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OZET

IN VITRO EMBRIYO GELIiSiMI UZERINE PROGESTERONUN ETKIiSI

Bu ¢alismada, in vitro fertilizasyon (IVF) sonrasi, farkli diizeylerde progesteron
konsantrasyonlarinin (25, 50, 100 ng/mL) in vitro kiiltire (IVC) aliman sigir
embriyolarinin gelisimi {izerine etkileri arastirilmistir. Klevaj asamasinda deneme
gruplar1 arasinda gozlenen farkliliklar istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05).
Kiiltiir medyalarina 25 ve 50 ng/mL P, eklenen gruplarinda hiicre boliinmelerini tegvik
edecek yonde etki yapmistir. Morula agsamasinda ise P4 katkisinin herhangi bir etkisinin
olmadig1 gozlemlenmistir. Blastosist asamasina ulasan embriyolar incelendiginde P4
katkisinin embriyo gelisimi iizerine istatistiksel olarak olumlu etkisi oldugu tespit
edilmistir (P<0,01). 100 ng/mL P4 katkili kiiltiir medyasinda blastosist verimliligini
diisiik seviyelerdeyken, 25 ve 50 ng/mL P, katkili kiiltiir medyalarinda embriyonik
gelisim yliksek seviyelerde gergeklesmistir. Sonug olarak, 25 ng/mL P, katkili kiiltiir

medyalarinin embriyonik gelisimi destekledigi tespit edilmistir.
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ABSTRACT

EFFECT OF PROGESTERONE ON IN VITRO EMBRYO DEVELOPMENT

We aimed to investigate the effects of progesterone (25, 50, 100 ng/mL) on
development of bovine embryos in vitro. The rate of cleaved embryos was significantly
different between groups (P<0.05). Progesteron supplementation enhanced cellular
division at levels of 25 and 50 ng/mL. No significant effect was detected for embryos
reached to morula but enhanced number of embryos reached to blastocyst (P<0.01).
Progesteron impaired blastocyst yield at high concentration (100 ng/mL) but enhanced
at 25 and 50 ng/mL. As a consequation, we can claim that progesteron supplementation

to the media in vitro may support embryos development at low levels (25 ng/mL).

2019, 32 pages
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1. GIRIS

Tiirkiye’nin ekonomik gelirini tarim, endiistri, ticaret, ormancilik, madencilik,
turizm ve ulastirma gibi sektorler saglamaktadir. Niifusunun % 50 ’sinden fazlasi kirsal
kesimde yasamakta olan Tirkiye’de, tarim iilkesi olma ozelligi devam etmektedir.
Tiirkiye’de tarimsal gelirin % 70’lik kismini bitkisel iiretim, % 30’luk kismini ise
hayvansal iiretim olusturmaktadir. Gelismis tlilkelerde ise hayvansal iiretimin pay1 % 60-
70’lerdedir. Bu  durum, Tirkiye’de yeterli oranda hayvansal {retimin
gerceklesemedigini  gOstermektedir. Tiirkiye’de de hayvansal {iretimin paymi
arttirmakta tireme alanindaki teknolojik gelisimlerin uygulanmasmin arttirilmasi ve
gelistirilmesi biiylik katki saglayacaktir (Akkog, 2012).

Sigirlar, Tiirkiye'nin et ve siit ithtiyacinin karsilanmasinda ¢ok 6nemli bir paya
sahiptir. Clinkli Tirkiye'de toplam siit iiretiminin % 90,7'si (18 654 682 yil/ton), toplam
kirmizi et tiretiminin ise % 88,3’ (1 149 262 yil/ton) sigirlardan karsilanmaktadir.
Sigirlarda siit verimi, ilk gebeliginin ardindan dogumla beraber baslamaktadir.
Fertilizasyonun ardindan embriyonik gelisimin problemsiz bir sekilde devam etmesi ve
embriyo implantasyonunun gergeklesmesinin tiremede rol oynayan hormonlarla direkt
olarak baglantili oldugu bilinmektedir. Progesteron hormonu da {ireme
endokrinolojisinde 6nemli bir yere sahiptir. Ayrica gebelik sirasinda meme dokusunda
Ostrojen ve progesteron olmak tiizere iki hormona ait reseptér vardir. Bu hormonlar
gebelikte meme bezinin biliylimesini saglamaktadir. Besi amacgh sigir yetistirme
alaninda da sigirlarin dogurganliklari, hormonal degisimlere baglidir (Anonim, 2016a,
Anonim, 2016b).

Tirkiye’de, beslenme agisindan ¢ok dnemli bir yere sahip olan sigirlardan yiiksek
verimlerin alinabilmesi, sagliklt embriyo olusumuyla baslar.

Progesteron hormonunun insan iiremesinde gosterdigi etkiler, sigirlar i¢in de
gecerli sayilabilecek kadar benzerdir. Ineklerde progesteron hormonunun spesifik
etkileri asagida siralanmistir (Gietema, 2005):

e Uterus mukozasinin artmasini ve uterusun korunmasini (bakimini) uyarir ve uterusa
kan tedarikini arttirir; dollenmis oositin kabulii i¢in uterusu hazirlar.
e Uterus bezleri tarafindan 'uterus siitiinii' salgilar. Uterus siitii, embriyo i¢in besin

maddelerini, plasenta bu islevi tistlenene kadar saglar (yaklasik 45 giin sonra).



e Uterus kasmin kasilmalarimi engeller ve bu da embriyonun implantasyonunu
kolaylastirir.

e Embriyoyu enfeksiyonlardan koruyan servikal kanaldaki kalin bir mukus 'dolgu,
tikag' olan servikal miihriin {iretilmesini saglar.

e Gebeligi korur ve inekte kizginlik ile ovulasyonu onler.

Ineklerde 6strus siklusu 21 giin siirmektedir.

Ostrus siklusu boyunca ineklerin kan degerleri incelendiginde, hormonlarin
degerlerinde dalgalanmalar olmaktadir. Bu deger degisimleri Sekil 1.1Hata! Basvuru

kaynagi bulunamadi.'de gosterilmistir.
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Kizginlik giinii

Sekil 1. 1. Ostrus siklusu sirasinda inek kanmndaki hormon konsantrasyonlar
(Anonim, 2019)

Ergin, fonksiyonel bir ovaryumda stroma (konnektif doku), folikiiller ve corpus
luteum (CL) olmak {iizere ii¢ ayn islevsel iinite yer alir. Bu yapisal iiniteler birbirini
destekler ve birisi regresyona ugrarken diger linitenin formasyonuna yardimci olur.
Folikiilin corpus luteum'a, onun da konnektif dokuya doniismesi bu kavrami
aciklamaktadir. Ovulasyonun ardindan granulosa hiicreleri hipertrofi ile CL’u
olustururlar. CL formasyonunda theca interna hiicreleri de rol oynamaktadir.

Ovaryumda gegici olarak yer alan ve dinamik bir yapr olan CL progesteron (P4) ve



oksitosin hormonlarinin sekresyonundan sorumludur. Progesteron, reprodiiktif sistemde
ve Ozellikle uterusta yapisal degisikliklere yol acar. Bu degisiklikler fertilize ovumun
uterus duvari ile iliski kurmasina ve gelismesine yardim eder. Inekte CL gebelik
boyunca etkisini siirdiiriir. Fertilizasyon veya implantasyon sekillenmez ise CL dejenere
olur ya da luteolizis gosterir. CL, progesteron salgilayan bir endokrin organ olup,
gebeligi de kontrol altinda tutar. Son ¢alismalarda CL’da yer alan 0,2 mm ¢apinda koyu
renkli boyanabilen graniillerin progesteron salgiladiklar1 ortaya konulmustur.
Progesteron biitiin biiylime siirecindeki folikiillerin ara iiriinii ve periovulator ve
postovulator donemlerin ise sekretorik son iirliniidiir (Alagam, 1996).

Progesteron hormonunun diizeyleri, siklus siiresince siitten de belirlenebilir. Siit
progesteron konsatrasyonu, ostrustan iki giin dnce ve iki giin sonraki donemlerde en
diisiik degerdedir. CL formasyonuna bagli olarak 5-7. giinlerde ani bir yiikselme
gosterir. Sonraki 8-10 giinde hafif bir yiikselme veya standart seyir ile 4-5 ng/mL olarak
devam eder ve Ostrustan 2-4 giin Once tekrar azalmaya baglar. Sirkiilasyondaki
progesteronun bazal degerlere (<1 ng/mL) diismesi sonucunda bu hormonun
adenohipofiz {izerindeki baskilayici etkisi ortadan kalkar ve gonadotropinler hizli ve
yogun bir sekilde kana salinirlar. Folikiiler ve Iuteal fazlar sirasinda periferal
plazmadaki progesteron diizeylerini sirasiyla, ortalama 0,4 ve 6,6 ng/mL olarak
belirlemislerdir. Luteal doku, progesteronun primer kaynagi oldugundan fonksiyonel
CL varliginda kan ve siitte progesteron yogunlugu artar (Alacam, 1996).

Canlilarin, tireme organlar tiim fonksiyonlariyla taklit edilerek olusturulan, uygun
medyalar ve ¢evresel faktorler (is1, gazlar vb.) igerisinde embriyo liretimine in vitro
embriyo tretimi (I\VVP) denir.

IVP, ovaryumlarin toplanmasi, toplanan ovaryumlardan oositlerin aspirasyonu,
aspire edilen oositlerin in vitro maturasyonu (IVM), mature oositlerin in vitro
fertilizasyonu (IVF) ve embriyo kiiltiirii (IVC) asamalarindan olusan bir iglemdir. VP
basamaklarinin her biri sirasiyla bir sonrakinin basarisini etkilemektedir (Topuzoglu,
2011).

IVF, genel anlamda disiden alinan oositin erkek gamet ile, laboratuvarda
olusturulmus uygun ortamda déllenmesine denir.

Embriyo iretimindeki en biyilik diisiis In vitro asamalarin embriyo tiiretim

asamalarinin son kisminda; fertilizasyon sonrasi kiiltiirde, 2 hiicreli asamadan blastosist



olusumuna kadar gecen siirede meydana gelmektedir. Elde edilen blastosist sayisina
bakildiginda fertilizasyon sonrasi embriyo kiiltiiriiniin en kritik donem oldugu
gorilmektedir (Topuzoglu, 2011).

Fertilizasyon sonras1 6 giinliik periyotta, blastosistin kalitesini etkileyecek cesitli
gelisimsel olaylar meydana gelmektedir. Bu gelisimsel olaylar; bolinmenin baslamasi,
8 hiicreliden 16 hiicreli agamaya kadar olan zamanda embriyonik genomun aktivasyonu,
5. giinde embriyonun hiicreler arasi iletisimini saglayan morulanin kompaksiyonu ve 6-
7. glinlerde blastosist olusumu olarak belirtilmistir (Topuzoglu, 2011).

In vitro fertilizasyona etki eden faktorler;

o Spermatozoa kaynagi,

. Sperm hazirlama metotlari,

o Fertilizasyon mediumu ve kapasitor ajanlar,
o Fertilizasyon siiresi,

o Sperm doze edilmesi ve kiiltiir siiresi,

. Cevresel gaz ve sicaklik,

seklinde siralanabilir.

IVP sigirlarda genetik 1slahi hizlandirabilecek biiyiik bir potansiyele sahip iireme
biyoteknolojisidir, yani hayvan embriyolojisi i¢in de Onemli bir arastirma aracidir.
Bununla birlikte, in vitro embriyo {iretiminin verimliligi, oositlerin sadece % 30-40"
blastosiste dontisiirken hala disiiktiir, muhtemelen in vitro ortamimnda in vivo ortami
taklit edilemez ve degismis morfoloji ve gen ifadesine sahip embriyolar ortaya ¢ikabilir.
Gegtigimiz 20 yil boyunca embriyo transferi (ET) aktivitesinin gittik¢e artan
popiilaritesi goriilmektedir. Son 14 yilda her yil bir milyondan fazla sigir embriyosu
toplanmakta ve son 4 yilda 900 000'den fazla embriyo transfer edilmektedir. Tim
ilkeler ET aktivite verilerini desteklemis olsaydi, bir milyondan fazla sigir
embriyosunun yillik olarak aktarilabilecegi ongoriilmektedir. Ticari embriyo sirketleri
tarafindan, IVP kullanimi artmis ve gliniimiizde in vitro embriyo iretiminde sigir
embriyolari, tiim diinyada iiretilen sigir embriyolarinin 6nemli bir yiizdesini temsil
etmektedir (% 86). Ornegin, Brezilya'da 2016 yilinda transfer edilen sigir
embriyolarmin % 89,69 'u IVP’larindan olugmaktadir. Diinya genelinde in vitro iiretilen
ve transfer edilen embriyo sayilar1 Cizelge 1. 1'de, in vivo iiretilen ve transfer edilen

embriyo sayilari ise Cizelge 1. 2'de gosterilmistir. Bununla birlikte, IVP verimliligini



bozan morfolojik ve molekiiler yonleri igeren, in vivo ve in vitro iiretilen embriyolar
arasindaki farklarin var oldugu bilinmektedir. IVP verimliligini etkileyebilecek, in vivo
ve in vitro iretilen embriyolar arasindaki mevcut farkliliklara katkida bulunan gesitli
faktorler olabilir. Bu farkliliklar muhtemelen 1rk, oosit kalitesi, folikiil ortamu,
fertilizasyon ve embriyo kiiltiirii ortam1 gibi ¢esitli faktorlerden kaynaklanmaktadir.
Genellikle in vitro tiirevli embriyolarin koyu renkleri, hiicresel kiitlenin sikisikligi,
blastokoelin erken olusumu, i¢ hiicre kiitlesinin trofoblast hiicrelerine oranindaki
degisiklik, daha fazla mikroploidite ve gen ekspresyonunda ve hiicre
metabolizmasindaki degisiklige sahip olmasi bulunmaktadir. Bu degisiklikler, in vitro
tiretilen embriyolardan elde edilmis yavrular ve fetiislerde gozlenen diisiik embriyo
durumlar1 cryosurvival (dondurulmus spermin ¢6zme sonrasi motilitesi/taze spermin
dondurma Oncesi motilitesi) ve fenotipik bozukluk oranlarina karisabilmektedir
(Camargo ve ark., 2006).

Cizelge 1. 1. Diinya genelinde, in vitro iretilen ve transfer edilen embriyo sayilari

(Perry, 2016)

Kullanilan Transfer edilen
) ) Taze Dondurulmus
Dondr Oosit Embriyo ) ) Toplam
embriyo embriyo
Diinya 2078
_ 109 168 666 215 326 623 121 490 448 113
geneli 430

Cizelge 1. 2. Diinya genelinde, in vivo firetilen ve transfer edilen embriyo sayilari
(Perry, 2016)

Kullanilan Transfer edilen
Transfer
o ] Dondurulmus
edilebilir Taze embriyo ) Toplam
) embriyo
embriyo
Diinya geneli 632 638 195 563 321 022 516 585

Embriyo iiretiminde, kiiltiir medyalarina ¢esitli katkilar eklenerek embriyonik

gelisim arttirllmaya ¢alisilmistir. P4 katkisiin in vitro embriyo gelisiminde dogrudan



embriyolarin bireysel gelisimleri lizerine etki edebilecegine dair iddialar (Goovaerts,
2012) bu ¢aligmanin temelini olusturmustur. Yapilan bu c¢alisma ile VP yontemiyle
saglikli embriyo {iretimi igin, fertilizasyon sonrasi embriyonik asamalarin her birinde

progesteron kullanimi ve dozunun etkisi ortaya konulmaya ¢alisilmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Zheng ve ark., (2003), tarafindan yapilan ¢alismada oositler P, katkili ve katkisiz
olan medyalarda kiiltiire alinmig, arastirma sonucunda; mayotik olgunlasma,
fertilizasyon, ilk klevaj ve 8 hiicreli asamaya kadar embriyo gelisiminde benzer
yiizdeler gostermislerdir. Blastosist olusumu i¢in, zaman araliklar1 da tohumlamadan
153-178 saat sonra tiim muamele gruplarinda benzerlik oldugunu tespit etmislerdir.
Ostradiolii iceren muamelede olgunlasan oositlerin, >8 hiicreli ve morula evresine
kadar, kontrol medyasindaki oositlerden daha iyi gelisme  gOsterdigini
gozlemlemislerdir (steroid hormon yok). Progesteronu igeren muameledeki oositlerin
ise kontrol grubuna kiyasla morulalarda iistiin gelisim gosterdigini belirtmislerdir.
Benzer sonuglara ulasan Larson ve ark. (2011) da, in vitro embriyo tiretiminde kiiltiir
medyalarina ekledikleri P4 katkisinin oositlerde boliinme oranlarina etki etmedigini
belirtmisglerdir.

Boliinme evresinde (2. giin) dondurulan embriyolarin transferinden ii¢ giin 6nce
P, takviyesiyle, dort giinliik takviyesi karsilastirildiginda, gebelik ve implantasyon
oranlarmin ¢ok daha yiiksek oldugu sonucu elde edilmistir (Sharma ve ark., 2016).

IVF prosediirleri uygulanirken 00sit aspirasyonu sirasinda folikiiler sivida
bulunan P4 ve E; seviyeleri ve oranlari tespit edilip karsilastirilmistir. P4/E, oraninin
daha yiiksek olmasinin, gebeligi tesvik ettigi tespit edilmistir (Basuray ark., 1988).

Sigirlarda, embriyo kaybinin ¢ogu cok erken gebelik (yaklasik ilk 16 giin)
doneminde veya gebelik Oncesinde ana tarafindan taninmasi sirasinda olusur. LH
pulsatilitesinin kontrolii ve yumurtalik follikiil gelisiminde P4 eylemleri oosit kalitesi
lizerine olumsuz etki yapabilir. Ancak, progesteronun memelilerde oosit olgunlagmasi
ve kalitesi iizerindeki potansiyel etkisi iyi tanimlanmis degildir. Embriyo kaybi, 6nemli
bir oranda yetersiz dolagan P4 konsantrasyonlari, uterus liimenine endometriyal gen
ifadesi ve histotroph salgilanmasindan sonra su sonuglara bagli olabilir: Embriyonun
bliylime ve gelismesi, embriyo-ana etkilesimleri, gebelik tanima ve implantasyon i¢in
uterus aliciligr dahil endometrial fonksiyonu diizenleyen uterus iizerinde progesteron
eylemi gerektirir. Progesteronun dolagimdaki konsantrasyonu, gelisen embriyolar1
etkiledigi agiktir. Bu etki, gelismekte olan embriyonun maruz kaldig: histroph bilesimi
icindeki degisiklikler ile sonuglanir. P4 diizeyinin degismesinden kaynaklanan etkiyle

uterus dokusunda gen ekspresyonunun diismesi olasidir (Lonergan ve ark., 2011).



Ferguson ve ark. (2012), 'nin yaptigi bir ¢calismada, in vitro embriyo gelisim orant,
P, ile muamele edilerek arttirildigini belirlemislerdir. 6. giinde, P4 muamele grubundaki
embriyolari, kontrol gruplart ile karsilastirdiklarinda erken blastosistin daha ¢ok
goriildiigiini belirtmislerdir. 7. giinde, embriyolarin ¢aplar 6l¢iildiigiinde P4 muamelesi
yapilan embriyolarin ¢aplarinin daha biiyiik oldugunu tespit etmislerdir. Progesteronun
in vitro kiiltiirde sigir embriyolariin gelismeleri lizerine dogrudan olumlu bir etkisinin
oldugunu savunmuslardir.

Vaisbuch ve ark. (2012), insan IVF siklusunda progesteronun kullanilip
kullanilmadigiyla ve kullaniliyorsa da hangi yolla (vajinal veya agiz yolu)
kullanildigiyla ilgili bir anket ¢alismasi yapmuglardir. Diinya ¢apinda web tabanli,
gecerli kanita dayali literatiir arastirmasinda, IVF dongiisii icinde luteal faz destegi
(LPS) i¢in klinik uygulamalarini karsilagtirmiglardir. Bu arastirmalarinda, dongiilerin
neredeyse ticte ikisinde, LPS i¢in P4, vajinal uygulamayla tercih edilmistir. Hamileligin
10-12. haftasmna kadar LPS devamini destekleyecek herhangi somut bir kanit
olmamasma ragmen, bu uygulamanin diinya capinda IVF sikluslarinin ¢ogunda
kullanilmis oldugunu belirtmislerdir.

Ballester ve ark. (2014), oviduct sivisi igeren in vitro fertilizasyon
protokollerinde, optimal kosullar1 belirlemek igin bir ¢alisma yapmislardir. Yaptiklar
calismada, domuzlardan alinan oosit, sperm ve oviduct sivisini kullanmiglardir. Kontrol
grubu olarak kullandiklar1 fertilizasyon medyalarina steroid eklememis ve diger gruba
ise streroidler eklemislerdir. Steroid eklenen grubun sonuglari, steroidlerin olmadigi
kontrol grubu ile karsilastirdiklarinda; penetrasyon yiizdeleri gruplar arasinda farklilik
gostermezken, steroidlerin varli§inda daha ytiksek bir monospermi ve verimlilik i¢in bir
egilim kaydettigini belirtmislerdir. Bu egilim ile uyumlu olarak, oosit basina ortalama
sperm sayisinin ve zona pellucidaya bagli ortalama sperm sayisinin, IVF medyasinda
steroid iceren grupta kontrol grubuna gore daha diisiik oldugunu gormiislerdir. Bu
verileri dogrulamak i¢in yapilan ek deneyde ana etkinin, E; yoklugunda P, 'lin
etkisinden kaynaklandigini gézlemlemislerdir.

Sofuoglu ve ark. (2008), 'na gore, implantasyon ve gebelik oranlarini arttirmasi
nedeniyle in vitro fertilizasyon uygulamalarinda luteal destek olarak progesteron, rutin
olarak kullanilmaktadir. Progesteron kullaniminin iki farkli yolu olan vajinal ve intra

miskiiler (IM) progesteron kullaniminin gebelik oranlar iizerine etkisini gosteren bir



calisma yapmislardir. Yardimci iireme tekniklerinde luteal destek olarak iki farkli
sekilde progesteron kullaniminin gebelik oranlar iizerinde benzer etkilere neden oldugu
kanaatine varmiglardir. Dolayisiyla yaptiklar1 bu ¢alismada progesteron kullanimi iki
farkl1 yontemde de fertilizasyon, implantasyon ve embriyo gelisimine olumlu etkide
bulunmustur.

Koycheva ve ark. (2015), progesteronun implantasyon sonrasi embriyo gelisimine
ve Ozellikle de farelerde bazi biiyiimeye bagli imprinting genlerin ekspresyonuna
etkilerini arastirmislardir. Cogu imprinting genlerin, embriyo biiylimesi sirasinda ifade
edildigini ve fetal veya plasental gelisim i¢in Onemli oldugunu agiklamiglardir.
Progesteronun gebeligin kurulmasi ve siirdiiriilmesinde rol oynayan dogal bir steroid
hormon oldugunu ve insan gebelik siiresince diisiiklere kars1 koruyucu bir madde olarak
kullanilmasina ragmen gelismekte olan embriyo iizerindeki etkileri hakkinda ¢ok az sey
bilindigini belirtmislerdir.

Pfeifer ve ark. (2009), sistemik progesteron konsantrasyonunun oosit kalitesi ve in
vitro embriyo Ttretimi {izerindeki etkilerini degerlendirmek igin bir ¢alisma
yapmiglardir. Oositleri, melezlenmis 15 inekten (Bos taurus x Bos indicus) almiglardir.
Ovum pick-up (OPU) prosediirii, 4. ginden 24. giine kadar her 4 giinde bir
gerceklestirmiglerdir. OPU prosediiriine eszamanli olarak, progesteronu 6l¢mek igin
plazma toplamis ve 18. Gilin LH salim desenini degerlendirmek i¢in seri kan numuneleri
toplamislardir. Sonu¢ olarak, ineklerdeki dolasimda yiiksek LH ile sonuglanan,
plazmada orta P, konsantrasyonu in vitro embriyo tiretimini arttirdigini belirtmislerdir.

Nayak ve ark. (2014), 'na gore; oosit aliminda progesteron seviyesi, kisa-
antagonist protokolde in vitro fertilizasyon basarisin1 6ngoriir. P4 seviyelerinin, oosit
alinma giiniindeki dagiliminin, antagonist protokolde gebelik sonuglariyla iligkisini
degerlendirmek igin bir ¢alisma yapmuslardir. Degerlendirmede ana Olgiit alarak
implantasyon, gebelik ve spontan diisiik oranmi kullanmiglardir. Oosit toplama
giintindeki P4 diizeylerinin gebelik oranlari ile ters orantili oldugunu tespit etmislerdir.

Roque-Velazquez ve ark. (2016), dollemeden 5 giin sonra tek enjeksiyon
progesteronun siit ineklerinde gebelik oranini (CR) arttirip artirmadigini test etmislerdir.
Doéllenme sonras1 40-50. giinler arasinda transrektal palpasyon ile gebelik teshisi
konulmustur. Ostrojen déngiisiiniin 5. ve 7. giinlerinde progesteron konsantrasyonlar

ile embriyo sagkalimi arasinda pozitif bir iliski bulmuslardir. Déllenme sonrasi 5. ve 9.



giinlerde progesteron ilavesi, embriyo gelisimine katkida bulunmustur ve ayni tedavinin
12-16. giinleri arasinda uygulanmasi durumunda ise herhangi bir etkisinin olmadigini
belirtmislerdir.

Rizos ve ark. (2012), 6strus sonrasi 5. giinde insan korionik gonadotropin (hCG)
uygulamas ile korpus luteum aksesuarmin (CL) indiiksiyonundan kaynaklanan yiiksek
progesteron konsantrasyonlarinin (P4) gelismis konseptus uzamasina neden olacagi
hipotezini test etmek igin bir ¢alisma yapmuslardir. In vitro iiretilen sigir blastosistlerini,
Ostrus sonrasi 7. giinde eszamanli olarak alicilara transfer etmislerdir. Diiveleri, 6strus
sonrasi 14. gilinde oldirmiis ve embriyolar1 kurtarmak igin uterus yikama islemi
yapmuglardir. 5. giinde hCG'nin enjekte edilmesinin, muamele edilen biitiin diivelerde
dominant folikiiliin oviilasyonunu indiikledigini, yumurtaliktaki luteal dokunun toplam
alanin1  arttirdigint  ve bu durumun 7. giinden 14. giine kadar P, serum
konsantrasyonlarinda anlamli bir artisla iligkili oldugunu belirtmislerdir. CL alani ve
toplam luteal doku alani ile dolasimdaki P, arasinda pozitif iligkiler saptamislardir.
Yaptiklar1 ¢aligmada sonug olarak; Ostrus sonrasi 5. giinde hCG uygulamasi, asil
CL'nin, CL aksesuarmin ve hipertrofisinin olusmasina neden olmus ve bunun
sonucunda 7. gilinden itibaren P, konsantrasyonlarinda bir artis meydana gelmistir. Bu
yiikkselmis P; konsantrasyonlarinin, konseptus alaninin artmasi ile iliskili oldugunu
belirtmislerdir.

Stronge ve ark. (2005), dollenme sonrasi siit progesteron konsantrasyonu ile
embriyo sagkalim arasindaki iligskiyi degerlendirmek icin bir ¢alisma yapmislardir. Siit
progesteron konsantrasyonlarini enzim-immiinoassay ile 6l¢miis ve gebelik tanisimi
yaklasik 30. giiniinde transrektal ultrason ile gergeklestirmiglerdir. 4. giinde siit
progesteron konsantrasyonu ile embriyo sagkalimi arasinda negatif bir iliski oldugunu,
ancak 5., 6. ve 7. ginlerde siit progesteron konsantrasyonu ile progesteron
konsantrasyonlar1 ve ayrica 4-7. giinler arasinda embriyo sagkalimi arasindaki
degisimde pozitif bir iliski oldugunu belirtmislerdir. Sonu¢ olarak, 5-7. giinlerde
(dollenme sonrasi) diisiik progesteron diizeylerini, siit ineklerinde diisiikk dogurganlik ile
iliskilendirmislerdir.

Xu ve ark. (2012), IVF uygulamalarina farkli cevaplar veren insanlarda hCG
uygulamasi giiniinde serum P, diizeyleri ile gebelik sonuglar1 arasindaki iliskiyi

aragtirmak igin bir ¢alisma yapmislardir. Hastalara uzun GnRH agonist protokolii ile
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IVE-ET (in vitro fertilizasyon-embriyo transferi) uygulamiglardir. Ana Sonug Olgiitii
olarak devam eden gebelik oranlarini (PR) baz almiglardir. Farkli yumurtalik yanitlarina
gore farkli P4 esik konsantrasyonlarini belirleyip: Diisiik cevap verenler i¢in esik olarak
1.5 ng/mL, orta cevap verenler igin 1.75 ng/mL ve yiiksek cevap veren kisiler igin 2.25
ng/mL'lik bir serum P, diizeyini Onermislerdir. Elde edilen sonuglara gore, hCG
uygulamasinin yapildigi giin alinmis oosit sayisi, toplam FSH dozu ve plazma E;
degerleri ile artmis P4 seviyeleri arasinda pozitif bir iliski oldugunu belirlemislerdir.

Huang ve ark. (2015), farkli gelisim evrelerinde (boliinme ve blastosist) transfer
edilen embriyolarin IVF/ICSI sikluslarinda hCG uygulamasi gilinii progesteron
yiikselmesi (PE) ile klinik gebelik oranlari (CPR) arasindaki iligkiyi degerlendirmek ve
PE'nin CPR'ler {izerinde zararli etkisi olan esikleri belirlemek ic¢in bir calisma
yapmuslardir. Serum PE hem bodlinme hem de blastosist evresinde ET sikluslarinda
CPR'lerle ters iligki i¢inde oldugunu belirlemislerdir. 3. ET sikluslarinda, progesteron
konsantrasyonu 1.0 ng/ml'ye ulastiginda ve 1.5 ng/ml'ye yiikseldiginde CPR'lerin
onemli Olgiide azaldigini belirtmislerdir. 5. giin blastosist evresinde ET siklusunda
serum progesteron diizeyleri >1.75 ng/ml olan hastalarda, serum progesteron diizeyleri
<1.75 ng/ml olan hastalara kiyasla anlamli sekilde daha disik CPR'ler
gozlemlemislerdir. Sonug olarak; PE'nin, hCG verilme giintinde, aktarilan embriyolarin
gelisim asamasina bakilmaksizin (boliinmeye-blastosist evresi) GnRH agonisti
IVF/ICSI déngiilerinde azalmis CPR'ler ile iligkili oldugunu bulmuslardir.

Bosch ve ark. (2010), in vitro fertilizasyon/intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
(IVF/ICSI) dongiileri sirasinda serum progesteron diizeylerinin gebelik oranlari
lizerindeki etkisini arastirmak icin bir ¢alisma yapmuslardir. Insan koryonik
gonadotropin (hCG) uygulamasi giinii serum progesteron seviyeleri ile gonadotropin
relasing hormonu (GnRH) analoglar1 kullanan 4032 hastada devam eden gebelik orani
arasindaki iliskiyi degerlendirmislerdir. Devam eden gebelik oranlarinin, hCG giiniinde
serum progesteron seviyeleri ile ters orantili oldugunu belirlemislerdir. hCG
uygulamasimin yapildig1 giin giinliik folikil stimiile edici hormon (FSH) dozu, oosit
say1s1 ve Ostradiol degerlerinin progesteron seviyeleri ile pozitif olarak iliskili oldugunu
bildirmiglerdir. Sonu¢ alarak; hCG uygulamasi giinlinde yiiksek serum progesteron
seviyelerinin, devam eden gebelik oranlarinin azalmasi ile iligkili oldugunu ve 6zellikle,

0.1 ng/ml serum progesteron diizeylerini, hipofiz alt regiilasyonu i¢in kullanilan GnRH
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analogundan bagimsiz olarak IVF/ICSI sikluslarini takiben diisiik devam eden gebelik
oranlari ile iliskilendirmislerdir.

Miller ve ark. (1996), hCG uygulamasi giinlinde progesteron konsantrasyonunun
IVF hastalarinda gebelik olusumu ile iligkili olup olmadigini saptamak igin bir ¢alisma
yapmiglardir. hMG (insan menopozal gonadotropin) ve/veya FSH ile GnRH agonisti
tarafindan indiikklenen over hiperstimiilasyonu olan hastalarda hCG giiniinde
progesteron konsantrasyonlarini geriye doniik olarak incelemislerdir. Toplanan oositleri,
dollenme oram1 ve gebelik orami gruplar1 arasinda karsilastirilmistir. Daha yiiksek
progesteron konsantrasyonuna sahip hastalarda artmis Ostradiol konsantrasyonlari ve
daha fazla oosit bulmuslardir. Déllenme orani igin, poliploid dollenme veya gebelik
orani agisindan fark bulamamislardir. Luteal destek tipi ile yiiksek preovulatuvar
progesteronun gebelik oran1 lizerindeki etkisi arasinda bir iliski oldugunu
belirtmiglerdir. Yiiksek progesteron konsantrasyonlarmin diisiik gebelik orani ile
iligkisinin, luteal destek tiirtine gore degistigi sonucuna varmislardir.

Kolibianakis ve ark. (2004), GnRH antagonistleri kullanilarak IVF ile muamele
edilen hastalardaki serum progesteron seviyelerinin siklusun 2. giiniindeki yiiksekliginin
gebelik oranlar1 tizerindeki etkisini degerlendirmek igin bir ¢alisma yapmislardir.
Progesteron diizeyleri normal olanlarda siklusun 2. giiniinde yumurtalik stimiilasyonunu
baglatmislardir. Uyarilma, rekombinant FSH (rFSH) ile yapilmis ve GnRH antagonistini
her zaman stimiilasyonun 6. giiniinde baslatmiglardir. Yiiksek progesteron grubunda,
normal progesteron grubuna goére hem baslangi¢ siklusuna hem de embriyo transferi
basina anlamli olarak daha diisiik devam eden gebelik oraninin mevcut oldugunu tespit
etmislerdir. Dongiiniin 2. giiniinde yiiksek serum progesteron varligi, rTFSH ve GnRH
antagonistleri ile muamele edilen hastalarda gebelik sansinin azalmasi ile iliskili
oldugunu belirtmislerdir.

Polotsky ve ark. (2009), dondurulmus ¢oziindiiriilmiis embriyo transferi (FET)
dongiisiiniin basarisini etkileyen hasta 6zelliklerini ve taze in vitro fertilizasyon dongiisti
parametrelerini degerlendirmek icin bir ¢alisma yapmuslardir. Progesteronun insan
koryonik gonadotropin verildigi giin serumdaki yiiksek seviyeleri, FET'ten sonra klinik
hamileligin prediktif oldugunu istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde ortaya ¢iktigini
belirtmislerdir. hCG giiniindeki progesteron seviyesini, FET basarisinin en iyi hormonal

Ongoriiciisii olarak tanimlamiglardir. Ayrica, insan koryonik gonadotropin uygulama
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giiniindeki serum progesteron ile sonraki FET'in sonucu arasindaki iliskinin dikkat
cekici ve ileri incelemeyi hak ettigini agiklamislardir.

Urman ve ark. (1999), hCG uygulama giiniinde serum P, diizeyleri ile
intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu ve ET sonrasi elde edilen oranlar arasindaki iliskiyi
degerlendirmek i¢in bir c¢alisma yapmuslardir. Serum progesteronunu, hCG
uygulamasinin yapildig: giin elde edilen dondurulmus serumlardan dlgmiislerdir. Serum
P, diizeyleri yiiksek olan sikluslarda, daha fazla oosit alindigini ve transfer i¢in daha
fazla embriyo elde edildigini belirtmislerdir. Embriyo basina implantasyon oraninin iki
grupta da benzer oldugunu belirtmislerdir. Elde ettikleri verilerin, hCG uygulamasinin
yapildigi giin yiiksek serum P4 diizeylerinin ICSI ve ET sonrasi implantasyon oranlari
tizerinde olumsuz bir etkisi olmadigini gosterdigi sonucuna ulastiklarini bildirmisler.

Ozkan ve ark. (2015), GnRH agonist/antagonisti ile hipofizer down-regiilasyon
yapilan kontrollii overyan hiperstimiilasyon (KOH) sikluslarinda, hCG uygulandig1 giin
plazma progesteron diizeyinin tedavi sonuglarina etkisini aragtirmiglardir. hCH giinii
progesteron seviyesinin 1 ng/mL ve 1.5 ng/mL {izerine ¢ikmasinin elde edilen oosit,
matlir oosit ve fertilize oosit sayilari ile gebelik oranlarina etkisini kontrol etmislerdir.
Progesteron esigi 1 ng/mL alindiginda prematiir liiteinizasyon (PL) insidans1 % 34,
progesteron esigi 1.5 ng/mL alindiginda ise prematiir liteinizasyon insidanst % 8
oldugunu bildirmislerdir. Fertilizasyon ve implantasyon oranlar1 1 ng/mL esiginde bir
fark gostermezken; 1.5 ng/mL esiginin iistiinde gebelik ve implantasyonun olmadigini
belirtmislerdir.

Check ve ark. (1994), yaptiklari bir oosit programinda hCG zamaninda serum
progesteron diizeyine gore alicilarla vericilerdeki gebelik oranlarimi karsilagtirmiglardir.
hCG zamaninda serum progesteron diizeylerine gore iki gruba ayirmuslardir; P4 <1
ng/mL, P4 >1 ng/mL. Progesteron diizeyi <1 ng/mL olan gruptaki verici ve alict
arasinda farklilik gostermedigini, ancak progesteron diizeyinin >1 ng/mL oldugu grupta
verici ve alict arasinda farkliliklar oldugunu ve diisiik yapma oraninin bu grupta daha
yiiksek oldugunu belirtmislerdir.

Sonigo ve ark. (2014), ovaryum uyarimi sirasinda prematiire progesteron
yiikselmesinin sebepleri ve sonuglart hakkinda arastirma yapmuglardir. In vitro
fertilizasyon i¢in ovaryum stimilasyonundaki progesteron yiikselmesinin gebelik orani

tizerinde olumsuz bir etkisinin olabilecegini belirtmislerdir. Progesteron yiikselmesini,
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implantasyon penceresini erken agacagini, endometrium reseptivitesini degistirecegini
ve bu nedenle de kusurlu implantasyon ile iliskilendirdiklerini bildirmislerdir.
Progesteron yiikselmesinin oosit kalitesi tizerine herhangi bir etkisinin olmadigini, bu
nedenle, hCG tetiklemesi sirasinda serum progesteronunu dlgerek ovaryum stimiilasyon
dongiilerinin yakindan izlenmesi gerektigine ve progesteron degerlerinin arttirilmasiyla
ilgili stratejilerin daha fazla degerlendirilmesi gerektigi sonucuna Vvardiklarini

belirtmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. MATERYAL

Calismanin oosit materyali, yerel bir 0zel kesimhanede kesilen sigirlarin
ovaryumlarindan elde edilmistir. Irk bakimindan belirli bir 1tk iizerinde durulmamis
olmasina karsin, Siyah Alaca melezi hayvanlar agirlikli olarak kullanilmistir.
Fertilizasyon icin kullanilacak olan sperm materyali ticari olarak satin alinan

dondurulmus payetlerden (TR451012043, ATAFEN, Izmir / Tiirkiye) elde edilmistir.

Cizelge 3. 1. Calismada kullanilan kimyasallar

Malzeme Adi Firma Stok kodu
Fosfat Tamponlu Soliisyon Sigma - Aldrich P4417
Penisilin / Streptomisin, 100x Merck 516106
Doku Kiiltiir Medyas1 199, Hepes ThermoFisher Sci 22340020
Doku Kiiltiir Medyas1 199, GlutaMAX™ ThermoFisher Sci 41150020
Fotal Sigir Serumu Sigma - Aldrich F4135
Piriivik Asit Sodyum Sigma - Aldrich P4562
B-Estradiol Sigma - Aldrich E2758
Luteinlestirici Hormon Sigma - Aldrich L5269
Folikiil Uyarict Hormon Sigma - Aldrich F8174
Si1gir Serum Albiimini, FAF Sigma - Aldrich AB8806
Si1gir Serum Albiimini Sigma - Aldrich A3311
Hepes-TL Caisson Labs IVLO1
IVE-TL Caisson Labs IVLO02
SP-TL Caisson Labs IVLO3
KSOM+AA Caisson Labs IVLO4
D-(—)-Penisilamin hidroklorit Sigma - Aldrich P5000
Hipotaurin Sigma - Aldrich H1384
(—)-Epinefrin Sigma - Aldrich E4250
Progesteron Sigma - Aldrich P8783
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Fosfat tamponlu soliisyon (PBS) tabletlerinden (Cizelge 3.1) bir tanesi 200 mL
deiyonize su igerisinde ¢ozdiiriilerek 25°C’de 7,4 pH degerine sahip, 0,01 M fosfat,
0,0027 M potasyum klorit ve 0,137 M sodyum Kklorit ¢6zeltisi hazirlanmistir. Kullanim
oncesi bu soliisyona % 1 v/v 100x Penisilin Streptomisin (P/S) eklenmek suretiyle
Ovaryum Transfer Medyasi (OTM) elde edilmistir.

Ovaryumlardan temin edilen oositlerin secimi amaciyla kullanilan Oosit Arama
Medyast (OAM) ise hepes katkili doku kiiltiir medyas1 (M199) igerisine % 5 v/v fotal
sigir serumu (FSS) ve % 1 v/v P/S eklenmek suretiyle hazirlanmistir.

Elde edilen oositlerin in vitro matirasyonu amaciyla kullanilan Oosit
Olgunlastirma Medyas1 (OOM); GlutaMax "™ katkili M199 igerisine % 10 v/v FSS, 100
IU/mL penisilin, 100 pg/mL streptomisin, 0,22 mg/mL sodyum piruvat, B-estradiol,
luteinlestirici hormon (LH), folikiil uyarict hormon (FSH) eklenerek elde edilmistir.

Inkiibator disindaki embriyo/oosit manipiilasyonlar1 i¢in kullanilan Hepes-Tyrode
Albumin Laktat Piruvat (Hepes-TALP) medyasi, ticari olarak satin alinan Hepes-TL
icerisine 3 mg/mL sigir serum albiimin (SSA), 22 pg/mL sodyum piruvat, 100 1U/mL
penisilin ve 100 pg/mL streptomisin eklenerek hazirlanmistir

Sperm yiizdiirme teknigi ve diger sperm hazirliklarinda kullanilan Sperm
Penetrasyon-TALP (SP-TALP) medyasi i¢in; ticari olarak satin alinan Sp-TL igerisine 6
mg/mL SSA, 22 pg/mL sodyum piruvat, 100 IU/mL penisilin ve 100 pg/mL
streptomisin kullanilmistir.

In vitro fertilizasyon-TALP (IVF-TALP) medyas; ticari olarak satin alman IVF-
TL igerisine 6 mg/mL SSA-FAF (yag asitleri bulunmayan), 22 ug/mL sodyum piriivat,
100 TU/mL penisilin, 100 pg/mL streptomisin, heparin, 20 pmol/L penisilamin, 10
umol/L hipotaurin, 1 pmol/L epinefrin kullanilarak hazirlanmistir.

Embriyo gelisiminde kullanilan KSOM-BE medyasi, Potasyum Simpleks
Optimizasyon Medya + Amino Asit (KSOM+AA) igerisine, 3 mg/mL SSA-FAF, 100
IU/mL penisilin, 100 pg/mL streptomisin eklenerek elde edilmistir.

Calismada kullanilan tiim soliisyonlar haftalik olarak hazirlanmis ve tiim islemler,

laminar flow kabin igerisinde gergeklestirilmistir.
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3.2.  Yontem
3.2.1. Ovaryumlarin Toplanmasi ve In Vitro Matiirasyonu (1VM)

Kesilen sigirlardan elde edilen ovaryumlar yaklasik 35°C sicakligindaki OTM
icerisinde muhafaza edilmis ve ilk hayvanin kesimini izleyen 1-2 saat igerisinde
laboratuvara tasinmustir. Doku kalintilar1 cerrahi makas ile ayrildiktan ve c¢esitli
kalintilar PBS soliisyon ile yikanarak temizlendikten sonra 21G igne takili 10 mL tek
kullanimlik enjektér yardimi ile ovaryumlar iizerinde bulunan 2-8 mm c¢apindaki
folikiillerden folikiil i¢i sivi ile birlikte kiimiiliis-oosit kompleksleri (KOK) aspire
edilmistir (Sekil 3.1). Aspire edilen folikiil i¢i s1v1, 1sitict blok {izerinde yer alan konik

tabanli santrifiij tiipleri igerisine biriktirilerek KOK nin tabana ¢okmesi saglanmistir.

Sekil 3. 1. Ovaryumlar {izerine yer alan folikiillerin aspirasyonu

Konik tabanli tiipiin dibindeki ¢okiintii otomatik pipet yardimi ile kilavuz ¢izgili
kare petri igerisine aktarilmis ve yeteri kadar OAM eklendikten sonra 10-40x optik
biiylitmeye sahip 151k mikroskobu altinda oosit segme islemi yapilmistir. Morfolojik
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olarak uygun yapiya sahip immatiir KOK’nin sec¢imi islemi Yang ve ark. (2003) ve
Boni ve ark. (2002) tarafindan yapilan calismalar sonucunda belirledikleri olgiitler
dogrultusunda yapilmistir. Bu amagcla antral folikiillerden toplanan en az 3 veya 4
katmanli kiimiiliis hiicresine sahip, sitoplazmast homojen goériinimdeki KOK in vitro

olgunlastirmaya alinmistir (Sekil 3.2).

-

Sekil 3. 2. En az 3 veya 4 katmanli kiimiiltis-oosit kompleksleri

3.2.2. IN VITRO FERTILIZASYON

Olgunlastirma islemi havada % 5 CO,, maksimum nem ve +38°C sicaklik
kosullarindaki inkiibator igerisinde, her bir kuyucukta 500 uL OOM bulunan 4
kuyucuklu petri kullanilarak ve kuyucuk basmna 30-40 KOK birakilmak suretiyle
gergeklestirilmistir. Yaklasik olarak 18-20 saat siiresince olgunlagmaya birakilan KOK
bu siire sonunda niikleer matiirasyonu bakimindan kontrol edilmis ve uygun yapida
olmayanlar ayiklanmistir. Uygun yapiya sahip olan KOK her bir kuyucukta yaklagik 20
adet olacak bi¢cimde 4 kuyucuklu petriye, IVF-TALP medya igerisine alinmistir. Bu
esnada dondurulmus spermlerin hazirlik islemleri tamamlanmaistir.

Dondurulmus boga spermasi +38°C su igerisinde 30-45 sn siiresince ¢ozdiiriilmiis
ve motil spermlerin secilmesi ve kapasitasyonu i¢in yiizdiirme (swim up) teknigi

(Parrish ve ark. 1986) kullanilmistir (Sekil 3.3).

18



Uygun hareketlilige o
sahip spermatozoitler — T,

Dibe ¢okmiis 6li veya
uvgun hareketlilige sahip —~
olmayan spermatozoitler ——=—_——=— T

ve doku kalintilar: -

Sekil 3. 3. Yiizdiirme (swim up) teknigi

Bu amagla igerisinde SP-TALP medya bulunan tiipiin tabanina ¢ozdiiriilen sperma
dikkatlice birakilmis ve inkiibator i¢erisinde maksimum nem, +37°C sicaklik ve havada
% 5 CO, atmosfer kosullarinda 40 dakika siiresince inkiibe edilmistir. Motil spermanin
kapasitasyonunu miiteakiben dipte yer alan ¢okiintiiyii bozmamaya azami Ozen
gosterilerek iistte kalan medya bir santrifiij tlipli icerisine alinarak 10 dk 400G ‘de
santrifiij edilmis ve bu islem sonucunda hipermotil spermatozoa’nin dibe ¢okmesi
saglanmistir. Sanrifiij isleminin ardindan hemositometre (Sekil 3.4) yardimi ile yaklagik
konsantrasyon belirlenmis (Esitlik 1) ve IVF-TALP medya yardimi ile 1x10°
spermatozoa/mL final konsantrasyon elde edilecek bigimde seyreltme islemi
yapilmistir.

Konsantrasyon =n X SK x 50000 ..........ccccoeiviiiiiiinniiniiiinen, Esitlik 1

Verilen esitlikte hemositometrede sayilan spermatozoa n, sulandirma katsayisi

ise SK ile temsil edilmistir.
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Sekil 3. 4. Thoma lamu

Konsantrasyonu belirlenen spermanin matiir oositlerin bulundugu kuyucuklara
birakilmasinin ardindan in vitro fertilizasyonun saglanmasi amaciyla 8-12 saat siiresince
hiicreler +38°C, maksimum nem ve havada % 5 CO, kosullarinda birlikte inkiibasyona
birakilmustir.

3.2.3. IN VITRO EMBRiYO KULTURU (IVC)

Fertilizasyon isleminin ardindan kiimiiliis hiicreleri ve spermatozoa kalintilarinin
uzaklagtirllmast amaciyla embriyolar 2-3 dakika siiresince HEPES-TALP medya
igerisine alinarak vorteks uygulanmistir. KSOM-BE medya igerisine taginan embriyolari
cevreleyen hiicrelerin uzaklastirilmasinin ardindan in vitro embriyo kiiltiri +38°C
sicaklik, maksimum nem ve azot ile dengelenmis % 5 CO, ve % 5 O, atmosfer kosullari
saglanmistir. Fertilizasyonun gergeklestigi zaman “Giin 0” olarak kabul edilmek sartiyla
7’nci  giine kadar kiiltire devam edilmis ve embriyonik gelisim asamalari

kaydedilmistir.
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3.2.4. DENEME DESENi VE ORNEKLERIN TOPLANMASI

Calisma in vitro fertilizasyonun ardindan (1. giin) KSOM-BE igerisine eklenen (1)
0 ng/mL progesteron (K), (2) 25 ng/mL progesteron (P25), (3) 50 ng/mL progesteron
(P50) ve (4) 100 ng/mL progesteron (P100) olacak bigimde 4 grup iizerinden ve 8
tekerriirlii olarak tesis edilmistir.

3.2.5. ISTATISTIK ANALIiZLER

Calisma sonucunda elde edilen wverilerin degerlendirilmesinde. Frekans
tablolarindan yararlanilmistir. Her bir gelisim asamasindaki embriyolarin orani, veriler
normal dagilis gdstermedigi i¢in Oncelikle arksin transforme edilmis ve ardindan SPSS
paket programi (v23.0, Illinois, ABD) kullanilarak ANOVA ile analiz edilmistir.
Uygulamalar arasindaki farkliliklarin ~ karsilagtirllmasinda ise Duncan ¢oklu

karsilastirma testi kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

In vivo fertilizasyonu takip eden giinlerde gebelik kayiplarmin onlenmesinde
progesteron onemli bir rol oynamaktadir. P4 epitelyal veya stromal hiicreler yoluyla
embriyo gelisimi tizerindeki etkilerinden kaynaklanmaktadir (Ghaemi, 2008). Mevcut
aragtirmada kesimhanede kesilen Siyah Alaca ineklere ait 2-8§ mm capindaki
folikiillerden, iyi ve orta kalitede toplam 816 adet KOK kullanilmis ve ilk bolinme

oranlar1 Hata! Basvuru kaynagi bulunamadi.’de gosterilmistir.

Cizelge 4. 1. In vitro kiiltiire alinan embriyolarin bdliinme oranlar

0 ng/mL 25ng/mL 50 ng/mL 100 ng/mL P
Progesteron

(n=193) (n=210) (n=212) (n=201) degeri
Klevaj 78,8+1,23*  88.6+0,35° 82,1+0,45" 53,7+2,68° 0.027
Béliinmeyen | 21,241,23*"  11,4+0,35* 17,9+0,45 46,3+2,68" ’

Degerler Ortalama+OSH seklinde verilmistir. Ayni satirdaki farkli harfler Duncan ¢oklu karsilagtirma
testine gore (P<0,05) farkli gruplar ifade etmektedir.

Progesteronun embriyo gelisimi iizerine dogrudan etkilerinin tespit edilmesi icin,
progesteron ilavesinin uygun zamanda yapilmasi biiylik onem arz etmektedir ve bu
amagcla da progesteron ilavesi in vitro kiiltir (IVC) (IVF sonrast 1. giin) asamasinda
yapilmistir. Yapilan bu ¢alismada gézlemlenen ilk asama fertilizasyonu takip eden 48
saatlik siire icerisindeki klevaj oranlar1 olmustur. Fertilizasyonu takiben membran
icerisinde hiicrenin 2’ye boliinmesiyle baslayan gelisime ilk klevaj denir. Klevaj
oranlar ilk klevaji gozlenen hiicre sayisinin deneme grubundaki toplam KOK sayisina
orani ile elde edilmistir. Hata! Basvuru kaynagi bulunamadi.’den goriilecegi iizere
embriyolarin ortalama yaklasik olarak % 76’sinda ilk klevaj gozlenmistir. Ik klevaj
ortalamasinin diisiik gergeklesmesinin nedeni 6zellikle 100 ng/mL progesteron eklenen
gruptaki embriyolarin boliinme oranlarin diisiik olmasindan kaynaklanmaktadir. Buna
bagli olarak da deneme gruplar1 arasinda gozlenen farkliliklar énemli bulunmustur
(P<0,05). Yapilan ¢oklu karsilastirma testi sonuglarina gére sigir embriyolarmin in vitro
kiiltiirti  esnasinda, kiiltiir medyasma ilave edilen 25 ve 50 ng/mL dozlarindaki
progesteron hiicre boliinmelerini tesvik edecek yonde etki yapmustir.

Folikiiler gelisim asamalarindaki hormonlar arasinda progesteronun da yer alip

hormonal mekanizmadaki direkt etkisi ve geri bildirimleriyle diger hormonlara olan
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etkisi in vivo g¢alismalarda kan plazmalarindaki varligiyla kanitlanmistir. Ovaryum
stimulasyonu sonrasi gebelik oranlarinin artirilmasinda progesteron enjeksiyonu yaygin
olarak tercih edilen bir uygulama olsa da progesteronun gebelik tlizerindeki bu etkisinin
dogrudan embriyoyu etkilemek suretiyle mi gergeklestigi ya da anne lireme kanali
tizerindeki dolayli etkisinden mi kaynaklandigi konusundaki bulgular celigkilidir
(Ghaemi ve ark., 2008). Bu konuda bazi aragtirmacilar dogrudan bir etkiye isaret
etmekte iken (Ferguson ve ark., 2005; Merlo ve ark., 2007), baz1 arastirmacilar ise
etkinin yalnizca dolayli yollarla oldugu tezini savunmuslardir (Goff ve Smith, 1998;
Reggio ve ark., 1997). S6z konusu goriisler arasindaki farkliliklar kullanilan kiiltiir
sistemlerine, mineral yag ile yapilan kiiltiirde steroidlerin lipofilik karakteristigi
nedeniyle hormon yararlaniliminin azalmasi gibi sebeplerden kaynaklanabilmektedir.
Embriyonik gelisimin tiim agsamalarinda mevcut olan progesteron reseptdrii mRNA bu
dogrudan etkilerden sorumlu en 6nemli faktdrlerdendir (Lonergan, 2011).

Yapilan bu calismada, kiiltiir medyasina 25 ng/mL (% 88,6) ve 50 ng/mL (%
82,1) konsantrasyonunda eklenen progesteron klevaj oranlarmi 6nemli derecede
artirmustir (p<0,05). Mevcut bulgular in vitro kiltiiriin ilk 72 saatinde embriyolarin
boliinme oranlarimin arttigini tespit eden Ghaemi ve ark (2008) ile paralellik
sergilemektedir.

S1gir embriyolarinin in vitro kiiltiirinde 6nemli hiicre bloklarindan bir tanesi 8-16
hiicre blogu olarak bilinmektedir. Bu amacla yapilan bu ¢alismada morula ve blastosist
asamasina erigen embriyo verimleri kaydedilmistir. Hata! Basvuru kaynagi
bulunamadi.2’de ortalama yiizde degerler, standart hata ile birlikte gésterilmis bununla
birlikte embriyo sayilar1 da parantez igerisinde gosterilmistir.

Morula gelisimi, fertilizasyon sonrasi erken ve ge¢ donemde gerceklesir. ilk 72
saat sonunda zigotun 12 - 16 hiicreli donemi erken morula donemi, ilk 96 saate kadar
olan 16 - 32 hiicreli donemi ise ge¢ morula donemidir. Blastosist, in vitro kiiltiirde
inseminasyondan 5 giin sonra ortaya ¢ikan bir embriyo gelisim evresi olarak kabul edilir
(Ozgur, 2018). Ge¢ donemdeki morulanin igerisine uterin sivinin girmesiyle morulanin
merkezinde bir bosluk olusur, ortaya ¢ikan bu yapiya blastosist, olusan bosluga ise

blastoel boslugu denir.
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Cizelge 4. 2. Gelisim asamalarina gére embriyo verimleri

Deneme Kontrol P25 P50 P100

P degeri
gruplar (n=152) (n=186) (n=173) (n=108)
Morula 454+0,03  59,740,01 552+0,01 43,5+1,45 0,358
Blastosist 30,3+0,00*°  37,1+0,01° 35,6+0,01° 27,8+0,36% 0,009

Veriler % Ortalama+SH seklinde gosterilmistir (n). Aym satirdaki farkli harfler Duncan ¢oklu

kargilagtirma testine gore farkli gruplar ifade etmektedir.

Embriyonik gelisim agamalar1 hesaplanirken klevaj sayilar1 temel alinarak oranlar
hesaplanmigtir. Sonuglar incelendiginde, sigir embriyolarinin in vitro kiiltiirii igin kiiltiir
medyasina degisen oranlarda ilave edilen progesteronun morula asamasina erisen
embriyo sayisi iizerine herhangi bir etkisinin olmadig belirlenmistir (Hata! Basvuru
kaynagl bulunamadi.2). Progesteronun en O6nemli etki mekanizmasi progesteron
reseptorleridir (PGR). Clemente ve ark. (2009) sigir embriyolarinin, morula harig tim
gelisim asamalarinda PGR tespit edildigini bildirmislerdir. Morula evresinde, PGR nin
bulunmamasindan dolayr bu safhada P, embriyonik gelisime herhangi bir etki
yapmamistir. Morula asamasinda azalan PGR, blastosist asamasina erisildiginde tekrar
yiikselmektedir.

Elde etmis oldugumuz bulgular, progesteron katkili medyada embriyolarin daha
biiyiik ¢apta, 6nemli 6lglide 1. kalitede blastosiste ulastiklarini ve daha iyi gelisim orani
sergilediklerini bildiren Ferguson ve ark (2012) ile de benzerlik gostermektedir.

Progesteron reseptorleri endometriyal doku tarafindan eksprese edilmektedir. Bu
durum, embriyonik gelisim sirasinda progesteronun birincil etki sekli olabilecegini
diigiindiirmektedir. Progesteron, konseptus uzamasina katkida bulunan tasiyicilari ve
salgilanan proteinleri kodlayan uterustaki genlerin ekspresyonunu degistirmektedir.
Ayrica gelismekte olan embriyoya enerji saglayan trigliserit sentezinin ve glikozun
taginmasina da katkida bulunmaktadir (Larson ve ark. (2011)).

Sigir embriyolarmin in vitro kiiltiirii asamasinda, kiiltir medyasina degisen
oranlarda ilave edilen progesteronun, blastosist verimi iizerine pozitif etkisi oldugu
(P<0,01) yapilan bu caligsma ile belirlenmistir (Hata! Basvuru kaynag bulunamadi.1,
Hata! Basvuru kayna@i bulunamadi.2). Kiiltiir medyasina 100 ng/ml konsantrasyonda
eklenen progesteron blastosist verimlerini énemli oranda diislirmiis, 25 ve 50 ng/mL

konsantrasyondaki progesteron ilavesi embriyo gelisimini olumlu yonde tegvik etmistir
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(Hata! Basvuru kaynag bulunamadil). Ayrica bu ¢alismanin sonuglari,
progesteronun in vitro sigir embriyosu kalitesini degistiremedigini gostermistir. Bu
sonuglar, progesteronun embriyo gelisimi iizerindeki diger epitelyal veya stromal
hiicreler araciligiyla dolayli etkilerine bagl olabilir. 100 ng/mL P4 eklenmis olan kiiltiir
medyasindaki embriyo gelisim oranlar1 diger tiim gruplardan daha diisiik olmustur. Bu
durumun nedeni, P, miktarinin kiiltir medyasindaki diger hormon miktarlarina ve diger
medya katkilarmma olan oraninin ¢ok fazla artmis olmasiyla birlikte, embriyodaki P4
reseptorlerinin gereginden fazla P4 ¢ maruz kalmasiyla embriyoda dejenerasyona sebep

olabilecegi diislinilmekedir.
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Sekil 4. 1. Deneme gruplaria gore klevaj ve embriyonik gelisim agamalar1

Fukui ve ark. (1982), Wiemer ve ark. (1987), Goff ve Smith (1998) ve Reggio
(1997) yaptiklar1 ¢alismalarda ko-kiiltiir asamasinda siir embriyolarin1 progesteron ile
desteklemislerdir. Kiiltiir ortamina fertilizasyondan 6nce eklenen progesteron, klevaj
oncesi embriyolarinin fazla miktarda progesterona maruz birakilmalar1 nedeniyle
gelisimi baski altina alabilmektedir.

Ferguson ve ark (2012) embriyolarin kiiltiir medyasina tohumlamadan 3 giin
sonrasinda eklenen fizyolojik konsantrasyonlardaki 15 ng/mL progesteron ilavesinin

embriyo gelisimi iizerine cesitli sekillerde katki yapabilecegini belirtmistir. Bu etki
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mekanizmalarim1  ise embriyo kalitesinin ve oranmin yiikselmesi seklinde
bildirmislerdir.

Arastirma sonucunda elde ettigimiz bulgular, 25 ng/mL ve 50 ng/mL
progesteronun embriyo gelisimi tizerine dogrudan etki gosterebilecegini veya gelismeye
yardimci olan sitokinlerin ekspresyonunu dolayli olarak tesvik edebilecegini
gostermektedir. Martal ve ark. (1997), progesteron gibi yumurtalik hormonlarinin

sitokin tiretiminin diizenlenmesinde rol oynadigini géstermislerdir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sunulan tez projesi, in vitro embriyo kiiltiirii islemleri sirasinda progesteron
hormonunun farkli dozlarinin embriyo gelisim asamalarina herhangi bir etkisinin olup
olmadigini aragtirmaya yonelik olarak gergeklestirilmistir. Yapilan analizler, kontrol ve
deneme gruplarina ait embriyolarda P,’iin olumlu etkileri oldugunu gostermistir.

Kiiltiir medyalarina eklenen farkli miktarlardaki P4 katkisi, elde edilen veriler
1s181inda, embriyo gelisim asamalarinda tespit edilen sonuglar su sekildedir:

(1) Klevaj asamasina ulasan embriyo gruplari arasinda en iyi sonug¢ 25 ng/mL P4

katkili medyadan elde edilmistir.

(2) Morula evresine gegebilen embriyolara, P4 katkili medyalarin herhangi bir etki

etmedigi elde edilmistir.

(3) Embriyo gelisimlerinin blastosist asamalarina ulagmalarina en iyi etki 25

ng/mL P, katkili medya tarafindan saglandigi tespit edilmistir.

Elde edilen bu sonuglar dogrultusunda, P4 katkisinin embriyo gelisiminin bir¢ok
asamasinda embriyonik gelisimi destekledigi goriilmektedir. Embriyo gelisimlerinin en
iyi seviyelere ulagmalarini tesvik edebilecek medyanin, 25 ng/mL P, katkili medya
oldugu tespit edilmistir. P4 seviyesi arttik¢a sonuglar olumsuz etkilenmistir. In vitro
embriyo iretiminde, en iyi sonuglar elde etmeyi saglayabilecek protokolii belirlemek
ve boylece maksimum embriyo iiretimini saglamak amaciyla 6,25 ng/mL ve 12,5 ng/mL
P4 katkili medyalarin da denenmesi Onerilmektedir. Hatta elde edilen bu embriyolarin
transferi sonrasindaki gebelik oraninin, ileriki embriyonik gelisimin ve fotal gelisimin
incelenmesi, in vitro embriyo kiiltiiriinde uygulanan farkli P, katkisinin embriyo

tizerindeki etkilerini daha net ortaya koymaya yardimci olabilir.
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