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OZET

Bu calisma iki temel bdliimden olusmaktadir. ilk boliimde ovariohisterektomi
yontemiyle elde edilen kopek ovaryumlarmin +4°C ve +38°C tasima sicakliginda
transportunun maturasyona fizerine etkilerinin neler oldugu hedeflenmistir.
Caligmanin ikinci boliimiinde ise kopek oositlerinin in vitro olgunlastirilmasi i¢in
medyumuna katilan %0,3 BSA ve % 5 FCS protein kaynaklarinin etkilerinin

karsilastirilmast amaciyla planlanmistir.

Ovario-histerektomi yapilmis kopeklerden alinan ovaryum giftlerinden biri
+4°C’da digeri +38°C’da antibiyotik katkili (Gentamisin Siilfat, 50 mg/ml) PBS
sollisyonunu igeren iki farkli kab igersinde 2 saat siiresinde laboratuvar ortamina
getirilmistir. Ovaryumlar c¢evresindeki fazla yag ve dokudan arindirildiktan sonra
yikanip (+38 °C) PBS i¢ine konuldu. Slicing yontemiyle elde edilen oositler yitkama
petrilerine aktarildi. In vitro olgunlastirma icin ayrilacak oositlerin se¢iminde saglam
bir zona pellusida, en az 3-4 sira kumulus hiicresi, homojen ve zona i¢ini dolduran

koyu renkli vitelliis varligi kriterleri g6z 6niinde bulunarak oosit se¢cimleri yapildi.

Her iki 1s1 derecesi i¢inde iigerli ¢alisma gruplari en az iki saat Oncesinden
hazirlanmais, iizeri mineral yag (Sigma) ile ortlilmiis, antibiyotik katilmis (Gentamisin
Siilfat, 50 mg/ml) +38 °C ve %5 COx: ‘liinkiibator ortaminda bekletilmis bulunan alti
farkli olgunlasma medyumuna (Hepes Modifikasyonlu TCM 199, Sigma M-2520)

aktarilmistir.

+4 °C Tagima Sicakhg I¢in;

1. Grup (Kontrol):TCM 199+2,2 gr/lt NaHCO3+0,23 mM Na Pyruvate (pH: 7,3;
Ozmalite:288 mOsmol),

2. Grup (BSA):TCM199+% 0,3 BSA (Fraction V, Sigma A8806)+ 2,2 gr/lt
NaHCO3+0,23 mM Na Pyruvate (pH: 7,3; Ozmalite:288 mOsmol),

3. Grup(FCS):TCM199+%5 FCS (Fetal Calf Serum Biochrom S 0115)+ 2,2 gr/lt
NaHCO03+0,23 mM Na Pyruvate (pH: 7,3; Ozmalite:288 mOsmol)

Vil



+38°C Tasima Sicaklig I¢in;

4. Grup (Kontrol):TCM 199+2,2 gr/lt NaHCO3+0,23 mM Na Pyruvate (pH: 7,3;
Ozmalite:288 mOsmol),

5. Grup (BSA):TCM199+% 0,3 BSA (Fraction V ,Sigma A8806)+ 2,2 gr/lt
NaHCO03+0,23 mM Na Pyruvate (pH: 7,3; Ozmalite:288 mOsmol),

6. Grup (FCS):TCM199+%5 FCS (Fetal Calf Serum Biochrom S 0115)+ 2,2 gr/lt
NaHCO03+0,23 mM Na Pyruvate (pH: 7,3; Ozmalite:288 mOsmol)

Daha sonra oositler Germinal Vezikiil (GV) asamasindan MII agamasina gelebilmesi
icin % 5 CO2 ve % 100’e yakin nemin saglandigi +38,5 °C’lik inkiibator ortaminda
72 saat olgunlastirildi. Olgunlasma siiresinin sonunda oositlerin kumuliis hiicreleri
vorteks kullanilarak mekanik olarak uzaklastirildi. Ardindan % 0,7 lik KCI
soliisyonunda 4-5 dakika bekletildikten sonra lam-lamel arasinda sikistirilarak
sabitlendi. Hoechst 33258 soliisyonu ile boyandi. Oositlerin degerlendirilmesinde Ki
Kare testi kullanildi. P<0,05 diizeyinin istatistiksel fark bakimindan énemli oldugu
kabul edildi. Gruplar arasinda bir tek (M II) asamasini tamamlamis olanlarin istatiksel
karsilagtirilmasinda; +4 °C’da ki BSA grubu diger kontrol gruplarindan +4 °C ve +38
°C daki FCS gruplarindan daha iistlin oldugu belirlenmistir (p<0,05).

Sonug olarak, yapilan c¢alismada elde edilen sonuglar dogrultusunda, kopek
oositlerinin in vitro olgunlasma c¢alismalarinda medyum proteininin katilmasinin
gerekli oldugu; olgunlagmay1 destekleyici olarak protein kaynagi olarak % 0,3 BSA
nin, % 5 FCS’ a gore ve +4°C ‘deki tagima sicakliginin + 38°C *da kinden daha etkili
oldugu soylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Disi kopek, Oosit, In vitro Olgunlasma, BSA, FCS, Tasima

sicakliklari
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SUMMARY

This study consists of two basic parts. In the first chapter, it is aimed to
determine the effects of transport of ovaries obtained by ovariohystectomy method on
maturation at transport temperature of +4°C and +38°C. In the second part of the study,
it was planned to compare the effects of 0.3% BSA and 5% FCS protein sources, which

are added to the medium for in vitro maturation of dog oocytes.

One of the ovarian pairs taken from ovario-hysterectomized dogs was brought
to the laboratory environment in two different containers containing antibiotics
(Gentamicin Sulfate, 50 mg / ml) PBS solution at +4 °C and the other at +38°C. After
removing the excess oil and tissue around the ovaries, they were washed (+38°C) and
placed in PBS. Oocytes obtained by slicing method were transferred to washing petrils.
In the selection of oocytes to be separated for in vitro maturation, oocyte selections
were made considering a solid shingles pellucida, at least 3-4 rows of sandulus cells,

homogeneous and dark colored vitellus presence filling the shingles.

Within two temperatures, three working groups were prepared at least two hours
before, covered with mineral oil (Sigma), added antibiotics (Gentamycin Sulfate, 50
mg / ml) +38°C and 5% CO?2 in a liincurator environment. transferred to ripening

medium (TCM 199 with Hepes Modification, Sigma M-2520).

For +4 °C Transport Temperature;

1st Group (Control): TCM 199 + 2,2 gr / It NaHCO3 + 0,23 mM Na Pyruvate (pH:
7.3; Osmality: 288 mOsmol),

2nd Group (BSA): TCM199 + 0.3% BSA (Fraction V, Sigma A8806) + 2.2 gr / It
NaHCO3 + 0.23 mM Na Pyruvate (pH: 7.3; Osmality: 288 mOsmol),

Group 3 (FCS): TCM199 + 5% FCS (Fetal Calf Serum Biochrom S 0115) + 2.2 gr / It
NaHCO3 + 0.23 mM Na Pyruvate (pH: 7.3; Osmality: 288 mOsmol)



For +38°C Transport Temperature;

Group 4 (Control): TCM 199 + 2,2 gr / It NaHCO3 + 0,23 mM Na Pyruvate (pH: 7.3;
Osmality: 288 mOsmol),

5. Group (BSA): TCM199 + 0.3% BSA (Fraction V, Sigma A8806) + 2.2 gr / It
NaHCO3 + 0.23 mM Na Pyruvate (pH: 7.3; Osmality: 288 mOsmol),

Group 6 (FCS): TCM199 + 5% FCS (Fetal Calf Serum Biochrom S 0115) + 2.2 g/ It
NaHCO3 + 0.23 mM Na Pyruvate (pH: 7.3; Osmality: 288 mOsmol)

Then, oocytes were matured for 72 hours in a +38,5°C incubator environment where
5% CO2 and 100% humidity was provided in order to reach the MIl stage from the
Germinal Vesicle (GV) stage. At the end of the maturation period, the sand cells of the
oocytes were mechanically removed using vortex. Then it was immersed in 0.7% KCI
solution for 4-5 minutes and then it was fixed by squeezing between the coverslip. It
was stained with Hoechst 33258 solution. Chi Square test was used to evaluate
oocytes. P <0.05 level was accepted to be important in terms of statistical difference.

In statistical comparison of those who completed a single (M I1) stage between
the groups; The BSA group at +4°C was determined to be superior to the other control
groups than the FCS groups at +4°C and +38°C (p <0.05In conclusion, in line with the
results obtained in the study, it is necessary to add the medium protein in the in vitro
maturation studies of dog oocytes; It can be said that 0.3% BSA as protein source as a
supplement to maturation is more effective than + 38°C compared to 5% FCS and

transportation temperature at +4 ° C.

Keywords: Female dog, Oocyte, In vitro Maturation, BSA, FCS, Transport

temperatures



1. GIRIS

Hayvan yetistiriciliginde yardime1 ireme tekniklerinin gelistirilmesine yonelik
caligmalar, son yillarda 6zellikle nesli tilkenme tehlikesiyle karsi karsiya bulunan
cinslerin artisin1 saglamak ve tiimiiyle yok olmalarinin 6niine ge¢mek i¢in hiicre,
sperma ve embriyolarinin dondurularak saklanmasi, iist diizeyde yiliksek verim
Ozelliklerine sahip damizliklardan maksimum diizeyde yararlanmak maksadiyla artis
gostermektedir. Bu teknikler, in vitro embriyo {iretimi, hiicrelerin, spermanin,
oositlerin ve embriyolarin dondurulmasi, sperma ve embriyoda cinsiyet tayini, suni
tohumlama uygulamalari, intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu, seksiiel sikluslarin
senkronizasyonu, kok hiicre, transgenik ve klonlama caligmalar1 olarak siralanabilir
(Sagirkaya ve Bagis, 2003). Reprodiiktif biyoteknoloji alaninda ¢aligma yapilabilmesi
igin ¢ok sayida embriyo ve oosite ihtiyag bulunmaktadir (Smidt ve Niemann, 1999;
Thibier ve Guerin, 2000). Embriyo transferi igin ihtiya¢ duyulan embriyolar in vitro
ve in vivo teknikler kullanilarak iiretilebilmektedir. Ayn1 yontemler nesli tikenmekte
olan hayvanlarin korunmasi amaciyla da kullanilmaktadir (Wilmut ve ark., 2002).

Biyoteknoloji alaninda gecen ylizyilin ortalarinda baslayan calismalar son
yillarda biiylik olgiide hiz kazanmistir. Bu gelismeler dogrultusunda kopeklerde
yardimer iireme tekniklerinin nesli tiikkenme tehlikesiyle karsi karsiya bulunan
kopekgiller i¢in de iyi model olusturabilecegi tespit edilmis ve evcil kdpekler lizerinde
konuyla ilgili daha da yogunlasilmistir (Fuji ve ark., 2000; Otoi ve ark., 2000; Polge
ve ark., 1949).

Kopeklerde ilk basarili embriyo transferi 1980 yilinda, in vivo ortamda fertilize
edilen embriyolarin annelere transferiyle gergeklesmistir (Tsutsui ve ark., 1989).
Ardindan ilk olarak 1988 yilinda in vivo olarak olgunlastirilan oositlerin, in vitro
fertilizasyonu ile gelistirilen kopeklerin embriyolarinin ovudukta transferi yoluyla
kopek yavrulari elde edilmistir (Goodrowe ve ark., 2000). Son yillarda hastaliktan,
vahsi doga sartlarindan dolayr olen veya kisirlagtirilan kdpek ovaryumlarindan
embriyo elde etmek, in vitro fertilizasyon teknikleri ile miimkiin hale gelmistir
(Goodrowe ve ark., 2000). Diger memelilerden farkli olarak, disi kopeklerde oositler
germinal vezikiil (GV) doneminde ovule olmaktadir. Ovule olan oositlerin fertilitize

olabilmeleri i¢in ovidukta gegen 72 saatlik bir olgunlagma siirecine ihtiya¢ duyarlar



(Hafez ve ark., 1987; Saint-Dizier ve ark.,2001a; Wassarman ve Albertini, 1994). in
vitro maturasyon siirecinde memeli oositlerinin proteine olan gereksinimleri
bilinmektedir (Hafez ve ark., 1987; Hogan ve ark., 1994; Wassarman ve Albertini,
1994).

In vitro maturasyon ¢alismalarinda memeli oositlerinin medyumlarina cesitli
oranlarda ve tiplerde protein kaynaklarinin katildigi ve degisik sonuglar elde edildigi
bildirilmistir (Birler ve ark., 1999; Goodrowe ve ark., 2000; Hewitt ve ark., 1998;
Nickson ve ark., 1993; Pabugcuoglu, 2001). Kopek oositlerinin in vitro
maturasyonunda olgunlastirma medyumlarina protein katilmasinin 6énemi tizerinde
aragtirmacilar fikir birligine varmislardir. Fakat, halen hangi kaynaktan ne miktarda
kullanilirsa en iyi sonucun alinabilecegi konusunda calismalar yapilmaya devam
etmektedir (Evecen ve ark., 2002; Hewitt ve ark., 1998; Hewitt ve ark., 1999; Otoi ve
ark., 1999; Rodrigues ve Rodrigues, 2003; Cui ve ark., 2006).

In vitro embriyo iiretiminde en énemli sorunlardan biri de uzun mesafelerden
laboratuvara ovaryumlarin ulastirilmasidir. Etcil oositler in vitro ortamlardan kolayca
etkilenebilmektedir (Rodrigues ve Rodrigues, 2003; Songsasen ve ark., 2002).
Ovaryumlarin depolama, ulastirma stiresi ve Ozellikle tagsima sirasinda kullanilan
ortam sicakligir oositlerin olgunlagsmasini etkileyen 6nemli faktorler arasinda yer
almaktadir (Nakao ve Nakatsuji, 1992). Ovaryumlarin +35-38°C’de uzun siire
tasinmasi sirasinda hiicresel otoliz olusabilmektedir (Holt ve Picard, 1999). Germinal
vezikiil (GV) sathasindaki olgun olmayan ve olgun oositler soguga maruz kaldiginda
oositin niikleer yapisinda ig iplikleri geri doniisiimsiiz olarak bozulmaya ugrar (Smitz
ve ark., 2004). Diisiik sicakliklarda hiicrelerin metabolik aktiviteleri, insan ya da
hayvan olsun, yavaslar veya tamamen durur. In vitro olgunlagsma iizerine etobur
ovaryumlarinda tasima ve depolama sicakliginin etkisi net olarak bilinmemektedir.
Fakat +4°C'da taginan disi kopek ovaryumlarindan elde edilen oositlerin +35-38 °C’de
tagimnan oositlerden daha yiiksek maturasyon oranina sahip oldugu gosterilmistir
(p<0.001) (Tas ve ark., 2006).

Kopek oositlerinin in vitro olgunlastirilmasi ¢alismalardan istenilen diizeyde
basart elde edilememesi ve bu konuyla ilgili standart bir prosediiriin halen

geligtirilememis olmas1 sebebiyle bu alandaki caligmalarin  siirdiiriilmesi



gerekmektedir (Bolamba ve ark., 1998; Goodrowe ve ark., 2000; Hewitt ve England,
1998; Otoi ve ark., 1999). Sunulan ¢alisma iki temel boliimden olusmaktadir. Ilk
boliimde ovariohisterektomi ydntemiyle elde edilen kopek ovaryumlarmin +4°C ve
+38°C tasima sicaklifinda transportunun 00sit maturasyonu iizerine etkilerinin neler
oldugunun arastirilmas: hedeflenmistir.

Calismanin ikinci boliimiinde ise kdpek oositlerinin in vitro olgunlastiriimasi
icin medyumuna katilan protein kaynaklarinin (Bovine Serum Albumin (BSA) ve

Fetal Calf Serum (FCS)) etkisinin arastirilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kopeklerde Reprodiiksiyon

2.1.1.Reprodiiktif Organlar ve Pubertaya Ulasma Yas1
Kopeklerde reprodiiktif organlar kranialden kaudale dogru; ovaryumlar,
ovidukt, kornu uteriler, korpus uteri, cervix uteri, vajina, vestibulum ve vulva olarak

siralanmaktadir.

2.1.1.1. Ovaryum

Disi gonadlar1 olusturan ovaryumlar, abdominal boslukta bodbreklerin
kaudalinde yer alirlar ve oval goriiniimlii bir yapiya sahiptirler. Multiparu kopeklerde
sol ve sag ovaryumlar ventrale ve kaudala dogru yonelseler de sol ovaryum her zaman
bobrek hizasinda yer alir (Johnston, 2001; Schummer ve Nichel, 1979). Kopeklerde
ovaryumlar 0,3 gram agirliginda 0,7-1,5 cm genisliginde, 1,5-2 cm uzunlugunda ve
yaklagik 0,5 cm kalinligindadir. Bununla birlikte 6zelligine ve biiytlikliigiine goére
ovaryum olgiileri degisebilmektedir (Chistensen, 1965; Schummer ve Nichel, 1979).
6-9 aylik yasindan onceki kopeklerde ve ilk Ostiisten Once, ovaryum yiizeyleri
piirtizsiizdiir (Chistensen, 1965). Fakat siklik aktivitesi baslamis olan kopeklerde
ovaryumun yiizeyi korpus luteum ve birden fazla folikiil sebebiyle ¢ikintili bir
gorliiniime sahiptir (Chistensen, 1965; Schummer ve Nichel, 1979).

2.1.1.2. Ovidukt
Her iki ovaryum ile uterusun baglantisin1 saglayan kanallardir, kopeklerde
ovidukt 6-10 c¢cm uzunlugunda, 1-3 mm c¢apindadir. Baslangi¢c noktasi, bursa
ovarikanin girisinin ventralinde infundibulumun fimbriyas: ile birlikte yer alir.
Infundibululumda abdominal ostiyum adi1 verilen kiigiik bir aciklik bulunur. Bu
aciklik ovulasyondan sonra oositin uterusa dogru yonlenmesini saglar. Her bir
ovidukt mezosalpinksin peritoneal tabakalari arasinda konumlanarak, peritoneal
kaviteyi uterusa baglar. Oosit ovidukttan asagiya dogru peristaltik hareketlerle iner.
Fertilizasyon normalde infundibulumda gergeklesir (Christensen, 1965; Johnston
2001).



2.1.1.3. Uterus

Embriyonun yerlestigi beslenip gelistigi organdir. Uterus serviks uteri, korpus
uteri ve iki kornu uteriden olugmaktadir. Uterusun biiyiikliigii yasa, hayvanin
blyiikligline, 1irka, dogum yapip yapmadigina ve siklusun donemine gore degisiklik
gostermektedir (Christensen, 1965; Johnston, 2001). Kornu uteriler gaplar1 esit ve
oldukca uzun dorsoventral olarak karin duvarina asilan ve korpus uteride birlesen
muskulo membrandz yapidaki tiiplerdir, genellikle sag kornu uteri soldan biraz daha
uzundur. Dogum yapmamis orta biiyiikliikteki bir kopekte yaklagik 10-14 cm
uzunlugunda 0,5-1 cm c¢apindadir (Christensen, 1965; Schummer ve Nichel,1979).
Korpus uteri 1,4-3 cm uzunlugunda ve 0,8-1 cm ¢apindadir (Christensen, 1965).
Genellikle, hem pelvik hem de abdominal boslukta yer alir. Korpus uteri kornu
uterilerin birlestigi noktadan servikse dogru uzanir. Kornu uteriler korpusun 1 cm
kadar icine girerek internal muskulomembran yapidaki bir olusumla ayrilir
(Christensen, 1965). Korpus uteri ve vajina arasindaki sert doku serviks uteri olarak
adlandirilir. Serviks bir kanal ve beyaz kas liflerinden meydana gelir (Christensen,
1965). Ortalama uzunlugu 1-2 cm kadardir ve vajinal boliime yart silindirik yapida ve
vajinanin dorseline dogru 0,5-1 cm’lik ¢ikinti verir, gebelik siiresince miikoz bir
tipayla kapanir (Johnston, 2001; Schummer ve Nichel, 1979). Bu nedenle internal ve
eksternal orifisyumlar birbirine olduk¢a yakindir (Schummer ve Nichel, 1979).
Prodsturus evresinde hipertrofi nedeniyle kivrimlar artar, dsturus evresinde en biiyiik

halini alir ve diostrus ile kiiglilmeye baslar (Johnston, 2001).

2.1.1.4. Vajina

Vajina, serviks ile vestibulum arasinda genisleme yetenegine sahip
muskulomembranéz yapidaki organdir (Christensen, 1965; Johnston, 2001).
Kopeklerde oldukca uzun bir yapiya sahiptir (Schummer ve Nichel, 1979). Agirhig
11-12 kg olan bir kdpekte vajinanin ortalama uzunlugu 10-14 cm kadardir. Gebelik ve
dogum siirecinde vajinanin g¢apt ve uzunlugu artar. Vajinal mukozada bulunan
longitudinal kivrimlar vajinanin ¢apinin artmasina olanak saglar (Christensen, 1965).
Vajinal duvarlar igte mukozal kat, ortada beyaz kaslar ve en dista bag doku ve

kraniyealde peritoneal katla sarilidir. Tunika mukazada bez bulunmaz ve c¢ok kath



yassi epitel hiicrelerle kaplidir. Ostriis siklusu boyunca epital katta 5Snemli degisiklikler
meydana gelir (Christensen, 1965; Schummer ve Nichel, 1979).

2.1.1.5. Vestibulum

Kopeklerde vajina ve vulva arasinda kalan kanalin kaudal kismina vestibulum
ad1 verilir (Johnston, 2001). Vestibuler duvara ¢ok sayida bez agilir, bu bezlerden
iiretilen miikoz salgi ciftlesme ve dogum sirasinda bolgenin kayganligini saglar (Dyce

ve ark., 1987). Disi kopekler bu degisiklikler olmadan giftlesmeye izin vermezler
(Johnston, 2001).

2.1.1.6. Vulva

Vulva, labia ve bunlarin kommisuralari ile rima vulvadan meydana gelmistir
(Johnston, 2001). Bireye gore degisen renk pigmenti ve az miktarda killa kaphdir,
labiyast yuvarlak yapidadir (Christensen, 1965; Schummer ve Nichel, 1979). Gebe
olmayan orta biiylikliikteki bir kopekte 3 cm kadar vulva agikligi mevcuttur. Labiya
tubuler ve yag bezlerine sahiptir (Christensen, 1965).

2.1.2. Pubertas

Ik prodstrus belirtilerinin goriilmesi disi kopeklerde pubertas olarak kabul
edilir. Disi kopekler ortalama olarak 6-14 aylik yaslarda pubertaya ulasirlar. Irk
ozellikleri, stres, bakim sartlari, beslenme ve hastaliklar gibi faktorler pubertasa
ulagma yagini etkiler. Kopeklerde pubertaya ulasma yasi tizerinde etkili olan en 6nemli
faktor ciisse biiytikliigl farkidir.

Kiciik 1rklarda kizginlik 6-10 aylikken goriilmesine karsin, biiylik ciisseli
irklarda 18-20 aylara kadar uzadigi gozlemlenmistir. Ciftlesme i¢in en uygun yas
araligr irka gore degisse de, 2-6 yas arasidir (Correa, 2008; Concannon, 2011;
Davidson, 2006; Edens ve Health, 2003; England, 1998; Johnston ve ark., 2001;
Noakes ve ark., 2008; Kustritz, 2012; Linde-Forsberg, 2001; Pineda, 2003).



2.2. Disi Képeklerin Ureme Ozellikleri

Kopekler monoostrik hayvanlardir. Tiim monodstrik hayvanlarda oldugu gibi
ostrus siklusunun icersinde yer alan uzun bir andstrus evresine sahiptirler. iki dstrus
arasindaki stire irklar arasinda degisiklik gosterirken ayni irkin i¢inde bile farkliliklar
gosterebilir. Iki 6strus arasindaki siirenin 11 aydan uzun ve 4 aydan kisa olmasi
infertilite nedenidir. Siklus araligimin rkin biyiikliigi ile bir iliskisi yoktur (Aspinall
ve O’Reilly, 2005; Aydin ve ark., 2011; Davidson, 2006; Davidson ve Baker, 2009;
Fendman ve Nelson, 2004; Health, 2008; Johnston ve ark., 2001; Kustritz, 2012;
Senger, 2005). Kopek ovaryumlar: diger evcil hayvanlardan farkli olarak dogum
sirasinda primordiyal folikiilleri igermez, primordiyal folikiiller dogum sonras1 17-22.
giin civarinda goriilmeye baslar. Kopeklerde her seferinde ¢ok sayida folikiil ovule
olur ve yas ilerledikge bu sayr diiser (Hasegan ve ark., 2012; Pineda, 2003).
Ovaryumlarin etkinligi 6 yasindan itibaren azalmaya baslar ve c¢ogu kopekte 10
yasinda tamamen biter (Pineda, 2003).

2.3. Kopeklerde Ostrus Siklusu ve Evreleri

Kopeklerin seksiiel sikluslar1 dort evrede incelenir.

2.3.1. Proostrus

Proostrus kopeklerde seksiiel aktivitenin basladigr evredir. Folikiiler etkinlik
andstriisun sonlarinda yavas yavas olusur. Kanli vajinal akinti, vulvada sisme ve
O0demle birlikte prodstrus baslar. Endometriyumdaki kan damarlarindan uterus
limenine kanin sizmasi sonucu sekillenir (Correa, 2008). Prodstrusun ilk giinii kanl
vajinal akintinin basladig: ilk giin olarak kabul edilir (Jeffcoate, 2004). Prodstrus
boyunca siv1 birikimine bagli olarak sekillenen 6dem nedeniyle vulva genislemistir.
Olusan 6dem ciftlesmeye engel olur. Prodstrustan Ostrusa girildigi zaman vulva
yumusar ve bu engel ortadan kalkar (Feldman ve Nelson, 2004). Prodstrus evresinde
anal kese salgilar1 ve idrar yogun bir sekilde feromon igerir. Bu durum erkek kdpekleri
cezbeder fakat disi saldirganlik gosterir ve ciftlesmeyi kabul etmez. Prodstrusun
ilerleyen dénemlerinde bu saldirganlik azalir. Prodstrusun ilk devresinden disi kopegin
ciftlesmeyi kabul ettigi doneme kadar gegen siire ortalama 9 giindiir (Aspinall ve

O’Reilly, 2005; Concannon, 2011; Correa, 2008; Davidson, 2006; Edens ve Health,



2003; England, 1998; Feldman ve Nelson, 2004; Gotwals, 2000; Health, 2008;
Hasegan ve ark., 2012; Jeffcoate, 2004; Kalkan ve Horoz, 2007; Linde-Forsberg, 2001,
Noakes ve ark., 2008; Pineda, 2003).

Kopeklerdeki siklik degisiklikler hipotalamus, hipofiz ve ovaryumlar
tarafindan kontrol edilir. Hipotalamustan salgilanan GnRH tarafindan, hipofiz
gonadotropinleri olan FSH ve LH uyarilir. LH ve FSH ovaryum fonksiyonlarini
diizenlerken, ovaryum steroidleri olan progesteron ve Ostrojen de lireme kanalindaki
degisiklikleri, meme bezlerini ve seksiiel davraniglari kontrol eder (Concannon, 2011,
Correa, 2008; England, 1998; Jeffcoate, 2004; Kalkan ve Horoz, 2007). Salinan FSH
follikiillerin gelisimini uyarir. Ortalama olarak her bir ovaryumda 3 mm biiyiikliiglinde
2-8 adet folikiil olusur. Ostrojen bu folikiillerden salgilanir, dstrojenin artmastyla dis
sekstiel belirtiler sekillenir. Prodstrus boyunca dstrojen miktarinda bir artis meydana
gelir. Bu artis dstriisun baslamasina kadar devam eder ve sonra hizla diiser. Ostrojen
seviyesinin artmasi, inhibin aracilifiyla FSH’y1 baskilarken, LH salgisini baslatir. Son
yillarda LH salgis1 pikinin sekillendigi giin ile fizyolojik olarak prodstiiriisun sona
erdigi kabul edilmektedir (Concannon, 2011; Davidson, 2006; Health, 2008; Kustritz,
2012).

2.3.2. Ostrus

Disi kopegin ¢iftlesmeyi kabul etmesiyle Ostrus evresi baslar ve ortalama 9 giin
siirer. Bu evre disi kopegin ¢iftlesmeyi kabul etmemesi ile son bulur. Vajinal
mukozada kreniilasyonlarin gézlenmesi Ostiiriis evresinin basladigini gésteren dnemli
bir bulgudur (Johnston ve ark., 2001). LH pikiyle olusan Gstrojen progesteron
oranindaki ani degisimlere bagli olarak bu farklilasma gozlenir. Vajinadaki bu
degisimler ovulasyon ve oositlerin olgunlagmasiyla ayni zamana denk gelir (Davidson
ve Barker, 2009). Ostrus progesteron seviyesinin 2 ng/ml ¢ikmasiyla kendini gosterir
ve bu artis1 izleyen 2 giin igerisinde ovulasyon gergeklesir. Ostrus evresinde vulvanin
O0demi artar, ciftlesme doneminde maksimum seviyeye ulasir. Fakat vulva prodsturus

evresine gore daha yumusak yapidadir (Johnston ve ark., 2001).

Ostrus evresinin ileri donemlerinde progesteronun yiikselmesi ve dstrojenin

diisiisline bagl olarak vulva ve vajinada 6dem azalir ve kanli akint1 3 giine kadar daha



devam edebilir (Aspinall ve O’Reilly, 2005; Concannon, 2011; Correa, 2008;
Davidson, 2006; Davidson ve Barker, 2009; Edens ve Heath, 2003; Feldman ve
Nelson, 2004; Johnston ve ark., 2001; Kustritz, 2012; Linde-Forsberg, 2001; Pineda,
2003). Diger hayvanlardan farkli olarak kopeklerde dstrus evresinde Gstrojen hizla
diiserken, progesteron hizla artar ve buna bagli olarak Ostiirus ile ilgili belirtiler
progesteron etkisi altinda goriiliir (Davidson, 2006; Davidson ve Barker, 2009).
Progesteron seviyesi ovulasyan sonrasi da artmaya devam eder ve korpus luteumun
sekillenmesiyle didstrusta zirveye ulasir (Concannon, 2011; Correa, 2008; Davidson,
2006; Davidson ve Barker, 2009; England, 1998; Johnston ve ark., 2001; Kustritz,
2012; Pineda, 2003).

Ostrusun baslangicindan sonra, 5 giin icerisinde ovulasyon gerceklesir. Yani
ovulasyon LH pikinden 2-3 giin sonra gergeklesir. Biitiin oositler LH artisindan sonra
ortlama 24-50 saat icersinde ovule olur (Davidson, 2006; Davidson ve Barker,2009;
Hasagan ve ark., 2012 ; Jeffcoate, 2004; Pineda, 2003). Kopeklerde ovulasyon sonrasi
oositler fertilize olma yeteneginde degildir, fertilize olma yetenegini kazanabilmeleri
icin ovidukda 2-3 giin bekleyerek mayoz boliinme siireglerini tamamlamalari gerekir
(Hasegan ve ark., 2012; Hutchison, 2001; Jeffcoate, 2004; Johnston ve ark., 2001;
Pineda, 2003). Ovule olmayan folikiiller atreziye olur (Correa, 2008; Davidson ve
Barker, 2009; England, 1998; Gotwals, 2000).

2.3.3. Diostrus

Diostrus evresinde disi kopek erkek kopek i¢in hala gekicidir. Ancak, didstrus
disi kopegin ciftlesmeyi kabul etmedigi donemle baslar. Kopeklerde metdstrus ve
diostrus farkli sekillerde yorumlanir. Bazi arastirmacilar ovulasyonun dstrus iginde yer
almasi, korpus luteumun Ostrus evresi igerisinde sekillenmeye baslamasi sebebiyle
metostrus, Ostrus sonrasi anostiirusa kadar gegen donemi de didstrus olarak kabul
ederler. Baz1 arastirmacilarda korpus luteumun sekillenip progesteron salgilandigi
doneme kadar metostrus, andstrusa kadar gegen evreyide didstrus olarak kabul ederler.
Ovulasyondan yaklasik 6 giin sonra kornifiye vajinal epital hiicreleri eski haline doner.
Bu durum digstrus evresinin bir belgesi niteligindedir (Concannon, 2011).

Ostrus evresinin sona ermesinden, andstriise kadar gegen siire gebelik yoksa

55-90 giindiir, fakat gebelik sekillenmigse didstriis 56-58 giin kadar siirer ve sonrasi



laktasyon baslar (Aspinall ve O’Reilly, 2005; Concannon, 2011; Correa, 2008;
Davidson, 2006; Davidson ve Barker, 2009; England, 1998; Jeffcoate, 2004; Kustritz,
2012; Linde-Forsberg, 2001; Pineda, 2003). Didstriisun ve gebeligin hormonal
mekanizmasi benzerlik gosterir ve progesteron etkisi altindadir (Kalkan ve Horoz,
2007; Schillo, 2009; Vestegen-Onclin ve Verstegen, 2008). Disi kopek fertil donem
bittip diostrusa girince vajinal duvar pembe renge doner. Didstrus evresinde vajinal
kivrimlar diiz ve yuvarlak bir sekil alir ve vulvada tekrar eski halini déner (Concannon,
2011; Davidson ve Barker, 2009; England, 1998; Johnston ve ark., 2001; Jeffcoate,
2004; Kustritz, 2012).

2.3.4. Anostrus

Anostrus evresi seksiiel dinlenme evresidir. Bu evre didstriis veya gebelik sonu
ile gelecek prodstriisiin baslangicina kadar gegen siiredir. Bu evrede disi kopek erkek
kopegi reddeder (Davidson ve Barker, 2009). Gebe olan kdpeklerde andstriis evresinde
uterus involusyonu (Kustritz, 2012) ve endometriyum onarimi gerg¢eklesir (Davidson
ve Barker, 2009; Edens ve Health, 2003). Gebe olmayan kopeklerde uterus
involusyonu, ovaryum inaktivitesi ve endometriyum yenilenmesi gozlenir.
Kopeklerde gecen bu siire andstrusun minimum siiresidir (Kustritz, 2012). Gebe
olmayanlarda digstrusun bitimi ile andstrusun baslangici klinik olarak kolaylikla ayirt
edilmez (Kustriz, 2012).

2.4. Kopeklerde Oogenesis

2.4.1. Ovaryan Folikiil Olusumu

Kopek fetusunda oogonyumun olusumu, yaklasik olarak koitus sonrasi 42 giin
sonra belirlenebilmektedir (Andersen ve Simpson,1973). Kopek folikiilleri, folikiiler
stvinin mevceudiyeti, folikiil hiicre tabakasi ve tiirii, biiyiikliigli ve morfolojisine bagl
olarak bes sinifa ayrilabilir. Dogumdan sonraki 17 ila 54 giinlerde tek katli yasst1 hiicre
tabakasi ile kapli 25 pm ¢apindaki kiiglik bir oositten olusan primordial folikiiller
sekillenir. (Andersen ve Simpson,1973; Blackmore ve ark., 2004; Tesoriero,1981).
Fakat bu asamada zona pellusida (zp) olusmamustir (Blackmore ve ark., 2004; Durrant

ve ark., 1998). Primer folikiiller dogumdan sonraki yaklasik 120. giinde olusur. Bu
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primer folikiiller ortada 78+1 um ¢apinda kiiciik ve soluk oositler etraflarinda belirgin
bir zona pellusida ve en dista ise tek katli kuboidal hiicrelerden olusan bir granulosa
katin1 igerirler (Baber ve ark., 2001; Durrant ve ark., 1998).

Primer folikiillerin biiyiikliigii birbirlerinden ¢ok farkli degildir, fakat folikiil
hiicrelerinin diferensiyonu ve proliferasyonu sebebiyle ikinci ve tiglincii evreye gecis
esnasinda biiytikliiklerinde 6nemli bir artig goriiliir. Ayn1 zamanda zp ve oosit de
onemli Olglide biiyiir (Barber ve ark., 2001).Sekonder follikiiller iki veya daha fazla
granulosa kati igerirler (Songsasen ve ark., 2009). Sekonder folikiiller sitoplazmik
lipid nedeniyle koyu renk almig tamamen biiylimiis oositler igerirler (Baber ve ark.,
2001; Durrant ark., 1998). Folikiiler siv1 sentezinin dogumdan 120 ila 160 giin sonra
tersiyer asamada olustugu bilinmektedir (Andersen ve Simpson, 1973; Baber ve ark.,
2001; Durrant ark., 1998). Bu nedenle prepubertal disi kopeklerde primodial
folikiillerin tersiyer folikiillere doniisiimii i¢in gecen siire yaklasik 70 ila 150. giin
arasindadir (Andersen ve Simpson, 1973), ki buda yetigkin kopekler i¢in gerekli olan
110 giine denk diiser (Spanel-Borowski ve Calvo, 1982). Gelismis tersiyer folikiiller
(bunlar, ¢ap1 2 mm’den biiyiik olan gelismis antral follikiilerdir ve ayn1 zamanda graaf
follikiilii olarak isimlendirilirler) prodstrustan kisa siire 6nce 6 aylik kadar geng yastaki
kopeklerde bulunmaktadir (Concannon ve ark., 1989).

LH’nin ani yiikselisi sonucu gelismis tersiyer folikiiller hizlica genisleyerek
preovulator folikiillere doniisiirler ve yaklasik 48 saat sonra ovule olurlar (Concannon
ve ark., 1989; England ve Allen,1989; Wildt ve ark., 1979). Biiylimekte olan bir¢ok
folikiil preoviilatér asamaya ulasamadan atreziye olur. Sekonder folikiillerde (ya da
ileri preantral folikiillerde) 2 tip gerileme modeli goriilir. Tip A’da dejenerasyon,
oositler ve zp’deki nekrotik degisiklikler ile karakterize olurken, Tip B’de ise
graniilosa hiicresi nekrozu goriiliir (Spanel-Borowski, 1981). Tip B dejenerasyonu
tersiyer folikiilde bulunan benzer bir yap1 olan pseudoantrum gelisimi ile sonuglanir

(Spanel- Borowski, 1981).

2.5. Kopeklerde Oosit Maturasyonu
Ovulasyon kopeklerde ostrusun 2. giintinden 7. giiniine kadar olan bir zaman
aralig1 sekillenebilir (Holst ve Phemister, 1971; Phemister ve ark.,1973; Tsutsuli,

1989). Kopek tiremesindeki en ayirt edici 6zellik oositlerin ilk mayotik bdlinmenin
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germinal vezikiil (GV) safhasinin baslangicinda ovule olmasidir. Preovulator
folikiiller (4-13 mm ¢apinda), oositleri (118-135 um ¢apinda) germinal vezikiil break
down (GVBD)’nin 48 saat iginde meydana geldigi yumurta kanalina gonderir (Farstad
ve ark., 1989; Holst ve Phemister 1971; Renton ve ark., 1991; Reynaud ve ark., 2005;
Tsutsui, 1989). Disi kopeklerde tiir ve de yas 0osit maturasyonunun gelisimini
etkilemez (Reynaud ve ark., 2005).

Oosit yumurta kanalinin orta kismina ulastiginda, niikleer maturasyon yiiksek
progesteron sirkiilasyonunun olusumu (Concannon ve ark., 1989; Reynaud ve ark.,
2005; Wildt ve ark., 1978) sirasinda ovulasyon sonrasindaki 48 ila 72 saat igerisinde
tamamlanir (Tsutsui, 1989). Oositler ve embriyolar iizerine yapilan ayrintili bir
calismadan elde edilen sonuca gore, yuamurtlama sonrasindaki 17 ila 138. saat arasinda
oositlerin ovule olmasini izleyen 54 saat i¢inde ilk mature oosit (MII) gozlemlenmistir
(Reynaud ve ark., 2005). Oositlerin ovidukt ic¢inde olgunlasmasiyla kumulus
hiicrelerinde genlesme goriilmistiir. Fakat korona radiata’nin zp tarafindaki en alt
kisimu fertilizasyondan morula safhasina kadar embriyonun gelisimi siiresince 00sitten
ayrilmamaktadir (Renton ve ark., 1991; Tsutsui, 1989).

Fertilize olmus kopek oositleri 9 ila 10 giin boyunca ovidukda tutulur ve
sonrasinda kediler (Swanson ve ark., 1994), inekler (Gordon, 1994) ve fareler (Hogan
ve ark., 1986) i¢in belirtilen giinlerden 3-5 giin daha fazla siiren morula sathasinda
iken uterusa gegerler (Songsasen ve Wildt, 2007).

Ciftlesme ovulasyondan (Renton ve ark., 1991) 3 giin kadar daha once
meydana gelebilecegi i¢in immature kopek oositi ve sperm hiicresi ovudukta bir araya
gelir ve sperm penetrasyonu niikleer maturasyonun devamina ve mayoz boliinmenin
stirdiiriilmesine neden olur (Saint-Dizier ve ark., 2001a; 2001b). Fakat in vivo
caligmalarda oositin niikkleer maturasyonunu tamamlamasinin ardindan ovulasyondan
sonraki 44 ila 120. saate kadar fertilizasyonun gerceklesmeyebilecegi gosterilmistir
(Badinand ve ark., 1993; Reynaud ve ark., 2005; Tsutsui, 1989). in vivo kosullarda
yapilan bu gozlemler in vitro kosullarda yapilanlarla celismektedir. Ornegin
kopeklerdeki oosit maturasyonunun, zp’ye niifuz eden ve niikleer yogunlasmaya
maruz kalan sperm hiicresi i¢in bir 6nkosul olmadigin1 gosterilmistir (Songsasen ve
Wildt, 2007). Buna ek olarak yakin zamanda, in vitro kosullarda spermatozonun niifuz

ettigi kopek oositlerinin mayoz bdliinmeyi siirdiirdiigiinii ve spermatozoon
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bulunmayanlardan daha biiylik oranda maturasyonu tamamladiklar1 gésterilmistir. Bu
zamana kadar in vivo ya da in vitro gézlemler arasindaki ¢eligskiye dair net bir agiklama
yapilamamustir (Saint-Dizier ve ark., 2001a; Saint-Dizier ve ark., 2001b).

Ovidukt hiicrelerinin spermatozoon kapasitasyonuna maruz kalmasini 6nleyen
kalsiyum gecisini engelleyerek kopek sperm hiicresinin uzun omiirliiliigiini devam
ettirebilecegi bilinmektedir (Kawakami ve ark., 2001). Dahasi, kopek spermatozoasi
ciftlesmeden sonraki 11 giin kadar uzun bir siire in vivo ortamda yasayabilmektedir.
Bu gozlemlere dayanarak in vivo ve in vitro ¢alismalar arasindaki ¢eliskinin, fertilize
olacak oositlerin fertilizasyon kapasitesinin yetersizligi yerine, ovidukttaki sperm
kapasitasyonunun gecikmesi ile iligkilendirilmesi daha mantiklidir (Songsasen ve
Wildt, 2007).

Kopegin oosit maturasyonu sirasinda olusan yapisal ve biyokimyasal
degisikliklere iliskin bazi ¢alismalar bulunmaktadir. Mayoz boliinme sirasinda kdpek
oositlerinin diger memeli tiirlerde de gozlemlenen degisimlere benzer olarak hiicre
iskeleti ile ilgili degisikliklere maruz kaldig: bildirilmistir (Dedieu ve ark., 1996; Kim
ve ark., 1996; Veilla ve ark., 2005; Verlhac ve ark., 1994). Germinal vezikiil
sathasindaki oositler, subkortikal mikrotiibiiller ile periniikleer tubulinlerin genis capli
siralanisin1 kapsamaktadir. Ancak iy1 ayarlanmis hi¢gbir mikrotiibiiler aga bu gelisimsel
sathada rastlanilmamustir (Saint-Dizier ve ark., 2004). GVBD asamasindaki oositlerde
mikrotiibiiller arasinda net bir ag bulunmaktadir ve kii¢iik tubulin hiicreleri ooplazma
boyunca gozlenmektedir. Kromozomlar MI sathasinda fazlasiyla sikigtirilmis ve
mikrotiibiiller, mayotik igsi lifler ile siirlandirilmistir. MI safthasindaki oositlerin
mikrotiibiil organizasyonu MII oositlerinki ile ayn1 ama daha kiigiiktiir (Saint-Dizier
ve ark., 2004).

Kopeklerde oositlerin  hiicre siklusu kontroliine dair bilgi yetersizligi
bulunmaktadir. Fakat maturasyonu destekleyen faktoriin (Maturation Promoting
Factor, MPF) ve mitojenle etkilesen protein kinazinin aktivasyonlarmin (Mitogen-
Activated protein Kinase, MAPK) mayotik safhaya bagli oldugu bildirilmistir (Saint-
Dizier ve ark., 2004). Kinaz aktiviteleri GV ve GVBD oositlerinde minimal diizeyde
iken, MI ve MII safhalarina gecildiginde 6nemli derecede artmaktadir. Kumulus
hiicreleri MAPK aktivasyonununu ve oositlerin fosforilasyonunu kontrol etmektedir.

Birkag sira kumulus hiicresi katmani ile tamamen ¢evrelenen oositler sadece korona
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radiata ile gevrelenen oositlerden daha yiikksek MAPK aktivitesi gostermektedir (Kalab
ve ark., 1997). Bu durum kumulus hiicrelerinin kdpek oositlerinin gelisimini ve
maturasyonunu diizenleme konusunda Onemli bir role sahip olduklarmi

dogrulamaktadir (Songsasen ve Wildt, 2007).

2.6. Kopeklerde Oosit Elde Edilmesi ve In Vitro Maturasyon (IVM)

2.6.1. Kopeklerde Oosit Elde Edilmesi

In vitro embriyo iiretimini etkileyen en énemli faktorlerden biriside oosit elde
etme yontemidir (Katska-Ksiazkiewicz ve ark., 2007). Kullanilan oosit toplama
yonteminin amact her ovaryumdan ¢ok sayida ve kaliteli oosit elde etmektir (Wani ve
ark., 2000). Oositin gelisim evresi gelisim yetenegini ve Kalitesini belirler, dondriin
yas1, oosit biiyiikligii, niikleer ve kumulus hiicre morfolojisi ivm oranm etkiler
(Hewitt ve England, 1998a; Krisher , 2004; Srsen ve ark.,1998). Ivm uygulamalari i¢in
kullanilan kopek oositleri genellikle ovario-histerektomi ameliyati gegirmis
kopeklerden toplanmaktadir.

Oositlerin elde edilmesi, ovaryumlarin ovario-histerektomi ile toplanmasi
laboratuvara getirilmesi, ovaryumlarin yikandiktan sonra artik dokularindan
arindirilmasi ve folikiillerden silicing ve punksiyon yontemi ile oosit elde edilmesi,
kumulus hiicrelerine gére oositlerin se¢ilmesi ve yikama asamalarindan olusur (Wani
ve ark., 1999). Ovaryumlarin tagima sicakligi (Lee ve ark., 2007 ; Tas ve ark., 2006),
disi dondr yas1 (Hewitt ve England, 1998), oosit cap1 ve oosit kiiltlir yogunlugu (Otoi
ve ark., 2002) in vitro olgunlagmayi etkileyen hususlardir.

In vitro maturasyon i¢in immature oositlerin secilmeleri oositlerin morfolojik
ozelliklerine gore yapilmaktadir (Songsasen ve Wildt, 2007) Segilen kaliteli oositler

in vitro maturasyon ortamina aktarilarak mature edilirler.

2.6.2. In Vitro Maturasyon
Kopek oositlerinin in vitro fertilizasyonunda tartigmali iki farkli goriis
bulunmaktadir. Bir grup arastirmaci (Cinone ve ark., 1992; Rodriguez ve Rodriguez,
2006) maturasyon medyumu igerisine gonadotropinlerin, steroidlerin, biiyiime

faktorlerinin ve ¢esitli protein kaynaklarinin ilave edilmesinin basarida 6énemli rol
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oynadigim bildirirken, digerleri (Bolamba ve ark., 2002; Rodriguez ve Rodriguez,
2006; Songsasen ve ark., 2002,) maturasyon medyumu igerisine protein ya da gesitli
protein kaynaklarinin katilmasindan da in vitro maturasyonun sekillenebilecegini 6ne
stirmistiir. Kullanilan medyumun olabildigince basit olmasi test edilecek maddelerin
oositleri ne oranda etkiledigini belirlemek agisindan 6nemlidir. Ancak, medyuma
katilacak serumun medyumdaki bazi toksik unsurlarin bertaraf edilmesindeki roliiniin
oldugu da unutulmamalidir. Kullanilan serum oksidatif stres {riinlerinin zararh
etkilerini ortadan kaldirir ve ortamin pH’sin1 dengede tutmaya yardimci olur. Ayrica,
kullanilan serum zona pellusidanin sertlesmesini de onlemektedir (Rodriguez ve
Rodriguez, 2006). Boylece, maturasyon sonrasinda dolayli yoldan in vitro
fertilizasyon ve gelisime de katkida bulunmaktadir.

Gonadotropinler ile steroid hormonlarin da kopek oositlerinin in vitro
maturasyonu {iizerindeki etkileri tartismalidir. Yapilan bazi calismalarda in vitro
maturasyon basarisin1 olumlu etkiledigi bidirilirken, bazi ¢alismalarda da basarty1
etkilemedigi belirlenmistir. Bu durumunda anilan maddelerin elde edildigi kaynaklarin
farkli olmasindan ve in vitro maturasyon medyumlarindaki degisen diizeylerde
bulunmasindan kaynaklanabilecegi ifade edilmistir (Rodriguez ve Rodriguez, 2006).

In vitro maturasyon siirecinde oositleri kusatan kumulus hiicrelerinin varliginmn
onemli oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Rodriguez ve Rodriguez, 2006;
Sirard ve ark., 2002; Tange ve ark., 2002). Kumulus hiicreleri oosit igerisindeki
metobolitlerin hiicreden gegislerini kontrol etmede rol oynamaktadir (Cetica ve ark.,
2002; Rodriguez ve Rodriguez, 2006). Diger memelilerden farkli olarak kopeklerde
kumulus hiicreleri embriyo morula asamasina ulasana kadar oositle baglantilarin
koparmamaktadir. Dolayisiyla, kumulus hiicrelerinin kdpeklerde erken embriyonik
gelisim  doneminde  Onemli  diizenleyici  fonksiyonlara  sahip  oldugu
degerlendirilmektedir (Rodriguez ve Rodriguez, 2006).

Kopeklerde in vitro maturasyona tabi tutulan kopek oositlerinin mayotik cevabi
hala tahmin edilebilir degildir. Diger tiirlere nazaran daha uzun siire gerektiren in vitro
maturasyon siirecinde, medyumdaki bilesenlerin yetersizliklerini, hangi maddelerin
zararli veya baskilayic1 olduklarint ya da konsantrasyona bagli indiikleyici etkinin

hangi konsantrasyonda oldugunu belirlemek biiyiik zorluklar tagimaktadir. Ayrica,
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oositlerin elde edildigi kopekten kaynaklanan bireysel farkliliklarda bu konuda biiyiik
onem tasimaktadir (Rodriguez ve Rodriguez, 2006; Rodrigues ve ark.,2004).

2.7. In Vitro Maturasyona Etki Eden Faktorler
Oositlerin elde edildigi kopegin yast, 1rki, iireme siklusunun sathasi ve folikil
biiytikligii, kullanilan kiiltiir medyumu, kiiltiir siiresi, protein ve hormon takviyesi ile

kumulus/granuloza hiicreleri oositlerin in vitro maturasyon oranlarini etkilemektedir.

2.7.1. Kopegin Yas1 ve Irki

Kopegin yast in vitro maturasyon g¢aligsmalarinda ovaryumdan alinan oosit
sayisini etkilemektedir. Daha geng bireyler (12 aydan daha kiigiik) veya daha yash
bireyler (7 yasinda ya da daha biiyiik) ile karsilastirildiginda, 1-6 yas arasindaki disi
kopeklerde folikiil ve oosit iiretiminin daha fazla oldugunu gosterilmistir (Strom ve
ark., 2001). Prepubertal disi kopeklerden alinan intraovaryan oositlerinin (4-6 aylik)
mayoz boliinmeyi baglatmada ve tamamlamada yetersiz oldugu bildirilmistir. Kopegin
yasam dongiisiiniin bu sathasinda kumulus ve etrafindaki graniiloza hiicreleri ya da
direkt oosit arasinda az sayida hiicresel baglanti bulundugu goriilmektedir. Prepubertal
disi kopeklerden alinan oositlerde diisiik protein sentezine ragmen, yiiksek metabolik
ve transkripsiyon aktiviteleri hiicrelerin tamamen gelisimsel yeterlilik kazanamadigini
gostermektedir (Haenisch ve ark., 2003). Aksine, disi kopekler 6 aylik (prepubertal)
ila 7 yas (olgun) arasindayken, oosit mayotik yeterliliginde dondriin yasinin higbir
etkisinin olmadig bildirilmistir (Hewitt ve England, 1998a; Songsasen ve ark., 2002).
Ancak oositin gelisimsel yeterliligi ileri yaslarinda olan disi kopeklerde onemli
derecede azalmaktadir (Hewitt ve England, 1998a). Mevcut verilerin smirli olmasina
ragmen, disi kopeklerde irkin, her ne kadar melez dondrlerden safkan dondérlere oranla
daha fazla ovaryan folikiil elde edilse de, in vitro niikleer maturasyon yeterligini

etkilemedigi bildirilmistir (Durrant ve ark.,1998).

2.7.2. Ureme Siklusunun Safhasi ve Folikiil Biiyiikliigii
Ureme siklusunun safhas1 ve oositin mayotik yeterligi arasindaki iliski {izerine
yayinlanan c¢alismalar ¢eliskili sonuglar bildirmektedir. Bazi arastirmacilar siklus

safhas1 ve mayotik yeterlik arasinda bir iligki bulunmadigin ifade ederlerken (Cinone
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ve ark., 1992; Hewitt ve England, 1997; Otoi et al.,2002; Rodrigues ve Rodrigues,
2003b; Songsasen ve Wildt, 2005), digerleri tireme siklusunun safhasinin oositin
gelisimsel yeterligini énemli derecede etkiledigini bildirmistir (Kim ve ark., 2004;
Luvoni ve ark., 2001; Otoi ve ark., 2001; Willingham-Rocky ve ark., 2003; Rodrigues
ve ark., 2004). Preovulator folikiilden ve folikiiler (Ostrus/prodstrus) evredeki
kopeklerden elde edilen oositlerin diger iireme evresinde elde edilen oositlerden daha
yiiksek oranda niikleer maturasyonu tamamladigi bildirilmistir (Kim ve ark., 2004;
Otoi ve ark.,2001; Yamada ve ark.,1993; Willingham-Rocky ve ark., 2003). Benzer
bir sekilde Ostrus safhasindaki disi kopeklerden elde edilen oositlerin prodstrus ve
anestrus donemdeki disi kopeklerden alinan oositlere kiyasla daha yiiksek oranda
mature olduklar1 da gosterilmistir. Fakat diostrus sathasindaki disi kopeklerden alinan
oositlerin ostrus safhasindaki disilerden alinan oositlerle benzer bigimde MII
asamasina gelistigi de gosterilmistir. Luteal veya anestrus safhalara kiyasla folikiiler
evredeki disi kopeklerden alinan intraovaryan oositlerde proniikleus olusumu daha sik
gozlemlendigi igin tireme Siklusu safhasinin fertilizasyon kapasitesini etkiledigi de
bildirilmistir (Rodrigues ve ark., 2004).

Ureme siklusu sathas1 boyunca oositlerin mayotik yeterliligindeki farkliliklar
biiyiik olasilikla oositlerin  elde edildigi safhadaki folikiil ve oositlerin
biiyiikliiklerindeki dagilimdan kaynaklanmaktadir. Ostrus, didstrus ve anestrus
sirasinda gelisen folikiillerin ortalama g¢aplart (sirastyla 119,2, 107,7 ve 103,6 um)
arasinda biiyiik farkliliklar bulunmaktadir. Ayrica, 120 pm c¢apindan daha biiyiik olan
oositler diger iireme safhalarindan ziyade folikiiler sathada elde edilmistir.

Oositlerin mayoz boliinmeyi devam ettirebilmesi igin ¢aplarinin en az 100-120
um olmas: gerektigini ve niikleer maturasyonun daha kiiglik boyutlarla
kiyaslandiginda 120 pum’lik oositlerde arttiginin bilinmesinden dolayr bu durum
onemlidir. In vitro maturasyonda oosit boyutu &nemli olsa da, IVM basarisini
sinirlayan tek faktor olarak sinirlandirict degildir. Biiyiik oositlerin (¢ap1 120 pm’den
daha biiyilk) sadece %20 kadar1 in vitro sartlarda niikleer olgunlasmayi
tamamlamaktadir (Otoi ve ark., 2000, 2001; Songsasen ve Wildt, 2007).

Folikiil boyutunun kdpek oositinin gelisimsel yeterliligini 6nemli derecede
etkiledigi gosterilmistir (Songsasen ve Wildt, 2005). Daha kiiciik capl folikiillerden

(0,5 - < 2 mm) elde edilen oositlerin sadece %16-38’i in vitro kosullarda niikleer
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maturasyonu tamamlarken, 2 mm g¢apindan biiyiik folikiillerden elde edilen oositlerin
%80’1 kadar1 in vitro kosullarda niikleer maturasyonu tamamlamaktadir (Songsasen
ve Wildt, 2005). Buna ek olarak, tireme siklusu sathalari ile farkli boyutlardaki
folikiillerin dagilimi arasinda da bir iliski oldugu fark edilmistir. Ornegin, 2 mm’den
biiyiik folikiiller prodstrus veya ostrus safthalarinda daha ¢ok gézlemlenirken, anestrus
ve diostrus safhasindaki disi kopeklerin ovaryumlarinda 0,5 mm ¢apindan daha kiigiik
folikiiller bulunmaktadir (Songsasen ve Wildt, 2005). Buna ragmen, prodstrus
safhasindaki disi kdpeklerin ovaryumlarinda bazi kiigiik folikiiller gézlemlenebilir ve
didstrus sathasindaki bireylerde de birkag biiyiik folikiil bulunabilir. Ureme siklusu
temel alindiginda, gruplar arasinda mayotik maturasyonu tamamlayan oositlerin
oranlar arasinda ciddi farkliliklar yoktur (Songsasen ve Wildt, 2005). Bu yiizden,
folikiil boyutunun kopek oositinin gelisimsel yeterliligini etkileyen 6nemli bir faktor
oldugu cok agiktir. Kopek oositleri rasgele dilimleme yontemi ile toplanmaktadir.
Dolayisiyla, elde edilen farkli gelisim asamasindaki heterojen oosit popiilasyonunda
niikleer maturasyonun tamamlanmasinda biiyiikk degisikliklerin = gdzlenmesi
kaginilmazdir (Luvoni ve ark., 2005).

Andstrus safhasindaki disi kopeklerde ooplazm ve kumulus hiicreleri arasinda
iletisimde eksikligin var oldugu bildirilmistir (Luvoni ve ark., 2001) ve bu durum
anostrus safhasinda elde edilen oositlerin siklusun diger evrelerinde elde edilen
oositlerden farkl kiiltiir sartlarin1 gerektirebilecegi ongoriilmektedir (Songsasen ve
Wildt, 2007). Ornegin, kiiltiir yogunlugu in vitro niikleer maturasyonu tamamlamak
i¢in andstrus safhasinda alinan oositlerin yetisini onemli derecede etkilemektedir (Otoi
ve ark.,2002). Yiksek yogunlukta oosit (20 oosit/100ul maturasyon medyumu)
kullanildiginda, diostrus safhasinda elde edilen oositlerin sadece %50’si germinal
vezikiil asamasinda bloke olurken, andstrus safhasinda elde edilen oositlerin %80 gibi
bliylik ¢ogunlugunun germinal vezikiil asamasinda bloke oldugu bildirilmistir. Kiiltiir
yogunlugu 10 oo0sit/100 pul maturasyon medyumu diizeyine diisiiriildiigiinde ise,
andstrus safhasinda elde edilen daha fazla sayida oosit mayoz bolinmeye devam
etmekte ve niikleer maturasyonu tamamlamaktadir. Oysa, didstrus sathasinda elde
edilen oositlerden elde edilen sonuclar arasinda onemli bir fark bulunmamistir.

Boylelikle anestrus ve didstrus safhasindaki disi kopeklerden elde edilen oositler
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arasindaki mayotik yeterlilikteki farkliliklarin ideal kiiltiir yogunlugu kullanilarak
giderilmesi s6z konusu olabilmektedir (Otoi ve ark.,2002; Songsasen ve Wildt, 2007).

2.7.3. Kullanilan Kiiltiir Medyumu

Kopek oositlerinin in vitro maturasyonu amaciyla yaygin olarak kullanilan 3
farklt maturasyon medyumu kullanilmigtir: Bunlar TCM-199, Synthetic Oviductal
Fluid (SOF) ve CMRL 1066 medyumlaridir. Yapilan ilk ¢alismalarda kompleks
medyum TCM-199 ile basit medyum SOF kullaniminda aralarinda fark olmadiginin
bildirilmis olmasina ragmen, daha sonra yapilan bir ¢alismada TCM-199’un daha iyi
sonug verdigi bildirilmistir (Rota ve Cabianca, 2004). Yapilan bagka bir ¢alismada ise
iki kompleks medyum, TCM-199 ve CMRL 1066, karsilastirilmistir. Calisma
sonucunda TCM-199 medyumundan daha basarili sonug elde edilmistir. Bu duruma
TCM-199 medyumunun CMRL 1066 medyumuna kiyasla daha ¢ok vitamin ve daha
yiilksek konsantrasyonda sistein ve askorbik asite sahip olmasi gosterilmistir
(Songsasen ve ark., 2002). Oositlerin in vitro maturasyonu i¢in kullanilan medyum
icerisine antioksidan B-merkaptoetanol ilavesi yapilmis ve oksidatif strese duyarl
yiiksek miktardaki hiicre i¢i yag i¢eren kdpek oositlerinin in vitro maturasyonu igin -

merkaptoetanol ilavesinin 6nemli oldugu saptanmistir (Kim ve ark., 2004).

2.7.4. Kiiltiir siiresi

Kopek oositleri ovidukt igerisinde in vivo niikleer maturasyonu tamamlamak
i¢in 48-72 saate gereksinim duyarlar (Reynaud ve ark., 2005). Normal sartlarda kdpek
oositlerinin in vitro maturasyonu i¢in bildirilen optimum siire¢ in vitro fertilizasyon
sonras1 embriyonik gelisim baz alindiginda 48 saattir. Ancak, yapilan bir ¢aligmada 72
saat slire ile in vitro mature edilen kopek oositlerinin 48 saat siire ile mature
edilenlerden daha yiiksek oranda niikleer maturasyonu tamamladigi bildirilmistir (Otoi

ve ark., 2004).

2.7.5. Protein ve Hormon Takviyesi
Kopek oositlerinin in vitro maturasyonunda kullanilan ¢esitli protein
takviyelerinin kullanilmast yogun olarak calisilmis olmasima ragmen, elde edilen

sonuglarda tutarsizlik goriillmektedir (Bolamba ve ark., 2002; Evecen ve ark., 2002,
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Otoi ve ark., 1999; Rodrigues ve Rodrigues, 2003a; Sonsagen ve ark., 2002). Kopek
oositlerinin in vitro maturasyonu amactyla TCM-199 medyumu kullanildiginda, %0,3
bovine serum albiimin (BSA) ya da %10-20 oraninda fetal calf serum (FCS)
takviyesinin optimum sonug¢ almada etkin oldugu bildirilmistir (Songsasen ve Wildt,
2007). Basit medyum SOF kullanildiginda ise, BSA’nin yararli etkisinden
faydalanabilmek i¢in daha yiiksek konsantrasyonuna (%4) gereksinim duyulmaktadir
(Hewitt ve England, 1999b). Ancak, baska bir ¢alismada ise, SOF medyumuna yapilan
protein takviyesinin kopek oositlerinin in vitro niikleer maturasyonunda gerekli
olmadigi da bildirilmistir (Bolamba ve ark., 2002).

Maturasyon medyumuna serumun ilave edilmesi sonucunda maturastyon
siirecinden sonra ayirt edilemez niikleer organizasyonlu oosit oraninda artis oldugu
bildirilmistir (Songsansen ve Wildt, 2007). Serum takviye edilmis maturasyon
medyumuna BSA’nin ilave edilmesiyle yalnizca serum takviyesi yapilan gruba gore
daha az dejenere oosit elde edildigi gosterilmistir (Bolamba ve ark., 2002). Ancak,
giiniimiize kadar bircok calismada serumun protein kaynagi olarak kullanilmasina
ragmen, elde edilen sonuglarin ¢ok biiyiik degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir.
Yapilan bir ¢aligmada, maturasyon medyumuna %20 oraninda Ostrustaki inek serumu
(estrus cow serum, ECS), ostrustaki disi kopek serumu (estrus bitch serum, EBS) ya
da fotal buzag serumu (fetal calf serum, FCS) ilave edilmistir ve ¢calisma sonucunda
FCS kullanilan grupta daha yliksek oranda MI/MII agamasina ulastig1 bildirilmistir
(Robertson ve ark., 1992).

Kopek oositlerinin in vitro maturasyonunda maturasyon medyumuna 17f-
Ostradioliin ilave edilmesinin 6zellikle folikiiler sathada bulunan kopeklerden elde
edilen oositlerin maturasyon oranlarini artirdigr bildirilmistir (Kim ve ark., 2005).
Progesteronun tek basina ya da Ostradiolle kombinasyonunun kullanilmasinin da
folikiiler fazda bulunan kopeklerden elde edilen oositlerin niikleer maturasyonuna
olumlu katkida bulundugu bildirilmistir (Kim ve ark., 2005). Bu durumun aksine,
progesteronun lireme siklusunun herhangi bir doneminde bulunan koépeklerden elde
edilen oositlerin niikleer maturasyonu {iizerinde etkili olmadigi da bildirilmistir
(Willingham-Rocky ve ark., 2003).

Diger hayvan tiirlerinde yaygin olarak kullanilan gonadotropinler (folikiil

sitiimiile eden hormon, FSH ve luteinlestirici hormon, LH) koépek oositlerinin
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maturasyonunda kullanilmamaktadir. Gonadotropinlerin maturasyon medyumu
icerisine ilave edilmesinin kopek oositlerinin mayotik maturasyonunu desteklemede
basarisiz kaldigi bildirilmistir (Hewitt ve England, 1999a). Ayrica, maturasyon
medyumu igerisine tiim kiiltiir siireci boyunca LH ilave edilmesinin MII asamasina
gelisen oositlerin oranini diisiirmekte oldugu gosterilmistir (Songsasen ve ark., 2002).
Kiiltiir periyodu boyunca gonadotropinlerin maturasyon basarisini  olumsuz
etkilemesine ragmen, oositlerin kisa siireligine gecici bir siire LH ve FSH
hormonlarina maruz birakilmasinin  niikleer maturasyonu destekleyebilecegi
bildirilmistir (Songsansen ve Wildt, 2007). Yapilan rutin ¢aligmalarda ¢ogunlukla

gonadotropinler kullanilmamaktadir.

2.7.6. Kumulus/Granuloza Hiicreleri

Kopek oositlerinin in vitro maturasyonu ile ilgili bir¢ok ¢aligmada, kumulus
genlesmesi ve kumulus graniiloza hiicreleri ile oosit arasindaki iliski detayli bir sekilde
tartigtlmamustir. En az iki sira kumulus hiicresine sahip oositlerde kumulus genlesmesi
gozlenirken, tek sirali kumulus hiicresine sahip oositlerin 48 saatlik kiiltiiriinden sonra
dejenere olduklari bildirilmistir. Bu ¢alismada kutup hiicresi atilimi1 da sadece en az
iki sira kumulus hiicresine sahip oositlerde goézlenmis ve sonug¢ olarak kumulus
hiicrelerinin varliginin képek oositlerinin IVM’u i¢in 6nemli rol oynadig1 saptanmistir

(Nickson ve ark., 1993).

2.8. Ovaryumlarin Tasinma Sicakhi@inin Etkileri

Biyoteknolojik caligmalar, hem evcil hem de nesli tiikenmekte olan tiirler i¢in
genetik materyalleri korumaya yonelik yontemleri arastirmaya devam etmektedir.
En Onemli sorunlardan birisi de oositlerin elde edilecegi yumurtaliklarin uzun
mesafelerden laboratuvara taginmasidir (Evecen ve ark., 2010). Karnivor oositler in
vitro kosullarda kolayca bozulabilmektedir (Roodrigues ve Rodrigues, 2003b;
Songsasen ve ark., 2002). Oositlerde hiicresel otolizler uzun siire boyunca +35-
38°C’de tasinma siirecinde meydana gelmektedir. (Holt ve Picard,1999). Oosit
proteinleri, mitojenle aktive olan protein kinaz, maturasyonu destekleyici faktor
(Maturation promoting factor, MPF) ve cdc2-kinaz oosit olgunlagsmasina izin veren

faktorlerden bazilaridir (Fissore ve ark., 1996; Smitz ve ark., 2004). Bu tiirlere spesifik
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proteinlerin miktarlar1 farklik gostermektedir. Viicut sicakligindan daha diisiik
sicakliklarda hiicre metabolizmasi yavaslar ve bu spesifik proteinlerin etkileri bastirilir
(Smitz ve ark., 2004). Her ne kadar kediler ve sigirlar gibi bazi memeli tiirlerinde
+4°C’de tasinan ve depolanan yumurtaliklar ile basarili oosit maturasyon sonuglari
bildirilmis olmasina ragmen, bu oranlarda koyunlarda +32°C’dan daha diisiik oranda
maturasyon oranlari elde edilmistir (Ozdas ve ark ., 2005). Maturasyon medyumu
igerisinde hangi bilesenlerin yetersiz oldugunun ya da hangi unsurlarin zararlh veya
baskilayici oldugunun belirlenmesinin gii¢ olmasindan dolayi, in vitro maturasyona
tabi tutulan kopek oositlerinin mayotik tepkisi heniiz tam olarak 6nceden
kestirilememektedir. (Rodrigues ve Rodrigues, 2006). IVM deneylerinde kullanilan
oositlerin farkli itk ve yastan kopeklerden elde edilmesinden ve bu oositlerin farkli
kiiltiir sistem ve medyumlarinda kiiltiir edilmesi nedeniyle kdpek oositlerinin mayoz
boliinmeyi tamamlama oranlar1 degiskenlik gostermektedir (Farstad, 2000). Yukarida
da ifade edildigi tizere, kiiltiire alinan oositlerin sayisi, yumurtaliklarin taginma
sicakligi, kdpegin yasi ve oositlerin ¢ap1 in vitro olgunlagmayi etkilemektedir (Evecen
ve ark., 2010; Evecen ve ark., 2018; Hewitt ve England, 1998; Lee ve ark., 2006; Otoi
ve ark., 2002; Tas ve ark., 2006).

Ostrus siklus evresine bakilmaksizin +4°C’de tasinan ovaryumlardan elde edilen
ooistlerin maturasyon oranlar1 +35-38°C'de tagmanlara gore daha yiiksek
bulunmustur. Ancak, bu ¢alismada Ostrus siklus asamasinin maturasyon iizerinde etkili

olup olmadig1 net olarak belirlenemistir (Tas ve ark .,20006).
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3. GEREC VE YONTEM

Sunulan tez ¢alismas1 Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan verilen 04/02/2014 tarih ve 2014 -03/05 nolu etik kurul karar1 onayi ile
gerceklestirilmistir. Arastirmada, hayvan materyeli olarak Bursa Niliifer Belediyesi
hayvan barinagi ameliyathanesinden ovario-histeroktomi iglemi yapilan sokak

kopeklerinin ovaryumlar1 kullanilmistir.

3.1. Disi Kopek Secimi

Disi kdpeklerin segiminde operasyona alinacak kopeklerin dncelikle pubertaya
ulagmalar1 bakimindan 1-5 yas arasindaki disi kopekler se¢ilmistir. Dis bakida viicut
kondisyonlarinin iyi olmasina dikkat edilmistir. Asir1 sisman veya kasektik kopekler
calisma i¢in kullanilmayip elenmistir. Son asama olarak c¢alismada kullanilacak
kopeklerin genel muayeneleri yapilmistir. Yapilan muayeneler de solunum sistemi ve
tirogenital sistem lizerine yogunlasilmistir. Bu kriterleri saglayan kopekler calisma icin

kullanilmustir.

3.2. Operasyon Yontemi

Calismada kullanilacak ovaryumlar ovario-histeroktomi uygulamasini takiben
disar1 alinan genital organlardan alinmistir. Disi kopeklerde operasyon en ideal
kizginlik bagladiktan 2 ay sonra oldugu i¢in, genellikle andsturus donemindeki disi
kopekler kullanilmistir. Operasyona alinacak kopeklerin operasyon oncesi genel
muayeneleri yapilmigtir. Saglik sorunu olmayan, genel muayenelerinde olumsuzluk
bulunmayan kopekler operasyona alinmistir. Operasyona alimacak disi kopeklerin
anesteziden 8 saat 6nce yem ve sulari uzaklastirilmistir. Anesteziye alinan disi
kopekler median hattan operasyon yapilacagi i¢in operasyon masasina dorsal
pozisyonda yatirilmistir.

Anestezide olan kopekler operasyon bolgesinin killart temizlendikten sonra,
uygun cilt temizleyicileri ile temizlenip boélgenin antiseptik soliisyonlarla asepsisi
saglanmistir. Uygun olan steril serviyetler ile ensizyon bdlgesi sinirlandirilip
operasyona basglanmistir. Ensizyon hatt1 linea alba hattindan umblikal bdlgenin 1

cm’den fazla kaudalinden baglayip linea alba hattindan devam ederek pubis kemiginin
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2-3 cm Oniinde sonlandirilmistir. Olusan ensizyon hatti yaklasik 2-3 cm kadardir.
Yapilan ensizyon yerinden cilt altindaki bag ve yag dokular kiit bir makasla diseke
edilir, boylece linea albanin daha rahat goriilmesi saglanmistir. Linea alba ortasindan
disli bir pensle gekilerek, 6nce kiit bir makasla diseksiyonla delinmistir. Daha sonra
linea alba ensize edilerek bir kaniil araciligiyla periton delinmistir. Sonrasinda
ensizyon hatt1 genisletilmis ve genital organlara daha rahat ulasabilmek igin idrar
kesesi yana c¢ekilerek kornu uteriler ve bifurkasyo uterinin kolayca goriilmesi
saglanmistir. Kornulardan biri ovaryohisterektomi kancas1 ile disar1 alinip,
ligamentum suspensoryum ovari tizerine ligatiir konulmustur. Ovaryum ile ligatiir
arasina hemostatik pens yerlestirilmistir. Ovaryum pedikiiline ensizyon yapilip
ayirdiktan sonra, kanama olup olmadig1 kontrol edilip kalan parca karin boslugunun
i¢ine birakilmistir.

Ovaryumun alinmasindan sonra, kornuyu asan ligamentum latum uteri diseke
edilmis ve sonrasinda ayrilan kornu birfikasyo uteriye dogru takip edilip diger
ovaryum tespit edilmistir. Ayni islem diger ovaaryum i¢in de uygulanmistir. Her iki
ovaryum ligatiir edilip alindiktan sonra, korpus uteriye ulasilmistir. Her iki kornu uteri
pelvise dogru ¢ekilerek uterusun arter ve venlerinin goriilmesi saglandiktan sonra,
arter ve venleri icine alacak sekilde ligatiir uygulanmstir. ilk ligaturiin kraniyaline
ikinci ligatiir atilmistir. Bu iki ligatlir arasindan ensizyon yapilmistir. Daha sonra,
peritonun ardindan kas tabakasi kapatilip, deri alt1 bag doku ve deri kapatilmistir.
Ovario-histeroktomi yontemiyle alinan ovaryumlar tagima i¢in kullanilan termostaki
antibiyotik katkili (Gentamisin Siilfat, 50 mg/ml) PBS soliisyonuna kanla temasini

minimuma indirmek i¢in iki uctan ligatiire edilmis ve termoslar igerisine konulmustur.

3.3. Ovaryumlarin Labaratuvara Getirilmesi

Her bir disiden c¢ikan bir ¢ift ovaryumun bir tanesi antibiyotik katkili
(Gentamisin Siilfat, 50 mg/ml) PBS soliisyonunu igeren +4 °C derecede Ki termosa;
digeri ise antibiyotik katkili (Gentamisin Siilfat, 50 mg/ml) PBS soliisyonunu igeren
+38°C’deki tasima kabina konmustur. Bes dakika araliklarla tagima kaplarinin
sicakliklar Ol¢iilmiis, sayet sicakliklarda bir degisim gozlenirse dnceden hazirlanmis
1s1larina uygun antibiyotik katkili (Gentamisin Siilfat, 50 mg/ml) PBS soliisyonu ile

sicakliklarin korunmasi saglanmistir. Boylece, laboratuvara gidene kadar kaplarin
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sicakliklarmin sabit olmasi saglanmistir. Termos kaplart en gec iki saat icerisinde
laboratuvar ortamina gotiiriilmistiir. Ovaryumlar maksimum 2 saat igerisinde

laboratuvara getirilmistir.

3.4. Oositlerin Elde Edilmesi

Ovaryumlar g¢evrelerindeki fazla doku ve yaglardan arindirildiktan sonra, ii¢
kez +38°C’deki PBS ile yikanmistir. Oositler toplanana kadar +38°C’deki PBS i¢inde
bekletildi. Ovaryum yiizeyinde goriilen follikiiller bir bistliri yardimiyla kesildi ve
instilin ignesi takilmis 10 ml’lik enjektordeki oosit yikama medyumu (Tablo-1) ile
plastik petri kutulari i¢erisinde yikandi. Stereo mikroskop (Nikon SMZ 1000) x10-20
biiyilitme altinda en az 2 sira kumulus hiicresi tarafindan siki bir sekilde sarilmis, uygun
capta ve vitelluslar1 homojen ve koyu renkli goriinen (vakuol, yer yer yogunlagsma vb.

farkliliklar olmayanlar) oositler (comulus oocyte complexes, COCs) segildi.

3.5. in Vitro Maturasyon

Maturasyon igin dortlii petri kaplar1 (Nunc 176740) kullanilmigtir. Maturasyon
i¢in her bir kuyucukta 500 ul maturasyon medyumu bulunan, iizeri mineral yagla kapl
ve en az 2 saat inkiibatorde (HERA cell) bekletilen petriler 6nceden hazirlanmistir.
Elde edilen oositler ii¢ kez oosit yikama medyumundan gegirildikten sonra, bir kez de
maturasyon medyumundan (Tablo 2) gegirilerek iyice yikanmistir. Calismada +4 ve
+38°C tagima sicakliklart i¢in birer tanesi kontrol olmak iizere toplam 6 grup asagida

belirtildigi gibi hazirlanmastir.

+4°C tasima sicakhgi icin

1. Grup (Kontrol): TCM 199 + 2,2 gr/lt NaHCO3 + 0,23 mM Na Pyruvate (pH: 7,3;
Ozmolarite: 288 mOsmol),

2. Grup (BSA): TCM199 + % 0,3 BSA (Fraction V, Sigma A8806) + 2,2 gr/lt
NaHCO3 + 0,23 mM Na Pyruvate (pH: 7,3; Ozmolarite: 288 mOsmol),

3. Grup(FCS): TCM199 + %5 FCS (Fetal Calf Serum, Biochrom S 0115) + 2,2 gr/It
NaHCO3 + 0,23 mM Na Pyruvate (pH: 7,3; Ozmolarite: 288 mOsmol)
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+38°C tasima sicakhg icin

4. Grup (Kontrol): TCM 199 + 2,2 gr/lt NaHCOs + 0,23 mM Na Pyruvate (pH: 7,3;
Ozmolarite: 288 mOsmol),

5. Grup (BSA): TCM199 + % 0,3 BSA (Fraction V, Sigma A8806) + 2,2 gr/lt
NaHCO3 + 0,23 mM Na Pyruvate (pH: 7,3; Ozmolarite: 288 mOsmol),

6. Grup (FCS): TCM199 + %5 FCS (Fetal Calf Serum Biochrom S 0115) + 2,2 gr/It
NaHCOs3 + 0,23 mM Na Pyruvate (pH: 7,3; Ozmolarite: 288 mOsmol)

Kazanilan oositler 6 farkli maturasyon medyumuna aktarilmistir. Her bir
kuyucuga 30 oosit aktarilmistir. Daha sonra, oositler Germinal Vezikil (GV)
asamasindan MII asamasina gelebilmesi i¢in %5 CO2 ve %100’°¢ yakin nemin
saglandigr +38,5°C’lik inkiibator ortaminda 72 saat siireyle in vitro maturasyona

brrakilmstir.

3.6. Maturasyon Sonrasi Oositlerin Boyanmasi ve Degerlendirilmesi

Olgunlagma siiresinin sonunda oositlerin  kumulus hiicreleri vorteks
kullanilarak mekanik olarak uzaklastirilmistir. Ardindan % 0,7 lik KCI soliisyonunda
4-5 dakika bekletildikten sonra, lam-lamel arasinda sikistirilarak sabitlenmis ve
sonrasinda Hoechst 33258 soliisyonu ile boyanmistir. Karanlik odada mikroskop

altinda oositlerin kromozom yapilarina gére maturasyon durumlari incelenmistir.

3.7. Sonuglarn Istatistiksel A¢idan Degerlendirilmesi

Sonuglarin istatistiksel degerlendirilmesinde SPSS 23 programindan
yararlanilmigtir. Oositlerin degerlendirilmesinde Ki kare testi kullanilmistir. Calismada

P<0,05 diizeyinin istatistiksel fark bakimindan 6nemli oldugu kabul edilmistir.

3.8. Calismada Kullamilan Soliisyonlar
3.8.1. Tasimada kullanilan Phosphate Buffered Saline (PBS) soliisyonu
Tablo-1. Phosphate Buffered Saline (PBS) / 200 ml

Malzeme Miktar
PBS tablet (Sigma P4417) 1 adet
Distile su 200 ml
Gentamisin 2ml
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3.8.2. Maturasyon medyumu

Maturasyon amactyla TCM-199 medyumu kullanilmistir. Oncelikle Tablo
2’de goriilen TCM-199 stok medyum hazirlanmis, 0,22 pum c¢aph filtreden
gecirildikten sonra 2 ay siireyle buzdolabinda muhataza edilmistir. Giinliik kullanimda
da Tablo 3’te goriilen ilaveler yapilarak gruplara gore yikama ve in vitro maturasyon

amactyla kullanilmistir.

Tablo 2. TCM-199 Stok Soliisyonu Hazirlanmasi

Malzeme Miktar
TCM-199 Sigma M5017 950 mg
NaHCOs3 220 mg
Distile Su 100 ml

Tablo 3. Maturasyon Medyumu

Malzeme Miktar/Grup Miktar/Grup Miktar/Grup
lved 2ve5 3veb
TCM-199 Stok 10 ml 10 ml 9,5 ml
Na pyruvate 3,3 mg 3,3 mg 3,3 mg
Gentamisin 5,5 mg 5,5 mg 5,5 mg
BSA - 300 mg -
FCS - - 0,5 ml

3.8.3. Hoechst Boyasimin Hazirlanmasi ve Kullaninm

Boyanin hazirlanmasinda proteinden ari HSOF medyumu kullanilmistir.
Medyumun formiilasyonu Tablo 4’te verilmistir. Daha sonra hazirlanan soliisyon
kullanilarak 1 mg/ml olacak bi¢cimde sulandirilarak Hoechst boyasi karanlikta
hazirlanmis ve filtre edilmistir. Hazirlanan boya 5 ul’lik miktarlara boliinerek uygun
tiipler igerisinde -20°C’de 3 ay saklanip bu siiregte kullanilmigtir. 5 pl Hoechst lizerine
995 ul CB’li HSOF konularak boyamada kullanilmistir.
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Tablo 4. HSOF Medyumunun Hazirlanmasi

Malzeme Miktar
NaCl 629,4mg
KCL 53,4 mg
NaH2PO4 5,4mg
Na Herpes 274 mg
Herpes (free acid) 252 mg
NaHCO3 33,6 mg
CaCl22H.0 40,32 mg
MgClI26H20 10 mg
Glukoz 43,2 mg
Penisilin G 7,5 mg
Streptomisin siilfat 5mg
Kanamisin 7,6 mg
Na piriivat 3,6 mg
Glutamin 14,6 mg
Fenol red yaklagik 1 mg (biraz renk verse yeter)
Na laktat 47 ul
Embriyo tested su 100 ml

0,22 pum gapl filtre ile filtre edilir. pH 7,2- 7,4 Ozmolarite: 283 £10 Osm/kg

Tablo 5. Oosit Yikama Soliisyonu

Milli Q-water 500 ml

TCM 199 4950 mg

Na Hepes 1365 mg

Hepes 1260mg

Na;HCOs3 168 mg

Kanamisin 38 mg

Heparin 5mg

pH: 7,2-7,4 Ozmolarite: 283+10 mosmol
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4. BULGULAR

Calisma boyunca 11 kez tekrarlanan deneysel siireglerde 20 adet disi kopekten,
toplam 1721 adet oosit toplanmustir. Mikroskop altinda yapilan degerlendirme sonucu
uygun bulunan Germinal Vezikiil asamasindaki  (Sekil 1-2) 1224 oositin
olgunlastirildigi +4°C ve +38°C daki gruplarda, Germinal Vezikiil Break Down (Sekil
3), Metafaz 1 (Sekil 4), Metafaz II (Sekil 5), tanimlanamayan niikleer yap1
(Undetermined Nuclear Materyal: UDNM) ve dejenere oosit say1 ve oranlar1 Tablo

6’da verilmistir.

Oosit gruplart arasinda +4°C ve +38°C tasima sicakligindaki ve TCM 199 , %0,3
BSA , %5 FCS protein eklenen gruplarda GV, GVBD, MI, UDMN ve dejenere
asamasina ulasan oosit sayilarinin arasinda istatiksel olarak fark bulunamamistir
(p>0,05). Mayotik siirece giren MII asamasina ulagmis +4°C tasima sicakligindaki
%0,3 BSA proteini eklenen gurupta Grup 5, Grup 2 ve Grup 6 hari¢ diger guruplarla

arasinda istatiksel olarak énemli fark bulunmustur (p<0,05).
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Tablo-6. Kopek Oositlerinin 72 Saatlik In Vitro Olgunlastirma Sonrasi Ulastiklar

Gelisim Safhalar1 ve Oranlari

GRUPLAR GV GVBD MI MII UDMN DEJ.
Grup 1 128 16 1 0 26 40
(kontrol) (%60,66) (%7,58) 2 (%0,47) 2 (%0,0)? (%12,32) @ (%18,95)?
TCM 199
(n=211)
Grup 2 123 13 4 4 23 33
% TCM 199 + | (%61,5)2 (%6,5) 2 (%2,0)2 (%2,00)2 (%11,5)2 (%16,5)?
*1 %0.3BSA
(n=200)
Grup 3 120 17 4 2 15 43
TCM 199+ | (%59,70)2 (%8,45) 2 (%1,99) (%0,99)° (%7,46) 2 (%21,39)?
%5 FCS
(n=201)
Grup 4 125 17 4 0 27 38
(kontrol) (%59,24) 2 (%8,05) 2 (%1,89) (%0)? (%12,79) 2 (%18,00)
TCM 199
(n=211)
Grup 5 118 17 8 9 17 31
O| TCM199+ | (%59,00) (%8,5)2 (%4,0)2 (%4,5)" (%8,5)2 (%15,5)
¥| %03BsA
(n=200)
Grup 6 122 12 6 4 17 40
TCM 199+ | (%60,69)% | (%5,97)2 (%2,98) (%1,99) (%8,45) (%19,90)
%5 FCS
(n=201)
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Sekil 2. Primer oosit
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Sekil 3. Germinal Vezikiil (GV) Asamasindaki Oosit

Sekil 4. Germinal Vezikiil Break Down (GVBD) Asamasindaki Oosit
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Sekil 4. Metafaz | (MI) Asamasindaki Oosit

Sekil 5. Metafaz Il (MII) Asamasindaki Oosit



5. TARTISMA

Calismada iki farkli protein kaynaginin (BSA ve FCS) ve iki farkli ovaryum
tasima sicakliginin (+4°C ve 38°C) kopek oositlerinin in vitro maturasyonu tizerindeki
etkileri incelenmistir. Yapilan literatiir taramasinda kopek oositlerinin in vitro
maturasyon lzerinde farkli tasima sicaklik (+4 ve 38°C) ve protein (BSA ve FCS)
takviyelerinin birlikte karsilastirildigl calisma bulunmamaktadir. Calisma sonucunda,
%0,3 oraninda BSA ile takviye edilip +4°C’de tasima sicakliginin uygulandigi ¢alisma
grubunda kdpek oositlerinin in vitro maturasyonunun diger gruplardan daha iyi oldugu

bulunmustur.

Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda medyumun igerisine protein kaynaklarinin
katilmasina iliskin tutarsiz sonuglar bildirilmistir (Bolamba ve ark., 2002; Hewitt ve
ark., 1998; Hu ve ark., 2020; Lopes ve ark., 2011; Rodrigues ve Rodrigues, 2003;
Songsasen ve ark., 2002;). Bizim ¢alismamizdan elde ettigimiz sonuglarin aksine SOF
medyumu igerisinde in vitro mature edilen kdpek oositlerinin niikleer maturasyonu
icin protein takviyesinin gerekmedigi bildirilmistir (Bolamba ve ark., 2002). Benzer
bicimde proteinden ari maturasyon ortaminda daha yiiksek oranda MII asamasina
ulasan oositlerin bildirildigi caligmalarda bulunmaktadir (Songsasen ve ark., 2002;

Songsasen ve ark. 2003; Songsasen ve Wildt 2005).

Yapilan bir ¢alismada TCM-199 medyumuna ilave edilen %0,3 BSA ile %10-
20 FCS’nin kopek oositlerinin in vitro maturasyonunda ideal sonuclar verdigi
bildirilmistir (Hewitt ve ark., 1998). Sunulan c¢alismada BSA %0,3 ve FCS %5
oraninda TCM-199 medyumu igerisine katilmistir. MII asamasina ulasan oosit orani
bakimindan en iyi sonuglar sirasiyla %0,3 oraninda BSA katilan, +4°C (%4,5) ve 38°C
(%2) sicakliklarda tasinan ovaryumlardan elde edilen oositlerden elde edilmistir. MII
asamasina ulasan oosit orant bakimindan ikinci derece 1yi sonuglar ise sirasiyla, %5
oraninda FCS katilan, +4°C (%1,99) ve 38°C (%0,99) sicakliklarda tasinan
ovaryumlardan elde edilen oositlerden elde edilmistir. Protein ilavesi yapilmayan
kontrol gruplarinda ise MII asamasina higbir oosit ulasamamistir. Sunulan ¢alisma bu

yoniiyle protein kaynagi olarak kullanilan BSA ve FCS’nin kopek oositlerinin in vitro
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maturasyonunu olumlu yonde etkiledigini gostermistir ve Hewitt ve ark.’nin (1998)

bildirdigi ¢aligmanin sonuglari ile benzerlik gostermektedir.

Giliniimiize degin yapilan ¢alismalarda kopek oositlerinin in vitro maturasyon
ortamina si1gir ya da kdpekten elde edilen serumlarin eklenmesini yaygin bir sekilde
kullanildigi  goriilmektedir. Ancak, yapilan bu c¢alismalarda yiiksek oranda
tanimlanamayan niikleer yapiya sahip oositler elde edildigi bildirilmistir. Serum kanin
pihtilagmasi sonucu olusmakta ve bu olusum siirecinde oositler lizerinde zararhi
etkilere neden olabilecek kimyasal bazi degisimler meydana gelebilmektedir (Lopes
ve ark., 2011). Sigirlarda yapilan bir ¢alismada erken embriyonik gelisim sathasinda
serumda bulunan tanimlanmamais faktorlerin apoptozisi uyardigi gosterilmistir (Lopes
ve ark., 2011). Bu nedenle serumun 1siyla inaktivite edilmis plazma ile
degistirilmesinin kopek oositlerinin in vitro maturasyonundan daha iyi sonuglar
alinmasina neden olacagi ileri siiriilmiistiir. Ancak, Lopes ve ark.’nin (2011) yaptig
calisgmada plazma kullanilan grupta oositlerin  %60’indan daha fazlasinda
tanimlanamayan niikleer yapi ile karsilagilmistir. Bunun aksine, %0,3 BSA ilavesinin
kullanilmast durumunda ise tanimlanamayan niikleer materyal oraninin oldukga diisiik
oldugu bildirilmistir (Lopes ve ark., 2011). Yukarida sozii edilen makaledeki sonucu
destekleyen diger ¢aligmalarda mevcuttur (Hewitt ve ark., 1998; Rodrigues ve
Rodrigues, 2003). Bizim ¢alismamizda ise, tanimlanamayan niikleer yapiya sahip
oosit oranlar1 arasinda anlamli bir fark bulunamamustir. Ozellikle %0,3 BSA katilan
+4°C grubundan elde edilen %8,5’lik orana karsin +38°C grubundan elde edilen
%11,5’lik orandan daha diisiik olmasina ragmen, yukarida belirtilen ¢alisma sonuglari

ile ¢elismektedir.

Yapilan bir caligmada standart 100 ng/ml epidermal biiytime faktorii (EGF)
takviyesine ilaveten %10 FCS ve %0,4 BSA ile de takviye edilen iki farkli in vitro
maturasyon grubundan BSA ilave edilen gruptan elde ettikleri MII oosit orani (%18,5)
FCS grubundan elde edilen MII oosit oranindan (%7,1) daha yiiksek bulunmustur (Cui
ve ark., 2006). Sunulan ¢alismada tiim gruplardan elde edilen MII asamasindaki oosit
yiizdesinin bildirilen bu oranlardan daha diisiik oldugu bulunmustur. So6zii edilen
caligmada bizim c¢alismamizdan farkli olarak kullanilan EGF’iin bu farkliligin

olugmasinda rol oynamis olabilecegi diislintilmektedir.
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SOF ve TCM-199 medyumlarinin kdpek oositlerinin in vitro maturasyonunda
kullanildig1 bir ¢aligmada, her iki grup i¢inde %10 FCS ve 3 mg/ml BSA ilaveleri
yapilmis ve sonug olarak MI asamasindan MII asamasina gegiste yasanan gelisimsel
blogun serum ya da albiimin takviyeleri ile asilamadig bildirilmistir (Enginler ve ark.,
2014). Sunulan ¢alismada MII asamasina gegis s6z konusu olsa da elde edilen MII

oosit orani diisiik bulunmustur.

Tasima sicakligi 38,5°C olan oositlerde bizim ¢alismamiza benzer oranlarda
protein takviyesi yapilan bir ¢alismada elde edilen sonuglar bizim calismada elde
ettigimiz sonuglardan genel anlamda daha yiiksek bulunmus olsa da, c¢aligma
sonucunda varilan %0,3 BSA takviyesinin %5 FCS takviyesinden daha etkin oldugu
bildirilmistir (Evecen ve ark., 2002). Sunulan ¢alismanin 38,5°C tasima sicakligi
grubunda istatistiksel anlamda fark bulunmasa da %0,3’lik BSA takviyesinin MII
asamasina ulasan oosit orani bakimindan %35 FCS takviyesinden daha etkin

bulunmustur.

Ozellikle uzak mesafelerden ovaryumlarin tasinmasinin s6z konusu oldugu
durumlarda normal fizyolojik sinirlar igerisinde tasinan ovaryumlarda devam eden
metabolik faaliyetler sonucunda ortaya g¢ikan metabolik atiklar sonucu ovaryum
icerisindeki oositler olumsuz etkilenebilmektedir. Bu durumun oniine gecilmesi
amaciyla sigirlarda ve koyunlarda (Bohlooli ve ark., 2015; Ozdas ve ark., 2005),
domuzlarda (Wongsrikeao ve ark., 2005), kedilerde (Wlodarczyk ve ark., 2009;
Evecen ve ark., 2018) ve kopeklerde (Evecen ve ark., 2010; Tas ve ark., 2006)
ovaryumlarin daha diisiik sicakliklarda (genellikle +4°C) tasinmasina yonelik

caligmalar yapilmistir.

Sigirlar igin +4 ve +32°C sicakliklarin her ikisinin de ovaryumlarin taginmasi
amaciyla kullanilabilecegi bildirilirken, ayni ¢alismada koyunlar i¢in +4°C tagima
sicakliginin uygun olmadig bildirilmistir (Ozdas ve ark., 2005) Sigirlarda yapilan
diger bir ¢alismada ise serum fizyolojik ve PBS ile Hepes i¢geren KSOM, CZB ve CR1
kiiltir medyumlar1 igerisinde +4, +25 ve +38°C tagima sicakliklarinda tasinan
ovaryumlardan kazanilan oositlerin in vitro maturasyon ve bdliinme oranlarinin
+4°C’de Hepes igeren KSOM, CZB ve CR1 kiiltiir medyumlarinda ayni medyumlarda

+38°C tasmanlara gore daha yiiksek bulundugu bildirilmis ve tasima sicakligi olarak
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+4°C ve yukarida anilan kiiltiir medyumlarinin kullanilabilecegi dnerilmistir (Bohlooli

ve ark., 2015).

Domuzlarda yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglara gore +4°C derece
tagima sicakliginin domuz oositlerinin maturasyon ve sonrasindaki gelisimleri igin
uygun olmadigi ortaya konmustur (Yang ve ark., 2010; Wongsrikeao ve ark., 2005).
Bu duruma neden olarak, domuz oositlerinin diger tiirlere kiyasla daha fazla yag

icerigine sahip olmasi ve hiicre mebran yapisinin neden oldugu belirlenmistir

(McEvoy ve ark., 2000).

Kedilerde yapilan ¢alismalarda ise +4°C tasima sicakliginin etkin sekilde
kullanilabilecegi, ancak siirecin uzamasi durumunda oositlerin in vitro maturasyon ve
gelisim oranlarinin olumsuz etkilendigi bildirilmistir. +4°C’deki kritik stirecin 6.
saatten sonra basladigi rapor edilmistir (Wolfe ve Wildt, 1996; Wlodarczyk ve ark.,
2009; Evecen ve ark., 2018).

Karnivor oositleri in vitro kosullardan kolayca etkilenebilmektedir
(Roodrigues ve Rodrigues,2003b; Songsasen ve ark. 2002). Ovaryumlarin taginma
siiresi, saklama sicakligi ve Ozellikle ovaryumlarin tasinmasinda kullanilan
soliisyonun sicakligi kopek oositlerinin in vitro maturasyonunu etkileyen Onemli
faktorlerdir. Memeli ovaryumlarinin viicut 1sisina (yaklasik 38°C) yakin derecelerde 6
saatlik bir siiregten daha fazla tutulmasi hiicresel otolizin olugsmasina neden olmaktadir
(Evecen ve ark., 2010; Holt ve Picard, 1999). Otolizin baslamasi sonucunda oositlerin
in vitro maturasyon ve in vitro fertilizasyondan sonra embriyonik gelisim oranlarinda
diistisler yasandigi bildirilmistir (Nakao ve Nakatsuji, 1992). Buna ragmen, memeli
oositleri soguga ve dondurma islemine karsi ¢ok duyarhidir (Massip ve Leibo, 2002;

Smitz ve ark., 2004).

Oositlerin soguga maruz birakilmasi oositler igerisinde yer alan niikleer
yapilardaki ig iplik¢iklerinde geri doniisii olmayan bozulmalara neden olabilmektedir
(Smitz ve ark., 2004; Woods ve ark., 2004). Ancak, oositi kusatan intrafolikiiler
ortamin oositi sogugun zararli etkilerine karsi korudugu degerlendirilmektedir

(Matsushita ve ark., 2004). Yapilan ¢alismalarda +4°C’de tasinan ve muhafaza edilen

37



kedi oositlerinin basariyla in vitro mature olduklar1 bildirilmistir (Evecen ve ark.,
2018; Wolfe ve Wildt, 1996; Wlodarczyk ve ark., 2009).

Oosit proteinleri, mitojenle aktiflesen protein kinaz, cdc-2 kinaz ve
maturasyonu tesvik edici faktér (maturation promoting factor, MPF), oositlerin
maturasyonunda rol oynayan dnemli faktorlerdir. Bu tiir spesifik proteinlerin diizeyleri
farklidir. Hiicre metabolizmasi viicut 1sisindan daha diisiik sicakliklarda yavaglar ve
bu tiir spesifik proteinlerin aktiviteleri baskilanir (Smitz ve ark., 2004). Aktiviteleri
baskilanan bu proteinler uygun sartlarin saglandigi ortama aktarildiginda tekrar aktive
olurlar. Bu durum +4°C’de tasima sonucu elde edilen basarili sonuglarin agiklanmasi
bakimindan 6nemlidir. GV asamasindaki oositlerde mevcut olan MPF’iin soguga
maruz birakilmasi durumunda biiyiik 6l¢iide olumsuz etkilenmemesinden ya da MPF
metabolizmasinin geri doniisiir bi¢imde yavaslamasi veya durmasindan dolayir bu

duruma neden olabilecegi dnerilmistir (Tas ve ark., 2006)

Sunulan ¢alismada protein igermeyen 2 farkli sicakliktaki kontrol guruplarinda
higbir oositin MII asamasina gelememis olmasi kopek oositlerinin in vitro ortamda
mayotik olgunlagsma icin protein kaynagina ihtiya¢ duyduklarini bildiren aragtirma

sonuglartyla ortiismektedir (Hewitt ve England 1997; Robertson ve ark.1992).

Germinal Vezikiil (GV) asamasindaki oosit oranlarinin istatiksel
karsilastirilmasinda, +4°C ve 38°C’deki BSA ve FCS gruplar1 arasinda fark
bulunmamastir (p>0,05). Bu calismada elde edilen GV asamasindaki oositlerin oranlari
%59,0-61,5 arasinda bulunmustur ve bu oranlarin Evecen ve ark.’nin (2002)
bulduklar1 %48,54’liikk, Cui ve ark.’nin (2006) %59,7’lik, Hatoya ve ark.’nin (2009)
%350’1lik ve Rodrigues ve ark.’nin (2003) %49’luk oranlariyla benzer; Saikhun ve
ark.’nin (2008) %25,6’lik, De Los Reyes ve ark.’nin (2013) %26’lik, Salavali ve
ark.’nin (2013) %14,7°1ik, Lee ve ark.’nin (2007) %15°lik oranlarindan yiiksek; Fuji
ve ark.’nin (2000) bulduklart %96’lik oranin altinda oldugu saptanmustir.

Germinal Vezikiil Break Down (GVBD) asamasindaki oosit oranlarinin
istatiksel karsilastirilmasinda, +4°C ve 38°C’deki BSA ve FCS gruplari arasinda fark
goriilmemistir (p>0,05). Bu calismada elde edilen GVBD asamasindaki oositlerin
oranlar1 %5,97-8,50 arasinda bulunmustur ve bu oranlarin Evecen ve ark.’nin (2002)

bulduklar1 %14,14’liikk ve De Los Reyes ve ark.’nin (2013) bulduklar1 %10’luk oranlar
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ile benzer; Fuji ve ark.’nin (2000) bulduklar1 %47’lik, Cui ve ark.’nin (2006)
%40,3’liikk, Saikhun ve ark.’nin (2008) %38,6’lik, Hatoya ve ark.’nin (2009)
%39,5’lik, Salavali ve ark.’nin (2013) %24,8’lik, Lee ve ark.’nin (2007) %29’luk ve
Rodrigues ve ark.’nin (2003) %27°lik oranlarinin altinda oldugu saptanmistir.

Metafaz I (MI) asamasindaki oosit oranlarinin istatiksel karsilastirilmasinda,
+4°C ve 38°C’deki BSA ve FCS gruplar arasinda fark saptanmamistir (p>0,05). Bu
calismada elde edilen MI asamasindaki oositlerin oranlar1 %0,47-4,0 arasinda
bulunmustur ve bu oranlarin Evecen ve ark.’nin (2002) bulduklar1 %16,43°1ik, Fuji ve
ark.’nin (2000) bulduklart %11°lik, Cui ve ark.’nin (2006) %40,3’liikk, Saikhun ve
ark.’nin (2008) %38,4’liik, De Los Reyes ve ark., (2013) %37’lik ve Rodrigues ve
ark.’nin (2003) %12’lik oranlarinin altinda; Hatoya ve ark.’nin (2009) %38.,4 liik,
Salavali ve ark.’nin (2013) %9,1°lik ve Lee ve ark.’nin (2007) %8’lik oranlarina yakin
oldugu saptanmistir.

Metafaz II (M II) asamasindaki oosit oranlarinin istatiksel karsilastirilmasinda,
en iyi sonucun alindig1 (%4,5) +4°C’deki BSA grubu ile her iki sicakliktaki kontrol
gruplart ve 38°C’deki FCS grubu arasinda istatistiksel fark bulunurken (p<0,05),
+4°C’deki FCS ve 38°C’deki BSA gruplariyla arasinda istatistiksel fark
bulunmamistir (p<0,05). Bu calismada elde edilen MII asamasindaki oositlerin
oranlart %0,0-4,5 arasinda bulunmustur ve bu oranlarin Hatoya ve ark.’nin (2009)
%2,4’liik, , Cui ve ark.’nin (2006) %1,9-3,7’lik, Salavali ve ark.’nin (2013) %4,4’lik
ve Lee ve ark.’nin (2007) %3’liik oranlariyla benzer; Evecen ve ark.’nin (2002)
bulduklar1 %9,39’1uk, Fuji ve ark.’nin (2000) bulduklar1 %11°lik, Saikhun ve ark.’nin
(2008) %18,6’l1ik, De Los Reyes ve ark.’nin (2013) %16’lik ve Rodrigues ve ark.’nin
(2003) %10’luk oranlarindan daha diisiik oldugu saptanmustir.

Calismalardan elde edilen sonuglarin tutarsiz ¢ikmasina bir¢ok etkenin etki
edebilecegi degerlendirilmektedir. Bunlarin basinda oositlerin elde edildigi kopegin
yasi, ki, iireme siklusunun hangi déneminde oldugu ve ovaryumdaki folikiillerin
biiyiikliigii in vitro maturasyon oranlarini 6nemli dl¢ilide etkilemektedir (Songsasen ve
Wildt, 2007). Sunulan ¢alismada, yukarida siralanan faktorler tam anlamai ile kontrol
altinda olmadigindan, elde edilen sonuglarin yukarida karsilastirilan ¢alisma

sonuglarindan farkli olmasinda etken olabilecegi degerlendirilmektedir. Kullanilan in
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vitro maturasyon medyumlar1 ve kiiltiir siireci de farkli sonug¢larin alinmasinda rol
oynamaktadir (Kim ve ark., 2004; Reynaud ve ark., 2005; Rota ve Cabianca, 2004;
Songsasen ve Wildt, 2007). Sunulan ¢alisma ile karsilastirilan ¢alismalar arasindaki
bahse konu etkenler arasinda farkliliklar farkli sonuglarin alinmasinda etken olmus
olabilir. Medyuma katilan protein kaynaklari da kars1 goriislerin bulunmasina ragmen,
in  vitro maturasyonu sonuglarint  etkileyebilecek  bir  faktor  olarak
degerlendirilmektedir (Songsasen ve Wildt, 2007). Ayrica, bazi ¢alismalarda
kullanilan gonadotropik hormonlarin durumu da tartismalidir (Songsasen ve Wildt,
2007). Sunulan ¢alismada gonadotropik hormonlarin kullanilmamasi da, kullanilan

calismalarla karsilastirildiginda farkli sonuglarin alinmasinda rol oynamis olabilir.

Yapilan ¢alismada elde edilen sonuclar dogrultusunda, kdpek oositlerinin in
vitro maturasyon calismalarinda medyumlara protein kaynaklarmin katilmasinin
gerekli oldugu; maturasyonu destekleyici protein kaynagi olarak % 0,3 BSA’nin, %5
FCS’a gore ve +4°C’deki tasima sicakliginin +38°C’dekinden daha etkili oldugu

kanisina varilmistir.

Kopeklerde diger tiirlerden farkli olan esas unsur, oositlerin mature olmadan
ovule olmas1 ve maturasyonu yumurtaliktaki folikiillerin disinda tamamlamasidir.
Dolayisiyla, diger tiirlerde kullanilan rutin protokollerden farkli protokollerin
gelistirilmesi geregi bulunmaktadir. Bu nedenle kopek oositlerinin in vitro
maturasyonu ve fertilizasyonu ile ilgili daha inovatif ¢alismalarin yapilmasi, basarili

sonuglarin alinmasi bakimindan biiylik 6nem tagimaktadir.
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7.SIMGELER VE KISALTMALAR

°C Derece Santigrat

um Mikrometre

ul Mikrolitre

ng Mikrogram

A Anafaz

BSA Bovine Serum Albumin
CaCl22H:0 Kalsiyum Kloriir

Cm Santimetre

COCs Comulus Oocyte Complexes
CO; Karbondioksit

EBS Estrus Bitch Serum

ECS Estrus Cow Serum

FCS Fetal Calf Serum

FSH Follicule Stimulating Hormone
Gr Gram

GV Germinal Vezikiil

GVBD Germinal Vezikiil Break Down
HSOF Yikama Medyumu

IVF In Vitro Fertilizasyon

IVM In Vitro Maturasyon

KCL Potasyum Klortir

Kg Kilogram

LH Luteinizan Hormon

Lt Litre
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https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/potasyum%20klor%C3%BCr

MgCl26H:0

Magnezyum Kloriir Hekza Hidrat

Ml Metafaz |

Ml Metafaz I1

ml Milimetre

mm Minimetre

MPF Maturation Promoting Factor
Na Sodyum Bikarbonat

NaCl Sodyum Kloriir

NaH2PO4 Monosodyum Fosfat
NaHCO3 Sodyum Bikarbonat

nm Nanometre

P Fosfor

PBS Phosphate Buffered Saline
Ph Hidrojenin Giicii

SOF Synthetic Oviductal Fluid
TCM 199 Tissue Culture Medium

TI Telofaz

UDNM Undetermined Nuclear Materyal
Zp Zona Pellusida
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8.TESEKKUR

Doktora calismam boyunca hem akademik hem kisisel olarak beni her daim
destekleyen ve yonlendiren, degerli bilgilerini benimle paylasan, kendisine ne zaman
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