bir baska calismada Iwata (2003) tarafindan yapilan ¢alismaya gore, siiperoksit
dismutaz ve dimetil-thiourea gibi bazi antioksidanlarin oosit aspirasyonu sirasinda
kullanilmast embriyo tretimi i¢in faydali etkiler gostermistir (lwata, Ohota, &
Hashimoto Snagai, 2003). Diger c¢alismanin sonuglari, melatoninin 10° M
konsantrasyonlarin da kiiltir ortamina eklenmesini, domuz embriyolarmnin in vitro

iretimi (IVP) icin eklenen melatoninin, béliinme orani ve blastosist hiicre sayilar
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tizerinde belirgin bir olumlu etkisi oldugu gozlemlenmistir. (Rodriguez-Osorio, Kim,
Wang, Kaya, & Memili, 2007)

Domuz embriyolarinda yapilan bir bagka ¢alismada melatoninin sicaklik stresine
karst kumuluslarin genislemesi, boliinme oranlar1 ve embriyolarin blastosit oranlari
arastirtlmis ve sonug olarak olumlu etkisi goriilmistiir (Rodriguez-Osorio ve ark.,
2007). Tez galismamizda morula asamasina ulasan oosit orant bakimindan 39 °C M
igeren grubun (%45,69) diger gruplara gore daha {istiin oldugu gézlendi (P<0.05). 41
°C M (%34,12) ve 39 °C K (%35,30) iceren gruplarda elde edilen morula orani
birbirine benzer bulundu. En diisiik morula orani ise 41 °C K igeren grupta (%2,89)
elde edildi. Sonug¢ olarak yapilan c¢alisma neticesinde melatoninin koyun
embriyolarinin olgunlagmasi, fertilizasyon sonrasinda bdliinme oranlari ve blastosit
oranlarint olumlu yonde etkiledigi ve diger calismalardan yiiksek oranda oldugu
belirlenmistir.

Memeli kumulus hiicreleri, oosit biiylimesi ve olgunlasmasi sirasinda gok
onemli bir rol oynar. Kumulus hiicrelerinin genislemesi oosit olgunlagmasi i¢in 6nemli
bir belirteg olarak kabul edilir (Chen ve ark., 1990; Qian, Shi, Ding, Sha, & Fan, 2003)
ve bu nedenle fertilizasyon, sonraki boliinme ve blastosist gelisimi i¢in gereklidir
(Gutnisky ve ark., 2007). Oosit gelisimi icin besin (Eppig, 1982; Haghighat, &
VanWinkle, 1990; Laurincik, Kroslak, Hyttel, Pivko, & Sirotkin, 1992) ve haberci
molekiiller sagladiklart (Buccione, Schroeder, & Eppig, 1990) ve steroid
hormonlarinin oositler {izerindeki etkilerine aracilik ettikleri bilinmektedir (Zuelke,
&Brackett,1990). Yapilan bir ¢alismada sigir oositleri melatoninin  kumulus
hiicrelerinin genislemesi {izerindeki etkisi bildirilmistir (Tian ve ark., 2016).
Melatoninin kumulus hiicrelerinin geniglemesi {izerindeki benzer yararli etkileri
domuz oositlerinde de bildirilmistir (Choi ve ark., 2008). Bir antioksidan olarak
melatonin, kumulus hiicrelerini apoptoza kars1 korumustur (Choi ve ark., 2008; Sugino
ve ark., 2000; Taketani ve ark., 2011) ve genislemelerini artirmistir (Choi ve ark.,
2008) dahasi, melatoninin bu etkilerine reseptor aktivasyonunun da aracilik
edebildigini bulunmustur.

Domuzlarda yapilan bir baska ¢alismada 107 M melatonin yoklugunda veya
varliginda 8 saat IVM'den sonra, embriyo gelisimi ile ilgili genlerin ekspresyonunu

6lgmek igin sirastyla oositler ve kiimiiliis hiicreleri toplanmistir. Sonuglar, melatonin
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tedavisinin oositlerde, = PTX3 (pentraksin ~ 3), HAS2 (hyaluronan  sentaz  2)
ve EGFR'nin gen ifadeleri kumulus hiicre genislemesindeki (epidermal biiylime
faktorii  reseptorii)  melatonin  tedavisi  ile  yukar1  regiile edilirken,
melatonin FSHR (folikiil uyarici hormon reseptorii) veya LHR (liiteinizan hormon
reseptOrii) ekspresyonlari lizerinde anlamli bir etkiye sahip olmadigi goriilmiistiir.
(Tian ve ark., 2017).

Rodrigues ve ark (2007) melatoninin 107 M konsantrasyonunda koyunlarda
embriyo gelisimi {izerinde belirgin bir olumlu etkisini bildirmistir. Bu durum,
melatoninin onlarin in vitro fertilizasyon ve kiiltiir sistemi lizerindeki daha yiiksek
anti-apoptotik aktivitesini gosterebilir. Mevcut c¢alismada, melatoninin blastosist
basina toplam hiicre sayilar1 tizerindeki olumlu etkisi belirtilmistir, bu durum
melatoninin bireysel blastomerler iizerindeki anti-apoptotik etkisi ile agiklanmistir.
IVM ortamina melatonin desteginin koyun kumulus hiicrelerinin genislemesi tizerinde
onemli bir etkiye sahip oldugu dogrulanmis; 10 ~7 konsantrasyonda melatonin, niikleer
olgunlagma ve oosit kalitesinin korunmasi i¢in 6zellikle optimal oldugu belirtilmistir
(Rodriguez-Osorio ve ark., 2007). Sonug olarak IVM ortamina melatonin desteginin
koyun kiimiiliis hiicrelerinin geniglemesi ve polar viicut ekstriizyonu tizerinde dnemli
bir etkiye sahip oldugu dogrulandi; 10 7 M konsantrasyon da melatonin, niikleer
olgunlagma ve oosit kalitesinin korunmasi i¢in 1yi bir ortam olusturmaktadir (P<0.05).
Sonuglarimiz yapilan ¢aligmalarin bir kismindan daha iyidir ve parallellik
gostermektedir.

Sicaklik stresi, maturasyon asamasinda ¢iftlik hayvanlarin oositinin gelisimsel
yeterliligi lizerinde olumsuz bir etkiye sahiptir. Payton ve ark (2004) bir keresinde 41
°C altinda 6 saat tedavi altindaki sigir oositinin sekiz hiicreli evreye donligmekte
zorlandigi ve termal tedavi 12 saat siirdiigii takdirde blastosiste doniisemedigi
bildirilmistir (Payton, ve ark., 2004). Sicaklik stresi domuz COC'lerinin apoptoz
gelistirmesine neden olur (Einarsson, Brandt, Lundeheim, & Madej, 2008) ve benzer
sonuglar sigir COC'lerinde de gozlenmistir (Paula-Lopes, & Hansen, 2002). Sicak
stresli oositlerin in vitro embriyo iiretiminde apoptotik hiicrelerin yiikselmesine yol
acacagini bildirilmistir. Bu ilk raporu Li ve ark (2015) bildirmistir. Daha da 6nemlisi,
kiiltiir ortamindaki melatonin desteginin blastosist asamasinda hiicre apoptoz oranini

onemli olgiide engelledigini bildirilmistir (Li ve ark., 2015). Ayrica, degisken stresli
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kosullar altinda (sicaklik stresi haricinde), melatoninin (100 pM) sadece domuz
blastosistinin toplam hiicre sayisini iyilestirmekle kalmayip, ayn1 zamanda apoptotik
hiicre sayisini da azalttigin1 gozlemlenmistir (Choi ve ark., 2008). Yapilan ¢alismalar
dikkate alindiginda melatonin bir¢ok hayvan tiiriinde maturasyon asamasinda ve in
vitro kiiltiir asamlarinda kullanilmig ve iyi yonde sonuglar alinmistir. Yapilan bu
caligmada oosit maturasyon asamasinda gen diizeyinde apoptotik genler incellenmis
ve olumlu sonuglar kaydedilmistir. Melatonin pro-apoptatik bir gen olan BAX genini
maturasyon asamasinda yukari dogru regiile etmistir. Bu sonug istatiksel olarak
anlamlidir (P<0.05). Bir diger calisilan Bel2 geni ise yukarit dogru regiile olmustur
fakat anlamli bir fark olusturmamistir. Bu iki sonug¢ ele alindigi zaman melatonin
sicaklik stresi altinda maturasyon medyumunda oositleri apoptoza karsi korumaktadir.
Elde edilen sonuglar diger yapilan ¢aligmalar ile benzerlik géstermektedir.

Melatonin sadece ROS seviyesini diisiirmekle kalmadigi, ayni zamanda
mitokondriyal fonksiyonu da iyilestirdirdigi bildirilmistir (Yang ve ark., 2017).
Mitokondri, ROS iiretiminin 6nemli bir kaynagidir ve oksidatif strese kars1 ek koruma
gerekir (Castello, Drechsel, & Patel, 2007; Izyumov ve ark., 2010). Onceki ¢alismalar,
melatoninin, oksidatif stresi azaltarak optimal mitokondriyal fonksiyonu ve
homeostazi korudugunu gostermistir (Jou ve ark., 2007; Ren ve ark., 2015; Semak ve
ark., 2005). Mitokondri dagiliminin dinamik bir siire¢ oldugu (Yamochi ve ark., 2016)
ve oosit kalitesinin énemli bir gostergesi oldugu kabul edilmektedir. Ornegin, oosit
olgunlagsmasi1 siirecinde ve aynm1 zamanda erken embriyoya 0zgli donemde aktif
mitokondrinin tiniform, graniile dagilimi normal embriyo gelisimi i¢in gereklidir
(Bavister, & Squirrell, 2000; Brevini, Cillo, Antonini, & Gandolfi, 2007; Nagai ve
ark., 2006). Hem mitokondri igerigi hem de ATP seviyeleri, oositlerin gelisimsel
yeterliligi ile pozitif olarak iligkilidir, yani oositlerin sitoplazmik olgunlagmasini ve
IVF embriyolarinin gelisimini tesvik ederler (Selesniemi, Lee, Muhlhauser, & Tilly,
2011; Thouas, Trounson, Wolvetang, & Jones, 2004). Yapilan bir galismada,
mitokondrinin oositlerin bir tarafinda kiimelendigini ve melatonin tedavisinin
mitokondriyal dagilimi1 6nemli dl¢lide normallestirdigini ve daha fazla ATP {iretmek
i¢in islevlerini gelistirdigini gozlemlenmistir (Yang ve ark., 2017)

Ayrica melatonin, mitokondri iglevi ile iliskili olan SIRT1, AKT2 ve Polg2'nin

ekspresyonunu tesvik etmektedir. SIRT1 ile ilgili son arastirmalar, hiicre dongiisii,
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apoptoz ve diger metabolik siiregler tizerindeki roliine odaklanmigtir (Sato ve ark.,
2014), SIRT1'in mitokondriyal DNA kopya sayisini kazanarak domuz oositinin
kalitesini iyilestirebilecegini ve boylece PA'dan sonra oosit olgunlagsmasini ve embriyo
gelisimini destekledigini bildirilmistir. SIRT1 in vitro domuz oositini yaslanmaya
karst koruyabilir (Ma, Zhang, Zhang, Han, & Rui, 2015). Itami ve ark. (2015)
tarafindan da benzer sonuglar bildirilmistir (Itamin, Shirasuna, Kuwayama, & Iwata,
2015; Yang ve ark., 2015). SIRT1'in aktivasyonu, mitokondrinin islevini gelistirerek
oosit olgunlasmasi tizerinde faydali etkilere sahip oldugu goriilmiistiir. AKT2, hiicre
sagkalimi1 ve dongiisiinde 6nemli bir faktor oldugu bildirilmistir. AKT2, sigir oositinin
MI asamasindan MII asamasina olgunlagsmasini tesvik ettigi goriilmistiir (Wolfenson
ve ark, 2000) ve benzer fenomen, Kalous ve arkadaslar1 tarafindan domuz oositinde
bildirildi (Kalous, Kubelka, Solc, Susor, & Motlik, 2009). Polg2, domuz oosit
olgunlagmasinin ve embriyo gelisiminin diizenleme mekanizmasinda rol oynadigi
rapor edilmistir (Adriaens, Jacquet, Cortrindt, Janssen, & Smitz, 2006; Tanavde, &
Maitra, 2003; Yi ve ark., 1995). Bir diger ¢alismada, melatoninin AKT2'yi aktive
ederek niikleer olgunlasmayr hizlandirdigin1 ve daha sonra SIRT1 ve Polg2
ekspresyonunu yukari regiile ederek domuz oosit olgunlagsmasii tesvik ettigini
gostermistir (Li ve ark., 2015).

Organizmalarin normal fizyolojik islevleri i¢in sabit bir viicut sicakligr ¢ok
onemlidir (Li ve ark., 2015). Sicaklik stresi kosullari altinda, bir hayvanin fizyolojik
islevleri zarar gorebilir (Jardine, 2007; Li ve ark., 2015). Germinal vezikiil pargalanma
asamasinda domuz COC'lerinde sicaklik stresinin kiimiiliis hiicrelerinde apoptozu
indiikledigi ve oosit olgunlagsma oranini diisiirdiigii bildirilmistir (Yuan ve ark., 2008).
Ayrica, 1s1 stresi oksidatif hasar1 tetikler ve oositlerin in vitro olgunlagmasi sirasinda
hiicre apoptozuna yol agtig1 goriilmiistiir (Wang ve ark., 2009). Bununla birlikte,
melatoninin hiicreleri 1s1 stresinden koruma kapasitesine sahip oldugu bilinmektedir
(Wang ve ark., 2009). Li ve ark. (2015), 1s1 stresinin domuz oositlerinin olgunlagsma
oranini ve blastosist olusum oranmi 6nemli 6l¢iide azalttigini, ancak melatonin
takviyesinin yalnizca embriyolarin olgunlasma oranini ve gelisim kapasitesini
artirmakla kalmadigini, ayn1 zamanda 1s1 stresi altinda bozulan normal steroid hormon
seviyelerinin korunmasina da yardimci oldugunu bildirdi. Ek olarak, 1s1 stresi altinda

melatonin ayrica ROS ve apoptozu azaltabilir ve GSH {iretimini ve Polg2, SIRT1 ve
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AKT?2 genlerinin ekspresyon seviyelerini artirabilir (Li ve ark., 2015). Resveratrol ve
melatoninin domuz oositlerini 1s1 stresinden koruma {iizerindeki etkisini inceleyen
yakin tarihli bir caligmada, melatonin, 1s1 stresi altinda oosit olgunlagmasi sirasinda tek
basina resveratrol'den daha giiglii bir koruyucu aktivite sergiledi (Li ve ark., 2016).
Mitokondriyal foksiyonlarin maturasyon agamasinda gen diizeyinde incelenmesi ii¢
gen araligl ile dogrulanmisitir. Melatoninin, SIRT1, AKT2 ve Polg2 genlerini
maturasyon asamasinda yukar1 dogru regiile ederek mitokondriyal fonksiyonlarla iyi

yonde iliskili oldugu sonucuna varilmistir ve istatiksel olarak da anlamlidir (P<0.05).

Sonug olarak;

- Koyun oositleri in vitro sicaklik stresine bagli olarak maturasyondan olumsuz
etkilenmektedir.

- Maturasyon medyumuna ilave edilen melatonin oosit maturasyonunu,
boliinme oranlarini, morula ve blastosit oranlarina olumlu etkisi oldugu
saptandi.

- Melatonin tedavisinin oositlerde, PTX3 (pentraksin 3), HAS2 (hyaluronan
sentaz 2) ve EGFR'nin gen ifadeleri kumulus hiicre genislemesindeki
(epidermal biiyiime faktorii reseptorii) melatonin tedavisi ile yukari
regiile ederek kumulus genislemesi yani oositlerin mature olmasi konusunda
etkisi bulunmaktadir.

- Melatonin pro-apoptatik bir gen olan BAX ve Bcl2 genlerini maturasyon
asamasinda yukari1 dogru regiile ederek apoptotik hasarlara karsi korundu.

- Melatoninin, SIRT1, AKT2 ve Polg2 genlerini maturasyon asamasinda yukari
dogru regiile ederek mitokondriyal fonksiyonlarlari korumada biiyiik rol
oynamaktadir.

lleride yapilacak olan IVF galismalarinda uygulanacak protokollere belli
bir standardizasyonda melatonin hormonu eklenebilir. Bu sayede daha kaliteli
ve yiiksek oranlarda embriyo elde edilmesinin miimkiin olabilecegi

distiniilmektedir.
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Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Délerme ve Suni Tohumlama Ana Bilim
Dalr’nda doktora programina basladi. 2020-2024 yillar1 arasinda YOK 100/2000
Molekiiler Biyoloji ve Genetik (Gen Tedavisi ve Genom Calismalar1) 6ncelikle alanda
bursiyer olarak gérev almistir. Ayrica ek olarak Anadolu Universitesinde Saglik
Yonetimi boliimiinii okumaya devam etmektedir.
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