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OZET

Giin, G. (2019). Koyun in Vitro Embriyo Uretiminde Aktivin A Etkisi ve Molekiiler
Cevabin Karakterizasyonu. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Histoloji ve
Embriyoloji ABD. Doktora Tezi. istanbul.

Calismada, koyunlarda in vitro ortamda sekillenen morula ve blastosist
verimlerinin gelistirilmesi amaci ile farkli gelisim evrelerinde uygulanan farkli
miktarlarda (10 ng/ml, 50 ng/ml ve 100 ng/ml) aktivin A proteini iceren medyumlarda
oosit ve embriyolarin gelisimleri degerlendirildi. Ayrica blastosistlerde biiyiime ve
apoptoz faktorlerinin bagil miktarlar1 incelenerek Bmp4, Smad4, Bax, Blc-2 ve Caspase-
3 gen transkriptlerinin degisim oranlar1 karsilastiriimistir.

Bu amagla mezbahadan alinan koyun ovaryumlarindan 1237 adet oosit
kullanilarak metafaz | (M), metafaz 1l (MIl), boliinen, morula 6ncesi, morula sonrasi,
blastosist ve dejenere hiicre sayilar1 degerlendirilmistir. Farkli zaman araliklarinda
aktivin A’nin etkilerinin incelenmesi amaciyla iki deney plani olusturulmustur. Deney
plan1 A’da 10, 50 ve 100 ng/ml aktivin A konsantrasyonlari maturasyon agamasinda
(IVM) kullanilarak; deney plan1 B’de ise ayni konsantrasyonlar IVF sonrasi
medyumlara eklenerek aktivin A’nin etkileri incelenmistir. Aktivin A’nin bdliinme
oranlar1 iizerine olan en etkili sonucu IVF sonrasi ortama 50 ng/ml konsantrasyonunda
eklenmesi ile %92,7 verim elde edilmistir. Maturasyon ortamina eklendiginde morula
gelisiminde sadece 100 ng/ml konsantrasyonda bir artisa neden oldugu (%81,1) ancak
IVF sonrasi biitiin konsantrasyonlarda artisa neden oldugu ve maksimum diizeye
(%89,3 morula) 50 ng/ml konsantrasyonu ile ulastigi goriilmiistiir. Yine deney plani
A’da blastosist yiizdelerinde 6nemli derecede (p<0,05) azalma meydana gelerek
olumsuz bir etki gozlenmis ancak bu etki IVF sonrasi uygulanan deney plan1 B’de
gozlenmemistir.

Aktivin A’nin blastosistlerdeki ¢esitli gen ekspresyonlarinda her iki deney grubuna da
olan etkisi incelendiginde biiyiime ve apoptoz faktorleri iizerinde artma ve azalma
gbzlenmesine ragmen bu etki %95 giliven araliginda anlamli bir degisimle
sonuglanmamugtir. Bu ¢alismada aktivin A proteinin in vitro medyumlara eklenmesinde
zamanlamanmn Onemi ortaya ¢ikmig ve kullanilan konsantrasyonlarin embriyonik

gelisimde etkili rol oynadig1 kanisina varilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Koyun, blastosist, aktivin A, embriyo kiiltiirii, gen ekspresyonu
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ABSTRACT

Gin, G. (2019). Effects Of Activin A On Sheep Embryo Production And
Characterization Of Molecular Response. Istanbul University, Institute of Health

Science, Histology and Embryology Department. Doktora Tezi. istanbul.

In present thesis work, effects of activin A at different concentrations (10, 50
and 100 ng/ml) and different developmental stages were evaluated through
developmental competence of sheep oocyte and blastocyst to increase rate of morula
and blastocyst formation in vitro. Relative mRNA abundance of growth and apoptosis
factors were also examined by comparing changes in Bmp4, Smad4, Bax, Blc-2 and

Caspase-3 transcripts.

1237 oocytes were collected from ovaries of slaughtered sheep females to
evaluate metaphase | (MI), metaphase Il (MII), cleavage, morula, blastocyst and
degenerate cells. Two experimental strategy were conducted to investigate effects of
activin A in different time periods. In experiment-A, activin A were used in medium
during in vitro maturation (IVM) to examine its effects. Same concentrations were
applied after IVF in experiment-B. The highest cleavage rate was obtained with 50
ng/ml as 92.7% in experiment-A. Increase in developmental rate (81.1%) of morula was
only seen at 100 ng/ml concentration in experiment-A, but all the concentrations lead to
increase in morula rate and reached maximum level (89.3%) at 50 ng/ml in experiment-
B. Although blastocyst rates showed significant decrease at 95% interval in experiment-
B, any adverse effect was not obtained from experiment-B.

Increases and decreases in relative abundance of gene expression levels were
observed with addition of activin A. However, there were no significant alterations of
growth and apoptosis specific transcripts in either experimental strategy. In conclusion,
importance of timing of activin addition to in vitro medium was illustrated and it was
suggested that applied concentrations of activin A had efficient role on embryonic

development.

Key Words: Sheep, blastocyst, activin A, embryo culture, gene expression
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1. GIRIS VE AMAC

Gliniimiizde insan niifusu hizli bir artis gostermekte ve buna paralel olarak
bitkisel ve hayvansal iiriinlere olan ihtiya¢ da artmaktadir. Bu firiinlerden elde edilen
gida ve enerji miktarlari artan niifusu karsilayamamakta ve diinya niifusunun yaklasik
olarak iicte biri aglik tehlikesi altindadir. Bu nedenle sigir, koyun, ke¢i ve domuz gibi

ciftlik hayvanlarinin verim yoniinden gelistirilmesi biiyiik 6nem arz etmektedir.

Evcillestirilen ilk ciftlik hayvani oldugu diisiiniilen koyunlar (Shelton, 1995),
diinya iizerinde ozellikle gida ihtiyaci yoniinden 6nemli bir yere sahiptir ancak sinirl
alanlar ve diger dogal kaynaklara sahip az gelismis iilkeler i¢in ¢ok daha Onem
tasimaktadir. Et iiretiminin yani sira siit, giibre, yapagi ve is istihdami acisindan da
oldukga degerlidir. Bilinen 6zelliklerinin yani sira koyunlar; yeni teknolojilerle birlikte
onemli bir arastirma araci haline gelmistir. Boyutlar1 ve fizyolojisinin uygunlugu lireme,
embriyoloji ve fotal gelisim gibi birgok memeli biyolojik fonksiyonlarinin ¢aligiimasina
olanak saglamaktadir. Koyunlarin artan tiretimi 6zellikle az gelismis iilkelerdeki insan
popiilasyonlar1 ig¢in uygun bir kaynaktir. Koyunlara uygulanacak uygun reprodiiktif
yontemler ile koyun popiilasyonlarinin hizli ve kolay artis1 miimkiin olabilir (Zhu ve
ark., 2001; Mahammadpour, 2007). Tiirkiye, sahip oldugu koyun popiilasyonu
acisindan diinyanin sayili tilkeleri arasinda yer almaktadir. Ancak koyun popiilasyonun
%93 kadarini yerli 1rklar, geri kalanini ise kiiltiir ve melez irklarin olusturmasi ve yerli
ik veriminin diisiik olmasi nedeniyle hayvansal iiretim istenilen diizeyde degildir
(Birler ve ark., 2002; TUIK, 2016). Ulkemizde koyun yetistiricili§i yaygin olarak
geleneksel yontemlerle yapilmakta ve gelisen modern tekniklerin kullanimi az yer

kaplamaktadir.

Hayvansal kaynaklarin yiiksek verimlerde tiretilmeleri amaciyla bir¢ok bilimsel
yontemlere basvurulmus ve hayvan Tdretimindeki disik verimin giderilmesi
hedeflenmistir. Ilk kullanilan yontemlerden bir tanesi olan hayvan popiilasyonlarinin
1slah edilmesi ile genotip ve fenotip olarak iistiin wrklarin elde edilmesi {izerine
calismalar yapilmistir. Bu yontemin basarili olabilmesi amaciyla yapay seleksiyon
yontemleri uygulanmakta ve olduk¢a uzun yillara ve ¢ok fazla hayvana ihtiyag
duyulmaktadir. Dolayist ile istenilen sonuca ulagsmak ve yiiksek verim elde etmek

olduk¢a zor olmaktadir. Bu nedenle daha kisa siirede ve daha az hayvana ihtiyag



duyulan alternatif yontemler, gelisen biyoteknolojik arastirmalar ile hiz kazanmistir.
Suni tohumlama bu yonde yapilan ilk uygulama yontemlerinden bir tanesi olmustur.
Koyunlarda ilk kez Rusya’da suni tohumlama g¢alismalar1 baslamis ve 1926 yilinda

Tiirkiye’de Merinos 1rki koglar kullanilarak ilk melezme ¢alismalar1 yapilmistir (Ileri ve
ark., 2000).

Reprodiiktif biyoteknoloji alaninda hizli bir ilerleme saglayabilecek embriyo
transferi hayvan i1slahinda kullanilan yontemlerden bir digeri olmustur. Embriyo
transferi ilk kez 1951 yilinda mezbahadan elde edilen 5 giinliik sigir embriyosunun
cerrahi operasyonla transferi ile basariliyla sonu¢lanmistir (Willet ve ark., 1951). Bu
yontem ile damizlik degeri yiiksek hayvanlardan reprodiiktif yasami boyunca daha fazla
yavru alinmasi saglanmakta ve slriiniin kisa siirede damizlik degeri yiiksek
hayvanlardan olusmasi saglanabilmektedir. Ancak embriyo transferinde kullanilan
kimyasallarin, hormonlarin ve laboratuvar sistemlerinin vs. yiiksek maliyetli olmasi ve
embriyo transferi ile elde edilen gebelik oranlarmin disiik olmasi bu yontemin
dezavantajlarindandir. Bu tiir engellerin Oniine gegebilmek amaciyla yeni yontemler
gelistirilerek daha ucuz bir alternatif olan in vitro fertilizasyon ile embriyo iiretilerek
bunlarin transferi gelistirilmistir (Moore ve Hasler., 2017). Bu yontemde mezbahadan
alinan ovaryumlarin kullanimi miimkiin olmakta ve elde edilen oositlerin in vitro
ortamda olgunlastirilip, fertilizasyonlar1 yapilarak embriyolar elde edilmekte ve

transferleri gerceklestirilmektedir.

Hayvanlarda uygulanan ve basarili ile sonuglanan embriyo eldesi ve transfer
yontemlerinin ~ gelistirilmesi ile insanlarda karsilasilan reprodiiktif sorunlarin
giderilmesine yonelik calismalarin da &nii agilmistir. [n vitro embriyo diretiminde
kullanilan medyumlarin tiire 6zel icerik ve konsantrasyonda olmasi standardizasyona
engel olmaktadir. Giiniimiizde medyumlarin embriyo gelisim oranlarint en yiiksek

seviyeye ¢ikaracak bilimsel arastirmalara oldukga ihtiya¢ duyulmaktadir.

In vitro kosullarda oositlerin olgunlastiriimast, fertilizasyonu ve embriyo kiiltiirii
laboratuar ortaminda in vivo ortam sartlarinin belirli oranda karsilanmasi ile
saglanabilmektedir. Ancak gilinlimiizde disi genital kanalinda yer alan faktorlerin bire
bir saglanmasi miimkiin olmamaktadir. Her bir hayvan tiirinde embriyo gelisimini

dogrudan etkileyen gen ekspresyon farkliliklari in vivo ortam igerigini farkli



kilmaktadir. Tirler arasindaki gen ekspresyon farkliliklari tiirlerin  tiimiinde

kullanilabilecek ortak bir medyum elde edilmesini zorlasmaktadir.

In vitro embriyo gelisim oranlar1 degerlendirildiginde elde edilen basarinin
diisiik kalmasinin muhtemel nedeni ¢alismada kullanilan embriyolardaki anormal gen
ekspresyon diizeyleri olmaktadir. Embriyolarda karsilasilan bu durumun sebebi;
embriyo gelisiminde etkili transkripsiyon faktorlerinin anormal sentezi, DNA
metilasyon aksakliklari, somatik hiicre ¢ekirdeginin yeniden programlanmasi ve
kromatin diizenlenmesi gibi epigenetik faktorler olmaktadir (Wrenzycki ve ark., 2004).
Giliniimiizde saglikli ve yiiksek oranda embriyo iiretimini amaglayan c¢aligmalarin bir
¢ogu embriyo kiiltiir sartlarinin gelistirilmesi {izerine olmaktadir. Ancak yeterli verimde
calisan optimal bir kiltiriin elde edilememesinin nedenleri embriyonik gelisim
degerlendirmelerinin sadece boliinme oranlari, blastosist yiizdesi ya da hiicre sayimi
gibi morfolojik degerlendirmelere bagli kalinmasindan kaynaklanmaktadir. Bu gibi
degerlendirmeler kullanisli olmasina ragmen transfer sonrasi embriyonik gelisimin ve
canli yavru dogum oranlarinin belirlemesinde yeterli degildir. Bu nedenle gen
ekspresyon profili Ol¢iimleri embriyonun gelisimsel potansiyelinin daha detayl
degerlendirilebilmesi icin kantitatif bir yontemdir. Optimal diizeyin altinda verim elde
edilen kiiltiir sartlarinda belirlenen anormal gen ekspresyon diizeyleri ile ilgili birgok
calisma yer almaktadir (Wrenzycki ve ark., 2001, 2004; Eckert ve Niemann, 1998;
Lazzari ve ark., 2002; Rizos ve ark., 2002, 2003; Lonergan ve ark., 2003). Bu yiizden
uygun aday genlerin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi yontemlerle analizi,
embriyo transferi oncesi gelisimsel yetenegin belirlemesinde uygun bir yontem oldugu

on goriilmektedir.

Koyunlarda elde edilen in vitro blastosist oranlarmin disiikliigii bu alanda
medyumlarin gelistirilmesini zorunlu hale getirmektedir (Cognie ve ark., 2003). /n vivo
ortamda rol oynayan faktorlerden bir tanesi olan aktivin A; oosit maturasyonu ve
folikiiler gelisimde rol alan faktorlerin sentezlenmesine neden olmaktadir. Embriyonik
gelisimde BMP4 (bone morphogenetic factor) embriyonun erken donem
farklilagmasinda ve dorsal-ventral eksen olusumu asamasinda rol alan kritik bir sinyal
molekiiliidiir. En biiyiik roliiniin embriyonik gelisim evresinde oldugu bilinmektedir
(Chen, 2004). BMP4; SMADI1/5/8’in fosforilasyonuna neden olarak SMAD4’iin
fosforillenmis SMAD’larla kompleks olusumuna neden olur ve SMAD4 gelisen



embriyolarda hiicre niikleusuna gider. Aktivinler ise SMAD2/3’ii etkileyerek SMAD4
ile farkli ligand-spesifik SMAD’larin heteromerik kompleks olusumuna neden olur
(Heldin, 1997). Embriyo kiiltiirlerinin gelistirilmesinde aydinlatilmis bu molekiiler
mekanizmalarin sayesinde koyunlarda medyuma optimal diizeyde aktivin A eklenmesi
ile embriyonal gelisimde gerekli olan genlerin ifade edilmesi arastirilarak bu ¢aligmada

etkileri incelenmistir.

Sunulan bu g¢alismada mezbahada kesilen koyunlardan elde edilen oositlerin
maturasyon medyumuna ve fertilizasyon sonrasi in vitro kiiltir medyumlarma farkli
konsantrasyonda katilan aktivin A’nin embriyolarin blastosist asamasina ulagma tizerine
etkisinin incelenmesi amaglanmistir. Ayrica elde edilen blastosistlerin molekiiler
diizeyde karakterize edilmesi ile aktivin A’nin hedef genlerin ekspresyonlarina olan
etkilerinin bulunmasi amaglanmistir. Son yillarda tarim hayvanlarindan in vitro embriyo
tiretimi; gelisimsel biyoloji, ticari uygulamalar ve klonlama teknolojileri i¢in oldukga
onemli bir kaynak haline gelmistir. Ancak bir¢ok basarili calisma sonuglarina ve
denemelere ragmen koyun oositlerinden in vitro embriyo iiretim protokollerinin verimi
tatmin edici bir diizeye ulasamamistir. Embriyolarin blastosist asamasina ulagsmalarinda
IVM/IVF/IVC Kkiiltiir ortamlariin igerikleri belirleyici bir faktor durumundadir.
Biiylikbas ve kiiclikbas hayvan oositlerinde kullanilan gelistirme medyumlarinda
embriyonun in vivo ortamda bulundugu kosullar ortama eklenerek verimliliginin
arttirtlmas1 hedeflenmekte ancak zamanlama ve miktar kavramlarmin optimizasyonu
olduk¢a uzun zaman gerektirmektedir. Bu nedenle degisen ortam sartlarina gore
embriyolardan elde edilen cevabin olumlu ya da olumsuz yonlerinin hem gelisimsel
hem de gen ekspresyon diizeylerinde incelenmesi bu siirecin kisa silirede ve sistematik
olarak ilerlemesi yoniinden gereklidir. Calismamiz bu sebeple i{i¢ ana amag
dogrultusunda tasarlanmistir. Ik olarak aktivin A molekiiliiniin farkli zaman
dilimlerinde kiiltiir ortamlarina eklenmesi ile embriyonik gelisim iizerine olan
etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir. ikinci olarak farkli gelisim evrelerinde ortama
eklenen aktivin A’nin farkli konsantrasyonlarinin etkileri incelenmistir. Son olarak da
farkli evrelerde ve Kkonsantrasyonlarda aktivin A eklenmesi ile elde edilen
blastosistlerde biiylime faktorleri ve apoptoz faktorleri gibi genlerin ifade diizeylerine

olan etkileri incelenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Memeli Embriyonik Gelisimi

Fertilizasyondan implantasyona kadar gegen embriyogenez periyodu cesitli
genomik aktivitelere bagli olarak morfolojik, hiicresel ve biyokimyasal degisiklikler
icerir. Embriyonik hiicreler erken embriyogenez donemi boyunca fetiis ve plasental
dokular1 olusturmak i¢in farklilagma ve ¢ogalma olaylarin1 gergeklestirir. Fertilizasyon
sonrast embriyonik gelisim evresi; protein sentezi, cogalma, farklilasma ve fotal ve
ekstraembriyonik dokularin olugmasini icerir. Bu periyot sirasinda genetik faktorlerin
katkilariyla fetusta bir takim farkliliklar meydana gelir. Bu degisiklikler embriyonik
dokularin morfolojik olarak uzamasi, anne ve fetiis arasinda hiicre-hiicre etkilesimleri
ve plasentasyon gibi olusumlardir (Ushizawa ve ark., 2004). Genetik bilginin embriyoya
gecisinin parental kaynaktan ve bir regiilator gen agi ile oldugu One siirilmistiir
(Scholer ve ark., 1989). Ancak memeli embriyogenezinde bu transferin tam
mekanizmast bilinmemektedir. Tiirlerin ¢ogunda erken embriyonik evre maternal
RNAIlarla ve oogenez sirasinda sentezlenen proteinlerle desteklenmektedir. Gelisim
ilerledikce maternal proteinler azalmaya baglar ve embriyogenez sadece embriyonik
genlere bagl olmaya baslar. Embriyonik genlerin transkripsiyonel aktivasyonu maternal
RNA ve protein degradasyonu ile baslar ve hiicre ¢ekirdeginin yeniden programlanmasi
sonucu aktive olur (Memili ve First, 2000). Bu gecis evresi embriyonik gelisimin ileriki
evrelerini hazirlar ve genellikle 8-16 hiicre evresinde baslatilir (Kopency ve ark., 1989).
Ancak yeni bulgular bu gegisin daha erken evrelerde olabilecegini 6ne siirmektedir. /n
vitro embriyo gelisimi; 00sit maturasyonu, fertilizasyon ve kiiltiir igerigine bagl olarak
sekillenir. Embriyonal i¢ bolinme; gelisimin bir indikatorii olmasina ragmen gelisimin
en erken safhalart biiylik ¢ogunlukla o0sit sitoplazmasi tarafindan desteklenmektedir.
Embriyolarin in vitro iiretiminde post fertilizasyon sonrasi 5-6 giinlik periyodu
embriyonun ileri gelisim asamalar1 tlizerine biiylik etkisi olan ve ilk hiicre ig
bolinmesinin gergeklestigi evredir (Lonergan ve ark., 1999). Bu periyotta ayn1 zamanda
embriyonik genomun aktivasyonu (Memili ve First, 2000) ya da maternaldan zigota
gecis evresi, ilk hiicre-hiicre ylizey etkilesiminin kuruldugu morula kompaksiyonu,
trofoektoderm ve ig hiicre kiitlesi (ICM) gibi iki farkl: hiicre tipinin belirdigi blastosist
olusumu gergeklesir. Bu periyot genellikle pre-implantasyon periyodu olarak

adlandirilir. Bu evre maternal ve embriyonik genlerin kompaksiyona, kavitasyona ve



blastosol genislemesine neden olan genlerin organize ekspresyonu ile meydana gelen
farklt morfolojik adimlar ile karakterize edilir (Kidder, 1992). Ruminantlarda pre-
implantasyon sonrasi trofoektoderm eksponansiyel olarak genisleyerek 150 mm’den
biiyiik bir yapiya ulasarak uterus duvarma implante olur (Degrelle ve ark, 2005). In
vitro kiiltiir ortaminin igerigi ve herhangi bir degisiklik olusan embriyolarda
kriyotolerans ve rolatif transkipt miktar1 bakimindan olugan embriyo kalitesine biiyiik
Olgiide etki eder (Lonergan ve ark., 2003). Koyunlarda in vitro embriyo tretimi;
stiperovulasyon indiiksiyon tekniklerine alternatif olarak giivenilir bir metot ve pre-
implantasyon embriyo gelisim c¢aligmalari i¢in uygun bir ara¢ haline gelmistir. Ancak
bu gibi yardimei teknolojilerin gen ekspresyonlari iizerine olan etkilerinin incelenmesi

lizerine yeterince ¢alisma bulunmamaktadir.

2.2. Koyunlarda in vitro embriyo iiretimi

Arastirma projelerinde kullanilmak iizere kolay elde edilebilir ve daha ucuz
olgunlastirilmis oositler, zigotlar ve embriyolar biiyiik 6nem arz etmektedir. Bu sebeple
in vitro iretime olan ilgi son 10 yilda hizla artmistir. Kii¢iikk ruminantlarda in vitro
embriyo liretimi embriyo gelisim ¢alismalarinda, molekiiler biyoloji, fizyoloji ve ticari
kullanimda diisiik maliyetli embriyo kaynagi olarak kullanilmaktadir (Baldassare ve
ark., 2002). Bunlara ek olarak, in vitro embriyo iiretimi yok olma tehlikesi altindaki
koyun tiirlerinin kurtarilmasinda da kullanim alani bulmustur (Ptak ve ark., 2002). /n
vitro embriyo iiretimi ¢ok basamakli bir metodolojidir: (i) antral folikiillerden alinan
oositlerin in vitro maturasyonu (IVM), (ii) mature edilmis oositlerin in vitro
fertilizasyonu (IVF) ve (iii) zigotun blastosist evresine kadar 7-8 giin siiren in vitro
kiltiridir (IVK) (Paramio ve ark., 2010).

2.2.1. Oosit elde etme yontemleri

Oosit elde etme yontemleri in vitro embriyo tiretim (IVEP) verimi iizerine
onemli rol oynamaktadir (Katska-Ksiazkiewicz ve ark., 2007). Her bir ovaryumdan
fazla sayida ve iistiin kalitede oosit toplamak bu yontemin hedeflerindendir. Folikiillerin
gelisimi ya da oositlerin gelisimsel siireci, oositlerin kalite ve gelisimsel kapasitesini
belirler. Erken embriyonik gelisim, gebeligin siirdiiriilmesi ve in vitro ortamdaki gelisim
kabiliyeti gibi gelisimsel olaylar oosit kalitesi ile belirlenir (Krisher ve ark., 2004).
Mezbahadan oosit eldesi amaciyla birgok yontem gelistirilmistir. Ayni zamanda canli

hayvanlardan da oosit alinmasi miimkiin olmasina ragmen c¢ogunlukla mezbahadan



oosit toplama tercih edilmektedir (Wani ve ark., 2002). Mezbahadan alinan koyunlardan
ovaryumun dilimlenmesi ya da aspirasyon yontemi oosit elde etmek igin siklikla
kullanilan yontemlerdendir (Wani ve ark., 2000). Diger yandan canli hayvanlardan oosit
eldesi ise oosit toplanmasi (ovum pick-up, OPU) ya da laparoskopi ile miimkiin
olmaktadir. Mezbaha g¢alismalarinda yapilan islemler; ovaryumlarin ayrilmasi, uygun
sicaklik ve sollisyonlarda laboratuvara getirilmesi, kullanilmayacak dokularin
arindirtlmas1 ve yikanmasi, dilimleme islemi, oositlerin petri kabina aktarilmasi,
secilmesi ve yikanmasi seklinde siralanabilir (Birler ve ark., 2002). Oositlerin kalitesi;
hayvanin yasi, tiirli, saglik durumu, yetiskinlik durumu, ka¢ kez dogum yaptig1 ve

kesildigi mevsim gibi faktorlerden de etkilenmektedir (Lozano ve ark., 2003).

2.2.1.1. Ovaryum dilimleme

Ovaryumlar mezbahadan alindiktan sonra 30°C civar1 bir sicaklikta ve %0.9
NaCl ya da fosfat tamponlu ¢ozelti (PBS) igeresinde tasinir. Dilimleme (Slicing)
metodu ovaryumlarin petri kabina aktarilmasi ve biitiin ovaryum yiizeyinin bisturi ile
kesilmesini takip eder. Tasinma ve oositlerin toplanmasi islemleri 4 saatlik siire
icerisinde gergeklestirilmelidir (Wani ve ark., 2002). Oositler uygun medyum igeren
petri kaplarina folikiillere uygulanan basingli medyum yikamasi ile aktarilir (Wang ve
ark., 2007). Koyunlarda bu yontem ile oldukca yiiksek sayida oosit elde edildigi
bildirilmistir; ancak elde edilen kalintilarin ¢oklugu nedeni ile oositlerin mikroskobik
olarak bulunmasinda zorluklara sebep olmaktadir. Bu nedenle elde edilen oositlerin

sayisinin azalmasina neden olabilmektedir (Wani ve ark., 2000).

2.2.1.2. Oosit aspirasyonu

Aspirasyon ile oosit elde edilmesi biitiin goriinen folikiillerin aspire edilmesini
gerekli kilar. Tek kullanimlik siringaya bagli bir hipodermik igne kullanilarak yapilir.
Folikiiler oositlerin aspirasyonu koyun ve keci gibi kiigiik ovaryumlara sahip
hayvanlarda olduk¢a zor olmaktadir. Aspirasyon ile her bir koyun ya da keci
ovaryumundan genellikle kabul edilebilir kalitede ortalama iki kumulus oosit kompleksi
(COC) elde edilebilmektedir (Cognie, 1999). Aspire edilmis folikiiler siv1 petri kabina
aktarilarak oositlerin mikroskobik olarak aranmasi yapilir. Sigirlarda 50 mmHg tizeri
basing ile yapilan aspirasyon uygulamasmin oosit oranini azalttigi ve iyi kalitede
oositlerin elde edilmesini engelledigi gozlenmistir. Basincin arttirilmasi ise iyi

kalitedeki oositlerin orami1 distiriirken kumulus hiicreleri uzaklastirilmis oositlerin



oranini arttirmaktadir. (Pfeifer ve ark., 2008). Koyunlarda ve kecilerde karsilasilan
kumulus hiicrelerinden uzaklastirilmis oositlerin elde edilmesi problemi 18-G ignesinin
1 mm i¢ capa sahip silikon tiipe baglanmasi ve 25 mmHg altinda basing ile vakum
aspirasyonu sayesinde giderilebilmektedir. Ancak koyunlardan oosit elde edilme verimi
bu yontem ile %50-60 civarinda olurken, 50 mmHg basingta %85-90 civarinda

olmaktadir (Baldassare ve ark., 1996; Cognie ve ark., 2004).

2.2.1.3. Ovum pick-up (OPU) yontemi ile oosit eldesi

Olgunlagsmamis oositler OPU ya da laparoskopik aspirasyon ile canli
hayvanlardan alinabilir. Bu yontem ile alinan oositler genellikle kabul edilebilir
derecede yiiksek Kkaliteye sahiptir. Genellikle kalitim takibi yapilabilen hayvanlar
kullanilir ve istiin genetik kaliteye sahip ornekler elde edilir. Bu ozelliklere sahip
hayvanlardan gebe olduklar1 zamanlarda dahi fotusa ve hayvana herhangi bir zarar
verilmeden aspirasyon yapilabilir (Cunningham, 1999). OPU; ultrason kullanilarak ya
da kullanilmadan da yapilabilir. Ancak ultrason kullanilmadan yapilan OPU daha
yaygin bir metottur. Enfeksiyon riskinin azaltilmasi ve yaralanmalarin Oniine
gecebilmek amaciyla haftada iki kere her bir hayvandan yaklasik 4-8 oosit elde etmek
miimkiindiir. Bu nedenle OPU, siliperovulasyon yontemlerine gelecekte iyi bir alternatif
olarak distiniilebilir. Yiiksek sayida embriyo olusmasi i¢in hormonlar ile
stiperovulasyonu saglanan koyunlardan ¢ok sayida oosit elde edilmesine ragmen
yetiskin ve prepubertal koyunlardan da OPU uygulamasinin ardindan oositlerin
toplanmasi saglanabilir. Gen¢ hayvanlardan elde edilen embriyo iiretimi ile jenerasyon
siireleri olduk¢a kisaltilarak genetik kazang arttirnllmis olmaktadir. Yardimci
manipiilasyon teknikleri olmadan elde edilecek yavru sayisi ve elde etme siiresi oldukga
uzun olmaktadir. Bu yontem ile koyun ve ke¢i iiretimi {iizerine onemli katki
saglanabilmektedir (Morton ve ark., 2008). Koyun ve kegilere genellikle laporoskopik
OPU (LOPU) yontemi uygulanmakta ve kiigiik ruminantlarda bu yontem diger
tekniklere gore oldukca verimli olmaktadir. Bu yontem rektum yolu ile manipiile
edilemeyen koyun, kegi gibi kiiciik ruminantlarda ve buzagilarda ¢ogunlukla tercih
edilen bir metottur (Koeman ve ark., 2003). LOPU ile oosit elde etmek kiigiik
ruminantlarda yaklasik 20 dakika siirmekte ve hayvan iizerinde olusabilecek stresi
azaltmaktadir. Ayn1 zamanda oOvaryuma hasar vermeden ya da dondr hayvanin

fertilizasyon verimini azaltmadan birka¢ kez tekrarlanabilen bir yontemdir (Stangl ve



ark., 1999). Kegiler ve koyunlar hormon uygulanmadig1 takdirde normalde her bir
kizginlik dénemi sonrasi 4-6 oosit lretebilmektedir. Ancak folikiil uyarict hormon
(FSH) uygulanmis koyunlarda oosit verimi 9-16 hiicreye kadar c¢ikabilmektedir.
Ovaryumun stimiilasyonu siirekli olursa folikiiler gelisim yas ile birlikte azalir ancak bu
azalma erken evrelerde OPU uygulanmasi ile tersine dondirilebilir (Valasi ve ark.,
2007). Preovulasyon asamasinda biiyiik folikiillerden elde edilen oositler olgunlasmis
formda olabilir ancak OPU ile aspire edilen oositlerin biiyiik ¢cogunlugu genellikle daha
kiiglik ovaryum folikiillerinden elde edilmektedir. Bu oositler in vitro ortamda 24 saatlik
bir olgunlasma periyoduna ihtiya¢ duyarlar. Bu nedenle in vitro fertilizasyon 6ncesi
oositlerin olgunlastirilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir (Elder & Dale, 2000). Bir diger
calismadan elde edilen sonuglara gére ovaryum basina aspirasyon ile 8,1, dilimleme ile
6,3 adet oosit elde edildigi bildirilmistir. Bunlardan dilimleme ile elde edilen oositlerin
1,7’sinin, aspirasyon ile almnanlarin 0,87’sinin olgunlagtirma i¢in kabul edilebilir
kalitede olduklari gozlenmistir (Shirazi ve ark., 2005). Kegilerde ise dilimleme ile
kiyaslandiginda aspirasyon ile daha fazla sayida oosit elde edilmekte ancak daha diisiik
kalitede olmaktadir (Pawshe ve ark., 1994). Bu nedenle koyunlardan oosit eldesinde
dilimleme yo6ntemi aspirasyon ile kiyaslandiginda daha uygun bir metot olarak

goriilmektedir.

2.2.2. Oosit kalitesini etkileyen faktorler

Oosit elde etme yontemlerinin ortak amact ovaryum basina elde edilebilecek iyi
kalitedeki oosit sayisint maksimum diizeyde tutmaktir. Alinan oositler embriyo
tiretiminde Kkullanilabilecek kalitede ve gelisim yetenegini azaltmayacak sekilde
olmalidir (Wani ve ark., 2000; Shirazi ve ark., 2005; Morton ve ark., 2008). Dogal
olusumlarinda oosit kalitesi; oositlerin olgunlagma yetenekleri, fertilizasyon kapasiteleri
ve normal yavru verebilmeleri gibi kriterler ile belirlenmektedir (Duranthon & Renard,
2001; Hussein ve ark., 2006). Oositin kalitesi ayn1 zamanda oositin folikiiler ¢evresi,
hayvanin yasi, folikiiler gelisim evresi ve oosit olgunlagsmasi i¢in kullanilan medyumun

igerigi ile de alakalidir (Camargo ve ark., 2006; Keskintepe ve ark., 1994).

2.2.2.1. Donor yasi
Elde edilecek olan oositlerin gelisimsel yeteneklerinin belirlenmesinde dondr
koyunlarin yas1 biiylik 6nem tasir. Prepubertal koyunlardan oosit alinmasi 4 hafta gibi

bir siirede baslayabilir. Folikiiler gelisimin baslamas1 4-6 haftalik koyunlarda
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gozlenmistir (Armstrong ve ark., 1997). Kegilerde ise elde edilen oosit sayisi yetiskinler
ile kiyaslandiginda prepubertal hayvanlarda daha fazladir. Bunun olas1 sebebi geng
hayvanlarda folikiiler uyarimin yetiskinlerden daha fazla olmasi ile agiklanabilir.
Koyunlarda folikiiler gelisimde ovaryum folikiil atrezisinin olmamasi nedeni ile
maksimum sayidaki antral folikiile 4-8 haftalikken erisilir. Bu say1 puberteye ulasana
kadar gilinden giine azalarak belirli miktara eristiginde sabitlenir. Koyunlarda
siiperovulasyonun en etkili oldugu zaman ovaryum yiizeyindeki folikiil sayisinin
maksimuma ulastigt donemdir (Koeman ve ark., 2003; Chen ve ark., 2008). Ancak
prepubertal hayvanlardan elde edilen oositler yetiskin koyunlar ile karsilastirildiginda
diisiik gelisim kabiliyeti gostermektedir (Khatir ve ark., 1996). Bu yonde yapilan bir
arastirmada in vitro kosullarda prepubertal koyunlardan elde edilen oositlerden %29
oraninda, yetiskin koyunlardan ise %39,3 oraninda blastosist yiizdesine ulagilmistir
(Morton ve ark. 2005). Bu dogrultuda in vivo ortamda dollenmis oositler prepubertal ve
yetigskin koyunlardan alinarak uygun bir yetiskin koyuna transfer edilmistir. Prepubertal
koyunlardan transfer edilen zigotlardan %33, yetiskinlerden ise %73 oraninda canli
yavru elde edilmistir (Armstrong, 2001). Kegilerde ise prepubertal oositlerden %19,
yetiskinlerden ise %65 oraninda blastosist elde edildigi bildirilmistir (Baldassarre ve
ark., 2002). Ancak kecilerle yapilan baska bir ¢alismada prepubertal ve yetiskin
kegilerden elde edilen oositlerin gelisim kapasitelerinin benzer oranlarda olduklari
gozlenmistir (Koeman ve ark., 2003). Gelisimsel kapasitenin azalmasinin yaninda
koyunlarda o6zellikle IVF sonrasinda olgunlasmamis oositlerde polispermi olusumu
meydana gelmektedir. Bunun sebebi olarak ise korteks etrafindaki kortikal graniillerin
diizgiin dagilmamasindan kaynaklanabilecegi 6ne siiriilmektedir (Cognie ve ark., 2003).
Polispermi olusumu diisiiniilmediginde, prepubertal oositlerden blastosist olusumu
yetiskinlerle kiyaslandiginda bir giin gecikme gosterme egiliminde olmaktadir (O’brien
ve ark., 1997).

2.2.2.2. Ovaryum folikiil boyutu

Folikiil gelisim evreleri ve oosit bilylimesi birbirini takip eden olaylardir.
Ovulasyon sirasinda elde edilen oosit kalitesinde ve embriyo kalitesinde folikiil
biiytikliigii 6nemli bir etkiye sahiptir (Sirard ve ark., 2006). Folikiil igerisinde oosit
gelisimi genellikle yavas isleyen bir agsamadir ve oositler theca ve granuloza hiicreleri

ile etkilesime girerek mayotik olgunlasma i¢in hazir duruma ulagmak zorundadir
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(Camago ve ark., 2006). Gelisimsel asamalarda meydana gelen ve ovulasyondan 6nce
gerceklesen bu olaya oosit kapasitasyonu adi verilir (Hyttel ve ark., 1997).
Kapasitasyon sirasinda oositler olgunlasma evreleri gegirir (Elder & Dale, 2000). Bu
sebeple folikiil boyutu; oosit kalitesine mRNA ya da protein saglayarak etki eder
(Krisher, 2004). Bu sebeple ovaryumdan elde edilen olgunlasmamis oositlerde gelisim
kabiliyeti yoniinden eksiklikler goriilmektedir (Kane, 2003). Koyun ve kegilerde oosit
gelisim yetenegi genellikle kumulus ekspansiyonu ile iliskili olup folikiil boyutu ile
artmakta ve artan granuloza atrezisi ile azalmaktadir. Koyunlarda genellikle 2-6 mm
boyutlar1 arasindaki folikiiller, gelisimini tamamlamis oositler icermekte ve in Vvitro

niikleer maturasyon i¢in iyi bir yetenege sahiptir.

6 mm’den blylik boyutlardaki sigir folikiillerinden elde edilen oositlerden
blastosist iiretimi 2-6 mm boyutlarindakiler ile kiyaslandiginda oldukca yiiksek
orandadir ve 2 mm’den kiiciik olan folikiiller fertilize olduklar1 halde 8 hiicre diizeyinin
Otesine gegme yetenekleri yoktur (Pavlok ve ark., 1992). Kegilerde bu oran 2-6 mm
folikiil boyutundakilerde % 6 blastosist, 3-5 mm’de %12 ve 5 mm’den biiyiiklerde %26
blastosist diizeyine ulagsmaktadir (Crozet ve ark., 2000). Koyunlarda yapilan bir
calismada ise prepubertal koyun oositlerinin %13 seviyesinde blastosist evresine
ulastiklar1 sonucuna ulagilmigtir (Catala ve ark., 2011). Folikiil boyutu ile in vitro
maturasyon sonrasi Metafaz II’ye ulasan oositler arasinda pozitif bir korelasyon
bulunmaktadir (Wittmaack ve ark., 1994; Ectors ve ark., 2002). Bu sebeple in vitro
embriyo tretiminde gelisme elde edebilmek i¢in en ideal segcenek en yiiksek kalitedeki
oositlerin se¢ilmesi olmalidir. Oosit boyutlari ile blastosist eldesi arasinda pozitif yonde
bir orant1 olmasi nedeniyle in vitro ¢alismalarda oosit boyutlar1 da 6nemli bir kriter
olusturmaktadir. Sigirlarda 100 pm boyutundaki oositler %30, 110 um boyutundakiler
ise %60 oraninda blastosist olusumu saglamistir (Hyttel ve ark., 1997). Benzer bir
calismada ise mandalarda oosit boyutlar1 126 um altindakilerde blastosist olusumu
gbzlenmedigi, 127-144 pum aras1 % 1, 145-162 um arast %7.3 ve 163 um’den biiyiik
oositlerde %10.4 verimde blastosist elde edildigi gozlenmistir (Raghu ve ark., 2002).
Kegilerde ise bu oran 125 um’den kiiciik oositlerde %10 iken, daha biiyiik boyutlardaki
ositlerde %20 olarak bulunmustur. Bu dogrultuda kii¢iik folikiillerden (3 mm’den
kii¢iik) kiigiik oositlerin elde edildigi ve bunlarin da in vitro ortamda ¢ok az gelisimsel
kabiliyete sahip olduklar1 (Hammami ve ark., 2013) ve bunun da sebebinin folikiiler

biiylime fazinin son evresinde meydana gelen maturasyon Oncesi biyokimyasal ve bazi
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gen ekspresyon aktivitelerinden yoksun olabilecegi one siiriilmiistiir (Mahoete, 2010).
Ayrica folikiil boyutunun yani sira embriyonik gelisimde ovaryum yiizeyinde yer alan
folikiil sayilar1 da biliyiilk 6neme sahiptir. Yapilan bir ¢alismada koyunlarda ovaryum
yilizeylerinde 8 ya da daha fazla folikiil bulununanlarda %94 béliinme ve %52,4
blastosist olusumu, 4 ya da daha az olanlarda ise %57 béliinme ve %30,2 blastosist

olusumu bildirilmistir (Mossa ve ark., 2000).

2.2.3. Oositlerin in vitro matiirasyonu

Prepubertal koyun oositlerinin in vitro matiirasyonu yetiskin koyunlar ile
kiyaslandiginda oldukga diisiik verimde olmaktadir (Paramio ve ark., 2010). Bu konu
tizerinde yapilan bir ¢calismada mezbahadan elde edilen 2 aylik keg¢i oositlerinin %10
blastosist diizeyine kadar ulastigin1 ve bunun gelisim kabiliyetlerinin diisiik olmasindan
kaynaklandigi bildirilmistir (Izquierdo ve ark., 2002). Bu da prepubertal ve yetiskin
hayvanlarda c¢ekirdek ve sitoplazma matiirasyonunun molekiiler basamaklarmnin
baslatilmasi i¢in belirli bir folikiil biiyiikliigline ulagsmanin oosit gelisimi {izerine etkili
olabilecegini gostermektedir (Cognie ve ark., 2004; Wen ve ark., 2006). Memeli
oositleri kompakt yapida kumulus hiicreleri ile ¢evrelenmis halde bulunur ve bu yapiya
kumulus-oosit kompleksi (COC) adi verilir. Maturasyon medyumunda yer alan
kumulus hiicreleri gonadotropinlerin varliginda sitoplazmik maturasyona sebep olan
cesitli maddeler salgilamaktadir (Cha ve ark., 1998). Domuzlarda ve sigirlarda erkek
proniikleus olusumu, oosit maturasyonu sirasinda kumulus hiicrelerinin varligina
baglhidir (Mattioli ve ark., 1998; Chian ve ark., 1994). Sitoplazmik maturasyonunu
tamamlamamis bir oosit normal embriyonik gelisim evrelerini gosterememektedir
(Krisher, 2004). Sitoplazmik tamamlanma biiylik 6neme sahip oldugu i¢in herhangi bir
eksiklikte sperm girisi ve dekondensasyonunda hatalar, proniikleus olusumunun
gerceklesmemesi, zona pelusidanin polispermi engelini olusturamamasi, erken
boliinmenin olugsmasinda hatalar, maternal gen ekspresyonundan embriyonik gen
ekspresyonuna geciste hatalar ve sonug olarak preimplantasyon ve post implantasyon
asamalarinda embriyonik gelisimde hatalarin olugmasi goriilmektedir (Armstrong,
2001). Prepubertal koyunlarda in vitro maturasyon; FSH, lLiiteinlestirici hormon (LH),
estradiol (E2), equine koryonik gonadotropin (eCG) gibi hormonlarin ve fotal sigir

serum (FCS) eklenmesi ile gelistirilmistir (Congnie ve ark., 2004). Oosit maturasyonu
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icin kullanilan rutin sistemlerden bir tanesi de TCM 199°dur ve FSH, LH ve E2
eklenmesi ile desteklenmistir (Catala ve ark., 2012). Maturasyon medyumlarinda serum
kullanilmasinin yani sira sigir serum albiimin (BSA), biiyiime hormonlart (IGF-I) ve
antioksidanlar (Pirtivik asit ve L-glutamin vb.) gibi eklemelerle medyumlar modifiye

edilerek oositin sitoplazmik ve niikleus boliinmelerini tamamlamasi desteklenmistir.

Oositler ovaryumlardan primordial folikiillerin salinmasindan 6nce mayotik
boliinmenin erken evrelerinde gelisimleri durdurulmus halde bulunurlar. Piiberte ile
birlikte her bir dstrus dongiisiinde hipofiz gonadotropin hormonu etkisi ile ovulasyon
oncesi mayoz I’in tamamlanmasi sitimiile edilir. Erken oositler immature germinal
vezikiil (GV) ve germinal vezikiil yikilmas1 (GVBD) evreleri olarak smiflandirilirlar
(Sekil 2-1). GVBD, mayoz bélinmenin devam ettirilmesini ifade eder ve gekirdek
maturasyonunun saglanmast ile telofaz | evresine ulasilir. {lk polar cisim (PB) olugmasi
ise ilk mayotik dongiliniin tamamlandigin1 gosterir ve bu evre metafaz 1l olarak

adlandirilir).

GV GVBD Ml Ml

Sekil 2-1: GV, GVBD, MI ve MII evreleri -Hemin ve ark.(2015)’ten.

IVM ortaminda kullanilan medyumlar

Birgok hayvan tirii igin IVM teknikleri gelistirilmis ve glinimiizde VM
islemlerinde kullanilan yiliksek maliyetli islemlerin ya da malzemelerin ¢ikartilarak
yerine daha ucuz ve kimyasal igerigi bilinen maddeler ve teknikler kullanilarak bu
teknolojinin maliyetini azaltma yoluna gidilmektedir (Gupta ve ark., 2005). Genel
olarak oosit IVM medyumlar1 i¢in kullanilan maddeler kompleks formiilasyonlardan
olusmakta ve bunlar ilk olarak somatik hiicreler ve doku kiiltiirleri i¢in dizayn
edilmisdir. Bu nedenle oosit [IVM medyumlarinda doku kiiltiir medyumu (TCM 199) ve

minimal esansiyel medyum (MEM) kullanilmaktadir. Medyum formiilasyonlari
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normalde mature olan COC’larin kompleks ve dinamik ihtiyaglar1 i¢in degil somatik
hiicrelerin metabolik ihtiyaglar1 6zellikle de hiicre hatlarinin uzun siireli ihtiyaglari igin
dizayn edilmistir. Bu nedenle 6zellikle oosit IVM i¢in gerekli IVM spesifik medyum
formiilasyonlarina biiylik ihtiya¢ vardir. Gegtigimiz son yirmi yilda embriyo kiiltiir
medyumlarinin gelistirilmesinde major anyon ve katyon oranlarmin degistirilmesi,
tireme sistemi sivilarindaki metabolik substratlarin eklenmesi ve pre-implante
embriyolarin metabolik subsratlarinin eklenmesi yoluna gidilmistir. Bu tarz bir
yaklasim yeni IVM medyumlarinin dizayni igin giiniimiizde tercih edilen bir yontemdir.
IVM’de kullanilan folikiiler sivi kompozisyonlar1 degismekle birlikte 6zelllikle en
bliyiik enerji kaynagi olan glikoz konsantrasyonlari arasinda farklar bulunmaktadir
(Gilchrist ve Thompson, 2007). IVM’de oosit ve onu ¢evreleyen kumulus hiicreleri
fonksiyonel bir birim olustururlar. Bu nedenle in vitro maturasyon kiiltiir medyumu
gelistirilmesinde COC’larin besin ihtiya¢larinin diisiiniilmesi 6nem tasir (Sutton ve ark.,
2003). Memeli [IVM’lerinin ¢ogunda bazal medyum serum ve hormonlarla desteklenir.
Protein katkilarinin ve FSH, LH gibi hormonlarin IVM medyumu i¢in secilmesi IVF ve
embriyonik gelisim acisindan da 6nemlidir (Pawshe ve ark., 1996; Wang ve ark., 1998).
Fertilizasyonun arttirilmasi, erken embriyonik gelisim ve kumulus ekspansiyonu igin in
vitro maturasyon protokollerinde ¢ogunlukla FSH kullanilir. Dogal oosit
maturasyonunda FSH ve LH’in gerekli olmadigi bilinmesine ragmen genellikle bu
hormonlarin kumuluslar {izerine etki ederek oositin sitoplazmik maturasyonunu olumlu
yonde etkiledigine inanilir. Ancak gonadotropinlerin yararli etkilerinin kumulus
hiicrelerinin  metabolik  aktivitelerinde  degisiklige neden olup olmadiklar

bilinmemektedir (Izadyar ve ark., 1998; Sutton ve ark., 2003; Cecconi ve ark., 2008).

Bununla ilgili yapilan bazi ¢alismalarda FSH ve LH igeren medyum ile %70,1
maturasyon orani elde edilirken insan koryonik hormon (hCG) igeren ortamda bu oranin
% 50,3 oldugu sonucuna ulasilmistir. Ayrica kegilerde FSH igeren medyum ile % 19,4-
22,6 arasi, FSH icermeyen ortamda ise % 12 oraninda blastosist elde edilmistir (Wang
ve ark., 1998; Wang ve ark., 2007). FSH genellikle folikiilogenezde ve in vitro oosit
maturasyonlarinda farkli gelisimsel etkilere sahiptir. Ayni1 zamanda folikiiler biiyiimeyi
saglar ve folikiiler gelisimin son evrelerinde LH reseptorlerinin aktivitesi i¢in hayati

onem tasir (Sirard ve ark., 2007).
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2.2.3.1. Kullanilan albumin ve serum cesitleri

In vitro kiiltiir medyumlarinda kullanilan diger esansiyel bilesenler ise albumin
ve serumlardir (Ocana Quero ve ark., 1994). Albumin memeli tireme kanalinda bulunan
en yaygin protein olmasi nedeniyle medyuma katilmalidir. Serum ise oosite besin
saglamasinin yani sira oositleri ¢evreleyen hiicrelere de gerekli beslenme ortamini
sunar. Serum ayrica oositin folikiiler ¢cevreden ayrildiginda zona pelusida katmaninin
zayiflamasini engeller (Thompson, 2000; Wani, 2002). /» vitro maturasyon medyumuna
serum katilmasi maturasyonun indiiklenmesinden de kismen sorumludur. Bu nedenle
ornegin koyunlarda at serumu ile desteklenen medyumda %69-72 oraninda maturasyon
oran1 elde edilirken eklenmedigi durumda %50 oraninda sonuca ulasilmistir. Ayni
zamanda bu sonuglar kegilerle yapilan calismalarda da gegerlidir: Ostrus kegi serumu ile
%61-78, serumsuz ortamda %28 oraninda maturasyon elde edilmistir (Tajik ve

Esfandabadi, 2003; Kharche ve ark., 2006; Motlagh ve ark., 2008).

Oosit maturasyonu amaciyla kulllanilan farkli ¢esitlerde serumlar mevcuttur.
Bunlar; 6strus sigir serumu, fotal sigir serumu (FBS), homolog ve heterolog Ostrus
serumlaridir. Koyun ve keci oosit maturasyon medyumlarinda yaygin olarak FBS
kullanilir. FBS igeren ve icermeyen medyumlarla yapilan calismalarla elde edilen
maturasyon oranlarinda onemli derecede farklar ortaya ¢ikmistir. FBS eklenmesi ile
%79-84 oraninda, eklenmedigi durumda ise %4 oraninda oositin metafaz Il agamasina
ulastig1 goriilmiistiir. Ostrus koyun serumunun (ESS) da koyun oosit IVM ortamlarinda
maturasyonu ve mature olmamis prepubertal koyun oositlerinde embriyonik gelisimi
gelistirdigi belirtilmistir. ESS ile FBS kiyaslandiginda FBS’nin ESS’den c¢ok az bir
oranla daha az maturasyon orani verdigi goriilmiistiir (%70°e % 82 oranlarinda) (Walker
ve ark., 1996; Tibary ve ark., 2005). Maturasyon asamalarinda problemlerle
karsilasildiginda fertilizasyon orani ve preimplantasyon embriyolariin verim kalitesini
de etkilemektedir. Maturasyon medyumuna serum uygulama siiresinin boliinme hizi
lizerine ¢ok az etkisi olmasina ragmen blastosist gelisimi lizerinde olduk¢a Onemli

etkiye sahiptir (Nedambale, 1999).

2.2.4. In vitro fertilizasyon
Prepubertal hayvanlardan elde edilen oositlerin in vitro fertilizasyonu jenerasyon
stirelerinin kisaltilmas1 ve sinirli sayidaki distiin genetik Ozelliklere sahip degerli

hayvanlarin yayginlastirilmasini saglayan 6nemli bir yontemdir (Baldassarre ve ark.,
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2003). IVF medyumu genellikle spermatozoa kapasitasyonunu saglamak ve uterus
kanalinin biyokimyasal bilesenlerinin benzer sekilde yapilmasi ile formiile edilir. Ancak
yine de siirekli diizenlenen ovidukt ve uterus dinamik yapisinin fizyolojik sartlarina
ulagsmak oldukga zor olmaktadir (De La Torre - Sanchez ve ark., 2006). Oositlerin ve
spermatozoonlarin fliizyonu ile sonuglanan fertilizasyon olay1 birka¢ evreden
olusmaktadir: (i) spermatozoonun ve oositin dis membranlarinin fiizyonu, (ii)
spermatozoonun zona pelusidaya penetrasyonu, (iii) proniikleus fiizyonu ve (iv)
kromozomlarin dizilmesi gibi asamalardir.  Olgunlastirilmis oositlerin in vitro
fertilizasyonlar1 genellikle 24 saatlik bir inkiibasyon siiresi ile IVF medyumunda
yapilmaktadir. Oositle penetrasyon oncesi spermatozoon bir kapasitasyona maruz
kalmak zorundadir. Spermatozoa disi iireme kanalina ulasincaya kadar fertilizasyon igin
gerekli olan tam kapasitasyonunu geg¢irmez. Zona pelusidaya penetre olmadan ve
vitellusa girmeden Once onemli fizyolojik degisiklikler gecirir ve bu degisikliklere
spermatozoa kapasitasyonu adi verilir. Penetrasyon sonrasi zona pelusidada
polispermiyi engelleyen mekanizma aktive olmaktadir (Wright ve ark., 1981). IVF
medyumlarmin ¢ogunda sperm kapasitasyonunu indiikleyen ajan olarak heparin
kullanilmaktadir. Heparin spermatozoona baglanarak hiicre i¢i ortamda bir dizi
degisiklige neden olarak Ca*2 alimimim saglar ve hiicre i¢i serbest Ca*? miktarini ve pH’1
arttirir. Bir diger heparin indiikleyici kapasitasyonun sonucu da spermatozoonda protein
fosforilasyonlarinin artmasidir (Lane ve ark., 1999). Koyunlarda heparin kullanimi
fertilizasyon oranini arttirmakta ancak artan konsantrasyonlar1 boliinme (cleavage)
oranlarm diisiirerek olusacak blastosist yilizdesini azaltmaktadir. Yapilan bir ¢caligmada
heparin kullanilmayan ortamda % 86,7; 5 IU heparin ile %85,8 ve 10 1U heparin ile
%75,5 oranlarinda boliinme elde edilmistir. Artan konsantrasyondaki heparinin olumsuz
etkisi bu tir ¢alismalarla da desteklenmistir (Wani, 2002; Li ve ark., 2006; Cox ve
Alfaro, 2007). Kog spermatozoa kapasitasyonu ve koyun oositlerinin fertilizasyonunda
heparin kullanimi ile %80 fertilizasyon oranina ulasildigi ve %15 blastosist eldesi ile
sonuglandig: bildirilmistir (Slavik ve ark., 1992). Kafein ve penisilamin, hypotaurin ve
epinefrin karisimlari da uzun siireli spermatozoa hareketlerini saglayan diger
maddelerdir. In vitro kapasitasyonu arttiran bir diger madde olan BSA’nin heparin ile
birlikte kulanildigi ¢alismalar olduk¢a az sayidadir. Sigirlarda heparin ve kafein
kullaniminin kapasitasyonu arttirirken koyunlarda kafein kullanimi taze spermde

kapasitasyonun azalmasina neden olur (Izquierdo et al., 1998; Wani, 2002). Ayrica yine
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koyunlarda spermatozoa kapasitasyonunda ostrus koyun serumu (ESS) kullanimi ile
fertilizasyon oranmin % 85’e¢ ve blastosist oranmnin % 56’ya ¢iktigi gozlenmistir
(Walker ve ark., 1994). Kapasitasyonda serum kullanimi sigirlarda (Marei ve ark.,
2013), koyunlarda (Catala ve ark., 2012) ve kecilerde (Romaguera ve ark., 2011) yaygin
olarak kullanilmaktadir. Canli ve hareketli spermatozoa hiicrelerinin segilmesi igin
swim-up, percoll gradiyanti, swim-down ya da glasswool filtrasyonu gibi yontemler
kullanilmasma karsin ¢ogunlukla swim-up (Shirazi ve ark., 2012) ya da percoll
gradiyantt (Rho ve ark., 2001) gibi yontemler hem dondurulmus hem de taze
spermatozoa i¢in kullanilmaktadir. Kisaca; %45 ve %90 percoll gradiyanti igeren tiipe
sperma koyulur ve 1500 g hizinda oda sicakliginda 10 dakika santrifiij edilerek canli
spermatozoalar %90’lik alt kisimdan alinarak ve mililitrede 1-2 milyon spermatozoa
olacak sekilde seyreltilerek fertilizasyonda kullanilir (Rho ve ark., 2001). Swim-up
yonteminde sperma, modifiye sentetik ovidukt sivist (SOF) ile 45-60 dakika arasinda
inkiibe edilir ve siipernatant kismindaki hareketli hiicreler alinarak 5-10 dakika santrifiij
edilir. Son olarak tiipiin alt kismindaki pelet istenilen oranda seyreltilerek 1VF
calismalarinda kullanilir (Shirazi ve ark., 2010). Spermatozoa ve mature edilmis oositler
birlikte inkiibe edilir ve 20 saat sonra zigot olusumlar1 kontrol edilerek IVF oranlarina
bakilir. Bu zigotlar: normal fertilize oositler ya da 2 proniikleuslu zigotlar (2PN),
polispermik, eszamansiz ve sperm basin1 da igeren ¢ekirdek boliinmesinin MII
asamasindaki zigotlar olarak siniflandirilir. Koyunlarda ESS kullanilarak elde edilen
boéliinme oranlari normal olarak %350-70 arasinda ve %30-40 blastosist eldesi ile
sonuclanmaktadir. Bu oranlar farkli deney kosullari ile degisebilmektedir (Walker ve
ark., 1994). Catala ve arkadaslarimin prepubertal koyunlarda yapmis olduklar1 bir
calismada ticari bir {irlin olan Ovipure density gradient ile elde ettikleri hareketli
spermatozoalar (1x10° spermatozoa/ml), 50 ul SOF medyum ve %10 ESS ile %79
fertilizasyon orani ve %21 blastosist elde edilmistir (2011).

2.2.4.1. IVF’de kullanilan spermalar

Kullanilan spermaya bagli olarak fertilizasyon oranlar1 degismektedir. 1VF
amaciyla kullanilacak spermalar taze, dondurulmus ya da cinsiyeti belirlenmis
olabilmektedir. Sperma kalitesi seyreltme ya da kriyoprezervasyon islemleri ile kayba
ugramaktadir. Taze olarak elde edilen spermadan elde edilen spermatozoa

hareketliliginin seyreltme islemi ile azaldigi gozlenmistir (Sugulle ve ark., 2006).
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Dondurulmus spermalarda dondur-¢6z islemi ve yasayan spermatozoa popiilasyonunda
fonksiyon bozukluklarina neden oldugu ic¢in fertilizasyon yeteneklerinde kayiplar
yasanmaktadir. Taze spermanin dondurulup ¢6ziilmiis sperma ile kiyaslandiginda da
daha fazla oosit baglama kapasitesine sahip oldugu goriilmiistiir (Watson, 2000; Niu ve
ark., 2006). IVF caligmalarinda ve embriyo transferlerinde cinsiyeti belirlenmis sperma
kullanilarak sigir, domuz ve koyun gibi ¢iftlik hayvanlarindan yavrular elde
edilebilmektedir (Catt ve ark., 1996; Fry ve ark., 2004). Ancak bir¢ok c¢alismada
cinsiyet ayrimi yapilan spermalardan elde edilen gebelik oranlarinin cinsiyet ayirimi
yapilmayanlarla kiyaslandiginda daha diisiik derecede oldugu gosterilmistir
(Hollinshead ve ark., 2002; Seidel & Garner, 2002; Wheeler ve ark., 2006). Gebelik
elde edilmesine ragmen bu spermalarin kullanimi ile domuzlarda diisiik embriyonik
gelisim diizeyi elde edilmektedir (Johnson ve ark., 2000). Ancak diger yandan
koyunlarda cinsiyeti belirlenmis sperma ile uterusun olduk¢a diisiik diizeyde
tohumlanmasi ile cinsiyeti ayrilmamis sperma ile kiyaslandiginda daha yiiksek
fertilizasyon orami elde edilmektedir. Sperma uterusa laparoskopik tohumlama ile
fertilizasyon bolgesine olduk¢a yakin bir bicimde yerlestirilebilmekte ve bu da cinsiyeti
belirlenmis sperma ile oldukga yiiksek verim alinmasina neden olmaktadir (Salamon &
Maxwell, 2000; Beilby ve ark., 2009). Bu gesit spermada kullanilan DNA boyalar
fertilitede ve embriyonik gelisimde sitotoksik etkiye sahiptir. Diger spermalar ile
kiyaslandiginda sigirlardan elde edilen blastosist gelisim yiizdesi daha az olmaktadir
(Cran & Johnson, 1996). Koyunlarda ise bolinme oranlarinda (%66,7 ve %76,8)
istatiksel olarak 6nemli bir farkin olmadig: bildirilmistir (Hollinshead ve ark., 2004).

2.2.4.2. IVF’de kullanilan serum ve albuminler

Oosit kiiltiir medyumlarinda ¢ogunlukla 1s1 ile inaktive edilmis Ostrus serum
kullanilmaktadir. Bu medyumlar koyunlarda ve kegilerde spermalarin kapasitasyonunu
da saglarlar. Kullanilan sperma g¢esidine gore serumlarin konsantrasyonlari da
degismektedir. Ornegin; koyun ve kecilerde taze spermalara %20, dondurulmus
spermalara ise %2 oraninda serum kullanilir (Cognie ve ark., 2003). IVF medyumuna
serum ilavesi boliinme oranini arttirmakla birlikte yine serum konsantrasyonu burada da
onem tagimaktadir. Fertilizasyon medyumuna serum eklenmediginde bdoliinme

gozlenmezken %20 serum ilavesinde %72,6-78 aras1 boliinmeye ulasiimistir. %10 ya da
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%b5 arasinda kullanildiginda ise daha az oranda béliinme elde edilmektedir (Cognie ve
ark., 2003; Li ve ark.,2006). Albumin eklenmesi ile in vitro iiretilen embriyo protein
iceriklerini erken boliinme sathalarinda azalmaktadir. Kompaksiyon ve blastulasyon
sirasinda ise protein igerigi artmaktadir. Bu da erken boliinme evrelerinde gergeklesen
protein degradasyon hizinin protein sentez hizindan fazla oldugunu gostermektedir
(Thompson, 2000). Sigir embriyolarinda serum eklenmesi ilk hiicre yariklanmalarini
inhibe ederken, blastosist gelisimini desteklemektedir (Van Langendonckt ve ark.,
1997) Koyunlar da ise in vitro kiiltiire serum eklenmesi daha biiyiik yavrularin elde

edilmesine neden olmustur (Totey ve ark., 1993; Thompson ve ark., 1995).

2.2.4.3. Sperma alma yontemleri

Sperma toplanmas tiirler arasinda farklilik gosteren yontemlerle yapilmaktadir.
Koyun ve kecilerde bu yontem genellikle yapay vajina (AV) ve elektro-ejakiilator
kullanarak elektro stimiilasyon ile yapilmaktadir. Bunlara alternatif olarak Wulster-
Radcliffe grubunun gelistirdigi vajinal toplama tiipleri (VCV) de kullanilmaktadir
(2001). AV yonteminden farkli olarak VCV tekniginde koyunlarin egitilmesine ihtiyag
duyulmamakta ve her bir bireyde farklilik gésteren oldukg¢a uzun olan siire kaybi da
yasanmamaktadir (Ortiz-de-Montellano ve ark., 2007). VCV yonteminde 9 cm
uzunlugunda bir cam tiip 10° ag1 ile ¢iftlesmeden 10 dakika Once vajinaya yerlestirilir.
Bir kemer yardimu ile de tiipiin ¢iftlesme sirasinda yer degistirmesi dnlenmis olur. AV
yontemi ile elde edilen ejakiilat dogal ve elektro-ejakiilasyon (EE) yonteminden daha
yuksek konsantrasyonda olur (Marco-Jimenez ve ark., 2008). Ancak AV ydnteminde
koglarda yeterli derecede libido gerekli ve disiye c¢ikabilmesi igin alistirilmasi
gereklidir. EE’de bir gii¢ kaynagi, aktaric1 ve rektal problar kullanilmaktadir. Problarin
boyutu hayvan tiiriine gore degismektedir. EE yontemi ayni zamanda fiziksel kabiliyeti
olmayan erkek bireylerden sperma almaya da imkan saglamaktadir. Bu nedenle AV’ye
alternatif bir metot olarak kullanilmaktadir (Guiliano ve ark., 2008). Ornegin zor
sartlarda yetistirilmis ve AV yontemini reddeden kegilerden sperma alinmasinda EE
uygun bir alternatiftir (Ortiz-de-Montellano ve ark., 2007). Bogalarda ise EE;
transrektal masajdan oldukga iistiin bir yontemdir. Transrektal masajin cevap vermedigi
durumlar da dahil biitiin bogalarda sonu¢ vermektedir. EE ile elde edilen spermada
oldukgca yiiksek spermatozoa konsantrasyonu (724 x 108 spermatozoa/ml), hareketlilik

(%60) ve canli spermatozoa (%78) elde edilirken bu oranlar transrektal masaj
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yonteminde daha az olmaktadir (sirasiyla 320 x 10° spermatozoa/ml, %50 ve %67)
(Palmer ve ark., 2005). Koyunlarda EE yontemi ile hizli ve yiiksek hacimde sperma
elde edilmesine ragmen sprematozoa konsantrasyonu diisiik olmakta ve hayvana stres

yasatmaktadir (Marco-Jimenez ve ark., 2005).

2.2.4.4. Spermanin islenmesi

Sperma toplanir toplanmaz 6ncelikle hacim ve renk gibi faktorler agisindan
makroskopik olarak degerlendirilir daha sonra mikroskobik degerlendirme ile
spermatozoa motilitesi, sperma pH degeri ve konsantrasyonu hesaplanir.
Laboratuarlarda kullanilan en yaygin kullanimlardan bir tanesi spermadaki hareketli
spermatozoa yiizdesinin gorsel olarak degerlendirilmesidir. Tek bir agidan spermatozoa
ozelligine bakilarak degerlendirilmesine ragmen oldukga kullanigh ve degerlendirmede

stibjektif bir taraf bulunmaktadir (Moce ve Graham, 2008).

Biitiin hayvan tiirlerinde sperma viicut sicakliginda elde edilir ve sicak tutulmasi
ve soguk sokuna maruz birakilmamasi gerekmektedir. Dondurma islemine tabi tutulsun
ya da tutulmasm spermalar 5°C sicaklikta tutularak diger islemler gergeklestirilir
(Hafez, 1987). Spermanin sogutulmasi dikkatli bir sekilde yapilmali ve 30°C — 0°C aras1
hizli sogutma islemleri spermatozoay1 Oliimciil strese sokmaktadir. Donma noktasi
altinda gergeklestirilen sogutma islemlerinde ortamdaki su kristalize olmakta ve buz
formuna ge¢cmektedir. Geri kalan sivi kismi ¢oziicli olarak islevini siirdiirmekte ve
sollisyonun ozmotik kuvveti artmaktadir (Watson, 2000). Kalan ¢ozeltideki ozmatik
basing ve buz formunda kristalize olan suyun orani sicakliga bagli olarak degismektedir.
Sicaklik diisiik oldugunda donmamis fraksiyon orami az, ortamin ozmotik basinci
yiiksek olmaktadir. Bu nedenle dondurma hizi miimkiin oldugunca hizli yapilarak
soguga maruz kalma siiresi minimize edilir ve hiicrelerin hayatta kalma oranlar1 optimal
seviyede tutulur (Watson, 2000). Dakikada 15-60°C hizinda bir dondurma islemi
uygulandiginda kabul edilebilir diizeyde yasama kabiliyeti olan hiicre oranlar1 elde
edilebilmektedir. Ancak diger yandan da hiicre igin Oliimciil olan hiicre igi
kristalizasyonun 6niine gegebilmek i¢in sogutma hizinin suyun ozmoz ile hiicre digina
ctkmasina izin verecek derecede de az olmasi gerekmektedir (Mazur, 1984). Sogutma
hizinin yavas oldugu durumlarda koyunlarda spermatozoonun orta ve kuyruk

kisimlarinda hasar meydana gelmektedir (Kumar ve ark., 2003).
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2.2.5. In vitro Kiiltiir

Embriyo kiiltiirlerinde yaygmn olarak SOF medyumu kullanilmakta ve bu
kiiltiirler; amino asitler, BSA ve 1siyla inaktive edilmis serum ile desteklenmektedir
(Holm ve ark., 1999). %5-10 oraninda FCS ile desteklenen SOF medyumu, 2-3 giin
inseminasyon sonrasi yiikksek canlilik i¢in kullanilmaktadir. IVF isleminin 20 saat
sonrasinda Olusan zigotlar ti¢ defa in vitro kiltir (IVC) medyumu ile yikanarak IVC
medyumuna aktarilir ve blastosist, genislemis (expanded) blastsosist (EB) ve
zonasindan ¢ikmis (hatched) blastosist (HB) gibi fertilizasyon sonrasi embriyo gelisim
asamalar1 gozlemlenir. Sigirlarda sentetik ovidukt sivist (SOF) medyumuna eklenmis
serum ile %40, eklenmemis durumda ise %20 oraninda blastosist elde edildigi
gorlilmiistiir (Thompson ve ark., 1998). Prepubertal koyunlarda ise tiim asamalarda
(IVM, IVF ve IVC) serum kullanimi ile embriyo iiretiminde %13 oraninda blastosist
elde edilmistir (Catala ve ark., 2012). Bir baska ¢alismada ise prepubertal koyunlardan
%16, yetigkin koyunlardan ise %34 oraninda blastosist elde edildigi bildirilmistir
(O’brien ve ark., 1997). Literatiirde bildirilmis bu sonuglar prepubertal koyunlarda in
vitro embriyo iretim tekniklerinin oosit gelisiminin blastosist evresine gelmesini

destekleyecek kadar yeterli olmadigini gostermektedir.

2.2.5.1. In vitro kiiltiirde kullanilan serumlar

Serum in vitro hiicre kiiltiiriinde siklikla kullanilan en 6nemli maddelerdendir
(Gardner ve ark., 2000) ve igeriginde bir¢ok bilinmeyen faktorlerin bulunmasi nedeni
ile kiiltiir medyum igeriklerinin tam olarak tanimlanmasi zor olmaktadir. Ayrica
embriyo kiiltir ortamlarina eklenen serum sebebi ile yag damlaciklarina da
rastlanilmaktadir (Abe ve ark., 2002). Oosit kalitesinin ve IVF ortamimin blastosist
gelisim potansiyeli lizerine rol oynadiklar1 bilinmektedir. Serumun enerji kaynagi,
amino asit, vitamin, bliylime faktorleri, agir metal selatlar1 igerdigi ve farkh
konsantrasyonlardaki serumlarin farkli etkilere sahip olduklar1 gozlenmistir. Ayrica
kiiltiir ortamlarina serum ilavesi embriyo kalitesinde degisikliklere, yag damlacik sayisi
ve boyutundaki degisikliklere neden olarak morfolojik ve fizyolojik fonksiyonlar
tizerine etkiye sahiptir (Mucci ve ark., 2006). Fertilizasyon sonras1 embriyonik gelisme
tizerinde de bilinmeyen faktorler sebebiyle kromozomal bozukluklar gibi cesitli ploid
olusumlar1 sekillenmektedir (Lonergan ve ark., 2004). Serum genellikle 56°C’de 30

dakika 1sitilir ve istenmeyen faktorlerin inaktive olmasi saglanir. Besleyici 6zelliginin
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yani sira serum, folikiiler ortamdan ayrilmis olan oositi ¢evreleyen hiicrelere de besin
saglamaktadir. In vitro ortamlarda genellikle &strus koyun serumu, fotal sigir serumu ve
insan serumu kullanilmaktadir (Wani, 2002). Bir ¢alismada kullanilan insan serumunun
tek hiicre asamasindaki koyun embriyo ortamima eklenmesinin 6strus Kkoyun

serumumundan daha etkili sonug verdigi gozlenmistir (Thompson ve ark., 1992).

2.2.5.2. Aktivin A

Memeli gelisimi sirasinda hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve spatial ve temporal
morfogenezizde sitokinler fonksiyonel rol oynarlar (Rowzee, 2008). Disi genital kanali
ve erken preimplantasyon embriyosunda tiretilen sitokinler embriyonik hiicreler
tizerinde parakrin/otokrin faktorler olarak hareket ederler (Gandolfi, 1994). FSH ve LH
hipofiz hormonlarinin kesfi aktivin ve inhibin molekiillerinin FSH salinimini
azaltmasi/arttirmasi ve LH saliniminin degismemesine neden olan gonadlarda iiretilen

maddeler oldugunu ortaya ¢ikarmistir (McCullagh,1932).

Aktivinler TGF-beta (Transforming growth factor) protein ailesinde yer alan A
ya da B alt birimlerinin birbirine disiilfit bag:1 ile bagl dimerik proteinlerdir. Bu alt
birimlerin dimerizasyonu ile aktivinlerin 3 formu olusur; aktivin A (A-A), aktivin AB
(A-B) ve aktivin B (B-B) (Hata, 1988). Gonadal sivilardan arindirilan aktivinler
hipofizden FSH (folikiil uyarici1 hormon) salinimini uyarir. Mezoderm indiiksiyonu,
noral hiicre farklilagmasi, kemik gelisimi, hematopoez ve lireme fizyolojisi gibi genis
biyolojik aktiviteye sahiptir (Sekil 2-2). izoformlar1 ve TGF-beta proteinleri biyolojik
etkilerini sinyal iletiminde temel olan tip I ve tip Il serin-treonin kinaz reseptoriiniin

heteromerik kompleksine baglanarak gosterir (Donaldson ve ark., 1999).
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Sekil 2-2: Aktivinlerin potansiyel intrafolikiiler rollerini 6zetleyen sematik diyagram-
Hammami (2014)’ten.

Ovaryumda iiretilen aktivin alt birimleri ratlarda (Meunier, 1988), insanlarda
(Roberts, 1993) ve koyunlarda (Braw-Tal, 1994; Tisdall, 1994); folikiiler granulosa
hiicrelerinde; immiinositokimya ya da in situ hibridizasyon ile tespit edilmistir.
Omurgalilarda ovaryum fonksiyonlariin regiilasyonunda parakrin/otokrin rollerinin

oldugu cesitli hayvanlarda gosterilmistir (Yefei, 1999).

Ayrica aktivin A’nin 00sit maturasyonundaki potansiyel rolii birgcok memeli
hayvanda farkli sonuglar elde edilerek calisilmistir. Sonuclara gore aktivin A ratlarda
(Itoh, 1990; Sadatsuki, 1993), sigirda (Stock, 1997), rhesus maymununda (Alak, 1996)
ve insanda (Alak, 1998) in vitro matiirasyon oranimi arttirdigi gorilmiistiir. Fare ve
sigirda zigottan morula safhasina kadar olan siiregte ve sigir ovidukt epiteli, ovaryum ve
granulosa hiicrelerinde aktivinin alfa ve beta alt birimlerinin bulundugu belirlenerek (Lu
ve ark, 1993; Yoshioka ve ark. 1998) proteinin embriyogenezde rol oynayabilecegi
diistiniilmiistiir. Aktivin A’nin embriyo gelisimine olumlu etkisi oldugu sigir ve fare
embriyo kiiltiirline embriyonik gelisimin ilk evrelerinde eklenerek elde edilmistir (Lee,
2009; Lu, 1990).

Aktivin A’nin gelisimin 3. ve 5. giiniinde embriyonik kiiltiire eklenmesi ile sigir
embriyolarida blastosist olusum oranina olumlu yonde etki etmistir. Ik 3 giine kadar
olan siiregte ortama eklenen aktivin A’nin blastosist gelisimine etki etmedigi
gozlenirken sadece hatching oranimi arttirdigi sonucuna ulasilmistir (Trigal ve ark,
2011). Baz1 calismalarda aktivinin 8-16 hiicre asamasindan sonra eklenmesinin
blastosiste ulasan embriyo sayisina etki etmedigi goriilmiistiir (Yoshioka ve ark, 1998

ve 2000). Oosit olgunlasmasinda ve folikiiler gelisimde rol alan faktorler; oosit gelisim
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potansiyelini belirlemek amaciyla molekiiler markdorler olarak kullanilabilir. Bunlardan
birkacinin ekspresyon seviyeleri belirlenerek bu amagla kullanilmaya calisilmaktadir.
Embriyonik gelisimde BMP4 (bone morphogenic factor) embriyonun erken dénem
farklilagsmasinda ve dorsal-ventral eksen olusumu asamasinda rol alan kritik bir sinyal
molekiiliidiir. BMP4 notokordun dorsal kismindan salinir ve ventral kisimdan salinan
sonic hedgehog ile etkilesime girerek dorsal-ventral ekseni olusturur ve diger yapilarin
olusumu i¢in zemin hazirlanir. BMP’ler yetiskin hayvanlarda kemik olusumunu uyarir.
Osteoblastik baglanti  olusumu ve mezenkimal kok hiicrelerin farklilagmasini
indiikledigi diistinilmektedir. BMP’lerin en biiyiik roliiniin embriyonik gelisim
evresinde oldugu bilinmektedir. Farelerde BMP4’lin inaktivasyonu ile mezoderm

olusumunun engellendigi gortilmiistiir (Chen, 2004).

TGF-Beta ailesi reseptorleri ¢ogunlukla SMAD sinyal yolagini kullanarak sinyal
dontigimiinde rol almaktadir. Tip-II reseptorleri R-SMAD’larin (SMAD1, SMAD?2,
SMAD3, SMAD5 ve SMADS8/9) fosforilasyonuna katilan tip-I reseptorleri aktive
etmede sorumludur. Fosforilasyonla birlikte R-SMAD kompleksi olusumu co-SMAD
(SMAD-4) ile (common partner smad) niikleusa gider ve transkripsiyon faktorii olarak
hareket eder. TGF beta, aktivin ve GDF’ler (growth differentiation factor) SMAD?2 ve
SMAD3 tarafindan yonlendirilirken, BMP’ler ve bazi GDF’ler SMAD1, SMAD5 ve
SMAD? tarafindan yonlendirilir. BMP4 SMAD1/5/8’in fosforilasyonuna neden olarak
SMADA4’{in fosforillenmis bu smadlarla kompleks olusumuna neden olur ve SMADA4
niikleusa gider. Aktivinler ise SMAD2/3’1 etkileyerek farkli ligand-spesifik SMAD’lar
ile heteromerik kompleks olusumuna neden olur (Sekil 2-3) (Heldin, 1997). Rat ve
farelerde yapilan caligmalarda blastosist, morula ve ICM (inner cell mass)’den elde
edilen hiicreler gen ekspresyon profili yoniinden kiyaslanarak bu genlerin ekspresyon
durumlari incelenmistir. Elde edilen sonuglara gére Bmp4 geninin her iki tiirde de aym
ekspresyon profili gosterdigi ve blastosist asamasinda ve ICM’de ekspresyonunun
arttig1 goriilmistiir. Ayrica in vivo’da pluripotent hiicre popiilasyonunda (ICM) rat ve
farelerde benzer Bmp4 ekspresyonunun oldugu belirtilmistir. BMP sinyal yolaginda yer
alan R-SMADIarin (receptor regulated SMAD (SMAD -1, -2, -3) her ii¢ hiicre grubunda
da iki tiirde benzer ekspresyon profiline sahip oldugu ve bu genlerin {iriinii olan
transkripsiyon faktorlerinin kompleks olusturarak gen transkripsiyonunu diizenledigi
bilinen SMAD4’{in ilgili geni Smad4’iin de farelerde blastosistin her kompartimaninda

arttig1 sonucuna ulagilmistir. Ratlarda ise Smad4’iin ekspresyonu moruladan blastosiste
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kadar siirdigii fakat spesifik olarak ICM’de arttigi goriilmiistiir. Farelerde ICM ve
blastosistte Smad2 ve co-regiilator Smad4’iin ekspresyon seviyesi artarken Smad7

ekspresyonu 6zellikle ICM’de azalmistir (Casanova, 2012).
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Sekil 2-3: Aktivin A etkisi ile tetiklenen sinyal yolag: -Knight ve Glister. (2003)’ten.

Koyunda Aktivin A kullanimi ile yapilan bir ¢alismada ise (Thomas, 2003)
preantral folikiil gelisimi ve oosit bilylimesinin arttigi in vitro kiiltiir ortaminda
gosterilmistir. Yine buna benzer bir arastirmada ¢esitli faktorlerin kumulus oosit
kompleksi ve oosit gelisimi lizerine etkisi incelenerek GDF9’un bu yonde olumlu etkisi
gozlenirken pentraxin 3, hyaluronan synthase 2 (HAS2), tumor necrosis factor alpha-
induced protein 6, prostaglandin synthase 2, B-cell lymphoma 2 (BCL2), ve Bcl2-
associated X (BAX)’nin ekspresyonlarinda 6nemli bir katkist olmadigi gosterilmistir
(Varnosfaderani, 2013). n vitro maturasyon ve in vitro embriyo Kkiiltiirii, blastosist
verimi ve kalitesi tizerine etkisi incelenen Aktivin A’nin kegilerde ¢esitli oranlarda ve

zamanlarda kullaniminin embriyo gelisimini olumlu ydnde etkilemistir (Hammami,

2013).

2.3. Embriyolarin gelisim kontrolleri
Koyun embriyolarinin ¢ap1 ¢evrelerini saran zona pelusida ile birlikte yaklasik
olarak 125um arasinda olmaktadir (Imal, 2017). Embriyo cap1 zigot olusumundan

blastosistin genisleme evresine kadar hemen hemen hi¢ degismez. Embriyonik
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gelisimin ilk asamasinda gozlemlenen ve biiylime gergeklesmeksizin olusan hiicre
bolinmesine “cleavage” denilmektedir. Bolinmeler sonucu meydana gelen iki yeni
hiicrede boyut farkliliklar1 olmakta ve ilk boliinmede olusan ve onu takip eden hiicreler
blastomer olarak adlandirilmaktadir (Demir, 1995). Hiicreler ikiye katlanarak
boliinmeye devam ettiginde 16-32 hiicreli evrede kompakt bir sekilde zona pelusida
icerinde bulunur ve embriyo bu haliyle morula evresinde bulunur. Bu donemde
blastomerleri ayr1 birer hiicre olarak goézlemleyebilmek zordur. Embriyolarin bdliinen
hiicre topluluklar1 perivitellin boslugunun biiyiik kismini kaplar. Blastomerler birleserek
kompakt bir halde biitiin bir yap: haline gelerek kompakt morulayr meydana getirirler
ve perivitellin boslugun yaklasik %70’lik kismin1 doldururlar. Bir sonraki asama olan
erken blastosist evresinde embriyo blastosdl denilen bir sivi ile dolu bosluga sahiptir.
Bu evrede i¢ hiicre y1gin1 (ICM) ve trofoblast hiicreleri ayirt edilebilir duruma gelmistir.
Bu iki katman daha da belirginlestiginde perivitellin boslugun biiyiik kismini kaplayan
embriyo ve blastosdl iyice belirginleserek blastosist evresine girer. Bu evreyi takiben
embriyo c¢ap1 yaklasik 1.5 kat oraninda artis gdsterirken zona pelusida ise incelir ve
genislemis blastosist (expanded blastosist) olusur. Blastosdl bu evrede kaybolurken
embriyonal hiicre yigimi kompakt halde bulunur. Hatched blastosist evresinde ise
embriyolar zona pelusiday1 terk etmeye baslarlar ve sonunda tamamiyle disar1 ¢ikarlar
(Harris, 2012).

2.4. Gen ekspesyonlarimin gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu ile
incelenmesi

Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (Q-PCR) ya da ger¢cek zamanli PCR tek
hiicre diizeyi dahil ¢ok az miktardaki mRNA miktarlarimi tayin edebilmek igin
kullanilan giivenilir bir tekniktir. Biyolojik ¢alismalarda genellikle gen ekspresyon
Seviyelerinin 6lgiilmesi ve rolatif degerlendirilmeleri amaciyla tercih edilmektedir. Q-
PCR yonteminin bir¢ok calismada kullanilmasimin nedenleri su sekilde siralanabilir:
geleneksel polimeraz zincir reaksiyonu sonrasi islemlere gerek duyulmaz, RNA
miktarlar: arasindaki kiyaslamaya kantitatif bir 6l¢iide cevap verir, hem kalitatif hem de
kantitatif bir tekniktir (Bustin ve ark., 2005). Kullanilan RNA miktarlarmin tayini,
kullanilan hiicre sayisi, geri transkripsiyon verimi ve PCR asamalarinin veriminin
oOl¢iilebilmesi i¢in bir endojen referans gen (housekeeping gen) kullanilir. Q-PCR hizli,
kolay uygulanabilen ve ¢ok is giicii gerektirmeyen bir yontemdir. Oncelikle ilgilenilen

genlerin transkriptini iceren Orneklerden mRNA izolasyonu yapilir. Her bir mRNA
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zinciri ters transkriptaz enzimi ile tamamlayict DNA denilen ¢cDNA zinciri olarak
sentezlenir. PCR islemi sicak toleransi yiiksek bir DNA polimeraz kullanilarak kiigiik
boyuttaki DNAlarin logaritmik olarak kopyalanmasina olanak saglar. Q-PCR isleminde
cok sayida reaksiyon donglisii gergeklestigi i¢in her bir donglide enzim eklemenin
oniine gecebilmek igin sicaklik toleransi 6nem tagimaktadir. Bir PCR karisimi; sicakliga
dayanikli polimeraz (6rnegin Taq polimeraz), hedef genlere spesifik primer dizileri,
deoksintikleotitler ve uygun tampon soliisyonlar1 igerir. Primerler ¢ogaltilacak DNA
bolgesinin her iki ucuna yapisirlar. Primerlerin dizayni ve se¢imi deneysel kosullara
uyum saglayacak sekilde optimal diizeyde, primer dimer olusumuna neden olmayacak,
yanlis DNA bdlgesine baglanmayacak ya da ¢apraz reaksiyonlara girmeyecek sekilde
olmalidir. Bu gibi engellerin olusmadigi primer se¢imlerinde PCR amplifikasyon verimi
yaklasik %100 olmaktadir (Bustin ve ark., 2005). cDNA reaksiyon karistminin sicakligi
arttirthp azaltildiginda DNA denatiire olur ve primerlerin uygun bolgelere yapismasi
saglanarak polimerazin DNA {irliniinii sentezlemesi saglanarak her bir dongiide
amplifikasyon saglanir. Her bir basamakta sicakligin tam bir sekilde kontrolii i¢in bir
termal dongii cihazi kullanilir. Klasik PCR uygulamasinda ¢ogunlukla kullanilan DNA
boyasit Etidyum bromiir olmasma ragmen, genler arasindaki kiigiik farkliliklara
hassasiyeti az olmasi nedeniyle Q-PCR yontemi i¢in uygun degildir. Bu nedenle bu
yontemde ¢ogunlukla etidyum bromiirden daha fazla emisyon veren ve kiigiik
farkliliklar1 da saptayabilmeyi saglayan SYBR Green boyasi kullanilir (Gudnason ve
ark., 2007).

Q-PCR yonteminin temelinde baglangigta kullanilan hedef gen sayisinin fazla
olmasi o kadar az dongiide tespit edilebilmesi ve esik degerine ulasmasi yatmaktadir
(Bustin ve ark., 2005). Ne kadar ¢ok gen firiinii elde edilirse o kadar fazla florasan
sinyali elde edilir. Her bir dongii bitiminde florasan seviyesi dlgiiliir ve esigi ya da bazal
1s1ma seviyesini gectiginde dnem derecesine sahip olur. Esik dongisii (Ct) ilgilenilen
genin florasan seviyesinin bazal arka plan 1s1ma seviyesini gectigi seviye olarak
tanimlanir. Ci degeri toplam cogaltilan DNA iiriinii sayisinin yaklagik yarisini elde
edebilmek igin gerekli dongii sayisi olarak tanimlanir. Reaksiyonun bu noktasinda
biriken tiriin miktar1 baslangigtaki hedef 6rnek sayisi ile dogru orantilidir. Ancak elde
edilen Ct degeri program tarafindan belirlenen bir bazal seviye ve degistirilebilir bir esik
olmasi nedeniyle tamamen subjektiftir. Q-PCR kullanilan ajanlar ve protokolde

benzerlik tasimasina ragmen klasik PCR’dan farkli olarak kantitatif sonuclar
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vermektedir. Bu nedenle Q-PCR ile sadece bir genin var olup olmadigi degil
transkripsiyon seviyesi de belirlenebilmektedir. Rolatif degerlendirmenin yani sira seri
dilisyonlar ile hazirlanan standart egriden yararlanarak baslangigtaki gen miktar
belirlenebilir. Ancak Q-PCR sadece kiigiik DNA boyutlarinin ¢ogaltilmasinda daha
etkilidir (Debode ve ark., 2017).

Q-PCR bir referans gen kullanilarak verinin rakamsal hale getirilmesini saglar.
Referans gen RNA seviyesini normalize eder ve varyasyonlarin dogrulanmasinda rol
alir (Wrenzycki ve ark., 2004). Hedef genin miktar1 referans genin miktar ile yapilan
orantisal hesap kullanilarak tayin edilir. Bu sebeple Q-PCR deneylerinin dizayninda
dogru bir referans gen segmek biiylik 6nem tasir. Yapilan aragtirmalara gore biitiin
kriterleri saglayan tek bir evrensel referans gen yoktur. Her bir gen belirli bir seviyede
regiile ediler ve higbirisi tiim hiicre ¢esitlerinde esit seviyede degildir. Bu nedenle farkli
her bir ¢aligma igin spesifik bir referans gen tanimlanmasi gerekmektedir. Farkli doku
ya da deneysel sartlarda sabit bir gen ekspresyonuna sahip referans genin varligini
kanitlamak biiyiilk 6nem tasimaktadir, aksi halde sonuglar yanlis yorumlanabilir ve
gecersiz olabilir (Bjarnadottir ve Jonsson, 2005). Birgok deneyde poli(A) polimeraz
referans gen olarak kullanilmaktadir. Poli(A) kuyrugu hemen hemen biitiin dkaryotik
mRNAlarda ve 3’ ucunda bulunur. Ayrica mRNAnin yikilmasini engelleyerek
stabilizasyon saglar. Poli(A) sentezi de poli(A) polimeraz tarafindan yapilir (Lodish ve
ark., 1995). Bu kuyrugun her mRNA’da bulunmasi da poli(A) enzimi geninin her
zaman transkribe olmasint zorunlu kilar. Bu nedenle referans gen olarak
kullanilabilecek iyi bir aday gendir. Her bir deney oncesi primerlerin validasyonu,
gerekli optimal RNA konsantrasyonu, dongii sicaklik degerleri ve uygulama siireleri
optimize edilerek tekrarlanabilirlik diizeyi arttirilmalidir (Schmittgen ve ark., 2000).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Dizayni

3.1.1. Deney Plam A
Oosit olgunlastirilmas: asamasinda eklenen aktivin A’nin embriyonik gelisime
etkisinin arastirilmasi amactyla yapilan bu deney setinde tablo 3-1’de belirtilen gruplar

ve aktivin A konsantrasyonlar1 kullanilmustir.

Tablo 3-1: IVM ortamina eklenecek aktivin A konsantrasyonlari

- Aktivin A konsantrasyonu
Grup ismi

(ng/ml)
Al 0
All 10
Alll 50
AlV 100

3.1.2. Deney Plam B

In vitro fertilizasyon sonras1 medyumlara aktivin A eklenmesi ile meydana gelen
embriyonik gelisimdeki degisikliklerin incelenmesi amaciyla yapilan deney plan1 B’de
kullanilan aktivin A miktarlar1 ve olusturulan gruplar tablo 3-2’de verilmistir. Bu deney

setinde IVM ortamina aktivin A eklenmemistir.

Tablo 3-2: IVF sonras1 medyumlara eklenecek aktivin A konsantrasyonlari

. Aktivin A konsantrasyonu
Grup ismi

(ng/ml)
Bl 0
BII 10
BIlI 50
BIV 100

Aktivin A ana stogu -20° C’de muhafaza edilmis olup, her ¢alismada dondurulup
¢cOziilme ile olusabilecek protein denatiirasyonu gibi sorunlarla karsilasmamak amaciyla

PBS ile iki ayr1 seyreltme yapilarak —80° C’de muhafaza edilmistir.
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Bu iki seyreltme orant;

Grup II i¢in 1 ng/ml konsantrasyonlu Aktivin A’dan 5 pl alinarak 500 pl’lik maturasyon

medyumuna,

Grup III igin 10 ng/ml konsantrasyonlu Aktivin A’dan 2.5 ul alinarak 500 pl’lik

maturasyon medyumuna,

Grup IV i¢in 10 ng/ml konsantrasyonlu Aktivin A’dan 5 ul alinarak 500 upl’lik

maturasyon medyumuna eklenerek hazirlanmistir.

Her bir boliintii —80°C’de ayn tiiplerde 1 ng/ml igin 7 ul, 10 ng/ml igin 10 ul olarak

hazirlanmistir

3.2. Ovaryumlarin Temin Edilmesi ve Laboratuvara Tasinmasi

Mezbahada kesilen koyunlardan ovaryumlar (Sekil 3-1) ayirilarak hizli bir
sekilde 37°C’de %0,9’luk NaCl igeren serum fizyolojik iceren termoslara aktarildi.
Ovaryumlar toplanirken hayvanlarin yaglari, gebelik durumlari dikkate alinmadan
sadece gozle goriilebilen saglik problemleri olmayan hayvanlara ait dokularin
kullanilmas: dikkate alinmigtir. Ovaryumlar iki saat siireyi asmayacak bigimde
laboratuvara tagindi ve islemlere baslamadan Once yapilan Olgiimlerde sicakligin
30°C’den asag1 diismedigi goriildii. Islemlere baslayana kadar gegen siirenin 4 saatin

tizerine ¢ikilmamasina dikkat edildi.

Sekil 3-1: 1. koyun ovaryumu, 2. folikiil bolgeleri

3.3. Oositlerin Elde Edilmesi
Ovaryumlarin etrafinda bulunan fazla doku ve yaglar kesilerek uzaklastirildi ve

37°C’deki PBS ile ii¢ defa yikanarak kan ve diger kalintilar temizlendi. Ovaryumlar
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isleme alinincaya kadar 37°C’de su banyosunda bekletildi. Ovaryumlarin yiizeyinde
bulunan folikiiller bisturi ile belirli araliklarla kesilerek oncelikle folikiiler sivinin disari
cikmasi saglandi. Geri kalan kisim ise 20 ml’lik enjektore alinan oosit yikama
medyumu (Tablo 18) ile basingli bir sekilde ve her bir folikiile yaklasik 5-6 ml
kullanilarak petri kabina akitildi. Oositler stereo-mikroskop altinda 10x-20x biiyiitme ile
incelenerek agiz pipeti yardimiyla segildi. Se¢im isleminde: oosit etrafinda {i¢ dort sira
kumulus hiicresi olmasi, kumuluslarin sik1 bir sekilde ve hasar gérmemis bi¢cimde oositi
cevrelemesi, oosit ¢aplariin uygun ve vitellus dagilimmin homojen olmasi gibi kriterler

g6z oniinde bulundurulmustur (Sekil 3-2).

Sekil 3-2: in vitro matiirasyon icin secilen kumuluslarla cevrili oositler.

a: se¢im Oncesi oositler b: se¢cim sonrasi oositler

3.4. In Vitro Maturasyon

Maturasyon isleminde 4 kuyucuklu petri kaplar1 kullanildi. Her kuyucuga tizeri
mineral yag ile kapli 500 pl maturasyon medyumu eklenerek inkiibatorde en az 6 saat
On inkiibasyona birakildi. Toplanan oosit-kumulus kompleksleri (COCs) ii¢ kere yikama
medyumu, bir kere de maturasyon medyumu ile yikanarak damlaciklara aktarildi. Her
bir damlacikta 40 COC bulunacak sekilde aktarim yapilarak 38,5°C’de 24 saat neme
doyurulmus ve %5 CO2 bulunan ortamda inkiibe edildi. Bu asamada oositlerin GV

asamasindan MII asamasina gelerek maturasyonu saglandi.

3.5. Oosit Maturasyonunun Degerlendirilmesi

Kumulus genislemeleri 24 saat sonrasinda; genislememis, kismen geniglemis ya
da tamamen genislemis bi¢ciminde 151k mikroskobu altinda belirlendi. Oositlerin mayoz
bolinmedeki ¢ekirdek gelisimleri aseto-orsein boyama ile tespit edildi (Marei ve ark.

2009). Kisaca, oositler pipetaj ile kumulus hiicrelerinden ayirilarak temiz bir lam
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tizerine alindi1 ve dort damla vazelin paraffin karisimi (40:1) iizerine konulan lamel ile
kapatildi. Daha sonra asetik asit ve metanol iceren (1:3) soliisyon ile fikse edildi.
Oositler 2 dakika siire ile %45 asetik asit, %1 orsein soliisyonu ile boyandi. Su, gliserol
ve asetik asit (3:1:1) iceren yikama soliisyonu ile yikanarak niikleer maturasyon

durumlari faz kontrast mikroskopu ile belirlendi.

3.6. Spermanin Fertilizasyon i¢in Hazirlanmasi

Fertilizasyon asamasindan en az 2 saat once elektro-ejakiilator yardimi ile taze
sperma elde edildi. Bu yontem su sekilde gerceklestirildi: Kontrol altinda tutulan kog
yere yatirilarak gii¢ kaynagina baglh elektro-ejakiilator probu rektuma yerlestirildi. Prop
yerlestirildikten sonra kisa ve diisiik voltajdaki elektriksel akim pelvis sinirlerine
uygulandi. Pelvis sinirleri elektriksel olarak uyarilidiktan sonra ejakulasyon gerceklesti.
Ilk seferde ejakiilasyon gergeklesmedigi takdirde hayvanin 10 dakika dinlenmesi
saglanip islem tekrarlandi. Ejakiilatlar 6nceden isitilmis 15 ml’lik falkon tiiplere
alinarak gecici olarak 37°C sicakliga sahip termos igerisinde tutuldu. Bu islem ile
spermanin soguk soka maruz kalmasi engellendi. Sperma toplanmasindan itibaren 1 saat
igerisinde mikroskobik kalite degerlendirilmesi yapildi.

5 pl sperma 6rnegi lam {izerine alinip lamel ile kapatilarak spermatozoa motilite
degerlendirmesi ve canlilik oran1 40X biiyiitme ile 37°C sicakliktaki tabla {izerinde
belirlendi. Degerlendirme sonrast 1 ml sperma 6 ml sperma yikama soliisyonu ile
karistirilarak 1500 rpm’de 8 dakika ve 37° C’de santrifiij edildi. Yaklasik 200 x 108
spermatozoa/mL olacak sekilde seyreltildi. Her bir fertilizasyon damlasina 5 pl sperma

eklenerek mature oositlerle fertilizasyon asamasina gegildi.

3.7. In Vitro Fertilizasyon

In vitro maturasyondan 24 saat sonra genislemis kumulus halinde olan COC’lar
maturasyon medyumundan alindi. Kumulus hiicreleri HSOF igeren ortamda pipetaj
yapilarak oositlerden kismen uzaklastirildi. Oositler %2 koyun serumu (SS) igeren
bikarbonatli yapay ovidukt sivisi (BSOF) iceren medyumla bir kez yikandi. Yikanmig
oositler yiizeyi mineral yag ile ortiilii 500 ul BSOF ve SS iceren damlaciklara aktarild.
Her bir damlada maksimum 40 oosit olacak sekilde aktarilan oositler ile spermalar

fertilize  edildi. Kullamlan spermalar son  konsantrasyonlar1  0,8-1,0x10°
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spermatozoa/mL olacak sekilde ortama eklendi. Fertilizasyon asamasi 22 saat boyunca
38,5°C’de neme doyurulmus ortamda %35 COz2 altinda inkiibe edildi.

3.8. In Vitro Embriyo Kiiltiirii

IVF sonrasi elde edilen zigotlar iki defa HSOF medyumu ile 1 defa da SOF
medyumuyla yikandi. Uzeri mineral yag ile 6rtiilii 500 pl SOFaa medyumundan olusan
damlalar in vitro kiiltiir 6ncesinde 6 saat inkiibe edildi. Zigotlar hazirlanan medyumlara
her birinde en fazla 40 adet olacak sekilde aktarilarak neme doyurulmus %5 CO:2
ortaminda ve 38,5°C’de inkiibe edildi. Caligmada fertilizasyonun yapildigi zaman 0.
Giin olarak baz alinarak embriyonik gelisim asamalar1 (Sekil 3-3) tablo 3-3’deki zaman

araliklaria gore degerlendirildi.

Tablo 3-3: Embriyonik Gelisme Asamalarimin Degerlendirilme Zamani

EMBRIYONIK KAYIT ZAMANI
ASAMA (Fertilizasyon 0. Saat)
2-4 Hiicre 48. Saat

8-16 Hiicre 92. Saat
Morula 120. Saat
Blastosist 7-8. Glin

Sekil 3-3: Embriyonik gelisim asamalar: — Birler ve ark. (2002)’den.

a. 8 blastomer b. morula c. blastosist d. zonadan ¢ikan blastosist e. zonadan ¢ikmis blastosist

3.9. RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu her bir izolasyonda 1 adet blastosist olacak sekilde MN-
nucleospin RNA XS kit kullanilarak yapilmistir. Her bir blastosist 100 pul PBS i¢inde
tutularak kit protokolii uygulanmistir. Bu yoOntemde silika membran teknolojisi
kullanilarak RNA’larin tutunmasi ve yiiksek saflikta izolasyon gerceklestirilmektedir.
Hiicreler yiiksek konsantrasyondaki kaotropik iyonlar i¢eren liziz soliisyonu ile inkiibe
edildi. Ortamdaki RNAazlar bu soliisyon igerigi ile inaktif hale getirilirken RNA’larin

silika membrana tutunmasi igin uygun ortam saglanmis oldu. Bu asamada yapilan
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filtrasyon islemi ile homojenizasyon ve vizkozitenin azaltilmasi saglandi. rDNAz
enzimi ile genomik DNA yikilarak filtreden uzaklastirildi. Saf halde kolonda tutulan
RNA’lar distile su ile temiz bir tiipe aktarildi. Tek bir blastosist ile elde edilecek RNA
miktarlarinin az olmasi nedeni ile son toplama hacminde 9 pl nukleaz icermeyen distile
su kullanilmistir. RNA 6lgiimleri 260 nm dalga boyunda 1 pl’lik drnekler kullanilarak
Nanodrop 2000 cihazi ile Olglilmiistir. 260/280 oranlart ve spektrum grafikleri
degerlendirilerek saflik ve miktar tayinleri yapilmistir. 260/280 oranlarmin en az 1.7

olmasina dikkat edilmistir.

3.10. Geri Transkripsiyon ile cDNA Sentezi

Elde edilen RNA’lar NEB protoscript M-MulV First Strand cDNA synthesis kit
kullanilarak ¢cDNA’ya donistiirilmiistiir. Kit igeriginde DNA endoniikleaz aktivitesi
olmayan ve ¢ok az RNAaz H aktivitesine sahip Moloney murine leukemia virus reverse
transcriptase enzimi bulunmaktadir. Her bir izolasyon i¢in 1 reaksiyonluk kit triinii
kullanilmistir. Oncelikle 8 pl RNA ile 2 pl Oligo-dT primer PCR tiipii icerisinde
karigtirllarak termal dongii cihazinda 70°C’de 5 dakika inkiibe edilerek ikincil yapi
olusumlar1 dnlenmistir ve sonrasinda buz igerisinde tutulmustur. Karistma 10 pl M-
MuLV reaksiyon karisimi ve 2 pl enzim karigimi eklenerek toplamda 20 pl hacmindeki
ornekler 42°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Enzim inaktivasyonu 80°C’de 5 dakika
inkiibasyon ile yapildi. Reaksiyon sonrast her bir 6rnek 30 pl RNAaz icermeyen distile

su ile eklenerek toplamda 50 pl 6rnek elde edilmistir.

3.11. Gergek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Q-PCR)

Geri transkripsiyon ile elde edilen cDNA 6rnekleri, Ileri primer (stok soliisyon 10 pM,
son konsantrasyon 0,25 uM), geri primer (Stok soliisyon 10 uM, son konsantrasyon 0,25
uM), Luna Universal qPCR master mix ve su kullanilarak toplam 10 ul hacimde

reaksiyon kurulmustur (Tablo 3-4).

Tablo 3-4: Q-PCR reaksiyonunda kullanilan maddeler

Icerik 10 ul reaksiyon  Son konsantrasyon
Luna Universal gPCR Master Mix Spul 1X
Ileri primer (10 uM) 0.5 ul 0.25 uM
Geri primer (10 pM) 0.5 ul 0.25 uM
cDNA 2 ul <100 ng

Nukleazsiz Su 2.5 ul -
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Reaksiyon kurulumunda her bir cDNA 6rnegi 96 kuyuluk PCR kaplarina ayr1 olarak
eklenmis ve geri Kkalan reaksiyon karisimi ¢cDNA’lar iizerine eklenmistir. Her bir
primere ait reaksiyonlar en az 3 tekrarli olacak sekilde hazirlanarak, ayrica
reaksiyonlarin negatif kontrolleri cDNA eklenmeden yapilmistir. Hazirlanan 6rneklerin
tizeri seffaf yapistiric1 ile kapatilarak su kaybi onlenmis ve 1000 g hizda 1 dakika
santrifiij edilerek tam bir karisim saglanmustir. Tablo 3-5’teki sicaklik diizeni

kullanilarak PCR gerceklestirilmistir.

Tablo 3-5: Ger¢ek zamanh PCR i¢in kullanilan sicaklik kosullari

Asamalar Sicaklik Siire (sn) Dongii sayisi
Q)

Ik denatiirasyon 95 60 1

Denatiirasyon 95 15 45 dongl

Uzama 60 30

Erime egrisi 60-95 Saniyede 1°C 1

Q-PCR deneyleri i¢in dizayn edilen primerler tablo 3-6’da verilmistir.

Tablo 3-6: Q-PCR primerleri

GEN iLERI PRIMER GERI PRIMER
Bmp4 AGGGCATCGGTCTGGAGTAT ATACGATGAAAGCCCTGCTC
Smad4 CCAAGTAATCGTGCATCGAC CAGTCCAGGTGGTAGTGCTGTT

GAPDH GAGAAACCTGCCAAGTATGA CGAAGGTAGAAGAGTGAGTG

Beta Aktin  GCATGGGCCAGAAGGACTCC CGTAGATGGGCACCGTGTGG

Caspase-3 TAGCAAGTTTCTTCAGAGGG GTCTCAATACCACAGTCCAG
Bcl-2 GCCGAGATGTCCAGTCAGC GACGCTCTCCACACACATGAC
Bax CATGGAGCTGCAGAGGATGA GTTGAAGTTGCCGTCGGAAA

3.12. istatiksel Degerlendirme
Calismada her bir grup i¢in en az 4 tekrar kullanilarak deneyler gerceklestirildi. Elde

edilen blastosist sayilarinin istatiksel degerlendirilmesinde ki-kare testi uygulandi
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(SPSS 20 Software Program). Istatiksel fark agisindan degerlendirme yapilirken P<0,05
seviyesi kullanildi. Genlerdeki ekspresyon diizeyleri degerlendirilmesinde gruplar arasi
ANOVA testi kullanilmistir. Sonuglarin anlamli olabilmesi agisindan her bir grup i¢in
3-4 biyolojik tekrar gen ekspresyonlarinda da her biri 3-4 kere olmak iizere biyolojik ve
teknik tekrarlar kullanilmistir.

3.13. Calismada Kullanilan Stok Soliisyonlar
Tablo 3-7: TCM-199 Stok (10x) soliisyonu formiilasyonu

TCM-199 Stok (10x)

M-199 9,5¢r

Distile Su 100 mi

Hazirlanan karisimm tamamen ¢oziinmesi saglanarak 0,22 um filtreden gegirilerek

sterilizasyonu saglandi. 4°C’de 2 ay kadar muhafaza edildi.

Tablo 3-8: Bikarbonat Stok Soliisyonu (B) formiilasyonu

Bikarbonat Stok Soliisyonu (B)

NaHCO; 2.1g
Distile Su 100 ml
Fenol Kirmizist %0,5 (W/V)

Hazirlanan karisimin tamamen ¢Oziinmesi saglanarak 0,22 pum filtreden gegirilerek

sterilizasyonu saglandi. 4°C’de 2 haftaya kadar muhafaza edildi.

Tablo 3-9: Hepes stok soliisyonu (H) formiilasyonu

Hepes stok soliisyonu (H)

Sodyum Hepes 8,135¢g
Hepes (Free acid) 7540

Distile su 250 ml
Fenol kirmizisi 0,5 % (W/V)

Hazirlanan karigimin tamamen ¢6ziinmesi saglanarak 0.22 pum filtreden gegirilerek

sterilizasyonu saglandi. 4°C’de 2 aya kadar muhafaza edildi.
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Tablo 3-10: Tuz stok soliisyonu (S2) formiilasyonu

Tuz stok soliisyonu (S2)
NaCl 12,588
KCI 1,068
NaH2PO4 0,108
Distile su 200 ml

Hazirlanan karisimin tamamen ¢oziinmesi saglanarak 0,22 pum filtreden gegirilerek

sterilizasyonu saglandi. 4°C’de 3 aya kadar muhafaza edildi.

Tablo 3-11: Laktat stok soliisyonu (L) formiilasyonu

Laktat stok soliisyonu (L)

Sodyum Laktat 470 ml

Distile su 100 ml

Hazirlanan karisimin tamamen ¢oziinmesi saglanarak 0,22 pum filtreden gegirilerek

sterilizasyonu saglandi. 4°C’de 2 aya kadar muhafaza edildi.

Tablo 3-12: Glikoz stok soliisyonu (G) formiilasyonu

Glikoz stok soliisyonu (G)

Glikoz 1080 mg

Distile su 100 ml

Hazirlanan karisimin tamamen ¢6ziinmesi saglanarak 0.22 pum filtreden gecirilerek

sterilizasyonu saglandi. 4°C’de 2 aya kadar muhafaza edildi.

Tablo 3-13: Kalsiyum stok soliisyonu (Ca) formiilasyonu

Kalsiyum stok soliisyonu (Ca)

Kalsiyum kloriir 1260 mg

Distile su 50 ml

Hazirlanan karisimin tamamen ¢oziinmesi saglanarak 0.22 pum filtreden gegirilerek

sterilizasyonu saglandi. 4 °C’de 2 aya kadar muhafaza edildi.
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Tablo 3-14: Magnezyum stok soliisyonu (Mg) formiilasyonu

Magnezyum stok soliisyonu (Mg)

Magnezyum klorir 500 mg

Distile su 50 ml

Hazirlanan karisimin tamamen ¢oziinmesi saglanarak 0,22 pum filtreden gegirilerek

sterilizasyonu saglandi. 4 °C’de 3 aya kadar muhafaza edildi.

Tablo 3-15: Antibiyotik stok soliisyonu (PS) formiilasyonu

Antibiyotik stok soliisyonu (PS)

Penisilin 750 mg
Streptomisin 500 mg
PBS 100 ml

Hazirlanan karigimin tamamen ¢dzlinmesi saglanarak 0,22 um filtreden gecirilerek

sterilizasyonu saglandi. -20°C’de uzun siire muhafaza edildi.

3.14. Cahismada Kullamilan Medyumlar

Tablo 3-16: Fosfat tamponlu tuz (PBS) soliisyonu formiilasyonu

Fosfat tamponlu tuz (PBS)

NaCl 20 g
KH2PO4 05¢
KCl 05g
Na;HPO4 544
Distile su 2,51

Hazirlanan ¢ozelti ovaryumlarin tasinmasi ve yikanmasi i¢in kullanildi. Ozmotik basing
280 mOsmol/kg ve pH degeri de yaklasik 7,2’ye ayarlandi. Hazirlanan ¢ozelti 121
°C’de 15 dakika otoklavlandir. Steril hale geldikten sonra tablo 3-17’teki antibiyotik

karigimui ilave edildi.
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Tablo 3-17: Antibiyotik karisiminin hazirlanmasi

Antibiyotik Miktarlar
Penisilin 0,759
Streptomisin 0,612 ¢
Neomisin 0,612 g
Steril distile su 25 ml

Hazirlanan soliisyonun tamami 2,5 litre PBS igerisine katilarak 4°C’de 3 ay saklandi.

Tablo 3-18: Oosit Yikama Soliisyonu formiilasyonu

QOosit Yikama Soliisyonu

TCM-199 Stok (10x) 50 ml
H Stok Soliisyonu 42 ml
B Stok Soliisyonu 8 mi
Kanamisin 38 mi
Heparin 5mg
Distile Su 500 ml

Hazirlanan karisimin tamamen ¢oziinmesi saglanarak 0,22 um filtreden gegirilerek
sterilizasyonu saglandi. 4°C’de 3 aya kadar muhafaza edildi. Oosit toplama isleminden
once bu soliisyona %10 FBS (Heat inactivated) ve %1 oraninda PS antibiyotik
soliisyonu eklendi. Ozmotik basing yaklasik 280 mOsmol/kg degerine, pH ise 7,2-7,4
arasinda bir degere ayarlandi. 0,22 um filtreden gegirilerek 37°C’de bekletildi.

Tablo 3-19: Oosit olgunlastirma medyumu formiilasyonu

Oosit olgunlastirma medyumu

TCM 199 18 ml
Na priivat 2 mg
FSH 10 pg/ml
LH 10 pg/ml

FBS (Sicaklikla inaktive

edilmis) 2ml
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Hazirlanan karisimin tamamen c¢oziinmesi saglanarak 0,22 um filtreden gegirilerek

sterilizasyonu saglandi. Soliisyon her kullanim igin taze olarak hazirlanir ve %5 CO2

atmosferinde etiivde inkibe edildi.

Tablo 3-20: Hepes tamponlu SOF (HSOF) formiilasyonu

Hepes tamponlu SOF (HSOF)

S2 50 ml
H 42 ml
B 8 ml
D 5ml
M 5ml
L 5ml
G 20 ml
PS 5ml
Na priivat 18 mg
Glutamin 73 mg
BSA (Fr. V) 159
Kanamisin 38 mg
Distile su 500 ml

Tablo 3-21: Percoll-SOF medyumu formiilasyonu

Percoll-SOF medyumu

S2

Na Hepes
HEPES
D

M

Percoll

10 ml
274 mg
252 mg
1ml
1ml

100 ml

pH degerleri yaklasik 7,2’ye, ozmotik basinglar 280 mOsmol/kg’a ayarlandi. Sadece

HSOF 0,22 um filtreden gegirildi Soliisyonlar hazirlandiktan sonra 4°C’de 1 ay

sakland.



Tablo 3-22: BSOF medium formiilasyonu

BSOF

S2 50 ml
B 50 ml

10 ml
M 5ml

15 ml
PS 5ml
Na priivat 54 mg
Glutamin 73 mg
Phenol red 5 damla
Kanamisin 40 mg
Distile su 500 ml

Tablo 3-23: SOFaa medium formiilasyonu
SOFaa

S2 50 ml
B 50 ml

5ml
M 5ml

5ml
PS 5ml
BSA (yag asitsiz) 290
Na priivat 18 mg
Glutamin 23 mg
Phenol red %0,2 (W/v)
Kanamisin 40 mg
MEM-aa 10 ml
MEM-non ess. aa 5ml

Distile su 500 mi
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Medyumlarim ozmotik basinglari kontrol edilerek 282 mOsmol/kg’a ayarlandi. SOF ve
BSOF medyumlarinin pH’l 7.9’a ayarlandi. Medyumlar 0,22 um filtreden gegirildi.
Soliisyonlar hazirlandiktan sonra 4°C’de 1 hafta saklandi. Fertilizasyon medyumuna
(BSOF) koyun serumu eklenerek (%2) kullanildi. Gamet ve embriyolar medyumlara

eklenmeden 6nce %5 COz2, %5 O2 ve %90 N2 gaz karisimli ortamda dengeye getirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Embriyolarin in vitro iiretimi

In vitro ortamda kullanilan oositler iizerine yapilan ¢aligmada kiiltiir ortamina
farkli zamanlarda ve konsantrasyonlarda eklenen aktivin A molekiliinin in vitro
fertilizasyon ve blastosist olusumu {izerine olan etkisinin incelenmesi amaciyla 2 farkl
deney plam olusturulmustur. ilk deney planinda (A grubu) 0, 10, 50 ve 100 ng/ml
aktivin A igeren in vitro matiirasyon medyumlar1 kullanilarak in vitro fertilizasyon ve
blastosist iizerine etKileri incelenmistir. In vitro fertlizasyon sonucu elde edilen
embriyolar aktivin A igermeyen medyumlar ile gelistirilerek sadece maturasyon
medyumuna eklenmis aktivin A’nin blastosist gelisimi {izerine olan etkisi de
incelenmistir. Bir diger deney planinda (B grubu) ise sadece in vitro fertilizasyon
sonrasinda 0, 10, 50 ve 100 ng/ml aktivin A olacak sekilde 4 farkli grup olusturularak
eklenmis ve boliinme ve blastosist gelisimi tizerine olan etkisi incelenmistir. A ve B
gruplarindan elde edilen Dblastosistlerde aktivin A’nin Bmp4 ve Smad4 gen
ekspresyonlari incelenerek blastosist gelisim oranlari ile baglantist incelenmistir. Ayni
zamanda elde edilen blastositlerde Bax, Bcl-2 ve Caspase-3 gibi apoptoz faktorlerinin
ekspresyon diizeyleri de incelenerek aktivin A’nin bu faktorler tizerine etki edip
etmedigi arastirllmistir. 7. giinde alinan blastosistler A ve B gruplarindaki dorder
gruptan 4 ya da 5 biyolojik tekrar yapilarak elde edilmistir. RNA izolasyonlari tek bir
blastosistten elde edilerek ger¢ek zamanli PCR islemleri yapilmis ve her bir 6rnege 3
PCR tekrar1 yapilmistir. Normalizasyonlar GAPDH ekspresyonuna gore diizenlenmistir.
Bagil ekspresyonlar da kontrol grubuna (0 ng/ml aktivin A) gore normalize edilerek
yorumlanmustir. /n vitro fertilizasyon deneylerinde deney plan1 A igin toplamda 637
adet, deney plan1 B i¢in ise 600 adet oosit kullanilmistir. Deney plani A igin kullanilan
oosit sayilar1 ve elde edilen MI, MII, boéliinen, boliinmeyen, morula 6ncesi, morula
sonrasl, blastosist ve dejenere hiicre sayilari ile ilgili rakamsal sonuglara ait veriler tablo

4-1°de verilmistir.
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Tablo 4-1: Deney plam A’ya ait IVM’de uygulanan Aktivin A (0, 10, 50 ve 100 ng/ml) ile
elde edilen hiicre sayilar

M.O. M.S. Blastosist DJ

= = = = = = = =

. - N~ S T~ T~ )

Grup Oosit (n) Béliinen Boliinmeyen DJ & 8 & o8 ~ 3 ~ o8
Al 129(5) 84 29 0 10 4 51 16 15 5 7 1
All  169(5) 95 42 0 16 4 57 28 10 10 13 3
Alll  170(5) 118 25 0 23 6 75 34 11 2 10 1
AlV  169(5) 106 44 0 12 3 86 8 3 2 1 1

n: her bir grubun tekrar sayis1, DJ: dejenere, M.O.: Morula éncesi, M.S.: Morula sonrast

Deney plan1 B’ye ait hiicre tipleri ve ele edilen rakamsal sonuglara ait veriler

tablo 4-2°de verilmistir.

Tablo 4-2: Deney plani B’ya ait IVF sonrasi uygulanan Aktivin A (0, 10, 50 ve 100 ng/ml)
ile elde edilen hiicre sayilar:

M.O. M.S Blastosist DJ

= = = = = = = =

_ 2% % % % B % OB

Grup Oosit (n) Boliinen Boliinmeyen DJ A S s e & kS o8
Bl 148(4) 106 28 0 2 1 92 72 10 6 1 1
Bl 144(4) 128 18 0 4 1 113 78 9 8 2 0
BIIl 151(4) 140 16 0 1 0 125 93 12 6 2 1
BIV 157(4) 145 25 0 3 2 123 95 17 3 1 1

n: her bir grubun tekrar sayis1, DJ: dejenere, M.O.: Morula 6ncesi, M.S.: Morula sonrasi

Fertilizasyon, boliinme, morula ve blastosist oranlar1 kullanilan oosit sayisina
gore oranlanarak hesaplanmistir. Fertilizasyon oranlart A ve B gruplarinda sirasiyla
ortalama olarak %63 ve %86 olarak elde edilmistir. Her iki deney setine ait in vitro
kiiltiir sonuglar tablo 4-3 ve 4-4’te 6zetlenmistir. Oosit olgunlastiriimasinda ve in vitro
embriyo kiiltiir asamasinda ortama eklenen 10, 50 ve 100 ng/ml konsantrasyonlarindaki
aktivin A’nin blastosist olusum tiizerine farkli etkileri gézlenmistir. Her bir grup igin
toplamda 130-170 aras1 oosit kullanilmistir. Elde edilen verilere gore ilk deney setinden
elde edilen boliinme oranlart %56-69 arasinda degisirken 2. deney setinde bu oran %71-

92 arasinda degismektedir.

4.1.1. Deney Plam1 A Embriyo Uretim Sonuclari
Oositlerin IVM asamasinda aktivin A ile muamelesinin boliinme ve blastosist

oranlarina olan etkileri incelenmistir. Bu amagla IVM ortamma 3 farkhi
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konstanrasyonda aktivin A eklenmistir (0, 10, 50 ve 100 ng/ml (sirasiyla Al, AIl, AIIl
ve AlV)). Boliinme oranlart kiyaslandiginda en yiiksek oran %69,4 ile Alll grubunda ve
en diisiik deger AII grubunda (%56,2) elde edilmistir. Boliinme oranlar1 arasinda aktivin
A eklenen gruplar ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir etkiye sahip
olmadigi gézlenirken, 50 ng/ml ve 100 ng/ml gruplar arasinda boliinen embriyo oranlari
arasinda anlamli fark oldugu gézlenmistir (p< 0,05). Morula oranlarinda ise en yiiksek
deger %81,1 oraninda AIV grubunda gozlenirken en diisiik deger (%60,0) yine All
grubunda elde edilmistir. Elde edilen blastosist oranlar1 ise artan aktivin konsantrasyonu
ile ters orantili olmustur. Buna goére aktivin konsantrasyonu arttikca elde edilen
blastosist sayisinda anlamli dl¢iide azalma meydana gelmistir. Kontrol grubunda (Al)
%23,8 blastosist elde edilirken 100 ng/ml aktivin (AlV) ile bu oran %3,5’ediismiistiir
(Tablo 4-3). En yiiksek dejenere embriyo orani AIl grubunda olurken (%13,7) en diisiik

oran kontrol grubunda gozlenmistir.

Tablo 4-3: IVM’de aktivin A kullanilan deney plan1 A sonucu elde edilen hiicre oranlari

Grup Oosit(n)  Boliinen (%) Morula*(%) Blastosist* (%) Dejenere* (%)

Al 129(5) 65,1% 60,7% 23,8 8,3

Al 169(5) 56,2° 60,0° 13,22 13,7

Alll - 170(5) 69,4° 63,5 11,6 8,5

AlV  169(5) 62,7% 81,1° 3,5° 10,4
a,b,c,d

aym dikey kolonda degisik harf tagiyan oranlar arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05). *Oranlar boliinen

embriyolarim sayisi kullanilarak hesaplanmistir.

Istatistiksel olarak degerlendirildiginde morulaya ulasan hiicre oranlari arasinda énemli
fark sadece 100 ng/ml aktivin eklenen AIV grubunda (%81,1) meydana gelmistir
(p<0,05). Ancak blastosist gelisimi AIV grubunda diger gruplara gore daha diistik
oranda (%3,5) elde edilmistir (p<0,05). Aktivin A eklenen gruplar arasinda bir
degerlendirme yapildiginda ise en diisiik embriyonik gelisim yiizdesine (%56,2) sahip
grupta (All) en yiiksek oranda (%13,2) blastosist gelisimi gorilmiistiir.

4.1.2. Deney Plam1 B Embriyo Uretim Sonuclar
Bu deney planinda IVF sonrasi aktivin A uygulanmasi ile bdliinme, morula,
blastosist ve dejenere embriyo oranlari incelenmistir. Deney plant A’da oldugu gibi

aktivin A konsantrasyonlar1 0, 10, 50 ve 100 ng/ml uygulanarak sirasiyla Bl, Bll, Bll ve
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BIV gruplart olusturulmustur. En yiiksek boliinme oranlarina BIII ve BIV gruplarinda
(sirastyla %92,7 ve %92,3) ulasilmistir. Aktivin A’nin her konsantrasyonunda kontrol
grubuna gore artis gbzlenirken bu fark istatistiksel olarak 6nemli olmustur (p<0,05).
Morula oranlarinda ise en yliksek deger %89,3 oraninda BIII grubunda gozlenirken en
diisiik deger (%84,8) yine BIV grubunda elde edilmistir. Elde edilen blastosist oranlar
ise BIl, BII ve BIV gruplart arasinda degerlendirildiginde artan aktivin A
konsantrasyonu ile dogru orantili artis gostermistir. Bu fark istatistiksel
degerlendirmede anlamsiz olarak bulunmustur (p<0,05). Ancak deney plani1 B’de deney

plan1 A’nin aksine blastosist gelisimine olumsuz bir etki gériilmemistir (Tablo 4-4).

Tablo 4-4: IVF sonrasi aktivin A kullanilan deney plan1 B sonucu elde edilen hiicre oranlari

Grup  Oosit (n) Boliinen (%) Morula*(%) Blastosist* (%) Dejenere* (%)

BI 148(4) 7160 86,8° 9,4° 0,9
BII  144(4)  ggo 88,3 7,0° 1,6
Bl 1514 gy 89,3° 8,6° 1,4
Blv  157(4) gy gp 84,8 11,7° 0,7

a’b‘aym dikey kolonda degisik harf tasiyan oranlar arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05). *Oranlar boéliinen

embriyolarin sayis1 kullanilarak hesaplanmigtir.

4.2. Aktivin A’min Embriyonik Gelisim ile lgili Genlere Etkisi

Elde edilen her bir blastosiste RNA izolasyonu uygulayarak toplam mRNA’lardan
cDNA sentezi yapilarak her bir blastosiste ait gen ifade degisimlerine gercek zamanli
PCR ile bakilmistir. Genler bagil ekspresyon diizeyinde degerlendirilerek GAPDH
ekspresyonuna gore normalize edilmistir. Embriyonik gelisimde aktivin A etkisi ile
ekspresyon seviyelerinin degisebilecegi diisiiniilen aktivin A alt yolaklarinda rol alan

Bmp4 ve Smad4 gen diizeyleri her iki deney planinda incelenmistir.

4.2.1. Deney Plam1 A Embriyonik Gelisim ile Tlgili Genlere Etki

IVM’de aktivin A eklenmesi ile Bmp4 mRNA diizeyindeki degisimler kontrol grubuna
gore kiyaslanmis ve her grupta azalma goriilmistir (Sekil 4-1). En az azalma AlV
grubunda goriiliirken AIIl ve All’de giderek daha da alt seviyeye inmistir.
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Sekil 4-1: IVM’de aktivin A eklenmesi ile degisen Bmp4 gen ekspresyon diizeyi.

Veriler ortalama degerler + Standart sapma olarak ifade edilmistir.

Smad4 gen diizeyi ise All ve Alll’te artarken (sirasiyla 1,91 ve 4,67 kat) AlV grubunda
azalma gostermistir (Sekil 4-2). Bmp4 ve Smad4 gen diizeylerinde goriilen degisime

ragmen bu fark %95 giiven araliinda 6nemli bir fark olusturmamagtir.

4,67

1,91

SMAD4
(Bagil ekspresyon)

1 0,34

t

WAl oAl OAlv

Sekil 4-2: IVM’de aktivin A eklenmesi ile degisen Smad4 gen ekspresyon diizeyi.

Veriler ortalama degerler + Standart sapma olarak ifade edilmistir.

4.2.2. Deney Plam1 B Embriyonik Gelisim ile Ilgili Genlere Etki

Aktvin A IVF sonrast medyumlara farkli konsantrasyonlarda eklendiginde her bir
grupta degerlendirilen Bmp4 gen ifadesinde artisa neden olmustur. En yiiksek artis
kontrol grubundan 6,15 kat fark ile BII grubunda meydana gelirken en az artig BIII
grubunda gézlenmistir (Sekil 4-3).
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Sekil 4-3: IVF sonrasi aktivin A eklenmesi ile degisen Bmp4 gen ekspresyon diizeyi.

Veriler ortalama degerler + Standart sapma olarak ifade edilmistir.

Smad4 gen ekspresyon diizeyleri ise artan aktivin A konsantrasyonu ile azalma

gostermistir. En fazla artis Bmp4’teki verilerden elde edilen sonugla benzerlik

gostererek BII grubunda meydana gelmistir (Sekil 4-4).

[=2]
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Sekil 4-4: IVF sonrasi aktivin A eklenmesi ile degisen Smad4 gen ekspresyon diizeyi.

Veriler ortalama degerler + Standart sapma olarak ifade edilmistir.

Bmp4 ve Smad4 gen diizeylerinde goriilen degisim ile elde edilen farklar %95 giiven

araliginda 6nemli bir fark olusturmamustir.
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4.3. Aktivin A’nin Apoptoz ile iliskili Genlerin Ekspresyon Diizeylerine Etkisi
Her iki deney grubunda apoptoz ile iliskili anti-apoptotik ve pro-apoptotik genlerin
ekspresyon diizeylerindeki degisim ve aralarindaki iligki incelenmistir. Bax, Bcl-2 ve

Caspase-3 gen ckspresyonlarina bakilarak Bax/Bcl-2 oraninin apoptoza etkisi

incelenmistir.

4.3.1. Deney plan1 A Apoptotik Gen Diizeyi Degisimleri

Aktivin A IVM’de meyduma eklenerek Bax gen diizeyi incelenmis ve Alll grubunda
4,75 kat artis gézlenmistir. All ve AlV gruplarina ait blastosistlerde ise Bax gen diizeyi
kontrol grubuna gore azalma gostermis ve AlV grubunda en diisiik seviyede (0,15 kat)

elde edilmistir (Sekil 4-5).

6
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Sekil 4-5: IVM’de aktivin A eklenmesi ile degisen Bax gen ekspresyon diizeyi.

Veriler ortalama degerler + Standart sapma olarak ifade edilmistir.

Bir diger apoptoz belirleyici gen olan ve anti-apoptotik etkiye sahip Bcl-2 genindeki
degisim sekil 4-6’da verilmistir. All ve Alll gruplarinda Bcl-2 gen diizeylerinde artig

gozlenirken, AIV grubunda kontrol grubuna gore azalma goériilmiistiir.
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Sekil 4-6: IVM’de aktivin A eklenmesi ile degisen Bcl-2 gen ekspresyon diizeyi.

Veriler ortalama degerler + Standart sapma olarak ifade edilmistir.
Caspase-3 gen diizeyleri ise biitiin gruplarda azalma gosterirken degerler birbirine yakin
sonuclanmustir (Sekil 4-7). Bax, Bcl-2 ve Caspase-3 gen diizeylerinde goriilen degisim

ile elde edilen farklar %95 giiven araliginda 6nemli bir fark olusturmamustir.
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Sekil 4-7: IVM’de aktivin A eklenmesi ile degisen Caspase-3 gen ekspresyon diizeyi.

Veriler ortalama degerler + Standart sapma olarak ifade edilmistir.

Apoptoza olan etkilerinin incelenmesi amaciyla Bax/Bcl-2 gen ifade diizeyleri orani

hesaplanarak aralarindaki iliski incelenmis ve blastosist oranlari ile kiyaslanmigtir. Buna
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gore AIl ve AIV gruplarindan elde edilen Bax/Bcl-2 oranlari 1°den kiigiik, AIIl’ten

alinan sonug ise 1’den biiyiik olmustur (Tablo 4-5).

Tablo 4-5: IVM’de aktivin A eklenmesi ile Bax/Bcl-2 gen ekspresyon diizeyleri orani.

Grup Bax/Bcl-2

All 0,42
Alll 2,47
AlV 0,18

4.3.2. Deney plan1 B Apoptotik Gen Diizeyi Degisimleri
Aktivin A IVF sonrasit meydumlara eklenerek BAX gen diizeyi incelenmis ve sadece

BIl grubunda artis gozlenmistir (2,60 kat). BIII ve BIV gruplarinda ise BAX diizeyinde
azalma meydana gelmis ve en diisikk gen diizeyi BIIl grubunda 0,89 kat olarak elde

edilmistir (Sekil 4-8).
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Sekil 4-8: IVF sonrasi aktivin A eklenmesi ile degisen Bax gen ekspresyon diizeyi

Veriler ortalama degerler + Standart sapma olarak ifade edilmistir.

Apoptoz belirleyici genlerden digeri olan ve anti-apoptotik etkiye sahip Bcl-2 genindeki
degisim sekil 4-9°de verilmistir. BII ve BIIl gruplarinda Bcl-2 gen diizeylerinde artis

gozlenirken, BIV grubunda kontrol grubuna gore azalma goriilmiistiir.
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Sekil 4-9: IVF sonrasi aktivin A eklenmesi ile degisen Bcl-2 gen ekspresyon diizeyi

Veriler ortalama degerler + Standart sapma olarak ifade edilmistir.

Caspase-3 gen diizeylerinde ise BII ve BIII gruplarinda artis elde edilirken AlV
grubunda azalma meydana gelmistir (Sekil 4-10). Bax, Bcl-2 ve Caspase-3 gen

diizeylerinde goriilen degisim ile elde edilen farklar %95 giiven araliginda 6nemli bir

fark olusturmamustir.
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Sekil 4-10: IVF sonrasi aktivin A eklenmesi ile degisen Caspase-3 gen ekspresyon diizeyi.

Veriler ortalama degerler + Standart sapma olarak ifade edilmistir.
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Apoptoza olan etkilerinin incelenmesi amaciyla Bax/Bcl-2 gen ifade diizeyleri orani

hesaplanarak aralarindaki iligki incelenmis ve blastosist oranlari ile kiyaslanmistir.

Tablo 4-6: IVF sonrasi aktivin A eklenmesi ile Bax/Bcl-2 gen ekspresyon diizeyleri orani.

Grup Bax/Bcl-2

BIl 1,44
BIIl 0,78
BIV 0,74

Buna gore BIII ve AIV gruplarindan elde edilen Bax/Bcl-2 oranlart 1’den Kkiigiik,
BII’den alinan sonug ise 1’den biiyiik olmustur (Tablo 4-6).



54

5. TARTISMA

Cesitli hayvan tiirleri ilizerine yapilan ¢aligmalarda aktivin A molekiiliiniin
embriyonik gelisim {izerine olan etkisi incelenmis ve farkli sonuglar elde edilmistir.
Sigir oositlerinin FSH, LH ve 10 ng/ml aktivin A ile maturasyon medyumunda
kullanilmasi sonucu elde edilen blastosist oranlarina etki etmedigi gortilmistiir. Aktivin
A serum ve gonadotropik hormon eklenmemis medyumda da blastosist oranmna etki
etmemistir (Izadyar ve ark., 1996). Bir baska calismada ise 1-100 ng/ml aktivin A
eklenmesi ile morula (%48-54) ve blastosist (%31-41) yiizdelerinde énemli derecede
artisa neden olmustur. Kontrol gruplarinda ise %41 morula ve %25 blastosist oranlarina
ulagilmistir (Yoshioka ve ark., 1998b). Sigir embriyonik gelisimi ile ilgili yapilan bir
calismada ise 10 ng/ml aktivin A eklenmis medyumlarda %57,7 blastosist orani elde
edilerek kontrol grubuna gore (%49,5) 6nemli derecede artis saglanirken, 100 ng/ml
aktivin A eklenmesi ile %42,8 oraninda blastosist elde edilmis ancak kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak bir fark yaratmamistir (Stock ve ark., 1997). In vitro
maturasyonun ilk ii¢ giiniinde ortama eklenen 10 ng/ml aktivin A sigir embriyolarinin
gelisimini olumsuz etkilemis ve %37 blastosist oranina neden olarak kontrol grubundan
(%42,3) daha az blastosist verimi ile sonuglanmustir (Trigal ve ark., 2011).

Prepubertal keci oositlerinin maturasyon medyumlarina 0, 10 ve 100 ng/ml aktivin A
eklendiginde maturasyon oranlari (<%71,0) ve blastosist olusma oranlar1 (<%24,9)
benzer olmus ve 6nemli derecede fark goriilmemistir. Sadece in vitro kiiltiir ortamina 10
ng/ml aktivin A uygulandiginda ise blastosist orani (%19,5) kontrol grubundan (%13,1)
onemli derece farkli olmustur (Hammami ve ark., 2014). Aymi grubun bir baska
calismasinda ise yine prepubertal kegilerde aktivin A reseptorlerinin oosit matiirasyonu
ve embryo gelisiminde sentezlendigi goriilmiis. Aktivin A’nin tip II reseptorlere
baglanmasi ile tip | reseptorler aktive olurken fosforilasyonlar zinciri ile devam eden
sinyal mekanizmasi hedef genlerin ifadesi ile sonuglanmaktadir ve bu nedenle tip II
reseptorlerinin sentezi ve lokalizasyonu incelenmistir. Sonuglara gore blastosistlerde
ActR-11A reseptorii hem ICM hem de trofoektodermde bulunurken, ActR-IIB reseptorii
sadece ICM’de tespit edilmistir (Moraté ve ark., 2019). Bu da aktivin A’nin in vitro

gelisim ve blastosist evrelerinde gerekliligini gostermektedir.
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Goriildigi tizere aktivin A’nin blastosist yiizdesi lizerine farkl etkileri oldugu
goriilmiistiir. Bazi ¢alismalarda boliinme ve morula evreleri tizerinde olumlu etkisi
oldugu halde blastosist {izerine herhangi bir etkisinin olmadigi; baz1 ¢alismalarda ise
uygun zamanda eklenen aktivin  A’nin blastosist verimini olumlu etkiledigi
bildirilmistir. Bu nedenle aktivin A’dan elde edilen sonuglar suan igin tutarli ve kesin
bir yargiya baglanamamaktadir. Aktivinler maternal-embriyo etkilesiminde yer alan
potansiyel faktorlerdir. Reprodiiktif dokularda yiiksek diizeydeki ekspresyonlarindan
dolay1 ¢esitli hayvan tiirlerinde embriyonik gelisim ve organogenezde rol oynadig
disiiniilmektedir (Woodruff., 1998). Aktvin A ilk kez memeli folikiil sivisindan izole
edilmis ve FSH salinmasini uyardigi bildirilmistir (Ling ve ark., 1986). Aktivin A
dimerini olusturan beta alt birimleri ve aktivin reseptor mRNAlar1 oositte ve zigottan
morula asamasina kadar bulunan embriyolarda sentezlenmektedir (Yoshioka ve ark.,
1998a). Aynm1 zamanda Ostrus dongiisii ve preimplantasyon evrelerinde ovidukt ve
endometrium epitel hiicrelerinden baskin olarak sentezlenmektedir (Jones ve ark.,
2006).

Bu bilgiler dogrultusunda &ncelikle koyun oositlerine iki farkli zaman araliginda
aktivin A uygulanarak zamanlamanin embryio gelisimi {lizerine olan etkisi incelenmistir.
IVM’de ve IVF sonrasi olarak iki farkli periyotta aktivin A uygulanarak elde edilen
boliinme, morula ve blastosist yiizdeleri degerlendirilmistir. Boliinme oranlar1 tizerine
olan etki karsilastirildiginda IVM’ye eklenen aktivin A 50 ng/ml diizeyinde verildiginde
kontrol grubuna gore az da olsa bir artisa neden olmustur. IVF sonras: eklendiginde ise
oldukga fazla bir artisa sebep olarak en iyi boliinme orant %92,7 ile 50 ng/ml aktivin A
konsantrasyonu ile elde edilmistir. Bu durumda aktivin A’nin boliinme tizerine etkisinin
oldukca yiiksek oldugu ancak Kkiiltiir ortamma dogru zamanda eklenmesi gerektigi
sonucuna ulagilmigtir. Sigirlarda aktivin A’nin 3. hiicre boliinme zamanimna kadar etki
edip embriyonik gelisim iizerine katki sagladig: bildirilmistir (Yoshioka ve ark., 1998a).
Embriyonik transkripsiyonun aktivasyonu zigotik gen aktivasyonu (ZGA) olarak bilinen
ve gelisimin maternal kontrolden embriyoya gegisi ile gerceklesir. Koyun
embriyolarinda bu gegis 8-16 hiicre asamasinda gergeklesmektedir. Ovulasyondan
sonraki 3-4 giin i¢inde bu asamaya gelen koyun embriyolar1 oviduktta bulunmaktadir
(Crosby ve ark., 1988). Bu nedenle aktivin A’nin burada sentezlenerek embriyolarin
boliinmesine katki sagladigi diistiniilmektedir. Bu yiizden aktivin A’nin 8-16 hiicre

asamasindan once digsaridan medyuma verilmesi embriyonik gelisim acisindan gerekli
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goriilmektedir. Sonuglardan elde edilen verilere gore ise aktivin A’nin maturasyonda
eklenmesinin olumsuz bir etki gostermemesi ancak IVF sonrasi eklenen aktivin A’nin
oldukga yiiksek oranda boliinmeyi saglamasi zamanlamanin 6nemini ortaya koymustur.
Sigirlarda Aktivin A miktar1 oosit maturasyonu sonrasinda ooplazmada azalirken
fertilizasyon sonrasinda arttigi bildirilmistir (Silvia ve ark., 2003). Bu veriler aktivin
A’nin  maturasyon ve fertilizasyonda farkli rollere sahip olabilecegini
diistindiirmektedir. Ayrica sigir oviduktunda aktivin A’nin sentezlenmesi de memeli
erken embriyonik gelisiminde aktivin A’nin aktif bir role sahip olabilecegini ve
maternal  kaynakli aktivin A’nin  preimplantasyonda yardimci olabilecegini
gostermektedir (Gandolfi ve ark., 1995).

Biiytime faktorlerinin in vivo ortamda potansiyel kaynaklari ovidukt sivisi ve
embriyonun kendisi olmaktadir (Watson ve ark., 1992). Bu bulgu sigir ovidukt epiteli
ile yapilan hiicre kiiltiirii ortaminda aktivin A sentezlendigi bilgisi ile desteklenmistir
(Gandolfi ve ark., 1995). Fare embriyolarinda ise aktivin A tek hiicreli diizeyden
kompakt morulaya kadarki biitiin embriyonik hiicrelerde (Albano ve ark., 1993) ve
ovidukt epitel hiicrelerinde (Lu ve ark., 1992) bulunmaktadir. Caligmamizdan elde
edilen morula yiizdeleri karsilastirildiginda VM ortamina eklenen aktivin A’nin morula
gelisiminde sadece 100ng/ml konsantrasyonda bir artisa neden oldugu (%81,1), IVF
sonras1 uygulanan aktivin A’nin her konsantrasyonda artisa neden oldugu ve maksimum
diizeye (%89,3 morula) 50 ng/ml aktivin A konsantrasyonu ile ulasildigi goriilmiistir.
Koyun embriyolarinda zigotik gen aktivasyonun 8-16 hiicre diizeyinde oldugu ve
dolayis1 ile bu gegiste gerceklesen embriyonik genom aktivasyonunda aktivin A’nin
fonksiyonel bir role sahip oldugunu diisiindiirmektedir. Bu evreden sonra genomik gen
aktivasyonu ve farklilagma evreleri devreye girmektedir. Morula evresine kadar IVM’ye
eklenen aktivin A’nin proliferasyon iizerine olumlu ancak etkisinin az oldugu sonucu
elde edilirken, IVF sonrasi aktivin A’nin hiicre boliinmesi tizerine oldukc¢a fazla etkiye
sahip oldugu sonucu aktivin A’nin proliferasyon iizerine olumlu etkisini géstermistir.

Yalnizca IVM’ye eklenen aktivin A eklenmesi ile siirdiiriilen deney plan1 A’da
blastosist yiizdelerinde 6nemli derecede azalma meydana gelerek olumsuz bir etki
gozlenmistir. Bu etki 100 ng/ml aktivin A konsantrasyonu ile maksimum diizeyde
meydana gelmis ve kontrol grubuna gore 5,8 kat daha az blastosist elde edilmistir. 10 ve
50 ng/ml aktivin A konsantrasyonunda ise bu azalma sirasi ile 0,8 ve 1,1 kat olmustur.

Sadece IVF sonrast medyumlara eklenen aktivin A’nin kullanildigi deney plani B’de ise
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artan aktivin konsantrasyonu ile blastosist yiizdeleri 50 ve 100 ng/ml aktivin A ile
artmis 10 ng/ml ile hemen hemen hi¢ degismemistir. Maksimum blastosist yiizdesi ise
100 ng/ml aktivin A konsantrasyonu ile ve kontrol grubuna goére 0,25 kat artis ile
sonu¢lanmigtir. Deney plant B’den elde edilen bu veriler %95’lik giiven araliginda
anlaml1 bir sonug¢ vermemistir. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde ise aktivin A’nin
sadece IVM’ye eklenmesi blastosist gelisimi iizerine olumsuz etkiye neden olurken
sadece IVF sonrasi eklendiginde bu olumsuz etki goriilmemektedir. Sigir oositleri
tizerine 500 ng/ml konsantrasyonunda aktivin A’nin kumulus-oosit kompleksi igeren
maturasyon medyumuna eklenmesi blastosist yiizdesinde 0,38 kat artisa neden olmus
ancak kumuluslardan ayrilmis oositlerin bulundugu ortama eklenen aktivin A ile 2,60
kat artis elde edilmistir (Silva ve Knight, 1998). Rat blastosistlerine uygulanan 100
ng/ml aktivin A’nin kromatin degradasyonuna neden oldugu bildirilmistir. Rodent
tirlerinde preantral folikiil lizerine hem olumlu (Xiao ve ark., 1992) ve hem de gelisimi
engelleyici etkileri oldugu gozlenmistir (Mizunuma ve ark., 1999). Preantral koyunlarda
aktivin A’nin folikiil biiytimesini arttirdig1 gézlenmis ancak embriyonik gelisime olan
etkisi gozlenmemistir (Thomas ve ark., 2003).

Reprodiiktif dokular ve embriyoda sentezlenen Aktivin A tip-1 (ActRIl ve
ActRIB) ve tip-II (ActRIl ve ActRIIB) reseptorelerine baglanarak farkli sinyal
yolaklarim1 aktive eder. Aktivin reseptorleri granulosa, kumulus ve oosit hiicre
yiizeylerinde bulunmus ve karakterize edilmistir (Silva ve ark., 2003). Sigir oositlerinde
fonksiyonel aktivin reseptorleri ActRI ile ActRIl ya da ActRIIB’nin birlesmesi ile
meydana gelerek sinyal molekiilerini aktive eder (Yoshioka ve ark., 1998a). Aktive
olan bu sinyal molekiilerinden bazilar1 reseptor-iliskili SMAD’lar olarak bilinmektedir.
SMAD molekiilleri proliferasyon ve farklilasmada rol alirlar (Jones ve ark., 2006).
SMAD2/3 ve SMAD1/5/8 molekiilleri SMAD4 ile heterodimerik bir kompleks
olusturarak aktive olur ve niikleusa tasinarak hedef genlerin ekspresyonlarini diizenler
(Massague., 1996). Bu nedenle aktitivin A’nin etkisinin degerlendirilmesinde SMAD?2
veya SMAD3’lin etkilestigi SMAD4’iin gen ekspresyonunun degerlendirilmesi
gerekmektedir. Sigir embriyolarinda aktivin A eklenen embriyo kiiltiirinde ActlIR ve
ActRIIB gen ekspresyonlarinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu ancak Smad?2
de herhangi anlamli bir degisim olmadigi bildrilmistir (Park ve ark., 2010).
Calismamizda elde edilen blastosistlerde aktivin A eklenmesi ile degisen Smad4

ekspresyon diizeyleri karsilastirilmigtir. Her iki grupta da istatistiksel agidan anlamli bir
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fark elde edilememis ancak deney plan1 B’de artan aktivin konsantrasyonu ile Smad4
ekspresyonu arasinda ters orantili bir iligki ortaya ¢ikmis ve ekspresyon diizeyleri
kontrol grubuna gore yiiksek olarak elde edilmistir. Deney plan1 A’da ise sadece 100
ng/ml aktivin A eklendigi durumda gen ekspresyonunda 0,34 kat azalma meydana
gelmistir. Sigir embriyolarinda ise Smad4 ekspresyonu mayotik maturasyon sirasinda
oositlerde arttigi ve 2-hiicre asamasinda maksimum diizeye ulastigt ve 8-hiicre
asamasina kadar yiiksek diizeyde kalarak blastosist asamasinda diisiik diizeyde kaldigi
bildirilmistir. Ayn1 zamanda SMAD4 miktarmin zigota siRNA mikroenjeksiyonu ile
azaltilmasi boliinme oranlarini, morula ve blastosist gelisimlerini azaltmistir (Lee ve
ark., 2014). Bu sonuglar SMAD4’iin erken embriyonik gelisimden itibaren gerekli
oldugunu gostermektedir. Calismamizda elde edilen deney plan1 A’da béliinen hiicre ve
morula yiizdelerinin deney plani1 B’ye gore diisiik olmus ve blastotsist yilizdelerinde de
azalmaya neden olmustur. Bu durumda IVM’ye eklenen aktivin A’nin (100 ng/ml)
Smad4 mRNA miktar1 tizerine olumsuz etkiye neden olarak hem en diisiik blastotsist
yiizdesi (%2,21) hem de en diisiik Smad4 gen ifade diizeyine (0,34 kat azalma) neden
oldugu sonucuna ulasilmistir.

Deney plant B’de ise bu durum tam tersi olarak sonuglanmustir. Uygulanan 10,
50 ve 100 ng/ml aktivin A konsantrasyonlari sonucu Smad4 gen ekspresyonu sirast ile
3,99, 2,26 ve 1,24 kat gen ekspresyon artisina heden olmustur; buna karsin elde edilen
blastosist yiizdeleri sirasi ile %6,25, %7,94 ve %10,82 oranlarinda ters orantili olarak
artis gostermistir. Smad4 mRNAsinin belirli oranda diismesinin elde edien blastosist
yiizdesini arttirdigi ancak kontrol grubuna gore diisik gen ifadesinin blastosist
gelisimine olumsuz yonde etki ettigi gorilmiistiir.

BMP4 proteini; hiicre proliferasyonu ve farklilasmasinda dnemli role sahiptir ve
TGF-p protein ailesinde yer almaktadir (Massagué ve ark., 2000). BMP4 de aktivin A
ile benzer olarak SMAD1/5/8 fosforilasyonunu indiiklemekte ve bu faktorlerin niikleusa
tasinmalarini saglayarak ¢esitli genlerin regiilasyonuna neden olmaktadir. Bmp4; polar
tropoektoderm, ekstraembriyonik ektoderm ve ekstraembriyonik mezodermde ifade
edilmektedir (Gotoh ve ark., 2005). Ancak embriyonik gelisimdeki Bmp4
ekspresyonunun molekiiler mekanizmasi tam olarak aydinlatilmamis durumdadir. Bmp4
geninin susturulmasi farelerde mezordermal farklilasmay1 engelleyerek embriyonik
gelisimin durmasina neden olmaktadir (Wang ve ark., 2014). Calismamizda Bmp4 geni
istatistiksel degerlendirmede anlamli bir farklilik gdstermemis, IVM’ye aktivin A
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eklenmesi ile bitin aktivin A konsantrasyonlarinda Bmp4 ekspresyonunun
blastosistlerde azalmasina neden olmus ancak IVF sonrasi eklenmesi ile Bmp4 gen ifade
diizeyi artmistir.

Aktivin A’nin farkli zaman araliklarinda ve farkli konsantrasyonlarinin embriyo
kalitesi iizerine etkilerini incelemek amaciyla blastosistlerde bagil gen ekspresyon
diizeyleri karsilastirildi. Erken embriyonik gelisim ve in vitro ortam sartlarinin neden
oldugu stres etkilerinin sonuglarinin gdzlenebilmesi i¢in apoptoz faktorlerinin
incelenmesi oldukg¢a uygun bir yontem olmustur (Melka ve ark., 2010; Bakri ve ark.,
2016). Bu nedenle Bcl-2 iligkili X proteini (Bax) ve B-hiicre CLL/lenfoma 2 (Bcl-2) ve
Caspase-3 gen ekspresyon degisimleri elde edilen blastosistlerde incelenmistir. BAX
proteini; farkli stress durumlarinda mitokonriyal dis membranin gegirgenlik durumunu
degistirerek hiicre oliimiini tetiklemekte, BCL-2 ise BAX aktivitesini inhibe ederek
anti-apoptotik etki gostermektedir. Caspase-3 ise BAX/BCL-2 konroliinde baslatilan
apoptoz olayinda apoptozun ilerlemesinde anahtar rol oynamaktadir (Rudel., 1999).
Ayni zamanda Caspase-3, BCL-2 anti-apoptotik fonksiyonunu inaktive ederek hiicre
Oliimiinii hizlandirmaktadir. BCL-2 ve Caspase-3 arasinda geri bildirimli bir dongii
olmasima ragmen BCL-2 her zaman apoptozu inhibe edememektetir. Caspase-3’iin ise
BCL-2’den bagimsiz bir yolak ile de hiicre 6liimiine neden oldugu bildirilmistir (Cheng
ve ark., 1997). Bunun yan1 sira pro-apoptotik genlerin anti-apoptotik genlere oraninin
hiicrenin yasayacagin1 ya da 6lecegini belirledigi 6ne siiriilmektedir (Oltval ve ark.,
1993). Yapilan ¢alismalarda Bax/Bcl-2 oranini yiiksek olmasi hiicrenin apoptoza girme
ihtimalinin yiiksek oldugunu go6stermistir (Jarskog ve ark., 2004). Calismamizda
Aktivin A’nin her iki deney grubunda da eklenmesi; Bax, Bcl-2 ve Caspase-3 bagil gen
ekspresyonlarinda kontrol grubuna gore istatiksel agidan anlamli bir farka neden
olmamistir. Bax ekspresyonu deney plan1 B’de kontrol grubu ile kiyaslandiginda en
yiiksek ekspresyonunu 10 ng/ml aktivin A ile gostermis ve artan aktivin A ile
ekspresyonu azalmistir. Blastotsist oranlar1 ise bu azalma ile ters orantili olarak artig
gostermistir. Deney plan1 A’da ise Bax ekspresyonu ile blastosist yiizdesi arasinda bir
iliski gozlenmemistir. Bax/Bcl-2 oranlarinin 1 degerinden biiyiik ya da kiiglik olmasina
gore apoptoz ile blastosist yiizdeleri arasinda bir iliski olup olmadig1 arastirilmustir.
Deney plan1 B’de artan aktivin A Kkonsantrasyonu uygulanmasi ile Bax/Bcl-2
oranlarinda azalma goriilmiistiir. Dolayist ile apoptoz oraninda artan aktivin A

konsantrasyonu ile birlikte azalma ve elde edilen blastosist oranlarinda artig
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beklenmektedir. Bu iligski deney plan1 B’de elde edilirken deney plan1 A’da boyle bir
iligki goriilmemistir. Si1gir embriyolarinda yapilan bir ¢alismada da aktivin A’nin
apoptotik etkisi incelenmis ve embriyonik gelisimin desteklendigi deney sartlarinda
apoptoz oranlarinda 6nemli derecede artis gézlenmistir. Bu artisin ise hizli bdliinmesi
saglanan hiicrelerde boliinmenin programlanmasinda hatalar olabilecegi ve apoptozun
kontroliinde problemlere neden olabilecegi One siiriilmistiir (Trigal ve ark., 2011).
Aktivin  A’nin  embriyonik gelisimde apoptotik etkisi tizerine olan etkisinin

aydinlatilabilmesi i¢in farkli hayvan tiirlerinde ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Sonug Olarak;
Aktivin A proteininin in vitro maturasyon asamasinda medyuma eklenmesinin blastosist
oranina olumsuz etkide bulunabilecegi ancak bdlinme oranlarinda bu olumsuz etkiyi
gostermedigi goriilmiistiir. /n vitro fertilizasyon sonrasi aktivin A kullaniminin ise
embriyonik gelisime olumlu yonde katki sagladigi anlagilmistir. Bmp4 ve Smad4
biiyiime faktorlerinin gen ekspresyonlari ise aktivin A eklenmesi ile 6nemli derecede
degisime neden olmamis ayni1 zamanda Bax, Bcl-2 ve Caspase-3 apoptoz genlerinin
ekpresyon diizeyleri de koyun blastosistlerinde aktivin A ile etkilenmemistir. Aktivin A
proteinin in vitro medyumlara eklenmesinde zamanlamanin 6nemi ortaya ¢ikmis ve
kullanilan konsantrasyonlarin embriyonik gelisimde etkili rol oynadigi kanisina

varilmistir.
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