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ONSOZz

Hayvansal kaynakli gidalarin artirllmasina yonelik calismalar yiizyillardir
devam etmektedir. Hatta bu amagla 1slah ¢alismalar1 yapilmakta ve bu ¢alismalarda;
suni tohumlama, in vivo/in vitro embriyo transferi g¢alismalar1 ve klonlama
uygulamalarindan yararlanilmaktadir. Yapilan ¢aligsmalar arasinda, in vitro embriyo
iretiminin zor ve bagar1 oraninin diisiik olmasi sebebi ile bagarisini artirmaya yonelik
bircok deneme yapilmaktadir. Bu denemelerin baslicalari; maturasyon soliisyonlari
ve embriyo kiltir vasatlarina hormon, vitamin, antioksidan, mineral yaglar ve benzeri
ilavelerin yapilmasidir. Embriyo kiiltiir vasatlarina eklenen maddelerin yetersizligi
basta olmak iizere, embriyo Kkalitesi lizerinde birgok stres faktérinin roli
bulunmaktadir. Kiiltiir ortaminda normal metabolik enzimatik reaksiyonlar sonucu
stirekli olarak hiicrelerde serbest radikaller olusmaktadir. Bu radikaller de antioksidan
savunma sistemleri ile ortadan kaldirilabilmektedir. Antioksidan maddelerin embriyo
kultir vasatina ilavesi ile oksidatif stres azaltilarak embriyo gelisim ve kalitesini
arttirmaya yoOnelik yapilan c¢aligmalar mevcuttur. Sunulan ¢alismada; antioksidan
olduklar1 bilinen pentoksifilin ve borik asitin farkli dozlarinin sigir embriyo kiltir
vasatina ilavesi yapilarak kiltlr sistemindeki oksidatif stresi azaltmak, embriyo
kalitesi ve sayisini artirmak ve embriyo gelisim asamalarina etkilerini degerlendirmek

hedeflenmistir.
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Farkh Antioksidanlarin (Pentoksifilin ve Borik Asit) In Vitro Sigir Embriyo
Kiiltiir Medyumlarina Ilavesinin Embriyo Gelisimi ve Kalitesi Uzerine Etkileri

Fatma SATILMIS
Veterinerlik Dogum ve Jinekolojisi Anabilim Dal
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Sunulan c¢aligmanin amaci, sigirlarda in vitro fertilizasyon uygulamalarinda farkli
antioksidanlarm (borik asit ve pentoksifilin) embriyo kultir vasatina ilavesi yapilarak, kiiltiir
ortamindaki oksidatif stresin azaltilip elde edilen embriyo sayisinin ve kalitesinin artirilmasidir.

Calismanin materyalini, mezbahada kesilen hayvanlardan elde edilen 330 ovaryum olusturdu.
Bu ovaryumlar Uzerinden 2-8 mm g¢apindaki follikiiller aspire edilerek 1894 adet oosit elde edildi. Elde
edilen oositler arasindan A ve B kalitede olan 1384 adeti maturasyon igin kullanildi. Oositler, 38,8°C’de
ve %5,5 CO;’li ortamda yeterli nem varliginda CO; inkibatériinde 21-24 saat siire VM (Bioscience)
ile mature edildi. Maturasyonunu tamamlayan 1210 adet oosit, fertilizasyon icin IVF (Bioscience) ile
aym atmosferik kosullarda 12 saat sire ile fertilize edildi. Fertilizasyonunu tamamlayan 979 oosit;
kiiltiir amaciyla 2 farkl antioksidanin farkli dozlari ilave edilen gruplara ayrildi. Elde edilen bu zigotlar
pentoksifilin (3 mmol, 3,6 mmol, 4 mmol, kontrol) ve borik asit (2 ug, 1 ug, 0,04 ug, kontrol) gruplari
arasinda dagitildi. Kiiltiire alinan zigotlarin 48. saatte boliinme durumlari kontrol edildi. Toplamda 744
adet zigotta bolinme gozlendi. Boliinen zigotlarin gruplar arasindaki farkliliklar degerlendirildi.
Pentoksifilin grubunda kiiltiire alinan 505 zigottan 343 tanesinde (%67,92) béliinme goézlenirken, borik
asit grubunda 474 adetten 401 tanesinin (%84,59) bolundiigi gozlendi. Genel olarak pentoksifilin ve
borik asit grubu arasinda %16,62 oraninda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlendi (p<0,05).
Kiiltire alinan zigotlar 7. giinde incelendiginde; bélinmeden sonra pentoksifilin grubunda kompakt
morula oran1 %31,19 ve blastosist oran1 0, borik asit grubunda ise %34,16 kompakt morula ve %10,97
oraninda blastosist elde edildi. Calisma gruplar1 arasinda morula-blastosist elde etme oranlar1 arasinda
anlaml bir farklilik g6zlendi ve borik asit grubunda daha fazla sayida embriyo elde edildi (p<0,05).
Calisma gruplarinda elde edilen embriyolarda, doza bagli olarak istatistiksel bir farklilik gdzlenmez
iken sayisal olarak farklilik gézlendi. Ancak her iki ¢alisma grubunda da kontrol grubuna gore daha
yuksek oranda embriyo elde edildi.

Sonug olarak, in vitro embriyo kiiltiir vasatina antioksidan ilave edilmesi ile elde edilen
embriyo sayilarinda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlendi. Calisma gruplari
ile kontrol gruplari arasinda istatistiksel bir farklilik g6zlenmez iken, ¢aligma gruplarinda sayisal olarak
daha fazla embriyo elde edildi. Dolayisiyla farkli antioksidanlarin doza bagli olarak in vitro kiiltiir
ortamina ilavesinin embriyo gelisimine katki saglayabilecegi diigiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Antioksidan; borik asit; in vitro embriyo kiltir; pentoksifilin; sigir.
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The aim of the present study was to increase the number and quality of embryos obtained by
reducing the oxidative stress in the culture medium by supplementing boric acid and pentoxifylline, a
good antioxidant, to the embryo culture in an in vitro fertilization study.

The study material was consisted of 330 ovariums achived from animals slaughtered in the
abattoir. 1894 oocytes were obtained by aspirating follicles of 2-8 mm diameter from ovaries. A and B
quality 1384 oocytes were placed into maturation. Maturation was achieved at 38,8° C with 5.5% CO2
and atmospheric O2 in CO2 incubator with IVM (Bioscience) in for 21-24 hours. Mature 1210 oocytes
were fertilized for 12 hours under the same atmospheric conditions as IVF (bioscience) for fertilization.
979 oocytes fertilized; distributed between pentoxifylline (3 mmol, 3.6 mmol, 4 mmol, control) and
boric acid (2 ug, 1 ug, 0.04 ug, control) groups. Cultured zygotes were controlled situation of division
at 48th hour later. A total of 744 zygote division was observed. Divided zygotes were evaluated
differences between the groups. In the pentoxifylline group, 343 (67.92%) of the 505 zygotes cultured
was observed divided, whereas 401 (84.59%) of the 474 were divided in the boric acid group. Overall,
a statistically significant difference was observed between the pentoxifylline and boric acid groups at a
rate of 16.62% (p <0.05). Cultured zygotes were examined on the 7th day; After cleavage, the rate of
compact morula in the pentoxifylline group was 31.19% and blastocyst rate was 0, in the boric acid
group was 34.16% compact morula and 10.97% blastocyst. Morula-blastocyst achieve rates were
significantly different between the study groups and more embryos were obtained in the boric acid
group (p <0.05). In these study groups, no statistically significant difference was observed in dose-
dependent embryos, but numerically difference was observed. However, more embryos were obtained
in both study groups than the control group.

In conclusion, a statistically significant difference was observed between the groups in the
number of embryos obtained by supplementing antioxidant to the in vitro embryo culture medium.
While there was no statistical difference between the study and control groups, more embryos were
obtained in the study groups. Therefore, dose-dependent supplemening different antioxidants in vitro
culture is thought to contribute to embryo development.

Key words: Antioxidant; boric acid; bovine; in vitro embryo culture; pentoxifylline.



1. GIRIS

1.1. 1In Vitro Fertilizasyonun Tanim

In vitro fertilizasyon, mature olmus sigir oositlerinin ve kapasite olmus
spermatozoonlarin laboratuvar ortaminda fertilize edilmesi olarak tanimlanmaktadir.
In vitro fertilizasyonun basarisin1 spermatozoonun kapasitasyonu ve oositin
maturasyonu etkilemektedir. Bunun icin in vitro fertilizasyon 6ncesinde; mezbahadan
elde edilen ovaryumlardan ya da ovum pick up (OPU) yardimi ile disi hayvanlarin
ovaryumlarindan toplanan immature oositler laboratuvar ortaminda mature edilmekte,
secilen boga spermalari ise laboratuvar ortaminda kapasite edilerek fertilizasyon

islemine hazir hale getirilmektedir (Hafez 1993, Kanagawa ve ark 1995).
1.2. In Vitro Fertilizasyonun Avantajlari

Ciftlik hayvanlarinda yapilan hiicresel ve molekiiler diizeydeki embriyo
caligmalari, uygulanabilirliginin smirli ve zor olmasi nedeni ile saha sartlarinda
yaygmlastirilamamistir. Ancak in vitro fertilizasyon yodntemi ile gerekli deneysel
materyalin disiik bir maliyet ile elde edilebilecegi ortaya konulmustur. Ayrica
embriyo transferi teknolojisinde donor hayvanlarin sliperovulasyonunun pahali olmasi
ve hayvan lizerinde ¢ok fazla uygulama yapiliyor olmasi hem maddi yonden hem de
etik yoninden in vitro fertilizasyon i¢in bir ortam olusturmustur. Son 10-15 yillik
strecte yiiksek verimli hayvanlarin mecburi kesime sevk edilmesi ve bu hayvanlarin
genetik varliginin stirdiiriilmek istenmesi in vitro fertilizasyon ¢alismalarinin artisina
katkida bulunmustur (Galli ve ark 2003, Gordon 2004).

1.3.  In Vitro Fertilizasyonun Tarihgesi

In vitro fertilizasyon (IVF), in vitro kosullarda embriyo elde edilmesinin genel
tanimi olarak kullanilmaktadir. IVF; in vitro maturasyon (IVM), in vitro fertilizasyon
(IVF) ve in vitro kiiltiir (IVC) adimlarindan olusmaktadir. Chang ve Austin tarafindan
1951°de tavsanlarda ve siganlarda yapilan bir ¢alisma ile fertilizayon igin spermanin
kapasitasyonunun gerekliligi bildirilmistir. Ayrica IVF teknigi ile ilk yavru alinan
memelinin de tavsan oldugu bilinmektedir (Austin 1957, Chang 1958). Ancak sigirlar
ve diger memeli hayvanlarda, laboratuvar hayvanlarinda uygulanan IVF teknigi ile

uzun siire basar1 saglanamamustir. Sigirlar i¢in ilk basarili IVF uygulamasi 1977

1



yilinda rapor edilmistir. Iritani ve Niwa (1977) spermayi farkli hayvanlarin uterusunda
kapasite etmeyi denemis ve on yil siiren ¢aligmalar1 sonunda oositlerin mature edilerek
ineklerin oviduktunda dollenebilece§i ve buzag iiretilebilecegi gosterilmistir. IVF
yontemi ile ilk canli buzagi Brackett ve ark (1982) tarafindan elde edilmistir. Daha
sonralarda Hanada ve ark (1986) tarafindan sperm kapasitasyonu kalsiyum iyonofor
ile yapilarak fare oviduktunda kiiltiire edilen zigottan ilk ikiz buzag: elde edilmistir.
Irlanda’daki University College Dublin’de Lu ve arkadaslar1 tarafindan 1987°de in
vitro maturasyon, in vitro fertilizasyon ve in vitro kualtlrin tamami laboratuvar
ortaminda gergeklestirilerek ilk buzagi elde edilmistir. 1980’lerde IVF embriyo
transferi teknolojileri arasinda sadece bir arastirma teknolojisi olarak yer bulmustur
(Hasler 2014, Moore ve Hasler 2017). Sigirlarda yapilan in vitro fertilizasyon
calismalari giderek artmistir. In vitro fertilizasyon calismalari 2000°1i yillarda OPU ile
desteklenmistir ve son on yilda ise in vitro fertilizasyon ¢alismalar1 genetik diizeye
tasinmustir (Hasler 2014). Memelilerin in vitro fertilizasyon ¢alismalari ¢izelgel.1’de
6zetlenmistir (Gordon 2004).

Cizelge 1.1. Memelilerde in vitro fertilizasyon ¢aligsmalarinin tarihi gegmisi (Gordon
2004).

Olay Arastirici
Tavsanlarda embriyo transferi Heape (1890)
Embriyo transferiyle kuzu ve oglak dogumu Warwick ve Berry (1949)
Embriyo transferinden domuz elde edilisi Kvansnickii (1951)
Embriyo transferinden buzagi dogumu Willett ve ark. (1951)
Tavsanlarda in vitro fertilizasyon Chang (1959)
Sperma kapasitasyonu ile in vitro fertilizasyon Yanagimachi ve Chang (1963)
Insan oositi in vitro fertilizasyonu Bavister ve ark., Edwards ve ark. (1969)
Embriyo dondurma sonrasi ilk buzagi Wilmut ve Rawson (1973)
Embriyo transferi sonrasi ilk tay eldesi Oguri ve Tsutsumi (1974)
S1g1r oositi in vitro fertilizasyonu Iritani ve Niwa (1977)
IVF embriyodan ilk insan dogdu Stepteo ve Edwards (1978)
IVF embriyodan ilk buzag:1 dogdu Brackett ve ark. (1982)
Niikleer transfer yoluyla ilk koyun dogdu Willadsen (1986)
IVF, IVM yapilan oositten buzagi Hanada (1986)
IVP embriyodan ilk ikizler dogdu Lu ve ark. (1988)
Klonlama yoluyla ilk canli (Dolly) Wilmut ve ark. (1997)




1.3.1. Tiirkiye’de Yapilan in Vitro Fertilizasyon Calismalari

Ulkemizde Veteriner Hekimlikte gerceklestirilen in vitro fertilizasyon
calismalari ilk olarak 80°li yillarin baslarinda yapilmistir. Bu alanda Tekeli (1984)
““Tavsan Ovumlarmnin In Vitro Fertilizasyonu Uzerine Caligmalar’” adli doktora tezi
ile ilk calismay1 gerceklestirmistir. Ilerleyen zamanlarda in vitro fertilizasyon
calismalar fareler tizerinde de uygulanmustir (Kiligoglu 1985, Tekeli ve ark 1990,
Tekeli 1992). Sigirlar {izerindeki ilk ¢alismalar 90’11 yillarda yapilirken (Birler 1997,
Birler ve ark 1998) koyunlar {izerinde ise 2000°1i yillarda gergeklestirilmistir (Birler
ve ark 2002). Sigirlarda in vitro fertilizasyon teknolojisi kullanilarak elde edilen ilk

buzagi Akyol ve ark (2007) tarafindan yapilan bir ¢alisma sonucu dogmustur.

1.3.2. Giiniimiizde In Vitro Fertilizasyonun Durumu

IETS verilerine gore son 15 yilda in vitro fertilizasyon calismalarin giderek
arttig1 ozellikle son 4 yilda daha da fazla oldugu bildirilmistir. IETS nin 2016 y1l1 in
vitro elde edilen embriyo sayilar1 Gizelge 1.2.°de ve taze transfer edilen embriyo

yiizdeleri ise ¢izelge 1.3.’te verilmistir.

Cizelge 1.2. IETS 2016 in vitro embriyo transfer verileri (Perry 2017).

Mezbaha
materyalinden

OPU ile elde edilen elde edilen
BOLGELER oositlerden in vitro Gretilen oositlerden in
embriyo transfer sayisi vitro Uretilen

embriyo transfer

sayisi
AFRIKA 625 0
ASYA 0 0
AVRUPA 14.059 173
K. AMERIKA 131.497 12
AVUSTRALYA 6.434 12
AVUSTRALYA 295.498 0
GENEL TOPLAM 448.113 197



Cizelge 1.3. IETS 2016 in vitro embriyo taze transfer verileri (Perry 2017).

BOLGELER IVF TAZE TRANSFER EDILEN EMBRIYO (%)
2013 2014 2015 2016
AFRIKA 66,5% 87,6% 60.6% 88.5%
ASYA 57.2% - E 50.1
AVRUPA 76.6% 78.8% 73.5% 65.1%
G. AMERIKA 81.0% 76.7% 61.5% 67.1%
AVUSTRALYA 44.4% 39.2% 73.5% 42.3%
K. AMERIKA 95.1% 84.0% 77.9% 79.2%
GENEL o . . .
TOPLAM 89.8% 81.3% 72.9% 74.0%

1.4.  Oogenezis

Tidm memelilerde oogenezis erken fotal ddnemde baslamakta ve pubertasta son
bulmaktadir. Oogenezis, disi esey hiicresi olan oositin gelisip olgunlagsma evresine
verilen isimdir. Qogenezis; c¢ogalma, biiyiime ve olgunlasma evrelerinden
olugsmaktadir (Assey ve ark 1994). Bazi kaynaklar oogenezisi prenatal ve postnatal
maturasyon olmak Uzere iki evrede incelemektedir (Leeson ve ark 1998). Fotal
donemde; cinsiyet farklilasmasini takiben disi primordial germ hicreleri, mitoz
boliinme ile gogalarak oogoniumlari olustururlar ve oogoniumlarda mitoz bolinme ile
sayilarini artirabilmektedirler. Cogalma evresinde, oogoniumlar I. mayoz bélinmenin
profaz safhasma girerler ve bu donemdeki oogoniumlar artik primer oosit olarak
adlandirilirlar. Primer oositlerin ise tek katli yassi epitel ile sarilmasiyla primer
follikiller sekillenmektedir. Primordial follikUllerin icerisinde bulunan primer oositler
pubertasa kadar 1. mayoz boliinmenin profaz asamasinda beklemektedirler. 1. mayoz
bolinme preovulator follikiil olgunlugu gerceklesene kadar oosit niikleusu dinlenme
safhasinda kalir ve bu safhaya diklate nukleus adi verilmektedir. Follikiller pubertaya
ulasildiginda preovulator gelisimlerini gonodotropinlerin etkisi ile tamamlayarak
mayoz bolinmeye kaldiklar1 yerden devam edebilmektedir. Olgunlagsma evresi,
birbirini takip eden ¢ift mayoz bdliinmeden olusmaktadir. Mayoz [I’in profaz
everesinde bekleyen oosit, metafaz II’ye kadar boliinerek gelisim gosterir. Oositin
nikleusu plazma membranina dogru hareket eder ve membran kaybolur. Bunun
sonucunda sitoplazmanin ¢ogu ile kromatinin yarisini i¢eren sekonder oosit olusur.
Diger kromatini i¢eren sitoplazmali kisim ise polar cisimcik olarak atilir (Bearden ve

Fuquay 1992).



Inek, koyun ve domuzda ovulasyon &ncesi sekonder oosit olusumu ovulasyondan
birka¢ saat Oncesinde tamamlanir iken, kdpek ve kisrakta bu olay ovulasyon
sonrasinda tamamlanmaktadir (Leeson ve ark 1998). Turlerde ovulasyon éncesi Il.
mayoz boliinme baslar ve ovulasyon zamaninda metafaz Il safhasina ulasirlar. Ulasilan
bu safthaya olgunlasma asamasi denilmektedir ve oviduktta fertilizasyonun
sekillenmesi ile sonlanmaktadir. Boylelikle II. olgunlagsma evresi tamamlanmaktadir.
II. olgunlagsma evresi sonucunda diploid sekonder oositten (2n), haploid oosit (n)
meydana gelmektedir. Sonug olarak primer oositten, ovum meydana gelmektedir (Otlu
2015).

1.5. Sigirlarda in Vitro Embriyo Uretimi

In vitro fertilizasyon ile embriyo iiretimi, tiim asamalar1 laboratuvar ortaminda
gerceklestirilen bir yardimci iireme teknigidir. In vitro fertilizasyon teknigi bazi

asamalardan olusmaktadir (Sekil 1.1.). Bu asamalar;

1. Ovaryumlardan oosit elde edilmesi
a. Mezbaha materyalinden
- Aspirasyon teknigi
- Dilimleme teknigi
- Diseksiyon teknigi
b. Canli hayvandan ovum pick up (OPU) yontemiyle
2. Oositlerin maturasyonu,
3. Fertilizasyon,
4. Embriyo kulttrinden olugmaktadir (Saleh 2017).



] Ovaryumdan follikil aspirasyonu ile oosit eldesi
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Sekil 1.1. in vitro embriyo iiretim asamalar1 (Gordon 2003).

1.5.1. Ovaryumlardan Oosit Elde Edilmesi

Ovaryumlardan immatiir oosit elde edebilmek igin ¢ogunlukla iki ydntem
kullanilmaktadir. Bunlardan birincisi mezbahada kesilen disi hayvanlarin
ovaryumlarindan, ikincisi ise canli hayvanlardan ovum pick up (OPU) yontemi ile

gerceklestirilmektedir (Kaymaz 2012).



A. Mezbaha materyalinden oosit elde edilmesi

Mezbaha materyalinden oosit elde edilmesi icin; follikil aspirasyon teknigi,
dilimleme teknigi ve diseksiyon teknigi kullanilmaktadir. Bu amagla en ¢ok kullanilan

yontem follikiil aspirasyon teknigidir (Gordon 2003).
Follikul aspirasyon teknigi

Ineklerde en yaygim kullanilan tekniklerden bir tanesidir. Ovaryum tzerindeki
antral follikiller pipet, vakumlu aspirasyon ignesi veya enjektor yardimi ile aspire
edilmektedir. Bu teknigin diger yontemlere gore avantaji daha hizli uygulanabilir
olmasidir. Hizli oosit elde etmek de embriyo iiretim initeleri i¢in oldukga tercih
edilebilir bir kriterdir. Bu yontem ile 2-8 mm biiyiikliigiindeki antral follikiiller aspire
edilmektedir. Aspirasyon igin 18-22-g, contasiz, 10-20 mL’lik enjektorler tavsiye
edilmektedir (Gordon 2003). Ancak Fry ve ark (1998) mevcut olan primer oositlerin
sayisint ve kalitesini optimize etmek amaciyla, aspirasyon basinci ve yikama
yonteminin oosit toplama tzerine etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda en iyi oositin,
17-g igne ve 55/mmHg basing ile elde edildigi sonucuna ulagsmislardir. Yapilan bu
caligma, vakumda artis olmasi kumulussuz ve kalitesiz oosit sayisinda artisa neden

oldugunu gostermektedir.

Hashimoto ve ark (2000) ise yaptiklar: ¢alismalarda en fazla kaliteli oositi 40
mmHg basing ve 18-g igne ile elde etmislerdir. Aspirasyon yontemi ile ovaryum
bagma ortalama 13.9 £ 2.3 oosit elde edildigi ve bunlarinda ortalama %45-50’sinin

kullanilabilir kalitede oldugu bildirilmektedir.
Dilimleme teknigi

Mezbaha materyalinden immatir oositleri elde etmenin diger yontemi ise
ovaryumlarin dilimlenmesidir. Bu islem sirasinda ovaryum bir forseps yardimi ile
tutulmakta ve iizerindeki follikiiller bistiiri yardimi ile kesilmektedir. Bu islem
onceden hazirlanmais, igerisinde yikama soliisyonu bulunan 90 mm’lik petri igeriside
gerceklestirilmektedir. Follikiillerden elde edilen oositler yikama soliisyonuna
bosaltilmakta ve mikroskop altinda incelenmektedir (Saleh 2017). Wang ve ark
(2007), dilimleme teknigi ile aspirasyon teknigine kiyasla daha fazla sayida oosit elde
ettiklerini bildirmislerdir. Ayrica Hoque ve ark (2011) dilimleme teknigi ile ovaryum



basina diisen oosit sayisinin da daha fazla oldugunu belirtmektedirler. Ancak (Wang
ve ark 2007) aspirasyon yontemi ile elde edilen oositlerin daha kaliteli oldugunu ve
dilimleme teknigi ile karsilastirildiginda islemin daha kisa siirdiigiini ifade
etmektedirler. Dilimleme yontemi ile ovaryum basina ortalama 10.7 oosit elde edildigi
ve bunlarin ise 9.7 sinin kullanilabilecek kalitede oldugu bildirilmektedir (Carolan ve
ark 1994, Vincenti ve ark 1998).

Bazi kaynaklarda, dilimleme ydnteminin aspirasyon teknigi ile kombine
kullanildig: da bildirilmektedir. Bunun icin énce ovaryum tzerindeki follikiller aspire
edilmekte, sonrasinda ise dilimlenmektedir. Bu yontem ile elde edilen oosit sayisinin

arttig1 ifade edilmektedir (Gordon 2003, Hoque ve ark 2011).

Vincenti ve ark (1998), Piedmont sigirlarinin ovaryumlarinin dilimlenmesiyle
ovaryum basina 10.7 oosit elde ettiklerini ve elde edilen oositlerin gogunun (ovaryum
basma 9.7) calismalarinda kullanilabilecek kalitede oldugunu belirtmislerdir. Ayni
calismada aspirasyon, dilimleme, diseksiyon teknikleri kiyaslanmis ve aspirasyon
teknigi ile elde edilen kumuluslu ve kaliteli oosit sayisinin diger iki teknige gore dort
kat daha az oldugu bulunmustur. Fazla sayida kullanilabilir kalitede oosit elde etmek
icin dilimleme tekniginin diger yoOntemlere kiyasla en iyi ydntem oldugu

bildirmektedir (Gordon 2003).
Diseksiyon teknigi

Diseksiyon yodnteminde, ovaryum (zerindeki follikiller diseke edilerek
ayrilmaktadir. Diseke edilen follikiiller 6nceden hazirlanmis toplama sivisi bulunan
petrilere bosaltilmaktadir. Bu sayede elde edilen oositlerin kumulus hucreleri
minumum dlzeyde zarar gérmektedir. Diseksiyon yontemi ile elde edilen oosit
sayisinin oldukga yiiksek oldugu ve bu yontemle elde edilen oosit kalitelerinin de daha
iyi oldugu bildirilmektedir. Bu yontem ile ovaryum basina ortalama 32-44 arasi oosit
elde edildigi ifade edilmektedir. Diseksiyon yontemi ile atretik ve atretik olmayan
folliktllerin daha kolay identifiye edilebilmesi yontemin avantaji olarak
gorulmektedir. Ancak bu yontem oldukga tecriibe gerektirmektedir (Carolan ve ark
1994, Gordon 2004).



B. Canh hayvanda ovum pick up (OPU) yontemi

Ovum pick up (OPU) yonteminde, oositler canli hayvanlarin ovaryumlari
uzerindeki follikillerin aspire edilmesi ile elde edilmektedir. OPU, ultrason probu,
aspirasyon pompasi ve aspirasyon igne sisteminin varhiginda gerceklestirilebilen
sistematik non-invaziv bir tekniktir. OPU’nun insanlar tizerindeki kullanimi, sigirlarda
da kullanilabilecegi diisiincesini ortaya koymustur. Callesen ve ark (1987), OPU ile
sigir follikuler oositlerinin aspirasyonu ilk olarak Danimarka'da gergeklestirmistir.
Pieterse ve ark (1988) ise insanda kullanilan bir OPU sistemini veteriner sahaya
modifiye etmistir. OPU’nun si1g1r uygulamalar1 sonrasinda canli dondrlerden embriyo
elde etmek icin esnek ve tekrarlanabilir bir yontem oldugu sonucuna ulasilmistir
(Pieterse ve ark 1991). OPU, Multiple Ovulasyon ve Embriyo Transfer (MOET)’in
aksine donorlerin daha sik kullanilabilirligini saglamasi yoniinden avantaj olarak
gorulmektedir (Faber ve ark 2003, Pontes ve ark 2010). OPU ydnteminin; postpartum
2-3. haftada, gebelikte ve 6 aylik yastan itibaren buzagilarda kullanilabilir olmasi
konvansiyonel ve pratik bir alternatif oldugunu gostermektedir (Galli ve ark 2001,
Besenfelder ve ark 2012, Qi ve ark 2013).

OPU teknigi, oositin sadece mezbaha materyalinden elde edilmedigini de
ortaya koymustur. Bu yontemin kullanilmasi ile 0stin genetik 6zelliklere sahip
donorlerden kisa slirede daha fazla embriyo elde edilebilmistir. Ayrica OPU teknigi in

vitro fertilizasyon calismalarinin da basarisini artirmistir (Galli ve ark 2004).

Yapilan ¢aligmalar da OPU teknigi ile hem in vitro hem de in vivo yontem ile
buzagi elde edildigi bildirilmektedir (Maclellan ve ark 1998, Santi ve ark 1998,
Majerus ve ark 1999).

1.5.2. Oositlerin Kalite Degerlendirmesi

Sigir oositlerinin in vitro maturasyon islemi i¢in sec¢imi, bazi temel gorsel
morfolojik degerlendirmeler sonucunda olmaktadir. Mikroskop esliginde, oositlerin
simiflandirma semalar1 olusturulmustur. Bu semada; oositin sitoplazma yogunlugu,
oosit cevresindeki kumulus hiicrelerinin yogunlugu ve goriilebilir bazi morfolojik

Ozellikler yer almaktadir.



Cizelge 1.4. Sigir oositlerini degerlendirmede kullanilan kriterler (Gordon 2003).

Kategori Kumulus oosit kompleks durumu
Kriter
1 Kompakt ve ¢ok katmanli kumulus, ooplazmasi homojen, kumulus

oosit kompleksi (COC) agik ve seffaf.

koyu ve duzensiz.

2 Kumulus yapisi ¢ok katmanli, ooplazmasi homojen, kalin gérinim ve
zonada koyulasma, COC daha koyu ve daha az transparan.

3 Kumulus yapisi olduk¢a az katmanli, ooplazma duzensiz ve koyu
kiimelenmelere sahip, COC 1 ve 2.’ye gore oldukga koyu.

4 Kumulus hiicreleri genislemis ve daginik, ooplazma diizensiz, COC

Cizelge 1.5. Sigir oositlerinin se¢iminde Beltsville kriterleri (Gordon 2004).

Oosit tipi

Kumulus karakteri

Sitoplazma karakteri

Iyi kalite

Cok katli kumulus ve

sitoplazma net gorulebilir

Yogun, ince graniilli

Orta ve vasat kalite

Birkag katl1 ya da yarisindan
daha az1 kompakt kumulus
ile kapli ve net goriilmeyen

sitoplazma

Degisebilen
yogunlukta, kiguk ve
orta blyuklikte

grandlli

Kalitesiz

Kismen ya da tamamen
genislemis kumulus,
hlcresiz ve kumulussuz
iskelet, asir1 biiylik veya

kicuk oosit.

Kalin graniiller ¢ok agik
ve ¢ok koyu alanlarda
dagilmis, sitoplazma
acik kahve ya da siyah,

diizensiz oosit

Ayrica oositlerin;

kumulus genislemesi,

maturasyon ve fertilizasyon

oranlarinda gizelge 1.4’e gére degismektedir. Immatiir oositler, kumulus hiicrelerinin

dagilimina gore A, B, C ve D olarak siniflandirilmaktadir (Cetica ve ark 1999).
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A Kalite; Zonanin gevresinde kumulus hiicreleri 5 veya daha fazla kat olarak

gorulmektedir.

B Kalite; Zona cevresinin 1/3’iinden fazlasin1 kumulus hiicreleri 2 veya daha az kat

olarak kaplamaktadir. Ya da az bir kisminda kumulus olmayabilir.

C Kalite; Oositler genellikle tamamen ¢iplak ya da B kalite oositten ¢ok daha az
kumulus hucresine sahiptir.

D Kalite; Kumulus hiicreleri 6riimcek agi gibi ya da sismis goziikmektedir (Kaymaz
2012).

Bazi kaynaklarda A sinifi oositlerin biiylik bir kisminin (%87,7) germinal
vezikiill (GV) asamasinda oldugu bildirilmektedir. Ayrica A sinifi oositlerin diger
siniflara oranla mayotik olgunlagmasinin daha yiiksek (%76,5) oldugu belirlenmistir
(Cetica ve ark 1999). Bu nedenle in vitro fertilizasyon c¢alismalarinda A ve B kalite
oositler maturasyona alinmaktadir ve C-D kalite oositlerin ise degerlendirmeye

alinmadig bildirilmektedir (Gordon 2003).

Oositlerin maturasyon kalitesini; oosit biiyiikliigii, kumulus hiicrelerinin varlig

ve ovaryumlarin alindiklari hayvanlarin 6zellikleri gibi faktorler etkilemektedir
(Gordon 2003).

Oositlerin maturasyon kalitesini etkileyen bir diger faktor de aspire edilen
follikiiliin biiytlikliiglidiir. Bunun i¢in ovaryum tizerindeki 2-8 mm biiytikliigiinde olan
follikiillerin aspirasyonu Onerilmektedir. 2 mm’den kiigiik veya 8 mm’den biiyiik
folliktllerin  aspirasyonu sonucu kiiltire edilen oositlerden diisiik kalitede
embriyolarin elde edildigi bildirilmektedir (Katska ve Simorak 1984, Carolan 1994).

bl
|
K P
[“ .

e

Sekil 1.2. A, B, C ve D kalite oositler (Hasler 2017).
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1.5.3. Qositlerin in Vitro Maturasyonu (IVM)

Oositler, iki organizmanin genetik bilgilerinin toplandig1 bir havuz
olmasindan dolayi iireme sisteminin 6zel hiicreleridir. Oositler gelisimi i¢in bir dizi
molekiiler ve sekilsel degisikliklere ugramaktadir. Oositler, embriyonik siiregte
ovaryum korteksinde bulunan embriyonik germ hicrelerinin mitozu sonucu ortaya
cikmaktadir. Mitotik proliferasyon, fetal hayatin 7,5 ayma kadar tamamlanmaktadir.
Bu olay germ hiicreleri mitozunun, dogum 6ncesinde tamamlandigini gostermektedir.
Sonrasinda ise mitotik aktivite durmaktadir. Bu asamadan sonra germ hiicreleri
mayoz bolinmenin profaz sathasina girmekte ve oogoniyuma doniismektedir. Daha
sonraki biiyiime ve maturasyon siirecinde oogonia gelisir ve mature olmus oositlere

doniistir (Alexander 2012).

Oositlerin olgunlagmasi hem sitoplazmik hem de hiicresel sekilde olmaktadir.
Germ hiicresi olusumu igin diploit somatik hiicre bir haploit hiicreye doniisiir.
Fertilizasyon sirasinda da spermin oosite fiizyonu sonucu, haploit iki hiicre birleserek
her iki ana hiicreden elde edilen karisik genomlu diploit bir hiicre (zigot) olusumu
gerceklesmektedir. Somatik hiicrelerin germ hiirelerine doniisiimiinde mayotik
boliinme sirasinda, kromozom sayilarinda azalma goriilmektedir. Bu siiregte
sitoplazmada da maddelerin birikimine bagli olarak degisiklikler meydana
gelmektedir. Disi bireylerde gorilen esit olmayan boliinmeler nedeni ile erkek

bireylere oranla daha fazla sitoplazmaya sahiptirler (Alexander 2012).

In vitro ortamda 00sit maturasyon oraninin, in vivo ortama gére daha diisiik
oldugu bildirilmektedir. Oositin in vitro kosullardaki maturasyon oraninin diisiik
olmasmin nedeni, follikiiler sivi iceriginin tam olarak bilinememesinden
kaynaklanmaktadir. Ayrica maturasyon basarisini, kullanilan oositin kalitesi de blyuk
Olcude etkilemektedir. Bu amagla in vitro ortamda oosit maturasyonunu daha iyi bir
sekilde gerceklestirebilmek i¢in, follikiiler stvinin metabolik analizinin yapilmasi ve
oosit kalitesinin karakterize edilmesinin fayda saglayabilecegi bildirilmektedir
(Wrenzycki 2018).

Oositin nukleer maturasyonu

Nukleer maturasyon, oositin mayoz bélinmesi sirasinda gergeklesmekte ve

germinal vezikiil asamasindan metafaz-11"ye kadar olan siireci kapsamaktadir.
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Bu faz somatik hicrelerin mitoz boélinmesine benzer sekilde ger¢eklesmektedir ve

bazi fazlardan olusmaktadir. Bunlar;

Sentez faz: (S): Bu fazda DNA replikasyonu olmaktadir. Molekiillerin sentezi igin
annenin hiicreleri gereklidir ve iki disi hiicre arasinda genetik dagilim

gerceklesmektedir.

Mitotik veya mayotik faz (M): Bu fazda kromozomlar ve sitoplazma ikiye bolunur ve

disi hiicrelere dagilirlar.

Gelisim ya da GAP fazi (G): M ve S faz1 arasinda sekillenmektedir. Bu iglemin
mitozdan farki birbirini takip eden iki S fazini icermesi ve sonucunda diploit
hiicrelerin olusmasidir. Miyotik hicre donglsu sonucu nikleer materyalin
kopyalandig1 premiyotik bir fazdan énce gelir ve bdylelikle tim hticreler diploit olur.
Sonrasinda mayoz boliinme sekillenir. Mayoz boliinme mayoz-1 ve mayoz-11 olmak
tizere iki kisimdan olusmakta ve bu boliimler birbirinden interkinezis ad1 verilen bir
aralik ile ayrilmaktadir. Mayoz boliinme asamalari mitoz boliinme ile asamalari ayni
isimlere sahiptir. Bu asamalar profaz, metafaz, anafaz ve telofazdir. Diploten;
mayozun ilk boliinme fazidir, kromatinler daginiktir ve despiralize olmustur.
Germinal vezikul mevcuttur. Diakinezis; mayoz-I’in profaz asamasmin sonudur.
Kromozomlar 4 kopya olmus ve germinal vezikiilde parcalanma (GVBD) meydana
gelmistir. GVBD olayi, diakinezis sirasinda niikleer membranin katlanmaya
baslamasi, niikleer gozeneklerin kaybolmasi ve daha sonra niikleer membran
parcalariin ¢ift duvarli kiiciik keselerden ayrilarak hizla kaybolmasi seklinde
gerceklesmektedir. Sigirlarda, GVBD follikil ya da ovulator LH salinimi
gerceklestikten sonra meydana gelmektedir. Metafaz-1; ekvatorda maksimum
yogunlukta kromozom lokalize olmaktadir. GVBD sonucu olarak da oosit etrafindaki
kumulus hiicreleri ve baglantilar1 parcalanir. Anafaz-1; yogunlasmis kromozomlar
kutuplara cekilir. Telofaz-1; bir grup kromozom dejenere olur oosit ile perivitellin
bosluk arasinda polar body-I"i olusturular. Metafaz-11; ikinci mayoz béliinme baslar
ve kromozomlar oositin ekvatorundadir. Anafaz-11/Telofaz-1l; spermatozoa oosit
sitoplazmast icine girer. ilk mayoz boliinmede kromozomlar rekombinasyonla eslesir
ve degis tokus yaparlar. Hiicre sayisi 2 katina ¢ikarilir ancak kromozom sayis1 hiicre

basina diisen kromozom sayisinin yarisina neden olmaz. Mayoz-1I’de ise hiicre

13



sayisinin azalmasi i¢in mitoz benzeri bolinme gerceklesir (Monniaux ve ark 2009,
Tripathi ve ark 2010, Brunet ve Verlhac 2011, Alexander 2012).

Spermatozoonun mayoz boélinmesi sonucu baslangigta diploit hiicreden dort
adet haploit hiicre tretimi gergeklesirken, oositin mayoz bélinmesinde ise bir diploit
hlicreden sadece bir adet oosit elde edilmektedir. Her bir mayoz bélinmede, hiicre
ciftlerinden biri primer kutup cisimcigi seklinde diger hiicrenin gévdesinde gelisimini
tamamladig1 bildirilmektedir. Disi esey hiicreleri arasinda Sitoplazmanin mayotik
dagilimi esit degildir. Maturasyonunu tamamlayan hicre, kutup govdesini
olusturacak kiigiik bir miktar ile sitoplazmanin gogunlugunu alir. Olusan primer polar
body’nin dejenere olan kromozomlarinin fonksiyonsuz oldugu ve gorilmedigi bir
sekilde yuzeyden atildigi bildirilmektedir. Tiim bu olaylar sirasinda ve sonrasinda
kromozomlarin pronikleus igerisinde despiralize oldugu ifade edilmektedir.
Fertilizasyon sirasinda olusan haploit disi esey hiicresi diploit hiicre olusturmak igin
erkek haploit esey hiicresi ile birlesmekte ve diploit bir organizma olan zigotu
olusturmaktadir (van den Hurk ve Zhao 2005, Kimura ve ark 2007, Grgndahl 2008).

Oositin sitoplazmik maturasyonu

Sitoplazmik maturasyon, oosit bllylimesini, oosit organellerinin yapisindaki ve
dagilimindaki degisiklikleri ve daha fazla gelisebilmek i¢in gerekli olan biyolojik aktif
maddelerin birikimini ifade eder. Basta mitokondri olmak iizere organellerin
pozisyonu ve yapisinda metafaz-1I agsamasina kadar kompleks degisiklikler meydana
gelmektedir. Sitoskeletal mikroflamentler ve mikrotubulleri igeren sitoplazma,
kromozomlarin ayrimi sirasinda niikleer maturasyona biyiik oOl¢iide yardimer
olmaktadir. Sitoplazma igerisinde bulunan ribozomlar, oosit maturasyonu ve sonrasi
icin gerekli olan peptitleri tiretmektedir. Dolayisiyla sitoplazmik maturasyon, ATP,
mRNA’lar, proteinler ve transkripsiyon faktorlerinin depolanmasini i¢ermektedir
(Brevini ve ark 2007, Miyano ve Manabe 2007, Ferreira ve ark 2009). Nukleer
maturasyonun yeniden baslatilmas1 sonrasinda protein sentezi hizla aktive edilmekte

ve mRNA’nin 6nemli bir kism1 bozularak 6lmektedir (Aerts ve Bols 2008).

Sitoplazmada metabolik maddelerin depolanmasi oosit biiylimesini indiikler.
Memelilerin oositleri iki farkli karakteristik yapida biiyiimektedir. Ik olarak biiyiime,

gelistigi follikiil ile gecici olarak baglantilidir, ikincisinde ise follikiil ovulasyona
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kadar biiyiimeye devam etmesine ragmen oosit mevcut biiylikliigiinii korumaktadir.
Birinci biiyiime fazi sirasinda oositlerde depolanan makromolekiller ve organeller
mayozun ilerlemesinden sorumludur. Ayrica bu makromolekiiller; penetre olan
spermatozoonun  yogunlastirilmasi, bir erkek proniikleusunun  olusmasi,
fertilizasyonun sekillenmesi, zigot olusumu ve 6-8 hiicreli asamaya ulasilmasindan da

sorumludur (van den Hurk ve Zhao 2005).

Follikiil igerisindeki oositin biiylimesi ve gelismesi kumulus ve granuloza
tabakas1 ¢evresindeki somatik hiicrelere de baglidir. Bu hiicreler ile oosit arasinda
gap birlesimleri ile baglant1 kurulmaktadir. Oosit gelisimi i¢in gerekli olan enerji ve
substratlar (niikleosit, amino asit, fosfolipit ve iyonlar) bu baglanti vasitasi ile
tasinmaktadir (Feng ve ark 2007, Mermillod ve ark 2008, Sirard 2016). Somatik
hicrelerdeki defektler veya gap birlesimleri arasindaki baglanti hatalari, oositin
optimal biiyiiklige ulagsmasini, maturasyonunu ve fertilizasyonunu onleyebilir (Hutt

ve Albertini 2007).

Sitoplazmik ve niikleer maturasyonun senkronizasyonu oositlerin daha fazla
gelisimi i¢in gerekli olan 6n kosuldur ve in vitro embriyo {iretiminde goz Oniinde

bulundurulmasi gereken bir unsurdur (Eppig ve ark 2004).
1.5.4. 1in Vitro Maturasyonu Etkileyen Faktorler ve Maturasyon Ortami

In vitro ortamda bagarili bir maturasyon sonucunda, oositin fertilize olabilmesi
ve embriyonun gelisimini saglayabilmesi gerekmektedir. Ancak oositin maturasyon
basarisini; follikiiliin ve oositin capi, Ostriis siklusu, oositin maturasyonu i¢in
kullanilan vasatlar ve igerigi, oositi elde etme teknigi ve elde edilen hayvanin

ozellikleri etkilemektedir (Kaymaz 2012).

Sig1r oositleri genellikle in vitro maturasyon igin genellikle %5 CO: igeren bir
ortamda 38,5 °C sicaklikta 20-24 saat siire ile inkiibe edilmektedir. Inkiibasyon
sonrasinda kumulus ekspansiyonu veya primer polar body olusumlarindan herhangi

birinin goriilmesi maturasyon olarak degerlendirilmektedir (Alexander 2012).

In vitro maturasyon i¢in; Tissue Culture Medium (TCM-199), Sentetik
Ovidukt Sivist (SOF), North Carolina State University (NCSU-37) ve ve Ham’s F10a

gibi bir¢ok vasat tercih edilmektedir. Bu vasatlara; hormonlar, sigir serum albiimini,
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follikiil sivisi, biiyiime faktorleri, vitaminler, serumlar ve farkli antioksidan madde
ilaveleri yapilabilmektedir. Yapilan her ilave, maturasyon vasatini daha da

iyilestirmeye yoneliktir (Strejcek ve Petrovicova 2012).
1.5.5. In Vitro Fertilizasyon (IVF)

In vitro fertilizasyon oosit maturasyonu, Spermanin Seperasyonu Ve
kapasitasyonunu igeren kompleks bir mekanizmadan olusmaktadir. IVF kapasite
olmus sperma ile mature olmus oositi laboratuvar ortaminda bir araya getirilmesi ve
bu iki hiicrenin niikleuslarinin kaynasmasi islemidir. IVF yontemi ile ilk canli buzagi

1986’da Japonya’da elde edilmistir (Gordon 2003).

IVF caligmalarinda en onemli adimlardan biri, kullanilacak spermanin
secimidir. Secilen spermanin oositi fertilize edebilmesi icin bir maturasyon sireci
gecirmesi gerekmektedir. Spermatozoonlar bu surecte kapasitasyon, hiperaktivasyon
ve akrozom reaksiyonu gibi degisikliklere ugramaktadir. In vivo ortamda
spermatozoonlarin  hiperaktivasyon ve kapasitasyon degisimleri oosit ile
karsilasmadan 6nce disi genital kanalda gergeklesmektedir. Akrozom reaksiyonu ise,
oositin kumulus hiicreleri ve zona pellusidasina penetrasyonu sirasinda baglar. Disi
genital kanalda spermatozoonun gecirdigi bazi biyokimyasal degisikliklere
kapasitasyon denilmektedir. In vitro fertilizasyon calismalarinda, disi genital kanal
ortamin1  taklit eden igeriklerle kapasitasyon saglanmaktadir. Sigirlarda
spermatazoonun in vitro kapasitasyonu i¢in kullanilan vasatlar ¢izelge 1.6’da
gosterilmistir.  Bunun i¢in yaygin olarak glikozaminglikan (GAG) heparin
kullanilmaktadir (Gordon 2003, Mendes ve ark 2003). Hiperaktivasyon ise
spermatozoonun zona pellusida (ZP) ve kumulus hiicrelerine girebilmesi icin gerekli
bir asamadir. Bu asamada Ca*, ATP ve cAMP kullanilmaktadir. Akrozomal Reaksiyon
(AR) hidrolitik yapidaki akrozomal enzimlerin agiga ¢ikabilmesi i¢in, akrozom

membrani ve onu saran plazma membrani arasindaki dagilimi igerir (Gordon 2003).
In vitro fertilizasyonda kullanilan vasatlar

Fetilizasyon i¢in optimal kosulun 38,5-39°C’de, %5 CO2 ve maksimum nem
iceren ortamlar oldugu bildirilmektedir (Hammam ve ark 2010). IVF igin en gok
kullanilan vasatlar Tirode’nin Alblimin Laktat Piruvat Sollsyonu (TALP), Sentetik
Ovidukt Sivist (SOF), Brackett and Oliphant Medyum (BO) ve Potasium Simpleks
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Optimizasyon Medyum (KSOM)’dur (Nedambale ve ark 2006). Ayrica TALP
vasatinin yerine SOF (sentetik ovidukt sivis1) kullanilmaktadir. Ayrica fertilizasyon
medyumlarina yardimci olmak i¢in heparin, kafein, epinefrin, penisilamin, taurin,
hipotaurin, BSA, glisin ve hiyaluronik asit gibi maddeler ilave edilebilmektedir
(Gordon 2003).

Cizelge 1.6. Sigirlarda spermatozoonun in vitro kapasitasyonu igin kullanilan vasatlar
(Gordon 2003).

Yil Metot Arastiricilar
1982 High-ionic-strength (HIS) medium Brackett ve ark.
1983 Bovine follicular fluid Fukui ve ark.
1984 Standard-ionic-strength medium Iritani ve ark..
1984 Heparin Parrish et al.
1985 Elevated pH Cheng
1985 lonophore A23187 Hanada
1986 Liposomes Graham ve ark.
1988 Percoll gradient/hypotaurine Utsumi ve ark.
1988 Caffeine Niwa ve ark.
1989 TEST yolk ljaz and Hunter
1989 Oviductal cell monolayer Guyader ve ark.

In vitro fertilizasyonda spermanin hazirlanmasi

IVF’de fertilizasyon yeteneginin artirilmasi amaglanarak spermaya
““‘Seperasyon’’ islemi uygulanmaktadir. Bu islem ile mevcut spermatozoonlar
arasindan en yiiksek motiliteye sahip olanlar se¢ilmektedir (Ohnami ve ark 2012,
Wrenzycki 2018). Payetlenmis spermalardan IVF basarisini olumsuz etkileyen
iceriklerin (bakteri, enzim, anormal spermatozoa, dondurma sirasinda kullanilan
kimyasallar) uzaklastirilmasi i¢in bazi teknikler gelistirilmistir. Bunlar; migrasyon-
sedimentasyon, density gradient santrifiij teknigi ve filtrasyon teknigidir (Kaymaz
2012). Spermanin seperasyonu igin en ¢ok swim-up ve percoll gradient teknigi
kullanilmaktadir. Swip-up migrasyon teknikleri arasinda yer alirken, percoll gradient
ise density gradient santrifiij teknigi arasinda yer almaktadir. Hungary percoll gradient
teknigi ile ayirma yontemiyle elde edilen spermatozoonlarin akrozom biitiinliigiiniin

swim-up teknigine gore daha fazla oldugunu bildirmistir (Somfai ve ark 2002).

Seperasyon teknigi uygulamalar1 sirasinda aranan ideal kriterler vardir. Bu

kriterler; hizli ve kolay olmali, ¢ok sayida motil spermatozoa elde etmeli, ekonomik
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olmali, toksik maddeleri, l6kositleri ve bakterileri ayirabilmeli, yiiksek voliimde
spermada caligmaya izin vermeli ve en Onemlisi spermatozoada hasara neden

olmamalidir (Kaymaz 2012).
1.5.6. Embriyo Kaltara

In vitro maturasyon ve fertilizasyon sonras: zigotun bir kiltir medyumu ile
yikanarak gelisim donemini tamamlayana kadar 6-9 glin sireyle kiltiire edilmesi
asamasidir. Oositin  Kkiltlr vasatina konulmadan 6nce denatlre hicrelerden,
spermatozoa kalintilarindan ve kiiltiir vasatin1 kirletebilecek hiicrelerden arindirilmasi
embriyo gelisimi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Embriyo kiiltiirii i¢in, ilk zamanlarda basit
vasatlar kullanilmustir. flerleyen zamanlarda ise kiiltir vasatlarinin basarisini artirmaya

yonelik caligmalar yapilmig ve bununla ilgili bazi kriterler belirlenmistir. Bunlar;

1. Vasatin embriyonun gelisim asamasindaki gereksinimleri g6z Oniinde
bulundurularak hazirlanmasi,

2. Kultir vasatina ilavelerin miimkiin oldugunca embriyonun erken gelisim
doneminde yapilmasi,

3. Yiksek oranda blastosist elde edebilmek icin kiltiire biytime faktorleri gibi
taninmig bilesenlerin ilave edilmesi,

4. Kiltir vasatina BSA ilave edilecek ise beraberinde asit igermeyen yag
preperatlarindan destek alinmast,

5. Embriyo i¢in ¢ok adimli kiiltiir sistemlerinin incelenmesi,

6. Embriyo kiltir vasatinin standartinin kontrol edebilmesi igin sik olarak
kullaniimasidir (Gordon 2003).

Embriyo kultur vasati olarak ilk zamanlarda Sigir Ovidukt Epitel Hiicreleri
(BOEC) kullanilmis sonrasinda ise; TCM-199, SOF, Hamster Embriyo Kultir
Vasati-6 (HECM-6), Chatot Ziomek Bavister Medium (CZB), CRlaa (Charles
Rosenkrans), KSOM ve Complete Defined Medium (CDM) gibi vasatlar da
kullanilmigtir. TCM-199 gibi kompleks embriyo kiltur vasatlari, memelilerin erken
embriyonal donem gelisiminden ziyade somatik hiicrelerin in vitro gelisimi ig¢in
tasarlanmigtir. Si8ir embriyolar1 ve somatik hiicreler serumda ¢ok sayida
embriyotrofin gelistirmektedir ve bunlar da embriyo gelisiminde farkli gorevler

ustlenmektedir (Gordon 2003, Feugang ve ark 2009). Glnimizde embriyo kaltir
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vasat1 olarak SOF’lar en ¢ok kullanilan medyum haline gelmistir. SOF’lar ovidukt

stvisinin biyokimyasal analizi sonucu olusturulmustur (Gordon 2003).

Son yillarda embriyo gelisimi i¢in siral1 kiiltlir vasat sistemleri gelistirilmistir.
Bu sistem embriyolarin ovidukta inmesi sirasinda, in vivo ortamda gelisim sirasinda
meydana gelen fizyolojik degisiklikleri taklit etmeye yOneliktir. Bu kultlr vasati
sistemlerinin uygulamasi daha komplike ancak elde edilen sonuglarin ise daha basarili
oldugu bildirilmektedir (Wrenzycki 2018). Donay ve ark (2002) erken embriyonal
donemde fazla glikozun toksik etki yapabildigini, ancak morula asamasindan sonra ise
daha fazla glikoza ihtiya¢ duyuldugunu bildirmistir. Bu durum da sirali kiiltlir vasati
sistemi kullanmanin avantajli olabilecegini gostermektedir. Ancak Garcia ve ark
(2006) siralt embriyo kiiltiir vasat sisteminin kullaniminda, embriyolarin dondurma-

¢ozdiirme islemi sonucunda gelisimlerinin azaldigin bildirmistir.

Basarili bir embriyo kiiltlir vasati hazirlayabilmek igin, in vivo ovidukt
biyokimyasinin iyi analiz edilerek taklit edilmesi ve bazi parametreler i¢in optimum
sartlarmn saglanmasi gerekmektedir. In vivo ortamda ovidukt sivisi yaklasik
245-290 mOsm / kg arasinda osmolariteye sahip ve pH’s1 7,2-7,6 arasinda oldugu
bildirilmektedir. Aym zamanda ovidukt sivissnda Na*, Ca®, Mg?* ve CI
konsantrasyonlar1 diisiikken, potasyum (K) ve bikarbonat (HCO3") seviyeleri
yiiksektir. In vitro ortamda enerji kaynagi olarak erken embriyonal gelisim déneminde
laktat, piruvat ve glutamin tercih edilirken morula asamasindan sonra ise glikoz tercih
edilmektedir. Kiiltiir sistemlerinde protein kaynagi olarak ise aminoasit ve

makromolekiiller kullanilmaktadir (Kaymaz 2012, Gilchrist ve ark 2015).

Embriyo kiltir vasati sistemlerinde, basariy1 artirmak igin somatik hiicrelerden
yararlanilmigtir. Bu durum da ko-kiiltiir sistemlerinin temelini olusturmaktadir.
Ko-kiiltiir sistemleri i¢in ¢ogunlukla granuloza hiicreleri, ovidukt epitel hiicreleri, rat
karaciger hiicreleri ve uterus hiicreleri kullanilmaktadir. Ko-kiltur sistemleri ortamda
bulunan belirli toksik bilesenleri ortadan kaldirarak ve O2 konsantrasyonunu azaltarak
embriyo geligimi {izerine olumlu etki etmektedir (Lonergan ve ark 2001, Lonergan ve
Fair 2016).
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Embriyo kalttr sistemi ortami

In vitro kiiltiir ortaminda oksijenin %10’un altinda olmas1 istenmektedir.
Kiltdr sistemlerinde genellikle %5°lik O2, %5 CO2 ve %90 N2 gazlarmin kullanimi
tercih edilmektedir. Kiltur sistemlerinde CO: stabilizasyonu saglamaktadir. Ortam
pH’nin 7,2-7,6 arasinda olmasi istenmektedir. Kiiltlir ortaminda en ideal 1sinin
38-39°C arasi, en ideal 15181n ise filtreden gegirilmis sar1 151k oldugu bildirilmektedir
(Garcia ve ark 2016).

1.5.7. Embriyo Kalitelerinin Degerlendirmesi

Son zamanlarda embriyonun morfolojisi, ultrastruktiirii, kriyoresistansi ve gen
yapisi lizerine yapilan ¢aligmalar artmistir. Embriyo kalitesini etkileyen bir¢ok faktor
bulunmaktadir. Blastosistin rengi, kompaktligi ve hatch olma asamasindaki biiytikligi
kalitesi tizerine etkilidir. Sigir embriyolarindaki anormal kromozom dagilimi veya
kromozomal bozukluklari mevcut kullanilan morfolojik yontemlerle tespit etmek
miimkiin degildir. Ancak zigot asamasinda iken ultrasantrifiijleme veya multifoton
lazer mikroskobu ile genetik analiz yapilabilmektedir. Bir diger secenek olarak biyopsi
yonteminden yararlanilabilinmektedir. Preimplantasyon dénemde embriyonun
yasama kabiliyetini en ¢ok normal bir morfoloji, hizli béliinme oran1 ve embriyodan
salman erken gebelik faktorleri (EPF, sitokinler ve luteotrofik faktorler)
etkilemektedir. Bu faktorler ovumun taginmasi ve aktivitesi lizerine dogrudan etkilidir

(Makarevich 2012).

Sigirlarda embriyolarin Kalitesinin degerlendirilmesi igin 50X veya 100X’1ik
biiylitme ile mikroskopta farkli perspektiflerden inceleme yapilmaktadir. Sigir
embriyosunun biiylikligii 150 ile 190 um arasinda degismektedir. Embriyonun genel
olarak ¢ap1 1 hiicreli asama ile blastosist asamasi arasinda hemen hemen aynidir. En
iyi kalite degerlendirme ovulasyondan hemen sonraki giinlerde olmaktadir. Ideal
embriyonun; kompakt ve kiiresel, perivitellin boslugu net ayirt edilebilen,
sitoplazmasinda granll ve vezikil icermeyen, renk dagilimi esit olan ve zona

pellusidasinin uniform olmasi istenmektedir (Bo ve Mapletoft 2013).
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Embriyolarin  morfolojileri  degerlendirilirken baz1  kriterlere  Onem

verilmektedir. Bu kriterler;

1. Hiicresel fragmentlerin varligi ya da yoklugu; erken embriyonal gelisim
doneminde degerlendirilmesi kolaydir. ilerleyen asamalarda degerlendirme
daha zor olmaktadir. Hucreler zona pellusidaya dayanmakta ve perivitellin
aralik gorilememektedir. Bu nedenlerden dolay1 degerlendirme oldukga zor
olmaktadir.

2. Kompaklasma derecesi; genellikle morulanin dis ¢evresinin yuvarlakligi ve
keskinligi degerlendirilmektedir.

3. Blastomerin renk ve dokusu; agiktan koyuya kadar degisir. Bu degisime
birgok faktor etkilidir. In vitro fertilizasyondan elde edilen embriyolarin rengi
in vivo yoldan elde edilen embriyolara goére daha koyu olmaktadir.

4. Duzensiz bolinme; zamanla senkronize olmayan bolinmeler nedeniyle
olusmaktadir (Makarevich 2012).

Embriyonik asamalarin siniflandirilmasi

Embriyo degerlendirme, embriyo transfer prosedurinin en  Kkritik
asamalarindan birisidir. Embriyolarin kaliteleri ve gelisim asamalar1 IETS’ nin
belirlemis oldugu bir standart skala ile degerlendirilmektedir. Embriyolar gelisim

derecelerine gore 1 ile 9, kalitelerine gore ise 1 ile 4 arasinda degerlendirilmektedir.
Embriyo kalitelerinin simiflandirmasi

Kalite-I; Mikemmel veya iyi, %85’ten fazlasi canli hiicrelerden olusur.
Embriyolarin gelisim dereceleri gelisim siireleri ile uyumludur. Hiicre dagilimlari
diffuz ve zona pellusida vardir. Hicre icerisinde dizensizlikler minimumdur.
Mikemmel ve iyi kaliteli embriyolardan yiksek oranda gebelik elde edilmektedir. Bu

asamadaki embriyolar dondurma i¢in uygundur.

Kalite-1l; Orta, %50’si canli hiicrelerden olusur. Renk biraz acgiktir ve kismen
duzensiz hicre Kkitlesi mevcuttur. Dondurma ¢ozdiirme sirasinda yasama
kabiliyetlerini kaybettikleri icin dondurma islemine uygun degildirler. Bu nedenle
2. kalite embriyolar uygun bir tasiyict bulundugu taktirde taze transfer igin

kullanilmaktadir.
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Kalite-11l; Zayif/vasat, %25 canli hiicrelerden olusur ve daha diizensiz bir
yapiya sahiptir. Dondurmaya uygun degildir taze transferlerde de yasama sanslari

oldukea diisiiktiir.

Kalite-1V: Dejenere oosit veya 1 hucreli zigot olarak bilinmektedir (Bo ve
Mapletoft 2013). Embriyo gelisim asamalarinin tanimlanmasi g¢izelge 1.7°de

gosterilmistir.

Cizelge 1.7. Embriyonun gelisim asamalarinin tanimlanmasi (Makarevich 2012).

Embriyo Kaliteleri
Kalite
Kod Asama Morfolojik Tanimlama Kod
Tanimlama
. . Fertilize olmayan tek hiicre . Mikemmel
(UFO) veya iyi
2 2-12 2-12 hicre icermektedir 2 Orta
16-32 adet hucre icerirler,
3 Erken morula kompakt olmayan biyik 3 Zayif/vasat
blastomer kiimesi.
32-64 hucre icerirler, kompakt Dejenere
4 Morula ] 4
kiglk blastomer kimesi. veya 0lu
5 Erken blastosist Blastoseller < %50
6 Blastosist Blastoseller > %50
. Expanded Embriyonun biiyiikligii artar ve
Blastosist zona pellusida duvari incelir.
o Hatched Zona pellusida rupturu sonucu
blastosist embriyo kismen atilir.
Embriyo tamamen atilir ve
Expanded )
9 ) biiyiikliigii artar, zona pellusida
hatched blastosist
bostur.
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1.5.8. Embriyo Kultlr Vasatinda Serbest Oksijen Radikalleri ve Antioksidanlar

In vitro fertilizasyonun asamalarindan biri de embriyo kiltiriidir. Embriyo
kiltlirlerine erken embriyonik gelisim asamalarinda katilan biiylime faktorleri,
aminoasitler, vitaminler ve antioksidanlarin embriyo gelisimine biiylik oranda katkida
bulundugu bilinmektedir. Embriyo kultlrlerine ilave edilen suplementlerin yetersizligi
basta olmak iizere, embriyo Kkalitesi {izerinde birgok stres faktoriinin roli
bulunmaktadir (Kaymaz 2012). Son yillarda in vitro fertilizasyon kiiltiir vasat sistem
igerikleri ile ilgili pek ¢ok c¢alisma yapilmistir. Kiiltiir sistemlerinde embriyo gelisimi
uzerinde en 6nemli stres faktoriniin oksijen oldugu belirlenmistir (Kupka ve ark 2014,
Tola 2014, Sunderam ve ark 2015). Bundan dolay1 fare, koyun, inek ve insanlarda in
vitro kiiltiir ortaminda normal atmosfer konsantrasyonundan (%20) daha diislik (%5)
konsantrasyonlar ile calistlmistir. In vitro fertilizasyon kultlr sistemlerinde tiim
canlilarda embriyolarin gelisimi yaklasik %2-8 gibi diisiik bir oksijen ortaminda
gerceklesmektedir. Memelilerde ve laboratuvar hayvanlarinda embriyo kiiltiirlerinde
%5’lik O2’nin belirlenmis zararli bir etkisi bildirilmemektedir. Hamster ve tavsan
Uzerinde yapilan caligmalarda; uterus O: kapasitesinin yaklasik olarak %8,7,
maymunlarda ise %1,5’den daha fazla O igerdigi bildirilmektedir. Yani ¢ogu
canlidaki in vitro ¢aligsmalar i¢in gerekli Oz ortaminin, normal atmosferik O:’den daha
diisiik oldugu belirlenmistir. Atmosferik O-’nin hem farelerde hem de sigirlarda DNA
hasarma neden oldugu gézlenmistir. Hatta kisa bir siire bile atmosferik O.’ye maruz
kalan fare ve sigir embriyolarinda bolinmelerde bloklanma veya gecikmis
boliinmelerin meydana geldigi goriilmiistiir (Meintjes ve ark 2009, Wale ve Gardner
2012). Yuksek O: seviyesinin etkisi serbest eksojen reaktif oksijen trlinleri (ROS’lar)
vasitastyla gerceklesmektedir. Ayrica ROS’larin insan embriyolarinda apoptozise
neden oldugu ve embriyo Kkalitesini diistirdiigii bilinmektedir (Johnson ve Nasr
Esfahani 1994, Guerin ve ark 2001, Van Soom ve ark 2002, Truong ve ark 2016).

Oksidatif stres, organizmada hucresel savunma mekanizmalarinin tolere
edebileceginden daha fazla reaktif oksijen tiiriiniin meydana gelmesidir (Karasahin ve
Arikan 2015). In vitro fertilizayonda oositen blastosist elde etme oran1 %25 ile %30
arasinda degismektedir. In vivo fertilizasyona gore bu oran diisiik bulunmakta ve
sebebinin embriyonun in vivo ortamdaki normal fizyolojik kosullarini saglayamamasi

olarak diistiniilmektedir (Johnson ve Nasr Esfahani 1994, Guerin ve ark 2001).
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Reproduktif sistem, fizyolojik olarak meydana gelen ROS’lari tolere
edebilecek seviyede antioksidan icermektedir (Christianson ve ark 2014). Bundan
dolayr in vivo ¢alismalarda ROS’a bagli embriyo bloklanmasi ve hasar ile ilgili
problemler ile daha az karsilasiimaktadir. in vitro c¢alismalarda ise; ROS uretimi
antioksidan kapasiteyi astifi zaman embriyo oksidatif strese maruz kalir. Bu
problemlerin 6nune gecebilmek igin kultlr sistemlerine antioksidan ilaveleri
yapilmaktadir. Bu yiizden ROS ve antioksidanlarin varligi arasindaki denge
embriyonik gelisim sirasinda kilit bir faktordiir (Ali ve ark 2003, Meintjes ve ark 2009,
Agarwal ve ark 2012, Bontekoe ve ark 2012, de Souza Rocha-Frigoni ve ark 2015,
Sunderam ve ark 2016).

In vitro kiiltiir sistemlerindeki ortam, in vivo ortama gore ylksek O seviyesi
ile ROS’larin seviyesini yiikselterek hiicresel membranda lipit proksidasyonuna neden
olmaktadir (Dalvit ve ark 2005). Kiltur sistemlerinde Gretilen ROS turleri; stiperoksit
anyon (02, hidroksil radikal (OH"), hidrojen peroksit (H202) ve lipit peroksidazdir.
Bunlar normal mitokondri solunumu veya diger hiicre i¢i elektron transferleri sirasinda
elektron transferi vasitasi ile ortaya ¢ikmaktadir (Guille ve Joenje 1991, Ho ve ark
1996). Bircok eksojen faktor; fertilizasyon sonrasi 6lmiis sperm hiicreleri kalintisi,
proteinlerin oksidasyonu ve metalik 1yonlarin kalmasi gibi in vitro kiiltiirlerinde ROS
miktarini artirmaktadir. ROS’a bagli bilesenlerin hiicresel oksidasyonda en biiyiik
zararli etken oldugu bilinmektedir. Bunlar zararl etkileri ile protein inaktivasyonu,
lipit membran peroksidayonu ve DNA degisimine neden olurlar. Ancak fizyolojik
siirecte ROS’larin normal hiicresel isleyislere katildigi bilinmektedir (Luvoni ve ark

1996, Hancock ve ark 2001).

Aerobik respirasyon sirasinda, hlicrede reaktif oksijen tirlerinden olan Oz,
OH" ve H:0: iiretilmektedir. Bu ROS’lar elektronlar1 diger molekiillere tasimada
oldukca aktiftir. OH™ grubu ROS olusumunda tek bir elektronu O> molekiiliine
baglayan ve eslesmemis elektron pozisyonunu olusturan ilk adimdir. O:
radikallerinden olugan H>O iiretimi olusumu i¢in bir zincir reaksiyonu baglar ve araci
hale gelir. Ardindan su (H20) ve O: iiretmek icin yola koyulur. H2O> kararlidir ve
hiicre zarmi gecebilir. Ancak hiicre igerisindeki kalic1 iyonlar varligi nedeni ile
bunlarla etkilesme girerek daha da zararli oksidatif zarara neden olabilmektedir.

ROS’un iiretimi enzimatik ve enzimatik olmayan yol ile kontrol edilir. O2’e kars1
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enzimatik savunmalart Oo. ve HOz’leri dagitan siiperoksit dismutaz (SOD)
yapmaktadir. O2’nin degismesi esas olarak sitoplazmada bulunan Cu, Zn-SOD ve
mitokondride yer alan Mn-SOD ile saglanir. Oz glutasyon peroksidaz (GPx) ve katalaz
ile H2O2 olusumu 6ncesi reaksiyona girer. Mitokondriyel solunum zinciri ara toksik
ROS’lar iireten ve O: tiikketen bir sistemdir. Oosit igerisindeki mitokondri sayisi,
siddetli bir hiicre biiylimesi ve enerji liretimi i¢in gereken somatik hiicrelere oranla 100
kat daha fazladir. Bu nedenle ROS’un biiyiik bir ¢ogunlugu fizyolojik kosullarda bile
bu sistem ile Uretilmektedir (Takahashi 2012).

Memeli hucrelerinin enzimatik antioksidan sistemlerini katalaz, glutasyon
peroksidaz ve siiperoksit dismutaz olusturmaktadir. Bunlar ROS’lardan meydana
gelen zararli etkileri ortadan kaldirmak i¢in ¢alismaktadir. Sigirlarin kumulus-00sit
komplekslerinde (COCs) kalici enzimatik antioksitant sistemlerin varligi tespit
edilmistir. Ancak yine de ROS’larin yiiksek seviyeleri oositlerin mayotik
boliinmelerinde durgunluga neden olmaktadir. Ayrica yiiksek seviyede ROS bulunan
klltdr vasat sistemlerinde glikoz oraninda da artis oldugu gézlenmis ve bu durumun
blastosist asamasina ulagsmada negatif rol aldig bildirilmistir. Bunun igin oositlerin
normal bir fizyolojide in vitro ortamda sitoplazmik maturasyonu ve embriyonik
gelisimini tamamlamasi asamasinda antioksidan ilavelerine ihtiya¢ duyulmaktadir
(Hashimoto ve ark 2000, Tatemoto ve ark 2001, Truong ve Gardner 2017). Ilave edilen
antioksidanlar ortamdaki ROS’larin zararli etkisini azaltarak embriyo gelisimine fayda

saglamaktadir (Sovernigo ve ark 2017).

In vitro embriyo iiretimini birgok faktor etkilemektedir. Bunlar; atmosferdeki
gaz, sicaklik, biiyiime faktorleri, protein ilaveleri ve oosit maniputlasyonudur (Adona
ve ark 2008, Mingoti ve ark 2009, Arat ve ark 2016). Normal bitiin hlcrelerin aerobik
metabolizmalar1 sirasinda ROS’lar dogal olarak iiretilir ve fizyolojik olarak hiicre
icerisinde noétralize edilir. Dengeli ROS’lar fizyolojik siirecte fayda saglamaktadir.
Doku yenilenmesi, hormon sinyalleri, steroidogenezis, hiicre i¢i redoks regulasyonu
ve embriyogeneziste aktif rol almaktadir. Diger yandan fazla miktarda ROS, hicre
tizerinde zararli etkiye sahip olmakta ve hiicre 6liimlerine neden olabilmektedir. Oosit
ve embriyolarin maruz kaldiklar1 gevresel etkiler (1s1, 151k, manipilasyon, ortam
bilesenleri, sperm ve O: konsantrasyonu) ROS miktarinda artisa ve dolayisiyla

savunma mekanizmasinin ¢okmesine neden olabilir. Normal reproduktif sistem
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antioksidanlar agisindan olduk¢a zengin olmakla birlikte, ama hangi tir
antioksidandan ne dlgtide mevcut oldugu bilinmemektedir. Ancak in vitro ortamda bu
antioksidanlarin eksilikligi sebebi ile antioksidan ilaveleri denenmektedir (Corréa ve
ark 2008, Rocha-Frigoni ve ark 2016). ilave edilen antioksidan maddeler, Kultir
vasatindaki fazla ROS’larin ve ortaya ¢ikan oksidatif trlinlerin etkisini azaltmak
amaciyla kullanilmaktadir. Sigirlarda, kiiltiir ortamina katilan antioksidanlar
vasitastyla elde edilen kaliteli embriyo sayis1 ve oositlerin maturasyon oraninin arttigi

bilinmektedir (Gasparrini ve ark 2006, Lott ve ark 2010).

Bazi literatiirlerde, sigir in vitro embriyo kiiltiir vasatlarinda antioksidan olarak
cesitli maddelerin ilave edildigi bildirilmektedir (Rocha-Frigoni ve ark 2016). Sunulan
tez calismasinda ise daha dnce s1gir embriyo kiiltiir vasatina ilavesi denenmemis olan
ve antioksidan ozellikleri ile taninan borik asit ve pentoksifilin ilavesinin, embriyo

gelisimi Uzerine etkisinin degerlendirilmesi planlanmistir.
Bor

Ulkemiz, diinyadaki bor rezevlerinin yaklasik %73’{ine sahiptir. Son
zamanlarda yapilan c¢alismalarda Bor madeninin, farkli teknolojik ve imalat
sektorlinde kullanim alanit bulmasinin yani sira 6zellikle insan ve hayvan sagligi
tizerinde de yararl etkileri oldugu tespit edilmistir. Bor madeninin atom numarasi 5
(Bs), atom agirlig1 10,81g, yogunlugu 2.84 g/cm3, erime noktas1 2300 °C’dir. Bor,
bitkiler ve hayvanlar igin dnemli mikro besin kaynagi olan bir elementtir. Bazi insan
ve hayvan dokularinda diisiik konsantrasyonlarda bor madeni tespit edilmistir (Yilmaz
2002, Lipscomb ve ark 2004). Bu element, dogada serbest halde bulunmayan bir
mineraldir ve cgogunlukla diger elementlerin oksitleri ile birlikte B20s seklinde
bulunmaktadir (Kemp 1956). Metallerle borun yaptig1 bilesikler borat olarak
adlandirilmaktadir. Bor mineralleri genellikle Na, Ca ve Mg gibi metallerle bilesik
yaparlar ve Kolemanit, Uleksit, Tinkal bilesik olan boratlarin dnciileridir (Boncukoglu
ve ark 2003). Bor mineralleri 6zellikle borik asit ve boraks; dezenfektan ve ilaglarin
hazirlanmas1 amaciyla endiistriyel sektorde kullanilmaktadir. Bor mineralinin ¢ok az
miktar bile canli metabolizmasinda optimum etki gosterebilmektedir. Bu mineralin
eksikligi ya da fazlaligi, metabolizma Uzerinde istenmeyen etkilerinin oldugu
gozlenmistir. (Y1lmaz 2002, Korkmaz 2007).

26



Bor elementi, insan ve hayvan diyetlerine eklenerek cesitli fizyolojik ve
metabolik sistemlerde 6nemli etkiler yapmaktadir. Yapilan bazi ¢aligmalar sonucu bor
elementinin metabolizmada (Ca/P), enzimlere (Aldehitdehidrogenaz, ksantin, oksidaz,
sitokrome B5 redilkdaz), endokrin fonksiyonlara (kalsitonin, insdlin, 6strojen,
testesteron, T3, T4), enerji substratlarina (trigliseridler, glikoz), reaktif oksijenlere etki
ettigi ve immun fonksiyonlarda rol aldig1 gdzlenmistir. Ayrica gen ekspresyonun
planli diizenlenmesinde, canlilarda biiyiime ve proliferasyonunda da bor elementinin
rol aldig1 bilinmektedir (Nielsen ve ark 1987, Hunt 1988, Meacham ve ark 1994, Hunt
1996, Armstrong ve ark 2001, Devirian ve Volpe 2003, Eren ve ark 2006, Tirkez ve
ark 2007). Yine de bor madeninin insan ve hayvan dokularindaki biyokimyasal
mekanizmasina etkisi tam olarak ortaya konulamamistir. Yapilan arastirmalarda bor
elementinin oksijenle bag yapmaya yatkin oldugu ve hidroksil grubu igeren
biyomolekuller ile (polisakkaritler, adenozin-5-fosfat, piridoksin, riboflavin,
dehidroaskorbik asit, piridin) reaksiyona girebilecegi ve gesitli bor-oksijen
radikallerini olusturabilecegi bilinmektedir. Hiicrelerde oksidatif stres, siiperoksit
radikali (02.), hidroksil radikali (HO.) ve hidrojen peroksit (H202) gibi reaktif
oksijen radikallerinin, hiicrelerden atilamayacak kadar fazla miktarda olustuklarinda
meydana gelmektedir. Olusan bu reaktif oksijen molekiilleri; DNA, protein ve lipitler
ile etkilesime girerek geri doniislimii olmayan hasarlara neden olabilmektedir.
Hiicreler, olusan reaktif oksijen radikallerini detoksifiye eden antioksidanlar
icermektedir. Yapilan ¢alismalar, bor bilesiklerinin antioksidan enzim aktivitelerini
artirdigi ve lipit peroksidasyonunu (LPO) 6nledigi ve antioksidan 6zellikte etki ettigini
gostermistir. Glutasyon da (GSH) bu antioksidanlardan bir tanesidir. Oksijen
radikallerinin miktar1 arttig1 zaman, GSH hizli bir sekilde oksitlenerek miktar1 azalir.
Oksitlenmis glutasyonun (GSSG) yeniden indirgenmesi i¢in ortamda nikotinamid
adein dinukleotidte (NADPH) ihtiya¢c duyulmaktadir. Bor minerali antioksidan
Ozelligini burada gostererek NADPH seviyelerini diizenlemektedir. NADPH,
hiicrelerdeki GSH miktarin1 artirarak oksidatif stresi ve doku hasarin1 ortadan
kaldirmaktadir (Ugkun 2013, Coban ve ark 2015). Ayrica bor bilesikleri, GSSG’nun
viicut depolarini gii¢lendirir ve reaktif oksijenleri inhibe eder. Yapilan caligmalarda
diisiik dozlarda bor bilesiklerinin insan kanindaki eritrosit SOD ve katalaz (CAT)
aktivitesini arttirdig1 tespit edilmistir. Ayrica bor mineralinin membrandaki ROS’lart
stipiiriicii etkisi vardir. Bunu hidroksil gruplarina olan affinitesi sayesinde yapmaktadir

(Coban ve ark 2015, Demirtas ve ark 2015).
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Bor mineralinin 6nemli birgok metabolik olayda etkin olmasi; embriyogenezis,
kemik gelisimi ve immun fonksiyon gibi yasamsal faaliyetlerdeki onemli rolinun
oldugunu gostermistir. Yapilan ¢alismalar bor mineralinin erken embriyonik gelisim
asamalarinda gerekli oldugunu desteklemistir (Nielsen 2000). Bor noksanligin
embriyo gelisiminin ilk donemlerindeki etkisi, farelerde ve zebra baliklarinda
preimplantasyon asamasinda yapilan calismalarda ortaya konulmustur. ilk olarak 1995
yilinda embriyonik biiyiimesi yavas olan baliklarinda bor konsantrasyonunun diisiik
oldugu, 1998 yilinda yapilan ¢caligmalarda ise bordan fakir diyet alan zebra baliklarinin
embriyonik 6liimlerle karsilagildig1 gézlenmistir (Eckhert 1998).

Curtis D. Eckhert 1995 ve 1997°de gokkusagi alabaliklarinin in vitro
gelisiminde bor minerali kullanmistir. Calismalarda doza bagl olarak biiyiimede artis
gbzlenmis ve herhangi bir teratojenik etki gdézlenmemistir. Bu da omurgalilarin

gelisiminde bor mineralinin gerekliligi bilgisini dogrulamistir (Eckhert 1998).

1999°da yapilan bir ¢alismada, bor ilave edilen ve bordan sinirh diyetlerle
beslenen farelerin embriyo gelisimleri incelenmistir. Calisma sonunda bordan kisitl
diyetle beslenen farelerde embriyonik kayiplar ve dejenere embriyo sayisinda artis
gozlenmistir. Gliney Afrika kurbagasi Xenopus Laevisde borun embriyonik gelisim
uzerine olan etkisi degerlendirilmistir. Diyetlerinde bor mineralinin noksanlig1 gériilen
kurbagalarda; anormal organogenezis, anormal gastrulasyon ve embriyonik kayiplar
ile karsilasilmistir. Sonug olarak Xenopus Laevisde bor mineralinin embriyogenezis

uzerinde olumlu etkisinin oldugu gézlenmistir (Fort ve ark 1999).

Kandi ve ark (2009) farelerde embriyo kilturlerine bor ileve ederek borun
embriyo gelisimi iizerine etkilerini inceledikleri bir ¢alismalarinda, morula asamasina
kadar olan embriyo gelisim oraninin kontrol grubunda deneme gruplarina gore %22,41

oraninda daha diisiik oldugu sonucuna ulagsmislardir.
Pentoksifilin

Pentoksifilin (PTX) metilksantin turevi fosfodiesteraz inhibitorl bir ilagtir.
PTX oOzellikle mikrosirkiilasyonda etkili olmakla birlikte antienflamatuar,
antiproliferatif, antifibrotik, antiapoptotik, immunmodulator ve antioksidan etkileri
bulunmaktadir (Cakmak ve ark 2012, Amber 2014). Ayrica PTX fosfodiesteraz

enzimi, adenilaz siklaz ve guanilaz siklaz enzimi sonucu olusan hiicre i¢i ikincil
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habercilerden cAMP ile ¢cGMP olusmasint onler. PTX etki mekanizmasi tam
bilinmemekle birlikte akut yangida, yanginin diizenleyicisi olarak kabul edilen TNFa
sentezini azalttig1 bildirilmistir. Yangisal siliregte rol oynayan interferon gamma,
interlokin (IL)- 1, IL-2, IL-6 ve IL-12’yi inhibe ederken, antienflamatuar 6zelligi olan
IL-10 sentezini artirdig1 belirtilmistir (Baskurt ve Kiigiikoglu 2010).

PTX’in antioksidan &zelligini, hasarli dokularda siiperoksit radikali basta
olmak Uzere nétrofillerden salinan serbest oksijen radikallerinin ve lizozomal
enzimlerin salinimini1 ve ksantin oksidazi inhibe ederek siiperoksit (SO) ve hidroksil
(HO.) radikallerinin olusumunu engelleyerek gosterdigi diisiiniilmektedir. PTX serbest
oksijen radikallerini notralize etmektedir. Fosfolipaz A2’yi inhibe ederek prostosiklin
salinimini arttirir. Notrofillerin infiltrasyon ve aktivasyonunu azaltir. Ayrica PTX’in
sitozoldeki Ca miktarin1 azaltarak serbest oksijen radikallerinin hiicrede yaptiklar
hasar1 6nledigi ve hiicre i¢i Ca miktarinin artmasinin da ksantin oksidazi aktive ettigi
bilinmektedir. Pentoksifilin tarafindan inhibe edilen fosfolipaz A2 hiicre igindeki
depolardan Ca salinimini da artirmaktadir (Pasquier ve ark 1990, Hammermann ve ark
1999).

Khalili ve ark (2017) PTX’i farelerde in vitro fertilizasyon oncesi spermaya
ilave ederek embriyo gelisimi ve fertilizasyon oranlarmi inceledikleri calismada,

kontrol grubu ile deneme grubu arasinda negatif veya pozitif bir fark bulunamamustir.

PTX’nin mikrovaskiilarizasyonu Onleme, immun cevabin artirilmasi,
kemoterapotiklerin yan etkisinden korunma ve rejenerasyon amaciyla kullanildigi

belirtilmektedir (Hammermann ve ark 1999).

Sunulan bu tez ¢alismasinda; PTX ve borik asitin hidroksil radikaline affinitesi
olan birer antioksidan olmalarindan faydalanarak sigir in vitro embriyo Uretiminde
oksidatif stresi azaltarak, embriyo gelisim ve kalitesine fayda saglayabilecegi

disiinilmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

Sunulan doktora tez calismasi izinleri, Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi Etik Kurulu’ndan almmistir (2017/147).

Calismanin materyalini Konya ilinde bulunan Akseker Tarim Et Entegre

Tesisleri’nde kesilen disi sigirlardan elde edilen ovaryumlar olusturdu. Calisma Ekim

2018-Mayis 2019 tarihleri arasinda gergeklestirildi.

2.2. Yontem

2.2.1. Cahismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

© 0 N o O b~ w D Ee

e Y o o
A~ W N B O

BO-OPU (Bioscience-61007/500 mL)
BO-WASH (Bioscience-61008/50 mL)
BO-IVM (Bioscience-61002/10 mL)
BO-HEPES-IVM (Bioscience-61009/10 mL)
BO-SEMENPREP (Bioscience-61004/10 mL)
BO-IVF (Bioscience-61003/10 mL)

BO-IVC (Bioscience-61001/10 mL)

BO-OIL (Bioscience-62000/50 mL)

Sperma (DEMSA-Gravity 205219 C 1410161)

. Borik Asit (Eti Maden)

. Pentoxifylline (SIGMA-P1784)

. HIPRACILIN RETARD (HIPRA-28000485/100 mL)
. Laktat Ringer (Polifarma/1000 mL)

. %0,9 Izotonik Sosyum Kloriir (Polifleks/1000 mL)
15.

Mineral Oil (SIGMA-M8410/1 L)

2.2.2. Ovaryumlarin Toplanmasi ve Laboratuvara Tasinmasi

Calismada kullanilacak ovaryumlarin kesim sonrasi yikanmasi, mezbahadan

laboratuvara taginmasi ve kandan arindirilmasi igin tasima soliisyonu hazirlandi.

Soliisyon

hazirlanirken %0,9 izotonik sodyum klorir (Polifleks/1000 mL) benmari

icerisinde 25-30°C’ye gelene kadar 1sitild1 ve icerisine 100.000 IU penicilin-streptomisin
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(HIPRACILIN RETARD/ HIPRA) ilave edildi. Sonrasinda hazirlanan soliisyon 2 litrelik
termos icerisine aktarildi. Tagima solUsyonlarinin mezbahaya gitmeden en az 4 saat

Ooncesinde hazirlanmasina dikkat edildi.

Mezbahada kesilen hayvanlarin ovaryumlari, tasima soliisyonu ile yikanarak

temizlendi ve termosa konuldu. Ovaryumlar 2-4 saat icerisinde laboratuvara ulastirildi.
2.2.3. Ovaryum Uzerindeki Follikiillerin Aspirasyonu ve Oositlerin Toplanmasi

Mezbahadan getirilen ovaryumlar, hazirlanmis olan tasima soliisyonu ile
tamamen kandan arindirilana kadar yikandi. En son yikama isleminden sonra ovaryumlar
15-20 saniye alkolde bekletildi ve ardindan tekrar tasima soliisyonu ile yikandi.
Sonrasinda 500 mL’lik beherglasa tagima soliisyonu ile birlikte bosaltilarak 30-35°C’lik
benmariye birakildi (Sekil 2.1 A, B, C).

Oositlerin toplanmasi i¢in 50 mL’lik konik uclu tiipler (Falkon) hazirlandi. Tiipler
igerisine aspirasyon dncesinde, aspire edilen oositlerin tiipe yapismasini dnlemek amaci
ile BO-OPU (Bioscience oosit toplama sivisi) soliisyonundan yaklasik 1’er cc ilave
edilerek benmariye birakildi (Sekil 2.1 B). Ovaryumlarin {izerinde bulunan 2-8 mm
biiyiikligiindeki follikiiller, 10 mL’lik veya 20 mL’lik 18-G contasiz, steril ve igerisine
az miktar BO-OPU gekilmis enjektorler ile aspire edildi (Sekil 2.2). Aspirasyon sirasinda
enjektoriin kesik ucunun yukari gelmesine, ovaryumun korteksinden girilmesine ve
¢ikmadan miimkiin oldugu kadar ¢ok follikil aspirasyonu yapilmasma dikkat edildi.
Ayrica ovaryumlarin aspirasyonu sonrast enjektorde toplanan aspirasyon sivisi her
ovaryumdan hemen sonra 50 mL’lik falkon tiiplere bosaltildi. Tiim ovaryumlarin
aspirasyon iglemi bittikten sonra, konik uglu falkon tiiplerde toplanan sivilar siipernatant
olusana kadar bekletildi. Olusan siipernatant enjektdr yardimi ile uzaklastirild: ve tiip
Uzerine BO-OPU ilave edildi. Bu islem sipernatant tamamen mikroskopta taranabilir
parlakliga gelene kadar (cogunlukla 3 defa) tekrarlandi. Bu siire¢ igerisinde 90 mm’lik
petrinin alt1 ¢izilerek ve igerisine oositlerin yapismasini énlemek igin az miktar BO-
WASH (Bioscience oosit ve embriyo yikama soliisyonu) ilave edilerek i1sitma tablasi
lizerine konuldu. Hazir olan siipernatant ve sediment tarama yapilmak Uzere petriye
aktarildi. Falkon tlp igersinde, oosit kalmig olabileceginden tekrar BO-OPU ilave
edilerek yikandi ve sonrasinda ikinci bir 90 mm’lik petriye aktarildi. Bu islem her tiip i¢in

uygulanda.
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Sekil 2.1. Mezbahadan getirilen ovaryumlarin aspirasyon ig¢in hazirlanmasi (A),
benmariye falkon tiiplerin yerlestirilmesi (B), aspirasyon sonrasi ovaryumlar (C) ve
aspirasyon icin bekletilen ovaryumlar (D) (Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Dogum ve Jinekoloji A.D. IVF Laboratuvari 2019).

[

Sekil 2.2. Ovaryumlardan oosit aspirasyonu (Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Dogum ve Jinekoloji A.D. IVF Laboratuvar1 2019).
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2.2.4. Oositlerin Taranmasi ve Kalitelerinin Degerlendirilmesi

Petrilere aktarilan sivi mikroskop altinda (OLYMPUS, SZX16) sol bastan
baslayarak ve ‘‘S’’ harfi ¢izerek tarandi. Bulunan oositler, dnceden hazirlanmais, igerisine
BO-WASH ilave edilmis 35 mm’lik petrilere pipet yardimi ile aktarildi. Her petri en az
iki defa tarandi. Petrilere toplanan oositlerin kalite degerlendirilmesi yapild1 (Cetica ve

ark 1999). Oositler kalitelerine gére A, B, C ve D olmak lizere 4 gruba ayrildi.

A Kalite; Zonanin ¢evresinde kumulus hiicreleri 4 veya daha fazla kat olarak

gorulmektedir.

B Kalite; Zona ¢evresinin 1/3’iinden fazlasin1 kumulus hiicreleri 5 veya daha az

kat olarak kaplamaktadir.

C Kalite; Oositler genellikle tamamen ¢iplak ya da B kalite oositten ¢ok daha az

kumulus huicresine sahiptir. Ya da az bir kisminda kumulus olmayabilir.
D Kalite; Kumulus hiicreleri 6riimcek ag1 gibi ya da dagilmig gozukmektedir.

Elde edilen oositlerden sadece A ve B kalitede olan oositler maturasyon icin

kullanildi. C ve D kalite oositler ise yalnizca say1 olarak kaydedildi.

Sekil 2.3. Elde edilen oositlerin mikroskopta ilk gériiniimii (Selguk Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji A.D. IVF Laboratuvari1 2019).

2.2.5. Oositlerin in Vitro Maturasyonu (IVM)

Maturasyon igin oncelikle, oosit toplama isleminden 2 saat énce BO-IVM
(Bioscience, oositlerin in vitro maturasyon soltisyonu) ile 35 mm’lik petrilere 100

pL’lik 4 tane drop hazirland1 ve lizeri mineral oil ile kaplanda.

33



Tri-gas CO: inklbatore (Sanyo MCO-175M) 38,8°C’de %5.,5 CO2li ortamda
atmosferik O ile ekilibrasyona birakildi. Ayrica CO2 inkibatdriine oosit yikamak i¢in
BO-IVM bir adet petri ekilibrasyona birakildi. Hazirlanacak petri sayisi, mezbahadan

verilen kesilecek hayvan sayisi bilgisine gore belirlendi.

Kalite degerlendirilmesi yapilan oositler, BO-WASH’dan arindirmak igin
maturasyona alinmadan once yikama islemi yapildi. Arindirma ve yeni kiiltiir
ortamina adaptasyon igin, 20°1i grup yapilan oositler ekilibre edilmis BO-IVM ile en
az 3 defa yikandi. Her bir droba (100 L), 20 oosit gelecek sekilde oositler maturasyon
petrilerine yerlestirildi. Petriler maturasyon igin, 38,8°C’de %5,5 CO2’li ortamda
atmosferik Oz ile 21-24 saat CO; inkUbatoriine konuldu.

2.2.6. Spermanin Hazirlanmasi ve In Vitro Fertilizasyon (IVF)

In vitro fertilizasyon icin gerekli olan BO-IVF soliisyonundan, 100 ul’lik
droplar hazirlanarak mineral oil ile kapland1 ve 38,8°C’de %5,5 CO- ve atmosferik O
ile COz inkubatoriine ekilibrasyon igin 12 saat birakildi.

Spermanin hazirlanmasi i¢in gerekli olan BO-SEMENPREP (Bioscience,
sperma hazirlama soliisyonu) kullanmadan once 37°C’ye 1sitildi. Konik uglu 15
mL’lik santrifiij tiipline 2 mL BO-SEMENPREP ilave edildi (Sekil 2.4 B). Azot
tankindan ¢ikarilan sperma (DEMSA-Gravity) 37°C sicak su igerisinde 30 saniye
bekletilerek ¢ozduruldi (Sekil 2.4 A). Cozdiiriilen sperma, hazirlanan santrifiij tiiptine
bosaltildi. Sperma 328 x g devirde 5 dakika santrifiij edildi (Sekil 2.4 D). Santrif(j
sonrasi tliplin tizerindeki slipernatanttan 2 mL atilarak Uzerine tekrar 2-4 mL BO-
SEMENPRERP ilave edildi ve tekrar santrifiij edildi. Sonrasinda tekrar siipernatanttan
2 mL atilarak 2 mL BO-SEMENPREP ilave edildi. Hazir olan spermanin, santrifiij
Oncesi ve sonrast motilite kontrolii yapildi. Her droba ortalama 150.000 adet

spermatozoon gelecek (40 pL) sekilde sperma ilavesi yapildi (Sekil 2.4 E).

Oositlerin inkibasyonundan sonra maturasyonlart degerlendirildi. Primer
polar body ve kumulus ekspansiyonundan herhangi birisinin goriilmesi mature olmus
oosit olarak kabul edildi. Genellikle kumulus ekspansiyonu kriter olarak yeterli
sayildi. Maturasyonunu tamamlayan oositler ekilibre olan BO-1VF ile en az 3 kere

yikandi ve 20’li gruplar halinde fertilizasyon droplarina aktarildi. Her bir droba
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hazirlanmis olan spermadan 40 pL ilave edildi. Hazirlanan petriler, 38,8°C’de %S5,5
CO2 ve atmosferik Oz ile CO; inkiibatoriine 12 saat siire ile fertilizasyon i¢in birakildi.

Sekil 2.4. Spermanin payetten falkon tiipe aktarimi (A, B, C), spermanin santrifiijii
(D) ve fertilizasyona hazir spermanin oositlerin bulundugu droplara ilavesi (E)
(Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji A.D. IVF Laboratuvari
2019).

2.2.7. In Vitro Kiiltiir IVC)

Fertilizasyon sonrasi petriler inverted (Olympus Ix72) mikroskop altinda
incelendi. Sekonder polar bodynin gorilmesi ile fertilizasyonun gergeklestigi kabul
edildi. Fertilize olmus oositlerin etrafindaki kumulus hiicrelerini uzaklastirmak igin,
oositler droplardan toplanarak 2,5 mL ependorf tiipiine bosaltildi. Once 30 saniye
vorteks yapildi ve sonra oositler tekrar 35 mL’lik yikama petrisine aktarilarak pipet

yardimi ile kumulus hucreleri uzaklastirildi.

Kiltiir i¢in 35 mm’lik petrilerin altt 4 grup olacak sekilde ¢izildi ve
numaralandirildi. Her béliime 100 pL’lik drop hazirlandi (Sekil 2.5).

Sekil 2.5. Kiiltiir droplarinin gruplandirilmasinin sematik gosterimi.
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Pentoksifilin calisma grubu icin 100 yL ’lik droplara farkli dozlarda pentoksifilin ilave

edildi;

1. gruba 3 mmol; 2. gruba 3,6 mmol; 3. gruba 4 mmol pentoksifilin ilave
edildilirken 4. gruba herhangi bir ilave yapilmadi ve kontrol grubu olarak

degerlendirildi.

Borik Asit calisma grubu icin 100 pL 'lik droplara farkli dozlarda borik asit ilave

edildi;

1. gruba 2 pg; 2. gruba 1 pg; 3. gruba 0,04 ug borik asit ilave edilirken 4.

gruba herhangi bir ilave yapilmadi ve kontrol grubu olarak degerlendirildi.

In vitro kiiltiir i¢in, icerisine pentoksifilin (PTX) veya borik asit ilave edilmis
BO-IVC (Bioscience embriyo kiltir soliisyonu), oositler fertilizasyona alinirken
38,8°C’de %5,5 CO2'li ortamda inkiibatorde 12 saat sure ile ekilibrasyona birakildi.

Kumuluslari uzaklastirilan oositler, hazirlanan droplara esit sayida dagitildi

ve 38,8°C’de %5,5 COzile inkiibatorde 7 giin sure ile kulttre edildi.

2.2.8. lstatistiksel Analizler

Verilerin degerlendirilmesinde SPPS 25 (IBM Corp. Released 2017. IBM
SPSS Statistics for Windows, Version 25.0. Armonk, NY: IBM Corp.) istatistik paket
programi  kullanilmigtir. Degiskenler igin ortalamatstandart sapma, medyan
(Maksimum-Minumum) vyizde ve frekans degerleri kullanilmistir. Verilerin
tekrarlanan Ol¢iimleri varyans analizine uygunlugu Mauchy’s Kiiresellik Testi ve
Box-M Varyanslarin Homojenligi Testi ile degerlendirilmistir. Ortalamalarin
karsilastirmalari i¢in faktoriyel diizende faktorlerden biri tekrarlanan 6lgimler varyans
analizi kullanilmigtir. Eger parametrik testlerin (faktOriyel duzende tekrarlanan
Olcimler varyans analizi) on sartlarin1 saglamiyor ise serbestlik derecesi diizeltmeli
Greenhouse-Geisser (1959), ya da Huynh-Feldt (1976) testlerinden biri kullanilmistir.
Coklu karsilagtirmalar ise Diizeltilmis Bonferroni Testi ile gerceklestirilmistir.
Degiskenler normallik, varyanslarin homojenligi 6n sartlarinin kontrolii yapildiktan
sonra (Shapiro Wilk ve Levene Testi) degerlendirilmistir. Veri analizi yapilirken, iki
grup karsilagtirmasi ig¢in Bagimsiz 2 Grup t testi (Student’s t test), On sartlar
saglamadiginda ise Mann Whitney-U testi, ii¢c ve daha fazla grup karsilagtirmasi icin
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Tek Yonlii Varyans Analizi ve g¢oklu karsilagtirma testlerinden Tukey HSD testi ile
saglanmadiginda ise Kruskal Wallis ve ¢oklu karsilagtirma testlerinden Bonferroni-
Dunn testi kullanilmistir. Kategorik veriler Fisher’s Exact Test ve Ki Kare testi ile
analiz edilmistir. Beklenen frekasnlarin %20°den kiigiik oldugu durumlarda bu
frekanslarin analize dahil edilmesi i¢in “Monte Carlo Simulasyon Yontemi” ile
degerlendirme yapilmistir. Testlerin anlamlilik diizeyi i¢in p<0,05 ve p<0,01degeri

kabul edilmistir.

37



3. BULGULAR

Sunulan tez ¢alismasinda uygun kosullarda mezbahadan getirilen 370 adet
ovaryum kullanildi. Getirilen ovaryumlardan 40 adedi Kistik, inaktif veya adezyonlu
olmasi nedeni ile ¢aligmaya dahil edilmedi. Kalan 330 ovaryum (zerinden 2-8 mm
capindaki follikiiller aspire edildi. Aspire edilen oositlerden sadece A ve B kalitede
olanlar tercih edildi, toplam 1384 adeti ¢alismaya dahil edildi. Elde edilen oositlerin

kalite ve say1 bilgileri ¢izelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Elde edilen oosit, kaliteleri ve ovaryum basina diisen oosit sayilari.
Ovaryum basina oosit

Elde edilen toplam say1
say1s1
Kullanilan ovaryum sayisi 330 -
Aspire edilen oosit 1894 573
A-B kalite oosit 1384(800A+584B) 4,19
C-D Kkalite oosit 201 0,6
Dejenere 60 0,18

3.1.  In Vitro Maturasyon Bulgular1

Maturasyon icin toplam 1384 oosit kullanildi. Toplam 1210 oositin mature
oldugu gozlendi. Oositlerin 174 adetinde dejenerasyon sekillendigi  veya
maturasyonun ger¢eklesmedigi goriildii. Oositlerin gruplar aras1 dagilimi, kalitesi ve

maturasyon yiizdeleri ¢izelge 3.2°de verilmistir.

Sekil 3.1. In vitro maturasyonun mikroskop gorintiileri (Selcuk Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji A.D. IVF Laboratuvar1 2019)
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Cizelge 3.2. Maturasyona alinan oosit sayilari, kaliteleri, maturasyon yiizdeleri ve
dejenere olan oosit oranlari.

Mature
Oosit Mature olmayan
Maturasyona o
_ kalitesi olan  Maturasyon ve
alinan oosit ) ) )
A-B kalite oosit oranlari dejenere
sayisi ) )
oosit sayi1sl olan oosit
orani
%12,6
0 )
Toplam 1384 800A 584B 1210 %87,4 (174/1384)

Sekil 3.2. In vitro maturasyon mikroskop géri'mtﬁlei, primer polar body (Selguk
Universitesi Veteriner Fakiltesi Dogum ve Jinekoloji A.D. IVF Laboratuvari 2019).

3.2.  In Vitro Fertilizasyon Bulgular

In vitro fertilizasyon igin, kullanilan 1210 adet mature oositten 979
(%80,9)’unda fertilizasyonun gerceklestigi belirlendi. Yaklagik 12 saatlik bir
fertilizasyon siireci sonrasinda oosit etrafinda sperma hiicrelerinin varligi veya
sekonder polar cisimcigin goriilmesi fertilize olmus olarak degerlendirildi. Zigotun
embriyo kiltlr vasatina alinmasindan 48 saat sonra yapilan boliinme incelemelerinde,
boliinen hiicreler fertilizasyonu dogruladi. Fertilizasyon igin oositlerin gruplar

arasindaki dagilimi ve fertilizasyon oranlari gizelge 3.3’te verilmistir.
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Cizelge 3.3. Fertilizasyona alinan oosit sayilari, fertilizasyon yizdeleri, dejenere olan
oosit oranlar1 ve 48. saatte boliinen hiicre sayilari.

N Fertilize Fertilize 48. saatte
Fertilizasyona .
) olan Fertilizasyon olmayan ve boliinmiis
alinan oosit

zigot oranlari dejenere olan hiicre
sayi1s1 .
Sayisi 00S1t orani Sayisi
Toplam 1210 979 %80,9 %19 (231/1210) 744

eil 3.3. In vitro fertilisyon mikroskop goriintiileri, sekonde polar Ody (1,2) ve
spermatozoon kalintilart (3) (Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve
Jinekoloji A.D. IVF Laboratuvar1 2019).
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3.3.  In Vitro Kiiltiir Bulgular

Elde edilen 979 zigot; pentoksifilin caligma grubu (3 mmol; 3,6 mmol; 4 mmol
ve kontrol) ve borik asit ¢alisma grubu (2 ug; 1 ug; 0,04 ug ve kontrol) arasinda

dagitildi. Her grup icin kullanilan zigot sayisi ¢izelge 3.4’°te verilmistir.

Cizelge 3.4. Kiiltiire alinan zigot sayilar1 ve gruplar aras1 dagilimi.

PTX n BORIK ASIT n
1. 3mmol 123 1. 2ug 116
2. 3,6 mmol 121 2. 1lug 112
3. 4 mmol 126 3. 0.04ug 126
4. Kontrol 135 4. Kontrol 120
Toplam 505 Toplam 474

3.3.1 48. saatteki Boliinme Bulgular

Kiiltlire alinan zigotlarin 48. saatte boliinme durumlari kontrol edildi. Toplam
744 adet zigotta boliinme gbzlendi. Boliinen zigotlarin gruplar arasindaki farkliliklar
degerlendirildi. Pentoksifilin grubunda kiiltiire alinan 505 zigottan 343 tanesinde
(%67,92) bolunme gozlenirken, borik asit grubunda 474 adetten 401 tanesinin
(%84,59) bolinmiis oldugu goézlendi. Toplamda pentoksifilin ve borik asit grubu
arasinda 48. Saatteki boliinme bulgularinda %16,62 oraninda istatistiksel olarak
anlaml1 bir farklilik gozlendi (p<0,05), (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. Kulture alinan zigotlarin 48. saatte pentoksifilin ve borik asit grubundaki
bolinme sayis1 ve yiizdelerinin karsilastiriimasi.

Kultiire alinan Boliinen zigot Bolunme
zigot sayisi (n) sayist (n) orani P-Value
(%)
PTX 370 255 %67,92
BORIK ASIT 354 304 %85,87
KONTROL 255 185 %72,5
TOPLAM 979 744 %75,99
p<0,05
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Sekil 3.4. Pentoksifilin grubu (A, B) ve Borik asit grubu (C, D) igin 48. saat
bolunmelerinin  mikroskop gorintuleri (Selguk Universitesi Veteriner Fakiltesi
Dogum ve Jinekoloji A.D. IVF Laboratuvari 2019).

Pentoksifilinin 3 mmol ve 3,6 mmol dozlar1 karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik gozlenmedi (p>0,05). Pentoksifilinin 3 mmol ve 4 mmol
dozlar arasinda ise istatistiksel olarak %17,69 oraninda bir farklilik goriildii ve diisiik
olan dozda daha fazla béliinme gozlendi. Kontrol grubu ile 3 mmol karsilastirildiginda
ise %11,24°lik bir farkla pentoksifilin ilave edilen grupta daha fazla bélinme oldugu
ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0,05). Kontrol grubu ile
4 mmol doz arasinda anlamli farklilik gozlenmedi, 3,6 mmol ile 4 mmol dozlar
arasinda %13,17’lik bir farkla diisiik olan pentoksifilin grubunda istatistiksel agidan
daha fazla boltinme belirlendi (p<0,05), (Cizelge 3.6).

Borik asitin farkli dozlar1 kendi arasinda karsilastirildiginda ise istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik tespit edilmedi (Cizelge 3.7).
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olarak karsilastirilmasi.

Cizelge 3.6. Pentoksifilinin gruplar1 arasinda 48. saat boliinmelerinin sayisal ve ylizde

1 2 3 4 5 6
3 36 |3 mmol | ammol | 2 4 3,6 4 3,6
mmol | mmol PTX PTX mmol | Kontrol | mmol | Kontrol | mmol | mmol | mmol | Kontrol
PTX | PTX PTX PTX PTX | PTX | PTX
Kiiltire
azlllggil 123 | 121 | 123 126 | 123 | 135 | 126 135 121 | 126 | 121 135
say1s1 (n)
Boliinen
Zigot sayist | 94 87 94 74 94 88 74 88 87 74 87 88
(n)
Bolinme | 76 1> | 719 | 7642 | 5873 | 76,42 | 6518 | 5873 | 6518 | 719 | 5873 | 719 | 6518
orant (%)
P-Value 0,416 0,002 0,045 0,282 0,028 0,246
4,52 17,69 11,24 6,45 13,17 6,72

Cizelge 3.7. Borik asitin gruplari
olarak karsilastirilmasi

arasinda 48. saat boliinmelerinin sayisal ve yiizde

1 2 3 4 5 6
0.04 0.04
2ug | lug | 2ug 0.04ug | 2ug 1lug 1lug
Kontrol ug Kontrol ug Kontrol
BOR | BOR | BOR BOR BOR BOR BOR BOR BOR
Kiilttre
alian
zigot 116 112 116 126 116 120 112 126 112 120 126 120
sayisi (n)
Bolunen
zigot 99 97 99 108 99 97 97 108 97 97 108 97
sayist (n)
Bolinme | g5 54 | 86,6 | 8534 | 8571 | %% | 8083 | 866 | 8571 | 866 | 8083 | 8571 | 8083
orani (%) 4
P-Value 0,784 0,935 0,354 0,842 0,231 0,305
1,26 0,37 4,51 0,89 5,77 4,88

Cizelge 3.8. Pentoksifilin

ve borik asitin gruplart arasinda 48. saat bolinme
farkliliklari
4 mmol Kontrol
Gruplar 2ug BOR 1ug BOR 0.04 ug BOR 3mmol PTX | 3,6 mmol PTX PTX PTX
Kilttre
alinan 116 112 126 123 121 126 255
zigot
sayi1st
Bolunen 99 97 108 94 87 74 185
say1
Bc(’)'r‘;'l‘l’:"e 9%85,34% 9%86,6° 985,71% %76,42 9%71,9 %58,73° | %7254
€. ayni satirda bulunan farkl harfler istatistiksel farkliligi ifade etmektedir (p<0,05).
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Borik asitin 2 pg uygulama dozu ile pentoksifilin farkli doz gruplar
karsilagtirildiginda, pentoksifilinin 3 mmol’i ile arasinda bir farklilik gézlenmezken
3,6 mmol, 4 mmol ve kontrol grubu arasinda farklilik gézlendi (p<0,05). Borik asitin
1 pg uygulama dozu ile pentoksifilinin tim gruplari arasinda anlamli farklilik
belirlendi (p<0,05). Borik asitin 0,04 pg grubu ile kiyaslandiginda pentoksifilinin 3
mmol grubu arasinda fark gozlenmez iken 3,6 mmol, 4 mmol ve kontrol grubu
arasinda fark gézlendi (p<0,05). Borik asitin kontrol grubu ise pentoksifilinin 4 mmol
ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gOsterirken
pentoksifilinin 3 mmol ve 3,6 mmol grubu arasinda farklilik belirlenmemistir (Cizelge
3.8).

3.3.2. Yedinci Gunde Bbélinme ve Kalite Bulgulari

Kiiltiire aliman zigotlar 7. giinde incelendiginde oOncelikle embriyo gelisim
asamalar1 ve sonra embriyolarin Kaliteleri degerlendirildi. Pentoksifilin grubunda
embriyolarin gelisimi ¢ogunlukla 4-8 hiicre veya 8-16 hiicreler arasinda bloklandigi
gozlendi. Bloklanmayan ve kompakt morula asamasina gegen embriyolar bu
asamadan sonra gelisimini devam ettiremedi. Kompakt morulalarin kalite
degerlendirmeleri yapildiginda tiim embriyolarin dejenerasyona ugradigi gézlendi. Bu
embriyolar dejenere embriyo kismina kayit edildi. Borik asit grubunda pentoksifilin
grubuna gore bloklanmanin daha az oldugu belirlendi. Ancak kompakt morula
asamasina ulagan embriyolarin kalitesi degerlendirildiginde, embriyolarin vasat veya
dejenere oldugu gozlendi. Elde edilen 137 adet kompakt morulanin sadece 4 adedinin
iyi kalitede oldugu gozlendi ve iyi kalitede olan bu embriyolar donduruldu. Borik asit
grubunda toplam 44 adet blastosist ve 15 adet hatched olmus embriyo elde edildi. Elde
edilen blastosistlerin timi mikemmel kalitedeydi ve donduruldu. Hatched embriyolar
icin herhangi bir islem yapilmadi. Pentoksifilin ve borik asit grubu i¢in embriyolarin
gelisim agamalar1 ve sayilar ¢izelge 3.9°da verilmistir.

Pentoksifilin ve borik asit gruplarmin 16-32 hiicre, kompakt morula ve
blastosist oranlar1 arasinda karsilastirilma yapildi. Borik asit grubu ile pentoksifilin
grubu arasinda 16-32 hiicreli embriyo ve kompakt morula oranlarinda bdliinme 6ncesi
ve sonrasinda 6nemli bir fark tespit edilemedi. Ancak borik asit grubunun bélinme
Oncesi ve sonrasinda blastosist oraninin pentoksifilin grubuna gore oldukca yiksek

oldugu gozlendi (Cizelge 3.10).
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Cizelge 3.9. Deneme gruplarinda embriyolarin gelisim asamalarinin sayist.

29 (CM)

126 52 13 22 17 0 0 0 0 22(CM) 0

121 34 20 24 21 0 0 0 0 22(CM) 0
34(CM)
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Cizelge 3.10. Deneme gruplarinda bulunan 16-32 hiicre, kompakt morula ve blastosist

oranlar1 ve sayilari.

Grup PTX Borik asit Toplam
Kiiltiire ahinan hiicre sayisi 505 474 979
Kiiltiire alinan hiicrelerden 16-32 %14,45 912,23 0013,38
hicreli oran (73/505) (58/474) (131/979)
Kiiltiire alinan hiicrelerden 0021,18 0028,9 0024,92
kompakt morula orani (107/505) (137/474) 244/979
Kiiltiire alinan hiicrelerden 909,28 %9,28
blastosist oram i (44/401) (44/401)
Bolunmeden sonra 16-32 hiicreli %21,28 %14,46 %17,6
orani (73/343) (58/401) 131/744
Bolinmeden sonra kompakt %31,19 %34,16 %32,79
morula oram (107/343) (137/401) (244/744)
Boliinmeden sonra blastosist oram - (04/1043-/(4),’(?17) ((:/10:'/3’317)

Cizelge 3.11. Pentoksifilin ve borik asit gruplarinda doza bagli olarak morula ve

blastosist oranlari.

Kultur Morula- Kiiltiire alinan Bolinme
medyumuna Oosit blastosist oositten morula- asamasindan
katilan deneme | sayisi(n) saysi(n) blastosist orani morula-blastosist
aruplan y (%) orani (%)
BorzlifJgAS't 116 47 %40,51 (47/116) 47,47(47/99)
Borl”fngS't 112 48 %42,85 (48/112) |  %49,48(48/97)
Borik Asit 196 59 %46,82 (59/126) %54,62(59/108)

0.04 ug
Borik Asit 120 42 %35 (42/120) %43,29(42/97)
Kontrol
Pentoksifilin | 5 29 %23,57 (29/123) |  %30,85(29/94)
3 mmol
Pentoksifilin
126 22 %17,46 (22/126) %29,72(22/74)
3,6 mmol
Pentoksifilin
121 22 %18,18 (22/121) %25,28(22/87)
4 mmol
Pentoksifilin 135 24 %17,77 (24/135) %27,27(24/88)
Kontrol
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Pentoksifilin ve borik asit deneme gruplarinda doza bagl olarak morula ve
blastosist oranlar1 arasinda farklilik gozlendi. Her iki grupta da en diisiik uygulama
dozunda en yiiksek oranda morula ve blastosist elde edildi (Cizelge 3.11). Sekil 3.4°de

elde edilen ebriyolarin goriintiisii verilmistir.

Cizelge 3.12. Borik asit deneme grubunda embriyo gelisim asamalarinin doza bagh
minimum ve maksimum say1 degerleri grafigi.

Estimated Marginal Means of Sayi
10,00 Bélliinme

Ure
— 2-4 hacre
2,00 4-8 hocre
16-32 hicre
Kompakt morula
6,00 Erken Blastosist
Elastosist
Expanded Blastosist
Dejenere
— Hatched

4,00

Estimated Marginal Means

00

-2,00

2ug BOR 1ug BOR 0.04 ug BOR KONTROL

Grup
Error bars: 95% CI

Cizelge 3.13. Pentoksifilin deneme grubunda embriyo gelisim asamalarinin doza bagh
minimum ve maksimum say1 degerleri grafigi.

Estimated Marginal Means of Sayi

25,00 Béllinme
uro
—2-4 hicre

20,00 4-8 hiicre
2 T 16-32 hiicre
© & Kompakt marula
E - . — Erken Blastosist
5 15,00 — < B ) Blastosist
£ ' ) _— | Expanded Blastosist
2 1 — Dejenere
g 10,00 5= : —1 — — Hatched
2 ) ——
£ —— P —
E s ~— =
o prmm— — ——
= e -

00 ——

5,00

3 mmol PTX 3,6 mmol PTX 4 mmol PTA  KONTROL PTX

Grup
Errar bars: 95% CI
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Cizelge 3.14. Borik asit deneme grubunda embriyo gelisim asamalarinin doza bagli minimum ve maksimum say1 degerleri.

2 ug BOR 1ug BOR 0,04 ug BOR KONTROL TOTAL

Ort+SEM Med,\ifl‘glg')v“”' Ort+SEM Medl\ifl‘;‘é')v””' Ort+SEM Med,\ijgg/””' Ort+SEM Med,\ijgg/””' Ort+SEM Medl\ijl"gg/””'
UFO [2,66£0,92| 2(1-7) |233:0,84| 25(0-5) |316£125| 2(1-9) | 4,00£1,00 | 3,0(2-8) |3,04£0,49| 2,5(0-9)
qu'fre 25:0,71 | 2,5(0-5) |266£0,42| 27(2-4)  |1,83x0,40| 1,8(1-3) |3,162098 | 24(2-8) |254:0,32| 2,4(2-8)
H‘l.‘J'fre 2,66£0,66| 2,8(0-4) | 2,5¢0,88 | 2,00(0-6) |2,00£0,57| 2,0000-4) |2,66+0,84 | 25(0-5) |245:0,35| 2,3(0-6)
lﬂ%s’é 2,33:0,91| 2,3(0-6) |1,50£0,61 | 133(0-4) |350+1,23| 3,00(0-8) |233t0,71 | 23(0-5) |241:044| 2,2(0-8)
K,\‘/)Irg‘r‘;"i‘;t 5,33+2,33| 45(0-15) |516+2,22 | 40(0-15) |6,83+2,84| 45(0-16) |550+2,29 | 35(0-13) |570£114| 4,0(0-16)
Bligt‘g:ist 0,66£0,66| 0,7(0-4) |0,16+0,16 | 17(0-1)  |050£0,50| 05(0-3) |050+0,50 | 05(0-3) |045£023| 2(0-4)
Blastosist | 0,50£0,34|  4(0-2) | 1,66£166 | 1,7(0-10) |1,16+0,83| 0,8(0-5) |0,83+0,83| 0,83(0-5) |1,04x049| 0,3(0-10)
E’I‘;’;gggi 0,66£0,66| 0,7(0-4) |033+0,33| 03(0-2) |0,160,16| 0,16(0-1) | 0,16+0,16 | 0,16(0-1) |0,33+0,18| 0,18(0-4)
Hatched [0,66£0,66| 0,7(0-4) |0,66£0,66 | 0,7(0-4)  |0,16£0,16| 0,16(0-7) 0 0 0,62£0,36| 0,5(0-7)
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Cizelge 3.15. Pentoksifilin deneme grubunda embriyo gelisim asamalarinin doza bagli minimum ve maksimum say1 degerleri.

3 mmol Pentoksifilin 3,6 mmol Pentoksifilin 4 mmol Pentoksifilin KONTROL TOTAL
Median(Min- Median(Min- Median(Min- Median(Min- Median(Min-
Ort+SEM Mak) Ort+SEM Mak) Ort+SEM Mak) Ort+SEM Mak) Ort+SEM Mak)
UFO 9,66%0,33 9,7(9-10) (17,33+2,02| 17(14-21) | 11,66+1,33 | 11,7(9-13) |15,66+0,33| 15,7(15-16) |13,58+1,06| 13,7(9-21)
qu-:re 8,33+1,45 8,0(6-11) 4,33+2,02 4,0(1-8) 6,66+1,33 6,66(4-8) 6,33+1,45 6,0(4-9) 6,41+0,80 | 6,66(1-11)
HAirJ-c?re 7,00+3,05 5,0(3-13) 7,33+2,84 | 5,0(4-13) 8,00+3,78 | 7,00(2-15) | 6,33+3,38 | 4,0(2-13) 7,16+1,41 | 5,00(2-15)
&ﬁjéﬁ 6,33+4,84 2,00(1-16) | 5,66+4,25 | 3,0(0-14) 6,66+2,72 5,0(3-12) 5,33+1,45 5,0(3-8) 6,00+1,53 | 4,2(0-16)
K“;?rﬂ?:t 9,66+1,20 9,0(8-12) 7,33+0,88 7,0(6-9) 7,33+1,45 7,0(5-10) |11,33+2,40| 10,0(8-16) | 8,91+0,84 | 8,5(5-16)
Erken
Blastosist 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Blastosist 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Expanded 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Blastosist
Hatched 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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|
| | el e
Sekil 3.4. Borik asit grubu hatched embriyo (A), borik asit grubu morula-blastosist (D,
E), Pentoksifilin grubu embriyolar1 (B, C, F) (Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Dogum ve Jinekoloji A.D. IVF Laboratuvari 2019).
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4.  TARTISMA

Ulkemizde sigirlarda yapilan mevcut birgok in vitro fertilizasyon caligmasi
bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarin ¢ogu, in vitro embriyo Gretimini ve kalitesini
arttirmaya yoneliktir. Ciinkii in vitro fertilizasyon ¢alismalarinda, in vivo ¢aligmalara
gbre embriyo zor elde edildigi i¢in basar1 orani daha diistiktiir. Embriyo Gretimi
basarisini artirmaya yonelik kiiltiir ortamina bazi katki maddelerinin ilavesi
denenmektedir. Bunlarin baginda da en ¢ok embriyo kiiltiir vasatina antioksidan
ilaveleri yer almaktadir. Ciinkii embriyo gelisimi sirasinda kiiltiir ortaminda bazi
metabolik ve enzimatik reaksiyonlar gerceklesmektedir. Bu reaksiyonlar sirasinda
stirekli olarak serbest oksijen radikalleri olugsmaktadir. Normal fizyolojik ortamlarin
tam taklit edilememesi nedeniyle agiga ¢ikan serbest oksijen radikallerinin fazlasi
tolere edilememektedir. Bu asamada embriyo kiiltiir sistemlerine antioksidan ilavesi
yapilarak mevcut serbest oksijen radikallerinin etkisini azaltmaya yonelik ¢alismalar
yapilmaktadir. Sunulan doktora tez ¢alismasinda da embriyo kiiltiir sistemine birer
antioksidan olan ve insan hekimliginde sik¢a kullanilan borik asit ve pentoksifilinin
farkli dozlarmmin ilavesi denenmistir. Bu uygulama ile in vitro embriyo kiltir
sistemlerinde meydana gelen oksidatif stres problemlerine yonelik ¢6zim bulunmasi

amaclanmastir.

In vitro embriyo kiiltiir sistemlerinin ilk adimini ovaryumlardan oosit elde
edilmesi olusturmaktadir. Bunun igin de en ¢ok tercih edilen ve en klasik yontemin
aspirasyon teknigi oldugu bilinmektedir. Aspirasyon teknigi diger yontemlere kiyasla
daha hizli uygulanabilir olmasi nedeniyle daha ¢ok tercih edilmektedir. Aspirasyon
teknigi ile follikiillerden oositlerin yalnizca %30-60’1 elde edilebilmektedir (Gordon
2004, Pandey ve ark 2009, Zarcula ve ark 2012, Ahmed ve ark 2015).

Yapilan bu tez caligmasinda ovaryum flizerindeki 2-8 mm biyiikligiindeki
follikiiller aspire edildi ve toplamda ovaryum basina 5,73 oraninda oosit elde edildi.
Elde edilen oositlerin 4,19 adetinin kaliteli kullanilabilir oosit (A-B kalite) oldugu
belirlendi. Toplamda %73,07 oraninda kaliteli oosit elde edildi. Hashimoto ve ark
(2000) yaptiklart bir ¢alismada ovaryum bagina 13,9 + 2,3 adet oosit elde ettiklerini
ve bunlarin 6,8 + 1,5 adedinin kullanilabilir kalitede oosit oldugunu bildirmislerdir.
Ahmed ve ark (2015) ovaryum basina 3,54 adet oosit elde etmisler ve bunlarin 2,33
(%65,79) oraninda kullanilabilir kalitede oosit oldugunu bildirmislerdir. Ayrica

51



Korkmaz ve ark (2013) ise aspire edilen oositlerin kalitelerine gére maturasyon
basarilarini degerlendirmiglerdir. Calisma sirasinda aspirasyon yontemi ile %66,39
oraninda kaliteli oosit elde etmislerdir. Gordon (1994) ovaryum basina ortalama 5-8
arasinda kullanilabilir oosit elde edildigini bildirmektedir. Sunulan tez ¢alismasinda
elde edilen kullanilabilir oosit sayisinin verilen literatiir bilgileri ile benzerlik
gosterdigi goriilmektedir. Yapilan ¢alismalar arasinda ovaryum basina elde edilen
oosit sayist ve kullanilabilir oosit oranlar1 farklilik gostermektedir. Uygulamalar
arasinda farklilik olmasinin nedenleri arasinda; mezbaha materyali kullaniliyor
olmasi, kesilen hayvanlarin kondisyon ve verim 6zelliklerinin uygulamalar arasinda

farklilik gostermesi ve aspirasyonu yapan kisilerin farkli olmasi yer almaktadir.

Sunulan tez c¢aligmasinda %87,42 (1210/1384) oraninda maturasyon elde
edilmistir. Ortalama maturasyon yizdesi %87,42 olarak belirlendi. Akyol ve ark
(2007) yaptiklart bir sigir in vitro fertilizasyon c¢alismasinda A-B kalite oosit
kullanarak %92 oraninda maturasyon elde etmislerdir. Zhang ve ark (1995) oosit
kalitelerinin blastosist gelisim asamalarina etkisini arastirdiklar bir ¢alismada %93-
96 oraninda maturasyon elde etmislerdir. Elde ettigimiz sonuglar daha 6nce yapilan bu
caligmalar ile uyumluluk gostermistir. Giiler (2018) oositlere uygulanan farkli
dondurma c¢ozdiirme islemlerinin maturasyon oranina etkisini arastirdiklari bir tez
caligmasinda kontrol grubunda %96 oraninda maturasyon elde ettiklerini bildirmistir.
Yapilan benzer bir ¢alismada %94,1 + 1,1 oraninda maturasyon basarist saglamistir
(Faheem ve ark 2011). Daha 6nce yapilan bu ¢aligmalarda, sunulan tez ¢alismasindan
daha yiiksek oranda maturasyon basarist saglanmistir. Zhao ve ark (2017) ise
lipopolisakkaritlerin maturasyon oranina etkisini arastirdiklar1 bir ¢aligmada kontrol
grubunda %85,67 + 2,73 oraninda, deneme gruplarinda ise bundan daha da diisiik
oranda basar1 elde etmistir. Kiiplulii ve Un (2001) follikiil biyutkliklerinin maturasyon
oranina etkisini arastirmis ve %61-%74 arasinda maturasyon elde etmistir. Topuzoglu
(2011) s1g1r oositlerinin maturasyon oranina biiylime faktorlerinin etkisini arastirdigi
bir calismasinda %63,33-%73,33 oraninda basar1 saglamistir. Yapilan bu ¢aligmalarda
sunulan tez caligmasina gore maturasyon basarilarinin daha diisik oldugu
goriilmektedir. Maturasyon oranlarindaki bu farkli sonuglar birgok fakttrden
kaynaklanabilmektedir. Bunlar arasinda; oosit kalitesi, maturaSyon ortami, aspire
edilen follikiillerin biiylkligii, maturasyon soliisyonunun igerigi, 0osit elde etme

teknigi, maturasyon vasatina eklenen katki maddeleri ve oosit vericisinin 6zellikleri
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gibi faktorler yer almaktadir (Kaymaz 2012). Yaptigimiz tez caligmasinda diger
calismalardan farkli sonuglar elde edilmesinin sebebi olarak, kullanilan maturasyon

vasatinin ve oosit vericilerinin farkliligindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Aragtirmamizda toplam fertilizasyon orani ortalama %80,9 (979/1210) olarak
belirlendi (Cizelge 3.3). Literatiirlerde optimum sartlarin saglanmast durumunda %60-
90 arasinda fertilizasyon saglanabilecegi belirtilmektedir (Gordon 2003). Sagirkaya ve
ark (2003) fotal calf serum (FCS) ve syntehetic serum substitude (SSS) kullaniminin
fertilizasyon oranlar1 iizerine etkisini arastirmis ve %73,7 oraninda fertilizasyon elde
etmistir. Zi ve ark (2008) farkli irk bogalarin spermalarimi kullanarak fertilizasyon
oranlarini karsilagtirmig ve yaptiklari ¢alisma gruplarinda %77,8 ve %65,9 oraninda
fertilizasyon elde ettiklerini ifade etmektedirler. Al Naib ve ark (2011) yiiksek ve
diisiik fertiliteli boga spremalarinin in vitro kosullarda fertlizasyon oranina etkisini
arastirdiklar1 c¢alismada %76,7 ve %155,3 oraninda fertilizasyon saglamiglardir.
Sanjoya ve Hasbi (2019) ise Bali ineklerinde yaptiklari in vitro fertilizasyon
calismasinda 9%55,54-9%70,03 oraninda fertilizasyon elde etmislerdir. Bu tez
calismasinda elde edilen fertilizasyon oranlarinin daha 6nce yapilan ¢aligmalara gore
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Elde edilen yiiksek fertilizasyon oranlari; farkli
fertilizasyon vasatlarinin kullanilmasindan kullanilan spermanin kalitesi, sperm
hazirlama tekniklerinin farkli olmasi, sperma motilitelerinin farkli olmas1 ve
fertilizasyon ortamindaki farkliliklardan dolay1 olabilecegi diistiniildii. Calismamizda
fertilizasyon oranlarina bakildiginda fertilizasyon ag¢isindan kullanilan teknik ve

materyaller ile optimal basari saglanabilecegini gostermektedir.

Borik asit grubunun, farkli doz kullanilan alt gruplarinin kontrol grubu ile
kiyaslanmasinda gruplar arasinda istatistiki bir farklilik gozlenmedi (Cizelge 3.7).
Bulgular kiiltiir vasatlarina bor ilavesinin ilk 48 saat boliinmelerine katki
saglamadigini ancak daha ileri boliinme asamalarinda etki ettigini gdstermektedir.
Ancak pentoksifilin grubunda, alt gruplar arasinda grup i¢i farkliliklar belirlendi.
Pentoksifilin daha 6nce higbir sigir in vitro embriyo calismasinda kullanilmamustir.
Bundan dolay1 kullanilan pentoksifilin dozlart daha 6nce yapilan spermatazoon
caligmalarina gore uyarlanmistir (Khalili ve ark 2017). Pentoksifilinin 1.grubu (3
mmol) diger gruplarla karsilastirildiginda 2. grup (3,6 mmol) ile arasinda farklilik

g6zlenmez iken, 3. grup (4 mmol) ve 4. grup (Kontrol) ile arasinda istatistiksel olarak
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anlamli bir farklilik gozlendi (p<0,05). Farkli doz kullanilan gruplarin birbirleri ile
karsilastirilmasinda ise 2 ve 3. gruplar arasinda istatistiksel anlamda bir farklilik
gozlendi (p<0,05), fakat diger gruplarin kontrol grubu ile arasinda bir farklilik
g6zlenmedi (Cizelge 3.6). Elde edilen sonuglar embriyo kiiltiir vasatina 3 ve 3,6 mmol
pentoksifilin ilavesinin fayda sagladigini, ancak 4 mmol pentoksifilin ilave
edilmesinin kontrol grubuna gore bir farklilik olusturmadigini gdstermistir. Bu
sonuglar da pentoksifilin ilavesinin doza bagl olarak béliinmeye katki saglandigini
ortaya koymaktadir. Ayrica embriyo kiiltiir vasatlarina 3,6 mmol’den fazla PTX
ilavesinin boliinmelere katki saglamadigini sdylemek miimkiindur. PTX 6zellikle
mikrosirkilasyonda etkili olmakla birlikte antienflamatuar, antiproliferatif,
antifibrotik, antiapoptotik, immunmodiilatér ve antioksidan etkileri bulunmaktadir
(Lanoue ve ark 1998, Cakmak ve ark 2012, Amber 2014, Ince ve ark 2016). Bu durum
PTX’in antiproliferatif etkisinin bu dozlarda ortaya ¢ikabilecegini diisiindiirmektedir.
Yapilan ¢alismada 48. saat boliinme bulgulari, pentoksifilin ve borik asitin farkli
dozlar kullanilarak olusturulan alt gruplar1 arasinda da karsilagtirlmasinda (Cizelge
3.8) borik asit alt gruplarinin pentoksifilin alt gruplarina gére daha fazla boliindigi
go6zlendi. Bu durum borik asitin embriyo kultlrlne ilavesinin pentoksifiline gore daha

basarili oldugunu gosterdi.

Yapilan caligmada borik asit ve pentoksifilin gruplarinda kiiltiire birakilan
zigotlarin boliinme Oncesi ve sonrasi gelisim durumlari incelendiginde sirasiyla; 16-
32 hiicreli oranlar1 %26,68- %35,74, kompakt morula oranlart %50,08-%65,35 ve
blastosist oranlar1 %9,28-%10,97 olarak belirlendi. Pentoksifilin ve borik asit grubu
birbiri ile karsilastirildiginda embriyo gelisim asamalarinin ¢ogu birbirleri ile
benzerlik gosterirken, blastosist oranlarinda anlaml bir farklilik gozlendi (p<0,05).
Borik asit grubunda %10,97 oraninda blastosist elde edilirken, pentoksifilin grubunda
hic elde edilemedi (Cizelge 3.10). Ayrica yapilan ¢alismada embriyo gelisim agamalari
doza bagli olarak farklilik gosterdi. Borik asit grubuna en diisiik konsantrasyon (0.04
ug) ilavesi ile en yiiksek oranda %54,62 morula ve blastosist elde edilmis olup, doz
arttitk¢a morula ve blastosist oraninda azalma goriildu. Pentoksifilin grubunda da ayn1
sekilde en diisiik konsantrasyonda %30,85 oraninda morula ve blastosist oran1 elde
edilirken, doz artimina bagli olarak bu oranda da azalma gozlendi (Cizelge 3.11). Bu
durum antioksidanlarin embriyo kiiltiir vasatlarina ilavesinin doza bagli olarak etki

ettigini gostermektedir. Thiyagarajan ve Valivittan (2009), antioksidan ilavesinde
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beklenen etkinin doza iliskili oldugu hipotezini destekler niteliktedir. Ayrica borik asit
grubunda tiim uygulama dozlarinda kontrol grubuna gore daha yiiksek oranda
boliinme elde edilmis olmasi borik asitin embriyo kiiltlir vasatina ilavesinin basarili
oldugunu gosterir niteliktedir. Pentoksifilin grubunda ise, en yuksek uygulama
dozunda (4 mmol) kontrol grubuna gore daha diisiik boliinme elde edilmesi doz
artisina bagl olarak pentoksifilinin zararli etki gosterebilecegini diisiindiirmektedir.
Daha 6nce yapilan ¢alismalarda sig1r in vitro kiiltlir vasatina borik asit ve pentoksifilin
ilavesi denenmemistir. Bundan dolay1 ¢alisma dozlar1 genellikle daha 6nce yapilan
farkli hayvan uygulamalarina gore belirlenmistir. Pentoksifilin ve borik asit gruplar
boliinme oranlari arasindaki farkliligin sebebi olarak da oositlerin farkli hayvanlardan
elde edilmis olmasi diistiniilmekte ve elde edilen sonuglar yapilan benzer ¢aligmalar
ile uyumluluk gostermektedir (Karagahin 2015). Yapilan bazi ¢alismalar embriyo
kiltir vasatlarina disaridan farkli bir antioksidanin ilavesi yapilarak embriyo
gelisimine katkida bulunabilecegini sdylerken, bazi calismalar ise herhangi bir
degisiklik gozlenmedigini bildirmektedir (Feugang ve ark 2003, Feugang ve ark 2004,
Hosseini ve ark 2009, Loren ve ark 2017). Jeong ve ark (2006) yaptiklar1 bir
calismada, embriyo kiiltiir vasatina a-tokoferol ilavesi yaparak daha ¢ok blastosist elde
ettiklerini bildirmislerdir. Thiyagarajan ve Valivittan (2009) yaptiklar bir ¢calismada
ise embriyo kiiltiir vasatina vitamin-E’nin farkli dozlarini ilave etmislerdir. Calisma
sonucunda doza bagli olarak embriyo kiiltiir vasatinda oksidatif stresin azaldig1 ve
blastosist elde etme oraninin arttig1 bildirilmistir. Benzer bir sekilde Natarajan (2010)
a-tokoferol ile yaptigi bir koyun embriyo ¢alismasinda doza bagli olarak blastosist
elde etme oranlarinin degistigini ve antioksidan ilavesinin bu oranlart arttirdigini

bildirmistir.

Borik asitin embriyonik gelisim i¢in gerekli oldugu ve borik asit ile yetersiz
beslenen canlilarda embriyonik kayiplarin meydana geldigi daha 6nce yapilan
calismalar ile belirlenmistir (Eckhert 1998, Nielsen 2000). Borik asitin iyi bir
antioksidan oldugunun bilinmesi ve yapilan bu c¢aligmalar sonucunda, borik asitin

embriyo kiiltiir vasatina ilavesinin katki saglayabilecegi diistiniilmiistiir.

Kandi ve ark (2009) yaptiklar1 bir ¢alismada farelerde in vitro kiiltiir vasatina

borik asitin farkli dozlarinin ilavesini denedikleri calisma sonucunda doza bagli olarak
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blastosist oranlarinda farklilik ve artig gozlenmistir. 7. giinde elde edilen morula ve

blastosist gelisim oranlar1 yapilan tez ¢alismasi ile uyumluluk gostermektedir.

Pentoksifilin ile yapilan bir¢ok sperma ¢alismasi mevcuttur. Calismalarin cogu
pentoksifilinin antioksidan 6zelliginden faydalanmaya yonelik yapilmistir. Numabe ve
ark (2001) yaptiklar1 bir ¢aligmada, fertilizasyon oncesi pentoksifilin ile muamele
gbérmiis spermanin fertilizasyon oraninin (%81) kontrol grubuna gore oldukea yiiksek
oldugunu bildirmistir. Ayrica fertilizasyon sonrasi oositlerden blastosist elde etme
oraninin arttigini da bildirmistir. Tournaye ve ark (1995) insanlarda yaptiklar1 benzer
bir ¢alismada yine pentoksifilin ile muamele edilen spermatoozonlardan yiiksek
oranda fertilizasyon elde ettiklerini ve gebelik oranlarinin arttigini bildirmislerdir.
Natadisastra ve ark (2015) insanlarda tlip bebek dncesi endometriyuma pentoksifilin
ve tokoferol uygulamasi yapmustir. Uygulama sonucunda elde edilen gebelik

oranlarinin arttigini bildirmislerdir.

Yapilan tez c¢aligmasinda embriyolarin ¢ogunlukla 8-16 hiicreli asamada
bloklandig1 ve dejenere oldugu gozlendi. Verilen literatiir bilgilerine gore de sigir
embriyolarinin en ¢ok 8-16 hiicreli asamada bloklandig1 bildirilmektedir (Gordon
2003, Meirelles ve ark 2004). Meydana gelen bloklanmalarin birgok sebebinin
olabilecegi diisliniilmekle birlikte en biiyiik faktoriin maternal mRNA yetersizligi,
oositin sitoplazmik maturasyonu sirasinda meydana gelen organel kayiplari ve
sitoplazma kalitesine bagli oldugu bildirilmektedir. Bu nedenle, in vitro ortamda sigir
zigotu tim mRNA’y1 ve proteinleri barindirmasina ragmen bir anda hiicre dongiisii
icinde gelismesini sonlandirdigi bildirilmektedir. Bu durumda, oosit gelisiminde farkli
proteinlerin rol aldigimi ve bunlarm eksiklikleri durumunda gelisimde de yetersizlik
oldugu bilinmektedir. Ayrica gen aktarimi sirasinda yetersiz sitoplazmanin eksik
proteinlerden dolay1 apoptozis mekanizmasina karsi bir savunma gelistiremedigi
soylenmektedir. (Memili ve First 2000, Lequarre ve ark 2003). 11k hiicre déngiisiiniin
uzunlugu; oosit kalitesi, sperm kalitesi, IVF kurallarina ve kiiltiir ortamina gore
degisiklik gostermektedir (Meirelles ve ark 2004). Yapilan bu tez caligmasinda
embriyonal gelisim sirasinda blok ile karsilagilmasinin sebebi olarak, elde edilen
oositlerin maternal kaynaklarinin yetersizliginden kaynaklanabilecegi
distinllmektedir. Yapilan ¢alismada mezbaha materyali kullaniliyor olmasi, kesilen

hayvanlarin bilgisine ulagilamamasi ve reforme hayvanlarin kesim i¢in kullanilmis
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olmasi elde edilen oositlerin genomik olarak yeterli kaliteye sahip olmadigin

disiindirmektedir.

Uygulanan ¢alismada pentoksifilin grubunda borik asit grubuna gore daha ¢ok
bloklanma ile karsilasildi. Bunun sebebi olarak pentoksifilinin antiproliferatif
etkisinden kaynaklanabilecegi diisiiniildii. Bloklanmayarak embriyonal gelisimini
tamamlayan, morula ve blastosist asamasina wulasan embriyolarin kalite
degerlendirmeleri yapildi. Blastosist asamasinda olan bitin embriyolar mikemmel
kalite olmasina ragmen morula asamasindaki embriyolarin biiyiik bir ¢cogunlugunun
dejenerasyona ugradigi gozlendi. Basar ve Soysal (2019) erken donemde oositin
pentoksifilin ile muamelesinin dejenerasyona neden oldugunu ancak fertilizasyon
asamasinda pentoksifilin muamelesinin blastosist oraninda ve gebeliklerde artis
sagladigini bildirmektedir. Bu durum ve elde edilen sonuclar embriyo kiiltiir vasatina
erken donemde pentoksifilin ilavesinin dejenerasyona neden olabilecegini ve
pentoksifilinin kiiltiir asamasindan daha 6nce kullanilmasi gerektigini gostermektedir.
Ancak borik asitin embriyo kiiltiir agsamasi sirasinda ilave edilmesinin, doza bagl
olarak katki sagladigi1 goruldil. Ayrica yapilan bazi ¢alismalar embriyo kiiltiir vasatina
ilk 72 saat herhangi bir ilave yapilmamasi gerektigini, 16-32 hicreli embriyo
asamasindan sonra suplement ilavesi yapilmasini tavsiye etmektedir. Erken
embriyonik gelisim asamasinda enerji kaynagi olarak piruvat, laktat ve glutamin
kullanilmaktadir. Erken donemde glikoz, fosfofruktokinaz enzim aktivesinin
olmamasindan dolay1 kullanilmamaktadir ve bu donemde glikoz ilavesi embriyonik
gelisimde hasara neden olmaktadir (Kobayashi 2007). Bu durum antioksidan

ilavelerinin erken donemde dikkatli yapilmas1 gerektigini diisiindlirmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Son donemlerde sigirlarda yapilan biyoteknoloji ¢alismalart oldukga artmistir.
Yapilan biyoteknoloji ¢alismalariin tiimiiniin ortak hedefi daha fazla ve yiiksek
verimli hayvanlar elde edebilmektir. Bu alanda yapilan ¢alismalarin bir adimini da in
vitro embriyo ¢alismalari olusturmaktadir. In vitro embriyo ¢alismalari, 6zellikle elden
cikmast gerecken ve ylksek genetik Ozelliklere sahip hayvanlardan tekrar yavru
alabilmeyi amaclamaktadir. Ancak in vitro embriyo iiretimi uygulamasi zor ve basari
orani diigiik bir tekniktir. Bu nedenden dolay1 bu alanda yapilan ¢alismalar, in vitro
embriyo iretiminde basart oranini yiikseltmeye yoneliktir. Sunulan bu tez
calismasinda da embriyo kiiltlir vasatina antioksidan ilavesi yapilarak oksidatif stresi
azaltmak, elde edilen embriyo sayisini ve kalitesini artirmak amaglanmistir. Calisma

sonucunda;

- llave edilen antioksidanlarin (pentoksifilin ve borik asit) embriyo elde etme
oraninda istatistiksel agidan bir artisa neden olmamasina ragmen, ¢alisma
gruplarinda sayisal olarak kontrol grubundan daha fazla embriyo elde
edilmistir.

- Calismada 330 ovaryumdan 1894 adet oosit elde edildi ve ovaryum basina
ortalama 5,73 adet oosit diistiigli belirlendi.

- Calismada kullanilan 1384 oositte %87,4 oraninda maturasyon elde edildi.

- Calismada toplamda %80,9 oraninda fertilizasyon saglandi.

- Borik asit, pentoksifilin ve kontrol grubu igin boliinme oranlari sirasiyla;
%85,87, %67,92ve %72,5 olarak belirlendi.

- Pentoksifilin grubunda bélinmeden sonra %31,19, borik asit grubunda ise
%34,16 oraninda kompakt morula elde edildi. Blastosist ise pentoksifilin
grubunda hi¢ elde edilemedi, borik asit grubunda ise %10,97 oraninda elde
edildi.

- Boliinme sonrasi her iki grupta da (pentoksifilinin 4 mmol’ii) hari¢ kontrol
gruplarindan daha yiiksek oranda morula-blastosist elde edildi. En ylksek
morula-blastosist borik asitin 0.04 uygulama dozunda elde edildi. Embriyo
gelisim asamalarinin ve kalitelerinin ilave edilen antioksidanlarin dozuna bagh

olarak degistigi belirlendi.
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Elde edilen bu sonuglar dogrultusunda in vitro fertilizasyon caligmalarinda
mezbaha materyali kullaniminda elde edilen ovaryum kaynagmin c¢ogunlukla
problemli olmasi dezavantaj olusturmaktadir. Kullanilan oositlerin genetik ve
karakteristik ozellikleri tanimlanamamaktadir. Bu durum da basar1 oraninda diisiise
neden olmaktadir. In vitro fertilizasyonda bugiine kadar yapilan calismalarda kiiltiir
ortaminda ovidukt ortammin taklit edilememesinden kaynakli problemler
yasanmaktadir. Yapilan ¢alismalar kiiltiir ortamini ovidukt sivisina en yakin ortami
olusturabilmek i¢in yapilmaktadir. Boylelikle elde edilen blastosist oranini artirmak
hedeflenmektedir. Yapilan bu ¢alisma sonucunda da kiiltiir ortamina antioksidan
ilavesinin  oksidatif stresi azaltarak embriyo gelisimine katki sagladigi
distiniilmektedir. Ancak ¢alisma sonucunda kullanilan suplementlerin dozunun
embriyo gelisimi Tlizerine etkili oldugu ve yiiksek oranda kullanimlarinin
olumsuzluklar dogurabilecegi gozlendi. Basart oraninin yiikseltilmesi i¢in bu alanda
daha fazla calisma yapilmasi gerektigi ve farkli antioksidanlarin doza bagli olarak in
vitro kiiltiir ortamina ilavesinin embriyo gelisimine katki saglayabilecegi

diistiniilmektedir.
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