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OZET

Yiiksek Lisans Tezi
FARE EMBRIYOLARININ DONDURULMASINDA MELATONININ EMBRIYO
CANLILIGI VE GELISMESI UZERINDEKI ETKILERININ INCELENMESI
Kiibra CAGLAR
Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali
|.Danisman: Prof. Dr. Sezen ARAT
II.Danisman: Dr. Ali Cihan TASKIN

Sunulan bu tez ¢aligmasinin amaci, fare embriyolarinin kat1 ylizey vitrifikasyon (SSV)
yontemi ile dondurulmasi sonrasi, embriyo kiiltiir medyumuna melatonin ilavesinin in vitro
gelisim tizerine etkilerinin arastirilmasidir. Melatonin oosit olgunlagmasi ve embriyo gelisimini
destekledigi bilinmektedir. Sunulan c¢alismada sekiz hiicreli fare embriyolarinin kati yilizey
vitrifikasyon yontemi ile dondurulmasi sonrasi melatonin ilaveli kiiltiir medyumlarinda in vitro
gelisimi ve kalitesi arastirilmistir. Bu amagla B6CBAF1 1irk fareler, 10 IlU PMSG ve 48 saat
sonra 10 IU hCG’nin intraperitonal (IP) enjeksiyonu ile siiperovule edilmis ve proniiklear
asamadaki embriyolar elde edilmigtir. KSOM embriyo kiiltiir medyumu + 4mg BSA
medyumunda 37°C ve %5 CO: ‘de sekiz hiicreli asamaya kadar inkiibe edilmistir. Sekiz hiicreli
embriyolar; 37°C, ekilibrasyon soliisyonunda 12 dakika bekletildikten sonra dondurma
soliisyonunda yikanarak 20 saniye igerisinde, sivi azot igerisinde bulunan alimiinyum yiizeye
damla halinde birakilarak (SSV) kati yiizey vitrifikasyon yontemi ile dondurulmustur.
Coziindiirme sonrasi elde edilen embriyolar, KSOM medyumu + 4mg BSA medyumunda 37°C
ve %5 CO: ‘de blastosist asamaya kadar inkiibe edilmistir. Deneyde toplam ii¢ grup
kullanilmigtir; kontrol, SSV grubu ve SSV + 10 2 M melatonin, sirastyla kullanilan embriyo
sayilari; 35, 74 ve 70°dir. Embriyolarin in vitro gelisim oranlar sirasiyla, %97,14, %86,49 ve
%92,86 olarak tespit edilmistir. Diferansiyel boyama sonucu toplam hiicre sayilari sirastyla; 64,
48 ve 33 olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore; melatoninin, SSV vitrifikasyon
yontemi ile dondurulan embriyolarin in vitro gelisimini destekledigi ilk kez bu ¢aligmada
gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Fare, embriyo, SSV, kriyoprezervasyon, melatonin, blastosist
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ABSTRACT

MSc. Thesis
EXAMINATION OF THE EFFECTS OF MELATONIN ON EMBRYO VIABILITY AND
DEVELOPMENT IN FREEZING MOUSE EMBRYOS
Kiibra CAGLAR
Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Departman of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Prof. Dr. Sezen ARAT
2nd Supervisor: Dr. Ali Cihan TASKIN

The aim of this thesis is to investigate the effects of melatonin addition on embryo
culture medium in vitro development after freezing mouse embryos by solid surface
vitrification (SSV). It is known that melatonin supports oocyte maturation and embryo
development. The purpose of this study is to investigate the in vitro growth and quality of
melatonin-supplemented culture medium after freezing the eight-cell mouse embryos by solid
surface vitrification. For this purpose, B6BCBAF1 mice were superovulated with 10 IU PMSG
and intra-peritoneal (IP) injection of 10 IU hCG after 48 hours to obtain embryos in the
pronuclear stage (PN) embryos. Afterwards, they were incubated up to eight The aim of the
thesis study cell steps under the conditions of 37°C and 5% CO- in KSOM medium + 4mg BSA
medium. Eight-cell embryos were kept frozen in solid surface vitrification method (SSV) by
first keeping them 12 minutes at 37°C in the equilibration solution (then washing them in
freezing solution) and then dropping them to aluminum surface in liquid nitrogen with in 20
seconds. Embryos obtained after distillation were incubated in KSOM + 4mg BSA medium to
37°Cand 5% CO: to blastocyst stage. A total of three groups were used in the experiment:
control, SSV group and SSV + 10 2 M melatonin. Number of embryos used were 35, 74 and
70 respectively. The growth rates of in vitro development were 97,14%, 86,49% and 92,86%,
respectively. According to differential staining total cell counts were 64, 48 and 33 respectively.
According to the results obtained; this study demonstrates the first time that melatonin supports
in vitro development of embryos frozen by SSV vitrification.

Key Words: Mouse, embryo, SSV, cryopreservation, melatonin, blastocyst

2019, 73 pages
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1. GIRIS

Ureme biyoteknolojisi ile ilgili yapilan arastirmalar hem g¢iftlik hayvanlar1 hemde beseri
alanda bir¢ok yeni gelismeye Onciilik etmis ve genis bir uygulama alan1 bulmustur. Ciftlik
hayvanlarinda embriyo {iretimi ve transferi gibi ilireme biyoteknolojisi uygulamalari,
hayvanciligin 1slahi i¢in yiiksek verim 6zelliklerine sahip olan ve hastaliklardan ari siiriilerin
olusturulmasi amaciyla kullanilacak biyoteknolojik uygulamalar olarak karsimiza ¢ikmaktadir
Hayvansal iiretimde son yillarda giderek artan dar bogaz iiretime biyoteknolojik uygulamalarin
katilmasi ile asilabilir. Ureme biyoteknolojilerinin saglayacag katkilarla yiiksek oranda gebelik
ve yavru elde edilmesi miimkiindiir. Cesitli teknolojileri igeren {ireme biyoteknolojisi i¢inde;
gelismis tilkelerde uygulama alan1 bulmus olanlar 6zellikle in vivo ve in vitro embriyo tiretimi,
kiiltird, kriyoprezervasyonu ve transferidir. Bu teknolojilerden daha yiiksek basari elde etmek

icin laboratuvar hayvanlari ile yapilacak 6n ¢alismalar biiyiik 6nem tasimaktadir.

Ureme biyoteknolojisi uygulamalari; suni tohumlama teknikleri, embriyo transferi,
coklu oviilasyon, 0Ostrus senkronizasyonu, intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI),
laparoskopik ovum toplanmasi, in vitro matiirasyon, in vitro fertilizasyon, iireme hiicreleri ve
embriyolarin dondurulmasi, sperm ve embriyolarda cinsiyetin belirlenmesi, embriyo
boliinmesi, klonlama, gen transferi olarak oldukga ¢esitlidir ve tiremenin kontrol edilmesi, 1slah
slirecinin hizlandirilmasi, verimin artirilmasi, saymin ¢ogaltilmasi vb. gibi ¢esitli amaglarla tek

tek veya birkaci bir arada kullanilmaktadir.

Insanlarda oldugu gibi hayvanlarda da infertilite problemleri bulunmaktadir. Bu da bir
kusaktan elde edilecek yavru sayisinin diismesine neden olur (Abu ve ark. 2008). Bu problemin

yayginlig lireme biyoteknolojisinin gelistirilmesine vesile olmustur.

Ureme biyoteknolojisindeki gelismeler 6zellikle hayvansal iiretimde iyilesmeye yol
acmistir. Embriyo dondurma teknolojisi, hayvan islahinda biiyiikk 6neme sahiptir. Hayvan
yetistiriciligi programlarinda ve beseri alanda embriyo dondurma teknikleri ile ilgili gelismeler
halen devam etmektedir. Embriyolarin dondurulmasi, tavsan (Mchaisen ve ark. 2015), fare
(Zhang ve ark. 2016, Dehghani-Mohammadabadi ve ark. 2014), domuz (Rodriguez-Osorio ve
ark. 2007), sigir (Wang ve ark. 2014), manda (Manjunatha ve ark. 2009), koyun (Succu ve ark.



2014) gibi ciftlik hayvanlart ve laboratuvar hayvanlarinda sik kullanilan bir biyoteknolojik
uygulamadir. Embriyo dondurulmasinin temel amaclari, infertilite tedavisi, fazla iiretilen
embriyolarin kullanima kadar saklanmasi, gen kaynaklarinin uzun yillar korunmasi ve 1slah

calismalari olarak siralanmaktadir (Konc ve ark. 2014, Choudhary ve ark. 2016).

Embriyo ve iireme hiicrelerinin yani sira somatik hiicreler de son yillarda gen
kaynaklarinin korunmasi amaciyla gen bankalarinda dondurularak saklanmasi i¢in Onerilen
alternatif biyolojik materyaller olmustur (Arat ve ark. 2011). Soyu tiikenme tehlikesi altinda
olan tiirlerden hiicre ve doku Orneklerinin muhafaza edilmesi, biyogesitliliginin korunma
stratejisi i¢in dnemlidir. Bu amagla hiicre ve dokular i¢in ideal kriyoprezervasyon yontemleri
olusturmak ¢ok 6nemlidir. Biyolojik kaynaklarin saklanmasi i¢in olusturulacak merkezlerde,
dondurma sonrasi hiicrelerin canliligini kaybetmeden geri kazanilmasi amaciyla, giivenilir

dondurma prosediirleri olugturulmahdir (Silvestre ve ark. 2004).

Kriyoprezervasyon, hiicre ve dokularin sifir derecenin altindaki 1silara kadar
sogutularak, biyolojik aktivitelerinin durdurulmast ve gelecekte kullanilmasi amaciyla
saklanmasidir. Hiicre dondurulurken izotonik ortam ile osmolaritesinin artmasi ve olusan
hipertonik ortamda hiicrenin su kaybetmesi sonucu hiicrede dehidrasyon sekillenir.
Dehidrasyon hiz1 hiicrenin canliliginin devami i¢in 6nemlidir. Dehidrasyon hizini belirleyen
parametreler; suya kargi plazma membran gegirgenliginin yeterliligi, kriyoprotektanin tipi ve

kullanilan dondurma yontemleridir (Karlsson ve Toner 1996).

Canli materyallerin dondurularak saklanmasinda biiyiik gelismeler kaydedilmis
olmasina karsin hala istenilen basar1 tam olarak elde edilememistir. Bu nedenle hiicrelerin
dondurma ve ¢oOzlindiirme sonrasi canli kalim bagsar1 oranmmi artirmak igin yeni
kriyoprotektanlar, farkli dondurma prosediirleri gelistirilmekte, ¢6ziim sonrasi hiicrelerde
meydana gelecek hasari onleyici maddeler iizerinde ¢alismalar devam etmektedir. Bu tez
caligmasinin amaci da vitrifikasyon ile dondurulan fare embriyolarinin ¢6ziim sonrasinda in
vitro kiiltiir ortamima melatonin ilavesinin embriyo gelisimine olumlu katki saglayip

saglamadigini belirlemektir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Farelerde Ureme

Disi farelerde iireme sistemi, Y seklinde uterus, ¢ift ovaryum ve ovidukt, Klitoral bez,
serviks ve kas yapisindan olusan vajinadan olusur (Sekil 2.1-A). Erginlige ulasma siireleri irklar
arasinda 28. — 49. giinler arasinda degiskenlik gosterirken; vajinanin agilmasi ile anlagilir.
Fareler hamile kalmadiklari siire boyunca belli araliklarla kizginlik gosterir ve tiim yil i¢erisinde
tireyebilirler. Erkek farelerde iireme sistemi ise, penis, seminal vezikiil, testis ve epididimis, kas

ve sinir yapisindan olusur (Sekil 2.1-B).

Farelerde ovulasyon karanlik zaman diliminde meydana gelir. Gece yarisi meydana
gelen ¢iftlesme sonucu disilerde olusan vajinal plug, 16-24 saate kadar gézlemlenebilir. Gebelik
ortalama 20-21 giin siirer (Schwiebert 2007, Harkness ve Wagner 1995, Hogan ve ark. 1994).
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2.2. Farelerde Embriyo Elde Teknikleri

2.2.1. Siiperovulasyon

Fertil 6-8 haftalik yasta disi farclere hormon uygulayarak ovulasyonun senkronize
edilmesi ve oosit sayilarinin yiikseltilmesi islemine siiperovulasyon denir. Uygulama sirasinda
folikiil uyarict hormon (FSH) veya onun etkisine sahip olan gebe kisrak serum gonadotropini
(PMSG) kullanilarak ¢ok sayida follikiiliin gelisimi uyarilir. Gelisen follikiillerin ovulasyonunu
saglamak i¢in liiteinlestirici hormon (LH) benzeri etkisi olan insan korionik gonodotropin
(hCG) hormonu kullanilir (Hogan ve ark. 1994). Disi farelere uygulama giinii 10 IU (birey basi
= 200ul) gebe kisrak serum gonadotropin hormonu (SIGMA-PMSG) intraperitoneal (IP)
enjeksiyonla uygulanir. Enjeksiyondan 48 saat sonra, 7,5 IU (birey bas1 = 200ul) insan
koriyonik gonadotropini (SIGMA-hCG) intraperitoneal (IP) enjeksiyonla uygulanir. Protokol
sonrasl, disi fareler; 2 disi x 1 erkek kafes diizeni olacak sekilde ciftlesmeleri i¢in ortamlarina

birakilirlar (Bagis ve Odoman 2004a).

2.2.2. Embriyolarin elde edilmesi

2.2.2.1. Zigot eldesi

Stiperoviile edilmis farelerden vajinal plak gosteren disilere devam eden 0-12 saat
icerisinde servikal dislokasyon yapilir. Sakrifiye edilen farelerin abdomenleri; alkol ile
temizlenir ve orta hat boyunca kesilir. Kesitten tireme organi bulunup disar1 dogru ¢ekilir ve
ovaryuma kadar tiim dokular uzaklastirilir ve oviduklar dikkatlice yapidan ayirilir. Toplanan
oviduktlar HEPES tamponlu ve 4 mg/ml BSA ile takviye edilmis medyumu (HTF) ile yikanir.
Oviduklar igerisinde 300 pg/ml konsantrasyonda hiyaliironidaz enzimi iceren HTF
medyumunda, streril disli pens ile agilir. Pronuklear safhadaki embriyolarin kumulus
hiicrelerinden enzim yardimiyla ayrilmasi i¢in 3-5 dakika beklenir ve enzimden bagimsiz HTF
medyumunda bolca yikanarak agiz pipeti yardimi ile ekilibre olmus embriyo kiiltiir
medyumuna (4mg/ml BSA+KSOM medyum) transfer edilir (Bagis ve ark. 2010, Hogan ve ark.
1994).



2.2.2.2. Morula eldesi

Stiperovule edilmis farelerden vajinal plak gdsteren disilere devam eden 20-68 saat
icerisinde servikal dislokasyon yapilir. Sakrifiye edilen farelerin abdomenleri; alkol ile
temizlenir ve orta hat boyunca kesilir ve yukarida anlatildigi gibi oviduktlari toplanir. Dort,
sekiz hiicreli ve kompakt morula asamasindaki embriyolarin eldesi i¢in, HEPES tamponlu ve 4
mg/ml BSA ile takviye edilmis medyum (HTF) ile dolu 25 gauge (ga)’lik insiilin enjektorii ile
cift tarafli akis saglanarak oviduktlar yikanir. HTF medyumunda bolca yikanarak agiz pipeti
yardimu ile ekilibre olmus kiiltiir medyumuna (4mg/ml BSA+ KSOM medyum) transfer edilir
(Bagis ve ark. 2010).

2.2.2.3. Blastosist eldesi

Stiperovule edilmis farelerden vajinal plak gosteren disilere devam eden 3,5-4,5 giin
icerisinde servikal dislokasyon yapilir. Sakrifiye edilen farelerin abdomenleri, alkol ile
temizlenir ve orta hat boyunca kesilir. Kesitten {ireme organi bulunup disart dogru cekilir ve
ovaryuma kadar tiim dokular uzaklastirilir. Uterus serviksin gerisinden kesilerek disar1 alinir ve
petri kabina yerlestirilir. Blastlarin eldesi igin; HEPES tamponlu ve 4 mg/ml BSA ile takviye
edilmis medyumu (HTF) ile dolu 25 gauge (ga)’lik insiilin enjektorii ile ¢ift tarafli akis
saglanarak uterus liimeni yikanir. Blastlar, HTF medyumunda bolca yikanarak agiz pipeti
yardimu ile ekilibre olmus kiiltir medyumuna (4mg/ml BSA+ KSOM medyum) transfer edilir
(Bagis ve ark. 2010).

2.3. Embriyo Kiiltiiriiniin Gelisimi

Yirminci yiizyilin ilk yillarinda, memeli embriyolariin gelisimi veya kiiltiirii igin ilk
girisimler basarisizlikla sonuglanmistir. [n vitro kiiltiir embriyolar1 girisiminin ilk raporu
Schengck tarafindan 1880 yilinda olmustur (Schenck 1880). Mark ve Long (1987), sican ve
fare oositlerini dollemeye calismis ama basarisiz olmustur. Kan plazmasindan olusan bir
bliylime soliisyonu kullanilarak, tavsan embriyo kiiltiir ortami kurulmus, kiiltiirde gelisim
incelenmis ancak 40 saatin 6tesinde gelisim elde edilememistir (Bracket 1912-13). Daha sonra
Maximov (1925) tavsan kan plazmasindan olusan kiiltiir ortamda tavsan embriyolarinin
gelisimini arastirmigtir. Bu ¢alismadan faydalanarak, kan plazmasi kiiltlir ortaminda; tavsan

embriyolarinin 1 hiicreli asamadan 8 hiicreli asamaya kadar boliinmesi gozlemlenmistir (Lewis



ve Gregory 1929). Pincus 1935'te tavsan oositlerinden in vitro fertilizasyon ile (IVF) embriyo

elde ettiklerini ve bunlarin transferinden de canli bir dogum gergeklestigini rapor etmistir.

Hammond (1949), tavuk yumurtasi beyazi ve sarisi ile takviye edilmis fizyolojik tuzlu
sudan olusan bir kiiltir medyumunda; 8 hiicreli fare embriyolarini blastosist agamasina
gelistirmeyi bagarmistir. Hammond’in bu c¢alismalari embriyolarin, ilk kez kimyasal olarak

tanimlanmis bir medyumda gelisebilecegini gostermistir.

Chang (1959), siyah tavsanlardan elde ettigi oositleri yine siyah tavsanlarin spermalari
ile fertilize etmis ve gelisen embriyolar1 beyaz tavsana transfer ederek, beyaz tavsanin siyah
yavrular dogurdugunu gostermistir. Bu gelisme ile nihayet memelilerde basarili bir sekilde IVF

ile fertilizasyon sorununun ¢oziilebilecegi kanitlanmigtir.

Glikoz, penisilin, streptomisin ve yumurta beyazi ile modifiye edilmis Ringer
bikarbonat ¢ozeltisininde sekiz hiicreli agsamada kiiltiire edilen fare embriyolarinin blastosist
asamasina kadar gelistigi gbzlemlenmistir. Bu basarili sonucun kiiltiir ortaminimn pH'sinin daha

iyi kontrol edilmesinden kaynaklandigi diistiniilmiistiir (Whitten 1956).

McLaren ve Biggers (1958), Whitten embriyo kiiltir medyumunda gelistirilen fare
embriyolarinin transferi ile canli dogum elde etmislerdir. Whitten ve Biggers (1968), 2 hiicreli
embriyolarin blastosist asamasima kadar kiiltiire edilebildigi embriyo kiiltiir ortamlar1 da
gelistirmislerdir. Bu yeni embriyo kiiltir medyumuna tansfer edilen fare embriyolarinin
osmotik basinca toleransli oldugu bulunmustur. Memeli embriyo kiiltiir ortamlar1 280 ve 290

milimetre / kg osmotik basing seviyesindedir (Nielson ve Jaffar 2010).

Bu gibi bir dizi calisma, ilk nesil embriyo kiiltiir ortamindaki yetersizlikleri ortaya
cikarmigtir. Whitten ve Biggers 1968 yilinda, bazi farelerden elde edilen zigotun in vitro
ortamda blastosist asamasina kadar gelisebildigini ancak baska embriyolarin gelisimsel bloklar
nedeniyle blastosist asamasina ulasamadiklarini bildirmislerdir. Ancak genetik faktorlerin
sebep oldugu bu gelisimsel bloklara embriyo kiiltiir ortamlarinin engel oldugu da gosterilmistir
(Biggers ve ark. 1962, Biggers 1987).



Whitten’in embriyo kiiltiirii kesfinden sonra embriyo fizyolojisi, metabolizmasi ve
beslenmesi iizerine yapilan sayisiz c¢aligmalarin sonuglari, beseri alanda IVF teknikleri
kullanilarak canli bebek dogumu ile sonuglanmistir (Edwards ve ark. 1980). Bu gelismeden
yaklasik sekiz yil once Whittingham ve ark. (1972) ve Wilmut (1972) ilk kez, fare
embriyolarinin basarilt bir sekilde donduruldugu bildirmistir. Embriyo kiiltiirti ile ilgili ¢ok
yonlii caligmalar ¢iftlik hayvanlarinda in vitro embriyo iiretimi, kriyoprezervasyon, klonlama

gibi tireme biyoteknolojisinde 6nemli tekniklerin gelisimine yardimei olmustur.

Fare embriyolarindan embriyonik kok hiicre eldesi 1981 yilinda rapor edilmistir (Evans
ve Kaufman 1981, Martin 1981). Bu gelismeden sonra Thomson ve ark. (1998) ilk kez insan

embriyonik kok hiicrelerinin elde edildigini bildirmislerdir.

2.4.Embriyo Dondurma

Embriyo kriyoprezervasyonu; embriyolarin ihtiyag duyulana kadar bozulmadan
saklanmasimi saglamak amaciyla, hayvancilik endiistrisinde ve insan in vitro fertilizasyon
programlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Fare ve sigir embriyolari i¢in bir dizi oldukca
etkili yavas ve hizli sogutma prosediirleri gelistirilmis olmasina ragmen, bu protokoller diger
tiirlerin embriyolari i¢in etkili olamamistir. Hizli sogutma ve vitrifikasyon protokolleri, ucuz,
hizli ve basit olduklarindan embriyolar igin &zellikle kriyoprezervasyonda kullanilan
yontemlerdir. Memeli tiirlinden embriyolarin dondurulmasi, {ireme tibbinda, hayvan
yetistiriciliginde ve genetik kaynaklarin korunmasinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Infertilite tedavisi i¢in embriyo ve oositlerin kriyoprezervasyonu énemli bir hizmet haline
gelmistir. Bu teknolojinin klinik uygulamasinda avantaji, nakil i¢in saklanan ve daha sonra
¢oziilen embriyolarin ve oositlerin en iyi sag kalimmnin saglamasidir (Kuleshova ve Lopata
2002). Embriyolarin ve oositlerin kriyoprezervasyonu, infertilite tedavisinin basart oranini
artirmanin ayrilmaz bir pargasi olmustur. Bu nedenle, bu teknolojiyi kullanan klinikler, embriyo
ve oosite zarar vermeyen kriyoprezervasyon prosediirlerini kullanmak zorundadir. Bu ise
infertilite tedavisi i¢in saklanan canli materyalin hasarini en aza indirgeyecek ve hayatta kalma
oranlarmi artirabilecek disiik sicaklik teknolojisini segmeyi gerektirir (Kuleshova ve Lopata
2002). Kriyoprezervasyon, ¢6ziim sonrasit embriyolarin gelisiminin in vitro olarak incelenmesi
disinda daha sonra kullanilmak {izere saklanmasi gibi benzersiz bir firsat saglamaktadir

(Ashwood ve ark. 1988).



Embriyo kriyoprezervasyonu iireme programlart ve genetigi degistirilmis farelerin
retildigi hayvan iretim tesisleri i¢in vazgecilmez bir tekniktir (Wai ve King 2009).
Preimplantasyon asamasindaki embriyolarin dondurularak saklanmasi, insanlar ve hayvanlar
i¢in rutin yardimci lireme programlari ve kurumsal hayvan {iretim tesislerinde genis bir amag
yelpazesine hizmet etmektedir. Vitrifikasyon sonrasi transfer edilen embriyolardan dogan
saglikli yavrularin elde edilmesi bu yontemin memeli yumurta ve embriyolarinin
dondurulmasinda tercih edilebilir olmasini1 saglamistir (Kito ve ark. 2003, Vajta ve ark. 1996).
Fare (Kono ve ark. 1991), s1gir (Vajta ve ark. 1998), insan (Kuleshova ve ark. 1999b) ve tavsana
(Jiménez-Trigos ve ark. 2014) ait oositlerin vitrifikasyonu sonrast onlardan elde edilen
embriyolarin transferi ile saglikli yavrular elde edilmistir. Vitrifiye oositlerin IVF sonrasi
blastosist gelisim oranlarinin; farede % 20-% 42,9 (Abedpour ve Rajaei 2015, Aono ve ark.
2005) sigirda % 13-25,5 (Hou ve ark. 2005, Punyawai ve ark. 2015, Vajta ve ark. 1998) arasinda
oldugu rapor edilmistir. Tavsanda ise bu oran %5,5 olarak tespit edilmistir (Jiménez-Trigos ve
ark. 2014). Bununla birlikte, vitrifiye oositlerden elde edilen blastosist olusumu ve canli yavru

oranlar1 tatmin edici degildir.

Kriyoprezervasyon, hiicresel organel fonksiyon bozukluklart (Saunders ve Parks 2000,
Stojkovic ve ark. 2000), sitoplazmada organizasyon bozukluklart (Fuku ve ark. 1995) DNA
hasar1 (Ahn ve ark. 2002) dahil olmak iizere belirgin kromozomal, morfolojik ve biyokimyasal
degisiklige neden olmaktadir. Kriyoprezervasyon sirasinda olusan apoptoz veya nekroz
tetikleyicileri i¢in; reaktif oksijen tiirleri (ROS), hidrojen peroksit (H,O,), siiperoksit anyonlar
ve hidroksil radikal tiretimindeki artis 6rnek olarak verilebilir (Mazilli ve ark. 1995, Sohn ve
ark. 2002, Cabrita ve ark. 2005).

Doku veya hiicrelerdeki su konsantrasyonu, sogutma ve 1sitma islemi sirasinda fiziksel
degisimlerin 6nde gelen belirleyicilerinden biridir. Sulu soliisyonlarin faz geg¢isinde buz kristali
olusumu meydana gelmekte ve bu durum dokulara ve hiicrelere biiyiik zarar vermektedir
(Fowler ve Toner 2005). Coziinme sirasinda hiicre igi sivisinda bozulmalar olusmamasi igin,
hiicre membranindan niifuz ederek hiicre i¢i sivi ile yer degistiren kriyoprotektan (KPA)
maddeler kullanilmaktadir (Cetinkaya ve Arat 2011, Stolzin ve ark. 2012, Caputcu ve ark.
2013). Membranla iligkili hiicre hasar1, zar kompozisyonuna bagli olarak farkl: tiirler arasinda
biiyiik oranda degisebilmektedir (James ve ark. 1999, Muller ve ark. 2008). Artan hiicre dis1
buz kristalleri, hiicre dis1 (ekstraseliiler) yiizeyde olugmaktadir. Bu kristal ylizeylerde ortaya



¢ikan basing hiicre deformasyonuna neden olabilmektedir (Diller ve Aggarwal 1987, Gage ve
Baust 2002). Buz kristali biiylimesi ekstraseliiler yapida bir hiicreden digerine aktarilabilir
(Irimia ve Karlsson 2002). Buna ¢k olarak, transmembran proteinleri, "aquaporinler", hiicre
membraninin bir tarafindan diger tarafina buz kristali gelisimini baslatabilir (Gage ve Baust
2002). Hiicre i¢i buz olusumu, hiicre zar1 hasar gormeden hiicre disi buz tarafindan
indiiklenebilir. Yiiksek konsantrasyonlu hiicre dis1 ¢dzeltiden 6tiirii, hiicre i¢i su disartya yayilir
(osmos) ve hiicre dehidrasyonu ile sonuglanabilir (Karlsson ve Toner 1996). Ozmotik olarak
hiicre membranindan suyun akisi da bir hasar nedeni olarak goriilebilir (Muldrew ve McGann

1994).

Asirt artmus ROS seviyesi, ardindan membran fosfolipidlerinin peroksidasyonu,
kriyoprezervasyonun hasar verici etkisinin biyokimyasal temellerinden biridir (Alvarez ve
Storey 1992). ROS'un hiicre bdliinmesinin durdurulmasina ve hiicre fonksiyonunun kaybina
neden oldugu kabul edilmektedir (Ahn ve ark. 2002, Favetta ve ark. 2007, Yoneda ve ark.
2004). Memeli embriyolarinda ROS iiretimindeki artig, gelisimsel bozukluklara neden olmakla
birlikte (Nasr-Esfahani ve ark. 1990), kriyopreservasyon sonrast ROS seviyesinde artig, hiicre
ici oksidatif sistemleri etkileyerek in vitro gelisimi olumsuz olarak etkilemektedir (Sekil 2.2)
(de Leon ve ark. 2012, Zhang ve ark. 2016, Tsang ve Chow 2010, Marquez ve ark. 2004,
Jurisicova ve ark. 1996, Yang ve ark. 1998, Thomson ve ark. 2009).

Kriyoprezervasyon, antiapoptotik faktorlerin (Baust ve ark. 2000) veya antioksidanlarin
eklenmesiyle apoptozu veya nekrozu azaltici yonde indiiklenebilmektedir (Jeong ve ark. 2009).
Dondurulmus embriyolar bu siiregte dondurmanin zararl etkilerinden antioksidanlarla kismen
korunabilir (Hemadi ve ark. 2009, Nedambaleve ark. 2006, Hosseini ve ark. 2009). Cesitli
caligmalar, vitrifiye embriyolarda antioksidan kullaniminin yararli etkilerini gostermistir
(Nedambaleve ark. 2006, Hosseini ve ark. 2009). Melatonin, insandan fareye kadar birgok tiiriin
oosit, sperm ve embriyo vitrifikasyonunda basarili bir sekilde uygulanmistir (Hemadi ve ark.

2009).

Kriyoprezervasyon uygulamasi ile depolanmis oositlerin ve embriyolarin in vitro kiiltiir
ortam kosullarini iyilestirmek ve hayatta kalmalarina destek olmak igin gesitli antioksidanlar
kullanilmaktadir. Bunlar hiicreleri kimyasal siire¢lerde olusan oksitlenmelerden ve serbest

radikallerden korurlar ve yaslanma karsit1 6zellikleri vardir. ROS bloklayicilar, onun etkilerini



azaltarak hayattta kalma mekanizmasina yardimci olmaktadirlar. Antioksidanlarin eklenmesi
dondurma sirasinda olusabilecek, apoptozu veya nekrozu azaltici yonde, pozitif etki
yaratmaktadir. Glutatyon, B-merkaptoetanol, Taurin E vitamini (a-tokoferol) sik kullanilan
antioksidanlara ornektir (Wang ve ark. 2002). Melatonin’nin de etkili antioksidanlar arasinda

yer aldig1 savunulmaktadir (Zhao ve ark. 2016).

*MiTOKONDRIYAL DISFONKSIYON

*RADIKALLER

Sekil 2.2. Dondurmada olusan hiicre i¢i hasarlarin sematize sekli

2.4.1.Embriyo Dondurma Teknikleri

Embriyo kriyopreservasyonunda kullanilan yontemleri geleneksel yavas dondurma
(slow-freezing), hizli dondurma (rapid-freezing) ve vitrifikasyon (vitrification) olarak {i¢ grupta
inceleyebiliriz.

Yavas dondurma igleminde embriyo, kismi embriyo dehidrasyonunu kolaylastirmak ve
dolayisiyla kriyoprezervasyon sirasinda hiicre i¢i buz kristali olusumunu 6nlemek i¢in 1-1.5
mol / L diisiik molekiiler agirlikl hiicre zarin1 gegebilen kriyoprotektanlar iceren bir hipertonik
cozeltiye yerlestirilmektedir. Embriyolar, programlanabilir bir dondurucu kullanilarak yavasga
(0.2- 2.0°C / dak.) sifirm alt1 (-30 ila -70°C) sicakliklara kadar sogutulmakta ve sonra sivi azot
(-196°C) i¢ine birakilmaktadir. Bu prosediirde embriyolarin, donmadan 6nce kriyoprotektan
(KPA'lar) ¢ozeltisi ile ozmotik dengeye ulasmasi saglanir (Palasz ve Mapletoft 1996; Youngs
ve ark. 2011). Yavas dondurma prosediiriiniin fareler, sigirlar ve insan embriyolari igin etkili
oldugu kanitlanmigtir (Youngs ve ark. 2011). Bununla birlikte, domuz embriyosu, in vitro veya
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erken evre embriyolar gibi daha hassas embriyolar i¢in yavas donma etkin bir yontem degildir
(Youngs ve ark. 2011).

Yiiksek donma hizlarinin uygulanmasindan 6nce embriyolarin yiiksek kriyoprotektan
cozeltileri kullanilarak kismen susuz birakildigt hizli dondurma yonteminde, kisa bir
ekilibrasyondan sonra, kismen dehidre duruma gecen embriyolar s1vi azot buharinda ¢ok kisa
bir siire tutulup sonra sivi azot igerisine daldirilmaktadir. Ancak bu yontemde ¢6zdiirme
sirasinda olugabilen buz kristallerinin embriyoya zarar verebilecegi belirtilmektedir (Palasz ve

Mapletoft 1996).

Vitrifikasyonun basarisi, embriyo ve onu cevreleyen vitrifikasyon c¢ozeltisinin
camlastirilmasi ile hiicreler arasi buz kristali olusumunun en aza indirilmesi esasina
dayanmaktadir. Embriyolarin ozmotik stres ve toksik kriyoprotektana maruz kalma siiresinin
azalmasi, yiiksek bir canlanma oranina neden olur. Cok kii¢iik hacimde vitrifikasyon ¢ozeltisi
icindeki embriyonun sivi azotla dogrudan ve hizli temasi, daha yiiksek sogutma hizlarina
ulasilmasini saglar ve ilave olarak kriyoprotektana maruz kalma siiresinin bu sekilde azaltilmig
olmasida bu asamada olumlu bir etkiye sahiptir. Boylece dondurulacak canli materyalin
kriyoprotektanin toksik etkilerine daha az maruz kalmasi saglanir (Kassai 1997, Vajta ve ark.
1997). Embriyolarin vitrifikasyonu igin kap olarak farkli malzemeler kullanilmigtir. Plastik
pipetler, vitrifikasyon i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Otoi ve ark. 1998). A¢ik uglu (OPS)
pipetler (Vajta ve ark. 1998) ve ¢ift pipet sistemi (Kuleshova ve Shaw 2000) numune sogutma
hizin1 iyilestirmek ve numuneleri saklama kablarinda biriken olas1 enfeksiyz ajanlardan izole
etmek i¢in iiretilmistir. Yakin zamanda, sogutma oranini en iist diizeye ¢ikarmak icin elektron
mikroskop u¢ kuyular1 (Martino ve ark. 1996, Park ve ark. 2000), kriyoloop (Lane ve ark.
1999a, 1999b), kriyotop (Kuwayama ve ark. 2005), naylon 6rgii (Matsumoto ve ark. 2001,
Fujino ve ark. 2008) ve metal 6rgii (Fujino ve ark. 2008) gibi yeni malzemeler daha kabul goriir

hale gelmistir.

Vitrifikasyon i¢in en sik kullanilan tasiyict sistemler, embriyonlarin sivi nitrojende
depolanmas: sirasinda enfeksiyon ve patojenlerin hareketi (capraz bulasma) gibi potansiyel
risklerin altindadir (Leture-Konirsch ve ark. 2003). Yakin zamanda, kapali uglu pipet (CPS)
temelli vitrifikasyon protokoliiniin, ¢apraz bulagsma olasiligin1 ortadan kaldirmak icin etkili

oldugu kanitlanmistir (Leture-Konirsch ve ark. 2003, Chen ve ark. 2001). Fare embriyolarinin
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dondurulmas1 iizerindeki ¢aligmalar gerek insanlarda gerekse hayvanlarda {ireme

biyoteknolojisinde 6nemli ilerlemelere destek olmustur.

Kat1 yiizey vitrifikasyon tekniginde (Solid Surface Vitrification, SSV) ise aliminyum
folyo ile kaplanmig ve kismen sivi azot igerisine batirilmig metal bir cismin {izerine oositleri
veya embriyolar1 i¢eren 1-2 ul’lik vitrifikasyon soliisyonu damlatilarak donma hizi daha da
artirilmis olmaktadir. Bu sekilde, oosit veya embriyolarin igerisinde bulundugu ¢ok kiiciik
vitrifikasyon soliisyonu ¢ok hizli donar. Halbuki diger vitrifikasyon yontemlerinde soliisyonu
tastyan plastik veya cam gibi maddeler sogumay1 kismende olsa yavaslatmaktadir (Bagis ve ark
2004b).

2.4.2 . Kriyoprotektan soliisyonlar

Hiicre, doku, organ vb. gibi ¢ok sayida biyolojik materyali uzun siire korumak ve
saklamak her zaman zor bir gérev olmustur. Polge ve ark (1949) bu zorlugun asilmasi i¢in ¢ok
onemli bir kesif yapmuislar, gliseroliin spermlerin uzun siire basaril bir sekilde korunmasinda
kullanilabilecegini bulmuslardir. O zamandan beri, pek ¢ok bilim insan1 kriyobiyoloji ve onun
gelecekteki onemi lizerine daha ileri calismalar yapilmas: gerektigini diisiinmeye baslamistir.
Bu nedenle daha sonra ¢ok daha c¢esitlenecek kriyoprotektanlardan biri olan gliseroliin kesfi

kriyobiyolojide en 6nemli adim olarak gosterilmektedir.

Kriyoprotektan ajanlar (KPA) dokular1 ve hiicreleri dondurulma sirasinda olusabilecek
hasarlardan korumaya yarayan maddelerdir. Genellikle su ve yiiksek yag / su bélmeleri i¢in H-

baglanma yerleri vardir (hiicrelere girmeleri gerekir) ve biyomolekiilleri stabilize ederler (Sekil
2.3).

H H
H C|) O
G -C—C-H
H HH H H H H H
Gliserol ProplanGlikol EtilenGlikol (EG)
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Sekil 2.3. Diisiik molekiillii kriyoprotektanlarin yapilari
(Anonim 2018b)

Kriyoprezarvasyon asamasinda hiicrelerin hayatta kalma oranini iyilestirmek i¢in, KPA
kullanilir. KPA'larin baglica gorevleri, donma ve erime noktalarini azaltarak, optimum sogutma
oranina diigiirmektir. Buz bloke ediciler, 6zellikle ¢ozeltide ¢ekirdeklere baglanan buzlanma
cekirdeginin olugmasini Onler, sogutma ve 1sitma sirasinda buz kristali biiylimesini
yavaglatmaktadir. KPA'lar, diisiik molekiil agirlikli ve yiiksek molekiil agirliklit KPA olmak
tizere iki farkli gruba ayrilabilir. Gliserol, etilen (propilen) glikol (EG) ve dimetilsiilfoksit
(DMSO) gibi diisiik molekiillii donmadan koruyucu maddeler hiicresel membrandan gegerek
hiicre igine niifuz etmektedir (McGann 1978, Vandevoort ve ark. 1994, Lehle ve ark. 2005).
KPA sec¢iminde; hiicre iizerine olan toksik etkisine dikkat edilmeli, diffiizyon hiz1 yiiksek olan
KPA secilmelidir. En ¢ok kullanilan ve kabul edilen etilen glikol olmakla birlikte
kriyoprotektan toksisitesini azaltmak i¢in iki farkli KPA kombinasyonu da kullanilabilir
(EG/DMSO).

Buna karsilik, dekstran, hidroksietil ve polivinil-pirolidon ve polivinil alkol gibi yiiksek
molekiil agirlikli kriyoprotektanlar genellikle hiicrelere girememektedirler. Bunlar hiicrelerin
disindaki su/buz gegislerini bozan polimerler ve sekerlerdir. Optimal kriyojenik dehidrasyona
baslamak i¢in kullanilabilirler, toksik etkiyi azaltirlar, ¢6zme islemleri sirasinda osmotik
tampon gibi davranarak osmotik soku engeller, hiicre dis1 alanda kalarak hiicre dehidrasyonuna
katki saglarlar ve hiicre i¢i buz kristali olusumunun veya membran stabilizasyonunun minimize
edilmesine yardimci olmaktadirlar (Takahashi ve ark. 1988, Bakaltcheva ve ark. 2000,Chao ve

ark. 1996). Bununla birlikte, cok yiiksek molekiillii KPA'larn bile hiicrelere girebildigi ve orada
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giinler veya haftalarca kalabildigi bulunmustur (Thompson ve ark. 1970, Stander ve ark. 2001).
Yine hiicre i¢ine giremeyen KPA olarak seker ve tiirevleri, bitkilerde ve hayvanlarda dogal
kriyoprotektor olarak kullanilmaktadir. Bunlar glikoz, siikroz ve trehaloz gibi sekerlerdir. Hem
siikroz hem de trehaloz hiicre i¢ine niifuz etmeyen kriyoprotektanlardir, ancak dehidrasyonu

artirarak hiicre i¢i buz olusumunu azaltmaktadirlar.

Kullanilan sekerin tiiri ve miktari, etilen glikol bazli ¢ozeltilerin fiziksel vitrifikasyon
ozelliklerini de etkilemektedir (Kuleshova ve ark. 1999a). Boylece, niifuz eden kriyoprotektan
konsantrasyonlar1 disiirlilebilirken, ¢dzeltinin vitrifikasyon Ozellikleri de muhafaza
edilmektedir. Bu tiir modifikasyonlar, ¢ozeltinin hiicrelere toksisitesini azaltma potansiyeline
sahip olmalidir ancak bu ¢ozeltilerin embriyo kriyoprezervasyonu icin etkili olup olmadig1 da
arastirilmalidir. Eklenebilecek polimer miktarina veya ¢ikarilabilecek kriyoprotektan miktarina
herhangi bir iist sinir bulunup bulunmadigi tam olarak belirlenmemistir. Bu baglamda bir
calismada, fare embriyo kriyoprezervasyonu i¢in optimize edilmis diisiik toksisiteli, proteinsiz,

hizli sogutma ¢oziimleri arastirilmistir (Kuleshova ve ark. 2001).

Cesitli calismalar kriyoprotektanlarin buz kristali biiyiimesini tamamen ortadan
kaldirdigint ve embriyolari, soguma ve ¢Oziinme prosediirleri boyunca korudugunu
gostermektedir (Kasai ve ark. 1992, Rall ve Wood 1994, Saha ve ark. 1996). Ancak soliisyonlar
yiiksek kriyoprotektan konsantrasyonlar1 igerdiginden embriyolar icin toksik etki
icermektedirler (Kuleshova ve ark. 2001). Son birkag yil boyunca yapilan deneysel ¢alismalar
kriyoprotektanlarin disinda, vitrifikasyon ¢ozeltilerine polimerlerin (6rn. ficoll) ve sekerlerin
(0rn. siikroz, trehaloz) dahil edilmesiyle vitrifikasyonun ardindan hayatta kalmanin
tyilestirildigini gostermistir. Bu kapsamda bu yodntem, niifuz eden kriyoprotektanlarin
konsantrasyonunun azaltilmasina ve daha az toksik vitrifikasyon soliisyonlarinin tiretilmesine
izin vermistir (Kasai ve ark. 1990, Leibo ve Loskutoff 1993, Saha ve ark. 1996). Bir ¢alismada
sekiz hiicreli asamada fare embriyolarina, uygun sogutma ve 1sinma oranlar1 uygulanarak; %7,5
polivinilpirolidon (PVP) ve 2 M etilen glikol (EG) iceren ¢ozeltilerde hizli dondurulabildigini
gosterilmistir (Leibo ve Oda. 1993). Ancak, bu ¢oziimlerde bile kriyoprezervasyon sonrasi
embriyo gelisimi kontrol grubuna gore diisiik bulunmustur (Leibo ve Oda 1993). Onceki
caligmalar, fiziksel vitrifikasyon oOzelliklerini korumak i¢in ¢ozeltiye eklenecek polimer
miktarinin, kullanilan spesifik polimere gore ayarlanmasi gerektigini gostermektedir (Shaw ve

ark. 1997).
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Oksidatif stres, vitrifikasyon islemi sirasinda hayvansal dokularin 6liimiinde kritik bir
faktordiir. Spermatogonial kok hiicreler ve testis dokulart vitrifikasyon islemi sirasinda ¢oklu
strese maruz kalmaktadir (Gholami ve ark. 2013a, Gholami ve ark. 2013b). Vitrifikasyon
stirecleri, hayvan doku yapilarinin farkliliklar1 nedeniyle, tiirlerden tiire optimizasyon
gerektirir. DMSO ve etilen glikol bazli medyumlar; vitrifikasyonun neden oldugu hasari
azaltmada, yeterli olmamigtir. Gliserol kokenli vitrifikasyon ortaminin, melatonin ile takviye

edilmesinin testikiiler doku hasarini azalttig1 savunulmustur (Gholami ve ark. 2015).
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2.5.Melatonin

2.5.1 Genel bilgiler

Melatonin, kan beyin bariyerinin disinda yer alan epifiz bezinden (Sekil 2.4)
salgilanmaktadir ve endokrin hormonu olarak gérev yapmaktadir (Kaur ve ark. 2008).
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Sekil 2.4. Melatoninin sematize bulundugu yer ve yapist

(Anonim 2018c¢)

Melatonin ve metabolitleri, antioksidan, antiapoptoz 6zellikli giiglii serbest radikal
Onleyicisidir (Tamura ve ark. 2008, Yoo ve ark. 2011). Melatonin (N-asetil-5-
metoksitriptamin), sirkadiyan ritim regiilasyonu, mevsimsel iireme ve sicaklik regiilasyonu gibi
hayvanlarda ¢ok sayida 6nemli fizyolojik fonksiyonu diizenler (Hoffman ve Reiter 1965,
Arendt 1998, Zarazaga ve ark. 2010, Barrett ve Bolborea 2012, Tamura ve ark. 2013). Diger
bilinen siipiiriiciilere kiyasla, lipofilik o6zelliklerinden dolayr melatonin hidrofobik bir
antioksidan olarak diisiiniilmektedir. (Kucukakin ve ark. 2009). Melatonin, mitokondriyal
fonksiyon ve homeostazda, mitokondriyal oksidatif stresin azaltilmasi ve Onlenmesinde
koruyucu bir rol oynamakta ve bu da apoptozu diisiirmektedir (Rodriguez ve ark. 2007,Ishizuka
ve ark. 2000, Kang ve ark. 2009). Melatoninin en 6nemli gorevi, sirkadiyan ritim ile biyoritmi
belirlemesidir. Melatonin, ¢ok farkl tiirlerin (insan, fare, tavsan, inek, domuz, koyun, tavuk ve
balik) in vitro embriyo kiiltiir gelisimini destekledigi bilinen ¢ok giiglii antioksidan ve

antiapoptotik ajandir. Ayrica melatoninin fotal epigenetik mekanizmalar iizerinde de etKkili
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oldugu da gosterilmistir (Yu-Chieh ve ark. 2013, Hoffman 1965, Arendt 1986, Tan ve ark.
1994, Galano ve ark. 2011).

Bir calismada melatoninin, apoptozun mitokondriyal yolaginin aktivasyonunu
Onleyerek, siganlarda indometazinle indiiklenen oksidatif strese ve buna bagli gastropati'ye

kars1 korudugu bildirilmektedir (Pallab ve ark. 2009, Adlam ve ark. 2005, Smith ve ark. 2003).

2.5.2. Melatoninin iireme biyoteknolojisinde kullanimi

Sirkadik ritimlerin lireme sistemi iizerine 6nemli fizyolojik islevleri vardir (Brzezinski
1997). Endoplazmik retikulum (ER), protein sentezi, lipit biyosentezi, kalsiyum regiilasyonu
ile hiicrede 6nemli bir rol oynadigindan memeli embriyonik gelisimini etkilemektedir (Sharma
ve ark. 2014, Latham 2015, Lin ve ark. 2016). Melatoninin oosit maturasyonu ve embriyo
gelisimindeki endoplazmik retikulum gerilimi {izerindeki olas1t mekanizmalarina odaklanan
siirli sayida galisma bulunmaktadir. Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada melatoninin, in
vitro matiirasyon sirasinda ER stresine karst UPR sinyal genlerinin diizenlenmesiyle; domuz
oosit olgunlasma hizini arttirabilecegi éne siiriilmektedir (Park ve ark. 2017). In vitro kiiltiir
ortaminin, embriyo gelismesine zarar veren ER streslerinin artmasina yol agabilecegi
bildirilmistir (Zhang ve ark. 2012, Lin ve ark. 2016). Boylece melatonin, ER stresini notralize
edebilecegi ve buna bagli olarak embriyonik gelisme kapasite artisina yol acabilecegi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte embriyo gelisimi sirasinda ER stresi {izerinde bu olasi
melatonin etkisinin mekanizmasi daha fazla arastirilmasi gerektigi vurgulanmustir (Lin ve ark.

2017).

In vitro oosit olgunlagmasi sirasinda ROS varligi; embriyo gelisiminde embriyoda ciddi
oksidatif hasara ya da apoptoza neden olarak gelisimi durdurabilmektedir. /n vivo kosullar
altinda, folikiiler sivilar ve canlinin biinyesindeki sivilar bazi serbest radikal toplayici
antioksidanlar igermekte ve oositleri oksidatif strese karsi koruyabilmektedirler (Wang ve ark.
2002). Bununla birlikte, bu antioksidatif ortam in vivo kiiltiir kosullarinda in vivo kosullara gore
daha zayif hale gelir (Nagina ve ark. 2016). In vitro Kiiltiir kosullarinda, oositler veya
embriyolar ciddi oksidatif strese maruz kalmaktadirlar. Bu sorunun iistesinden gelmenin en
etkili yolu, kiiltiir ortamin1 antioksidan ajanlarla desteklemektir. Diger serbest radikal
stiptiriictilere kiyasla, melatonin suda ve lipidlerde ¢6ziiniirliigii nedeniyle en ¢ok tercih edilen

ajan olarak kabul edilir (Hardeland 2005, Do ve ark. 2015).
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Oositlerin  kriyoprezervasyonunun oositlerin  apoptoz oranint  ve gelisimsel
potansiyellerini azalttig1 bildirilmistir (Hwang ve ark. 2013, Morato ve ark. 2010, Vallorani ve
ark. 2012, Zhao ve ark. 2016). Melatoninin vitrifiye oositler tizerindeki gozlenen yararl etkileri,
apoptoz, ROS seviyesi ve DNA fragmantasyonunu inhibe etme yetenegine baglanmaktadir
(Zhao ve ark. 2016).

Memeli iireme biyoteknoloji alaninda farkli tiirler {izerinde melatonin ile ilgili ¢esitli
aragtirmalar yapilmigtir. Bu arastirmalarda fare, sigir, koyun ve domuz embriyolarinda
melatonin ilavesinin antioksidan etkisiyle embriyo gelisimini destekledigi, apoptoz ve ROS
diizeyini azalttig1 gosterilmistir (Shi ve ark. 2009, Abecia ve ark. 2002, Gao ve ark. 2012, Succu
ve ark. 2014, Kang ve ark. 2009, Li ve ark. 2015).

Ishizuka ve ark. (2000), melatonin ilaveli in vitro kiiltir medyumlarinin fare embriyo
gelisiminini destekledigini rapor etmislerdir. Glutatyon (GSH), hiicreleri zehirli maddelerden
ve ROS'dan koruyan biiyiik bir hiicre i¢i serbest tiyol grubudur (Ozawa ve ark. 2006, Salmen
ve ark. 2005). Preimplantasyon embriyolarinin GSH oksitleyici ajana maruz kalmasinin
intraselliiller GSH diizeylerini diislirdiigii ve blastosiste gelisimi durdurdugu, buna karsin
melatoninin GSH diizeyini arttirarak vitrifiye 2 hiicreli IVF fare embriyolarinin blastosist

evresine gelisimini destekledigi bildirilmistir (Salmen ve ark. 2005).

Gao ve ark (2012), melatoninin vitrifiye 2-hiicreli fare embriyolariin gelisimine olan
etkisini arastirmiglar ve potansiyel mekanizmalar1 incelemislerdir. Calismada iki hiicreli fare
embriyolar1, agik uglu pipet (OPS) yontemi ile vitrifiye edilmis, daha sonra embriyolar
¢Oziilmiis ve farkli konsantrasyonlarda (1072, 1075, 1077, 107°, 10 ~ '* M) melatonin kiiltiir
ortamina eklenmistir. Melatonin, ROS iretimini 6nemli derecede bastirdigi ve vitrifiye
embriyolarin gelisimini, tedavi edilmemislere kiyasla yiikseltigi saptanmigtir. Ortama 10 "' M
melatonin ilave edildiginde, blastosist oraninin, blastosistin hiicre sayisinin dnemli 6lgiide
arttigi, bunlara ek olarak, blastosistlerdeki apoptoz hizinin ve blastosistin ortalama apoptotik
hiicre sayilarin1 igeren apoptotik indeksin, muamele edilmemis numunelere kiyasla yariya

diistiigii belirlenmistir.

Mevcut verilere dayanarak, melatoninin giiclii serbest radikal temizleme ve antioksidan

kapasitesinin, vitrifiye edilmis 2 hiicreli embriyolarin gelisimi {izerinde koruyucu etkileri
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oldugu one siiriilmiistiir. Bununla birlikte, melatoninin en yiiksek dozunun (10732 M) aslinda
embriyolar i¢in zararli oldugu tespit edilmistir. Calismalar melatoninin vitrifiye 2 hiicreli fare
embriyolarina faydali etkilerinin melatonin reseptoriinden (MT1 ve MT2) bagimsiz oldugunu
gostermistir. Melatoninin dogrudan serbest radikal aktivitesi, endojen glutatyon diizeylerini
arttirtlmas1 ve antiapoptotik kapasitesi, vitrifiye embriyonik gelisim iizerindeki koruyucu
etkileri olarak agiklanmistir. Vitrifiye edilmis ve ¢oziinmiis iki hiicreli fare embriyolarinin
kiltlir ortamina melatonin (10™° M) ilavesi artmis hiicre i¢i glutatyon seviyeleri ve azaltilmig
ROS iiretimi ile sonug¢lanmistir. Bu degisiklikler, blastosistlerin ortalama apoptotik hiicre
sayilarinda azalmaya neden olmustur. Calismalar, vitrifikasyon sonrasinda glutatyon (GSH)
diizeyinin diistiigiinii ve melatoninin eklenmesinin GSH diizeylerini arttirdigin1 géstermistir

(Gao ve ark. 2012).

Melatoninin antioksidan ve antiapoptotik etkileri degerlendirmek, in vitro (I\VF)
ortamda fertilize edilmis ve vitrifiye edilmis 2 hiicreli fare embriyolarinin gelisimine olan
etkisini aragtirmak i¢in yapilan bir caligmada; embriyolar farkli konsantrasyonlarda melatonin
ile (107¢, 107°, 102 M) ve melatonin olmaksizin KSOM medyumunda kiiltiire edilmistir.
Melatoninin antioksidan ve antiapoptotik etkileri arastirildigi ¢calismanin sonucunda; 1072, 1072
M gruplarindaki GSH'nin hiicre i¢i diizeylerinin kontrol grubuna goére anlamli derecede
lyilestigi, embriyolarinin blastosist evreye gelisiminin kontrole goére daha yiiksek oldugu,
apoptotik hiicrelerin sayisinin énemli dlciide azaldigi, melatoninin 10 M konsantrasyonunun
blastosistlerin toplam i¢ hiicre kitlesi ve trofektoderm hiicre sayilarinda artisa neden oldugu

gosterilmistir (Dehghani-Mohammadabadi ve ark. 2014).

Benzer sekilde in vitro 2 hiicreli fare embriyolarinin melatoninle kiiltiire edilmesinin
toplam hiicre sayilarini ve blastosist olusum hizini arttirdigi, gozlemlenmistir (Tian ve ark.

2010).

Ayrica, embriyo kiiltiir ortamina melatoninin eklenmesi, partenogenetik embriyolarin
embriyonik gelisimini desteklemis ve 4-hiicreli embriyolardaki ROS seviyelerini nemli 6l¢iide

azaltmistir (Nakano ve ark. 2012).

Melatonin, fare embriyolarinin in vitro gelisimini ve ilave olarak buradan gelisen
embriyolarin transferi sonrast implantasyon oranlarmni arttirmistir (Asgari ve ark. 2012,

Bahadori ve ark. 2013).
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Bir bagka ¢alismada da in vitro ortamda melatonin ilavesi blastosistlerde artmis hiicre
sayistyla ve yiiksek embriyonik gelisim ile sonug¢lanmigtir. Melatonin sadece blastosist olusum
oranlarini arttirmakla kalmamis, ayn1 zamanda kriyopreservasyon sonrasi embriyo gelisim
kalitesini ve gelisime bagli gen ekspresyonunu olumlu olarak destekledigi rapor edilmistir

(Wang ve ark. 2014).

Somatik niiklear transfer yapilmis fare embriyolarinin kiiltiirlerine melatonin eklenmesi,

blastosist formasyonunda ciddi artisa sebep oldugu bildirilmistir (Salehi ve ark. 2014).

Bir bagka ¢alismada tavsan embriyolarinin preimplantasyon gelisimi sirasinda in vitro
kiiltiir veya vitrifikasyonun neden oldugu oksidatif stresin zararli etkilerinden korunmasinda
melatoninin rolii arastirilmistir. Vitrifiye embriyolardaki blastosist gelisim oranlari kontrol
grubunda %69 iken melatonin ile vitrifiye grubunda %81 olarak bulunmustur (Mehaisen ve
Saeed 2015).

In vitro Kiiltiir ortamma ilave edilen melatonin, IVF sigir embriyolarinin blastosist
asamasina kadar kriyotolerans gelistirmesine destek olarak 6dnemli 6lgiide blastosist oranini
arttirmistir. Ayn1 zamanda yiliksek kriyotolerans ile indiiklenen embriyolarin kalitesini ve
gelisime bagl genlerin yukari regiile ekspresyon seviyelerini de iyilestirmistir (\Wang ve ark.
2014, Lin ve ark. 2017). Nakano ve ark. (2012) kiiltiir ortamina melatonin ilavesinin, somatik
hiicre niikleer transfer (SCNT) embriyolarinin gelisim oranimi arttirmamasina ragmen, klon
embriyolarinda ROS olusumunu 6nemli Ol¢lide azalttigini tespit etmislerdir. Bir bagka
calismada ise in vitro kiiltiir ortaminda 10 M konsantrasyonda melatonin ilavesinin oksidatif
stresi azaltigi, fertilizasyonu destekledigi ve in vitro fertilizasyonda (IVF) erken embriyo
gelisiminin destekledigi tespit edilmistir (Succu ve ark. 2014). Sigir oositlerinde, maturasyon
medyumuna melatonin takviyesi oosit olgunlasmasi ve kumulus hiicresi gelisimi ile iligkili
genlerin ekspresyonlarint 6nemli Olglide artirdigr tespit edilmistir (Tian ve ark. 2014). Sigir
oosistlerinin maturasyon asamasinda ve vitrifikasyon soliisyonuna melatoninin ilavesinin
apoptoz ve ROS diizeyini azalttig1 ve in vitro gelisim kapasitelerini destekledigi tespit edilmistir
(Zhao ve ark. 2016). Sigir oositlerinin maturasyon ortaminda melatoninin takviyesi oosit
olgunlagsma oranini ve sigirlarda kumulus hiicresi genislemesini desteklemistir (EI-Raey ve ark.
2011a, 2011b). Bagka bir ¢aligmada tanimlanan bir ortamda IVM sirasinda melatonin

takviyesinin si1gir oositinin niikleer olgunlagmasini tam olarak iyilestiremedigini, muhtemelen
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serum, folikiiler sividaki veya bagka ortamlardaki diger hormonlarin melatonin fonksiyonunu
etkileyebilecegini bildirmislerdir. Sigirlarda, IVM ortaminda melatonin takviyesi, kumulus
hiicrelerini niikleer pargalanmadan korur, antioksidan enzimlerin ekspresyon seviyelerini
arttirtr ve oositlerde ROS olusumunu azaltmistir (Rodrigues-Cunha ve ark. 2016). Bir baska
caligmada ise farkli yiiksek oksijen konsantrasyonu altinda melatonin uygulamasi da in vitro
sigir embriyo gelisiminin desteklendigi bildirilmistir (Papis ve ark. 2007). Manda oositlerinin,
in vitro olgunlasma sirasinda melatonin takviyesi, oksidatif stres ve DNA hasarin1 azaltarak

oosit olgunlagma oranini da arttirmistir (Manjunatha ve ark. 2009).

Domuzun (Shi ve ark. 2009) veya sigirin (Tian ve ark. 2014) folikiiler sivilarinda
melatonin yiiksek seviyelerde tespit edilmis bu da melatoninin in vivo oosit matiirasyonunu
etkileyebilecegini diisiindiirmiistiir. Domuzda, in vitro matiirasyon (IVM) ve in vitro kiiltiir
(IVC) ortam1 sirasinda melatoninin takviyesi matlirasyon oranini 6nemli 6l¢iide arttirmig (Kang
ve ark. 2009), reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumu azaltmis ve apoptozu inhibe etmis (Kang
ve ark. 2009, Nakano ve ark. 2012, Li ve ark. 2015) ve embriyonik gelisimini destekledigi
saptanmistir (Shi ve ark. 2009, Do ve ark. 2015). Shi ve ark. (2009) domuz oositlerinde,
melatonin (10~ ° M) ilavesinin oositlerin maturasyonunu ve ayni zamanda partonogenetik
blastosist gelisimini destekledigini rapor etmislerdir. Kang ve ark. (2009) yaptiklar1 ¢alismada
domuzda melatoninli oosit maturasyon ortamiin oositlerin niikleer ve sitoplazmik
olgunlagmas tizerinde faydali etkileri oldugunu ve bdylece daha sonraki embriyonik gelisime
de destek oldugunu belirtmislerdir. Melatonin, domuz oosit olgunlagsmas: ve embriyonik

gelisim sirasinda histon asetilasyonu ve otofajiyi etkileyebilir (Chen ve ark. 2017).

Resveratrol ve melatoninin, domuz oositlerini 1s1 stresinden korumak iizerine etkisini
inceleyen bir calismada; melatonin, 1s1 stresinde oosit maturasyonu sirasinda tek basina
resveratrolden daha giiclii bir koruyucu aktivite sergiledigi saptanmustir (Li ve ark. 2015).
Nakano ve ark. (2012) kiiltlir ortamina melatonin takviyesinin, somatik hiicre niikleer transfer
(SCNT) embriyolariin gelisim oraninmi arttirmamasina ragmen, SCNT embriyolarinda ROS
olusumunu 6nemli dl¢iide azalttigini, bunun da melatoninin embriyo kiiltiirii lizerindeki yararh
etkisini gosterdigini bildirmislerdir. Domuzlarda, in vitro kiiltiir sirasinda melatonin takviyesi
(Kang ve ark. 2009, El-Raey ve ark. 2011a, Zhao ve ark. 2015) artmis GSH seviyesi ve azalmis
ROS seviyesi ile sonuglanmistir (Li ve ark. 2015). Domuzda, in vitro matiirasyon (IVM) ve in
vitro kiiltiir (IVC) ortami sirasinda melatoninin takviyesi matiirasyon oranini dnemli 6lgiide

arttirmis (Kang ve ark. 2009), ROS olusumu azaltmis, apoptozu inhibe etmis (Kang ve ark.
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2009, Nakano ve ark. 2012, Li ve ark. 2015) ve embriyonik gelisimini destekledigi saptanmistir
(Shi ve ark. 2009, Do ve ark. 2015). In vitro domuz kiiltiirlerinde melatonin varligi,
partenogenetik embriyolarin ROS hasarini azaltarak, apoptotik hizinda anlamli bir azalma ile
birlikte blastosist oranlarini, blastosist toplam hiicre sayisini (Nakano ve ark. 2012) ve

gelisimsel yeterliligi arttirmistir (Choi ve ark. 2008).

Koyun embriyolar1 vitrifkasyon sonrasi ¢0ziilmiis melatonin ilavesinin embriyonal
gelisimi destekledigi bildirilmistir (Abecia ve ark. 2002). Kegide yapilan bir ¢alismada in vitro
olarak melatonin kullaniminin, béliinme oranlarini, toplam hiicre sayisin1 ve blastosit gelisimini

destekledigi bildirilmistir (Berlinguer ve ark. 2009).

DNA metilasyonu, gen ifadesinde kritik olarak yer alan epigenetik mekanizmalardan
biridir. Bu fenomene DNA metil-transferazlar aracilik eder ve oositlerin in vitro matiirasyonu
(IVM) dahil olmak iizere gevresel stresten etkilenir. Melatonin, bir antioksidan olarak, reaktif
oksijen tiirlerinin azaltilmasi yoluyla teorik olarak epigenetik diizenlemeye katilabilir. Bir grup
aragtirmaci farkli konsantrasyonlarda melatonin ile kegi oositlerinin tedavisinden sonra DNA
metilasyonunu ve gelisimini arastirmistir. Kumulus hiicresi ile birlikte gelen diizgiin bigimli,
sitoplazmali oositler segilmis ve 10° M, 10° M, 1072 M ve 0 M farkli konsantrasyonlarda
melatonin ile olgunlastirmalari i¢in kiiltlire edilmistir. Her bir deney grubunda niikleus durumu,
glutatyon igerigi ve oositlerin gelisimsel yeterliligi degerlendirilmis, DNA metiltrans1 (DNA
metiltransferaz 1 (DNMT1), DNA metiltransferaz 3b (DNMT3b) ve DNA metiltransferaz3a
(DNMT3a) dahil olmak iizere DNA metilasyonu ile iligkili genlerin ifadesi, kantitatif gercek
zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile degerlendirilmistir. M-II evresine ulasan
oositlerin yiizdesi 10 12 M grubunda belirgin olarak artmisken, melatonin ile tedavi edilen
oositlerde 6nemli bir glutatyon artis1 gézlenmistir. Blastosist olusumunun analizi, oositlerin
gelisimsel yetkinliginin kontrol grubundan daha yiiksek oldugunu ortaya ¢ikarmis, melatonin
tedavisinin DNA metil-transferazlarin (DNMT) ekspresyon diizeylerini ve global DNA
metilasyonunu azalttigi goriilmiis, melantonin reseptériil A (MTNR1A) ekspresyonu hem
oositte hem de kumulus hiicrelerinde tespit edilmistir (P <0.05). Calismada melatoninin, DNA
metilasyon mekanizmasini etkiledigini ve oositlerin gelisimsel yetkinliginde bir gelismeye yol

actigin1 gostermistir (Saeedabadi ve ark. 2018).
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In vitro iiretilen blastosistler koyun oviduktlarina implante edilmislerse, donma ve
¢oziilme sirasinda hayatta kalabilmek i¢in daha yiiksek potansiyele sahiptirler. Bununla birlikte,
eger bu blastosistler, sentetik ovidukt sivis1 gibi serum destekli ortamlarda kiiltiire edildiyse,
diisiik kriyotolerans sergilemislerdir (Thompson 1996). lyilesen blastosist kalitesinin,
transplantasyon sonrasi gebelik oranini1 6nemli 6lgiide artirdig1 ve daha saglikli bir yavruya yol
act1g1 (Sandra ve ark. 2011, Assou ve ark. 2010) ve in vitro kiiltiir kosullarinin da embriyonun
gen ekspresyonunu degistirebilecegi iyi bir sekilde belgelenmistir (Rizos ve ark. 2002, Doherty
ve ark. 2000, Minami ve ark. 2001). In vitro iretilen embriyoda melatoninin kompleks
yapisinin, embriyo gelisimi tizerinde yetkinliginin (boliinme, 8-hiicre ve blastosist oranlari) ve
ilgili gen ekspresyonu ile kriyotoleransinin aragtirildigi bazi ¢caligmalarda, embriyo kalitesi ve
yasayabilirliginin esas olarak IVF'yi takiben kiiltiir sistemi tarafindan etkilendigi ortaya
cikarilmistir (Rizos ve ark. 2002, Galli ve ark. 2001). Bir baska ¢alismada ise in vitro kiiltiir
ortammda 10® M konsantrasyonda melatonin tedavisinin oksidatif stresi azalttig1,
fertilizasyonu destekledigi ve in vitro fertilizasyonda (IVF) erken embriyo gelisimini

destekledigi tespit edilmistir (Succu ve ark. 2014).

Farkli konsantrasyonlarda melatoninin igeren kriyoprotektan medyumlar: ile vitrifiye
edilen, ¢oziilen seminifer tiibiillerin histolojik yapis1 iizerine melatonin antioksidan etkileri
arastirilmistir. Calismada 6 giinliik BALB/c erkek fare yavrulariin testis dokularii; melatonin
ve melatoninden bagimsiz farkl vitrifikasyon ortamlar ile vitrifiye edildikten sonra ¢oziilmiis
ve testisler hematoksilin-eozin ile boyanarak seminifer tiibiillerin histolojik yapisi
incelenmigstir. Sonug olarak gliserin bazli ortamlara eklendiginde antioksidan 6zelliklerinden
dolay1 melatoninin donma-¢dziilme siirecinin zararl etkilerini azalttig1 ve seminifer tiibiillerin

histolojik yapisini oksidatif hasardan korudugu saptanmistir (Gholami ve ark. 2015).

2.5.3.Fare embriyosu ve melatonin

Melatonin vitrifiye embriyolarin gelisiminde ya bir antioksidan olarak veya reseptor
aracilt mekanizmalar yoluyla spesifik etkilere sahip olabilmektedir. Bir ¢alismada, melatoninin
vitrifiye 2-hiicreli fare embriyolarin gelisimine olan etkisi arastirilmis ve potansiyel
mekanizmalar1 incelenmistir. iki hiicreli fare embriyolari, acik uglu pipet (OPS) yontemi ile
vitrifiye edilmistir. Vitrifiye edilmis embriyolar ¢6ziilmiis ve farkli konsantrasyonlarda (1073 ,

107°,1077,107%, 10 ~ '* M) melatonin kiiltiir ortamina eklenmistir. Melatonin, ROS iiretimini
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onemli derecede bastirdigi ve vitrifiye embriyolarin embriyonik gelisimini, tedavi
edilmemislere kiyasla yiikseltigi saptanmistir. Melatonin 10 ~ ' M ilave edildiginde, blastosist
oraninin, blastosistin hiicre sayisinin énemli dl¢iide arttigi, bunlara ek olarak, blastosistlerdeki
apoptoz hizinin ve blastosistin ortalama apoptotik hiicre sayilarini igeren apoptotik indeksin,

muamele edilmemis numunelere kiyasla yartya diistiigli belirlenmistir (Gao ve ark. 2012).

Vitrifiye edilmis ve ¢oziinmiis iki hiicreli fare embriyolarinin kiiltiir ortamina melatonin
(10" ° M) ilavesi artmis hiicre i¢i glutatyon seviyeleri ve azaltilmis ROS iiretimi ile
sonuclanmistir. Bu degisiklikler, blastosistlerin ortalama apoptotik hiicre sayilarinda azalmaya
neden olmustur (Gao ve ark. 2012). Bu nedenle embriyolarin DNA ve protein sentezinin
yeniden baglatilmasin1 tamamlamak icin yiiksek metabolizma aktivitesine ihtiya¢ duyduklari,
¢oziinme ve kiltire almma sirasinda melatonin takviyesinin - embriyonun ROS
detoksifikasyonunu kolaylastirabilecegi savunulmustur (Leoni ve ark. 2003). Bu eylem,
Kriyoprezervasyonda in vitro iiretilen embriyolarin diisiik kriyotoleransi goz oniine alindiginda
ozellikle etkilidir.

Gametlerin ve embriyolari in vitro ortamda manipiile edilmesi, bu hiicrelerin ROS'un
suprafizyolojik diizeylerine maruz kalma riskini arttirmaktadir. Embriyolar, oksidatif
fosforilasyon, nikotin amid adenindi niikleotid fosfat oksidaz ve ksantinoksidaz sistemleri gibi
gesitli yollarla ROS iiretirler (Guerin ve ark. 2001). In vivo ile karsilastirildiginda ROS
iretiminin, in vitro ortamda kiiltiire edilen embriyolarda arttigi1 dikkati ¢ekmektedir (Goto ve
ark. 1993). Sonug¢ olarak ROS, in vitro memeli embriyolarmin gelisim bozuklugunda rol
oynamaktadir (Nasr-Esfahani ve ark. 1990, Kitagawa ve ark. 2004). Giiclii bir antioksidan olan
melatonin ilavesi, ¢6ziinme sonrast embriyo kiiltiirli ortaminin toplam antioksidan kapasitesini
sadece en yiiksek konsantrasyonda (1072 M) 6nemli 6l¢iide arttirdig1 tespit edilmis. Ote yandan,
bu yiiksek seviyenin, blastosistin yetersiz genislemesi, zona pellusidadan ¢ikma hizinin
diismesi, diisiik toplam hiicre sayisi, daha diisiik hiicre i¢ci ATP konsantrasyonu ve daha yliksek
apoptotik ve oksidatif indeks ile, embriyo canlilig1 ve metabolik durumu {izerinde olumsuz bir
etkiye sahiptir. In vitro embriyo kiiltiirii sirasinda yiiksek dozda melatoninin (10~ M) neden
oldugu zararh etki baska makalelerce de desteklenmistir (Gao ve ark. 2012, Cebrian ve ark.
2013, Shi ve ark. 2009, Rodriguez ve ark. 2007).

Vitrifikasyonun yiiksek basari orani i¢in, EG ve DMSO gibi kriyoprotektanlarin varligi

embriyo stres maruziyeti siiresini en aza indirmektedir. Bunlar ozmotik stresi azaltir ve buz
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kristallerinin olusmasini engeller (Tsang ve Chow 2009). islem sirasinda ROS olusumu ana
problemdir (Matsuzuka ve ark. 2005). Buna ek olarak ROS, mitokondriye bagimli apoptotik
cevabi indiiklemektedir (Juknat ve ark. 2005). Oksidatif strese yanit olarak pro-apoptotik (Bax,
Bak, Bad) ve antiapoptotik (Bcl-2, Bclw, Bcl-xI) mitokondriyal proteinlerin fonksiyonel

dengesinin degisimi sonunda sonugta apoptoza yol agmaktadir (Maity ve ark. 2009).

Normal kosullar altinda, embriyolar ROS'a kars1 savunma kapasitesine sahiptir, ancak
embriyolarin vitrifikasyonunu takiben bu destek azalabilir (Ali ve ark. 2003). ROS’dan
korunmasi i¢in preimplantasyon embriyolarinin kiiltlir ortamina antioksidan ilavesi lizerinde
durulmalidir (Lane ve ark 2002). Diger bilinen siipiiriiciilere kiyasla, lipofilik 6zelliklerinden
dolayr melatonin hidrofobik bir antioksidan olarak diisiiniiliir. Bu 6zellik morfofizyolojik

bariyerleri reseptorsiiz veya belirli bir yere kolayca gegirmeyi saglar (Kucukakin ve ark. 2009).

Ozellikle melatonin, mitokondriyal fonksiyon ve homeostazda, mitokondriyal oksidatif
stresin azaltilmasi ve dnlenmesinde koruyucu bir rol oynar ve bu da apoptoz ylizdesini diisiiriir
(Rodriguez ve ark. 2007, Ishizuka ve ark. 2000, Kang ve ark. 2009). Melatonin, farkli hiicreleri
giclii toplayict etkilerle korurken, melatonin membran reseptorleri [MT1 (Mtnrla), MT2
(Mtnrlb) ve MT3] hiicre korumasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Espino ve ark. 2011).
Melatoninin antioksidan ve antiapoptotik etkileri degerlendirmek, in vitro (I\VVF) ortamda fertile
edilmis ve vitrifiye edilmis 2 hiicreli fare embriyolarinin gelisimine olan etkisini arastirmak i¢in
bir calismada; farkli konsantrasyonlarda melatonin ile (107°, 107°, 1072 M) ve melatonin
olmaksizin KSOM medyumunda kiiltiirlenmistir (Dehghani-Mohammadabadi ve ark. 2014).
Onceki ¢aligmalarda, vitrifikasyon sonrasinda GSH diizeyinin diistiigiinii ve melatoninin
eklenmesinin GSH diizeylerini arttirdigin1 gosterilmistir (Gao ve ark. 2012). Melatoninin
antioksidan ve antiapoptotik etkileri arastirilldigi ¢alismanin sonucunda; 10~ °, 1072 M
gruplarindaki GSH'nin hiicre i¢i diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli derecede iyilestigini
gosterilmistir (Dehghani-Mohammadabadi ve ark. 2014). Onceki ¢aligmalarda, vitrifikasyon
sonrasinda GSH diizeyinin diistiigli ve melatoninin eklenmesinin GSH diizeylerini arttirdig:

tespit edilmistir (Gao ve ark. 2012).

GSH diizeylerindeki artisin  preimplantasyon embriyo gelisimini iyilestirdigi
gosterilmistir (Ozawa ve ark. 2006). Ayrica preimplantasyon embriyolarinin GSH oksitleyici
ajana maruz kalmasi intraselliiler GSH diizeylerini diisiiriir ve blastosiste gelisimi durdurur.

Melatonin GSH diizeyini arttirir ve vitrifiye 2 hiicreli IVF fare embriyolarinin blastosist evreye
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gelisimini destekler (Salmen ve ark. 2005). Onceki ¢alismalarda da embriyo gelisimi iizerine
melatoninin faydali etkileri gosterilmistir (Ishizuka ve ark. 2000, Kang ve ark. 2009, Tian ve
ark. 2010, Abecia ve ark. 2002, Liu ve ark. 2012, Papis ve ark. 2007).

Bax ve Bcl-x1 ekspresyonu melatonin tarafindan diizenlenmesine ragmen bir¢ok ¢alisma
melatoninin Bax'in iizerindeki baskilayict ve Bcl-xl'in iizerindeki arttirici etkilerini
belgelemektedir (Choi ve ark. 2008, Jang ve ark. 2010). Bcl-2 ve diger antiapoptotik tiyeler
(Bcl-2, Bcl-w, Bcelxl) proapoptotik protein Bax islevsel olarak inhibe ederek apoptozu onler.
Oliim sinyalleri, sitokrom c'nin salmmasi, apoptozom kompleksi olusumu, prokapaz
aktivasyonu ve apoptoz basamaklari ile mitokondriyel membran gegirgenliginde degisiklige
neden olur (Choi ve ark. 2008, Jang ve ark. 2005). Melatoninin kaspaz-3 ve Bax'in ekspresyon
diizeylerini azalttig1, buna karsilik Bel-2'nin ekspresyon diizeylerini arttirdigi gosterilmistir
(Jang ve ark. 2005). Giiclii bir antioksidan olan melatoninin toksik hidroksil radikallerini
ortadan kaldirdigi ve ndronlarin hayatta kalmasinda 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmistir

(Wang ve ark. 2006).

Bir baska grup melatoninin, kriyoprezervasyon sonrast MII oositlerinin gelisim
potansiyeline etkisini arastirdiklari bir ¢aligmada; fare MII oositleri agik uglu pipet (open-pulled
straws - OPS) yontemi ile vitrifiye edildikten sonra ¢6ziinme sonrasi 2 saat melatonin ile kiiltiire
ederek partenogenetik aktivasyonun (PA) ardindan embriyolarin in vitro kiiltiire sonuglarini
incelenmislerdir. Taze oositler kontrol olarak kullanilarak, farkli konsantrasyonlarda melatonin
(0, 10° 10®mol / L) her iki asamada ortamlara eklenmistir. Melatonin her iki asamada
kullamldiginda, 10°mol / L melatonin ile tedavi edilen grup, kontrol ile karsilastirildiginda,
benzer oranlarda boliinme ve 4-hiicreli embriyo gelisimi gostermigken, bu oranlarin melatonin
icermeyen gruba gore anlamli derecede yliksek oldugu saptanmaistir. Melatonin icermeyen veya
10%mol / L melatonin ile tedavi edilen gruplarin partogenetik skoru kontrol grubundan anlamli
derecede diisiik bulunmustur. Oosit vitrifikasyonu sonrasinda 1sinmasit ve partogenetik
aktivasyonu sonrast ROS seviyeleri anlamli olarak artmis ve maternal-zigotik gecis (MZT) ile
iligkili genlerin (Dcpla, Dcp2, Hspala, Eiflax, Pou5fl, Sox2) ekspresyonu anlamli derecede
azaldig1 saptannustir. Bununla birlikte, 10° mol / L melatonin takviyesi sonrasinda, ROS
seviyeleri melatonin icermeyen grupla karsilastirildiginda anlamli olarak azaldigi gen ifadeleri
kontrol grubuna gore neredeyse diizeldigi saptanmis, bu konsantrasyonun vitrifiye fare Ml

oositlerinin gelisme potansiyelini arttirabilecegi sonucuna varilmistir (Zhang ve ark. 2016).
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3.MATERYAL VE YONTEMLER

3.1.Materyal

Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda, 6-8 haftalik 18 adet disi B6CBAF1/J
(C57BL6JxCBAJ) 1rk fare kullanilmistir. Bu fareler daha 6nce ciftlestirilmemis eriskin fertiller

arasindan sec¢ilmistir.

Tiim hayvanlarin bakimi bireysel havalandirmali hepafiltreli kafeslerde (IVC) yapilmis
ve glinliik saglik kontrolleri veteriner hekim tarafindan gerceklestirilmistir. Kafes sistemlerinin
bulundugu odalar, 1siklandirma 330 liks seviyesinde ve 12 aydinlik/12 saat karanlik 151k
dongisiidiir. Oda i¢i iklimlendirme kosullari, sicaklik 20-24°C ve nisbi nem %45-65
seklindedir.

Bu arastirmanin, Kog¢ Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (KU-
HADYEK) tarafindan verilen, 2017.HADYEK.018 numarali etik kurul onayr mevcuttur. Bu
tez arastirmasinda kullanilan deney hayvanlari, Kog Universitesi, Translasyonel Tip Arastirma
Merkezi (KUTTAM), Deney Hayvanlari Laboratuvarindan temin edilmis ve embriyo deneyleri

Embriyo Manipulasyon Laboratuvarinda yapilmaistir.

3.2.Yontem
3.2.1.Medyumlarin hazirhgi
3.2.1.1.Yikama medyumunun hazirlanmasi

Hepafiltreli calisma kabini embriyo eldesi ve in vitro ortamda yapilan manipulasyonlar
sirasinda kullanilmak iizere deney giinii steril olacak sekilde hazirlanmistir. Disg ortam embriyo
manipulasyolarinda COz gerekesinim duymayan HEPES tamponlu GLOBAL W/HEPES ticari
medyum kullanilmistir. Protein ilavesi olarak 3 mg/ml BSA (SIGMA A3311) eklenmistir.
Medyum BSA’nin ¢oziinmesinden sonra, 5 ml’lik enjektor ucuna yerlestirilmis 0,22 pm'lik
milliporluk filtreden gegirilmistir (Sekil 3.1). Hazirlanan HEPES tamponlu medyum, 37 °C
ayarli 1s1tic1 yiizeyde 10 dakika deneyde kulanilana kadar bekletilmistir.
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Sekil 3.1. Yikama medyumunun hazirlanmasi

3.2.1.2.Sekiz hiicreli embriyo eldesi i¢in kiiltiir medyumu hazirlanmasi

Embriyo kiiltir medyumu olarak KSOM (GlobalStem) kullanilmigtir. Hazirliklar
embriyo eldesinden 12-16 saat oncesi baglanmustir. Oligotlara ayrilmis olarak +4 °C
buzdolabinda bulunan embriyo kiiltiir medyumuna protein destegi olarak 4 mg/ml BSA
(SIGMA 3311) eklendikten sonra 5 ml’lik plastik pistonsuz enjektor ucuna takilmis 0,22 um'lik
milliporluk filtreden gegirilmistir. Filtrelenen embriyo kiiltiir medyumu otomatik pipet yardimi
ile 35 mm (falcon grainer)’lik embriyo kiiltiir petrisi yiizeyine 10 ul’lik damlalar halinde
dagitilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Embriyo kiiltiir medyumunun hazirlanmasi
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Kontamine olmasini1 ve buharlagmasini 6nlemek amaciyla damla olarak hazirlanan
embriyo kiiltiir medyumlart, iizeri 2,5 ml mineral yag (Lifeguard-Life Global) ile kaplanmis ve

%5 °C ve 37°C 1s1 olan inkiibatore gazlanmasi i¢in kaldirilmustir.

3.2.1.3.Vitrifiye embriyolarin ¢6ziim sonrasi Kiiltiirii icin medyum hazirhg:

Kat1 yiizey vitrifikasyonu isleminden 12-16 saat oncesi embriyo kiiltlirii hazirlig:

baslamaktadir. Melatonin igermeyen ve igeren olmak tizere iki farklt medyum hazirlanmistir.

Melatonin icermeyen medyum: Embriyo kiiltir medyumuna (KSOM medyum) 4
mg/ml BSA (Sigma A3311) ilave edilmistir.

Melatonin i¢eren medyum: Embriyo kiiltiir medyumuna (KSOM medyum) 4 mg/mi
BSA (Sigma A3311) ve 10 > M Melatonin (M5250 Sigma) ilave edilmistir.

Hazirlanan medyumlar 5 ml enjektdr ucuna yerlestirilmis 0,22 pm'lik milliporluk
filtrede filtre edildi. Filtre edilen embriyo kiiltiir medyumu otomatik pipet yardimi ile 35 mm
(Falcon 353001)’1ik embriyo kiiltiir petrisi yiizeyinde 10 ul’lik damlalar halinde petri zeminine
dagitildi ve lizeri mineral yagi ile kaplanmig %5 CO: ve 37°C 1s1da olan inkiibatore gazlanmasi

i¢in kaldirilmastir.

3.2.2. Agiz pipeti kapilleri hazirhg:

Embriyolarin toplanmas1 ve medyumlar arasi aktarimlari i¢in; agiz pipet hortumuna
bagli 50 ul lik kapiller pipetler kullanilmistir. Kapiller cam pipetlerin bir gaz ocagi istiinde orta
bolgeleri yumusayana kadar 1sitilmis ve cam pipet alev kaynagindan uzaklastirilarak
yumusayan orta bolge pipetin zit uglarindan gekilerek inceltilmis, uzayan boélge (2150 um
capta) ortasindan bir cam tas1 yardimiyla kesilmistir. Kullanimdan 6nce dikey akish giivenlik

kabini igerinde, sterilizasyon i¢in UV’ye maruz birakilmistir. Ag1z pipetinin hortum kismina
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takilmadan Once, mikroskop altinda cam tasi ile diiz agizli olarak kesilerek embriyo

manipiilasyonu i¢in hazirlanmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Agi1z pipeti kapilleri hazirlig

3.2.3. Ovidukt eldesi icin operasyon odasimin hazirhgi

Ovidukt eldesi igin operasyon odasinda cerrahi alan kullanilmistir. Bu cerrahi alan, steril
cerrahi set (3 adet mikro uglu cerrahi pens, 3 adet cerrahi makas ve 1 adet g6z cerrahi), soguk
151k kaynagi ve 37°C’lik 1sitict ylizey olarak hazirlanmistir (Sekil 3.4). Embriyo elde 6ncesi tiim

Operasyon masasi yiizeyi temizlenmis ve tek kullanimlik cerrahi ortii serilmistir.

Sekil 3.4. Operasyon odasinin hazirlig

3.3. Siiperovulasyon ve Embriyo Eldesi

Protokoliin uygulandig: giin, 6-8 haftalik BGCBAF1/J (C57BL6JxCBAJ) disi farelere
saat 13:00’da 10 IU (birey bas1 = 200ul) gebe kisrak serum gonadotropin hormonu (SIGMA
G4877-PMSG) intraperitoneal (IP) enjeksiyon olarak uygulanmistir. Enjeksiyondan 48 saat
sonra 13:00°dal0 1U (birey bas1 = 200ul) insan koriyonik gonadotropini (SIGMA C8554-hCG)

intraperitoneal (IP) enjeksiyon olarak uygulanmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Intraperitonal enjeksiyon ile siiperoviile edilmesi

Superovule disi fareler, hCG enjeksiyonu sonunda erkek B6CBAF1/J (C57BL
/6JxCBA/) fareler ile giftlestirilmistir. Ciftlestirme i¢in 2 disi ve 1 erkek aymi kafese
konulmustur. Ertesi sabah, ciftlesmenin tespiti i¢in vajinal plak kontrolii yapilmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Ciftlesme sonrasi farelerde vajinal plak kontrolii

Vajinal plak tespit edilen fareler operasyon odasina transfer edilmistir. Disi fareler
servikal dislokasyon ile sakrifiye edilmis ve operasyon masasina alinmigtir. Sakrifiye edilen
farelerin abdomenleri; alkol ile temizlenmis ve orta hat boyunca kesilmistir. Kesikten ovaryuma
kadar tim dokular uzaklastirilmis ve oviduklar dikkatlice yapidan ayirilmistir. Oviduktlari
toplanmig, HEPES tamponlu ve 4 mg/ml BSA ile takviye edilmis medyumu (HTF) ile
yikanmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7.0viduktlarin toplanmasi ve yikanmasi

Embriyo eldesi i¢in oviduklar 300 pg/ml hiyaliironidaz + HTF medyum igine transfer
edilmistir. Bu medyum i¢inde streril disli pens yardimi ile oviduktun ampulla bolgesine kiigiik
bir kesik yapilmistir (Sekil 3.8).

-

Sekil 3.8. Oviduklarin enzimli medyum igerisinde agilmasi

Pronuklear asamadaki kumuluslu embriyolar hyalurinidazli medyum igerisinde 3 dakika
bekletilmis, ardindan HTF medyumunda 3 farkli kuyuda yikanmigtir (Sekil 3.9). Son kuyuda

embriyolarin en iyi kalitede olanlar: se¢ilmistir.
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Sekil 3.9. Embriyolarin kumulus hiicrelerinden ayrilmasi i¢in yikanmasi

Yikama medyumunda elde elde edilen embriyolar, 16 saat nce hazirlanmis inkiibatorde
dengelenmis embriyo kiiltiir medyumuna (4mg/ml BSA+KSOM medyum) transfer edilmis ve
pipet degisimi yapilmistir. Kiiltiir medyumu igerisine transfer edilen embriyolarda 3 farkli

damla igerinde yikanmis (Sekil 3.10) ve her asamada cam pipet degistirilmistir (Hogan ve ark
1994).

Sekil 3.10. Embriyolarin kiiltiir medyumuna transferi

Tek hiicreli embriyolar kiiltiir medyumu KSOM (GlobalStem) icerisinde % 95 nem ve
37 °C ve %5 CO2’li inkiibatorde sekiz hiicreli asamaya kadar kiiltiire edilmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11.Embriyolarin inkiibasyon ortami

3.4. Kat1 Yiizey Vitrifikasyon (SSV)

Sekiz hiicreli agamaya gelmis embriyolar i¢in ekilibrasyon, dondurma solusyonlar1 ve

dondurma sonrasi kiiltiir medyumlar1 hazirlanmigtir.

Ekilibrasyon soliisyonu: 0,2 ml. EG (Sigma EG E-9129)+ 4,8 ml. HTF-HEPES + 20 mg
BSA (Sigma A3311). Hazirlanan solusyon fitreden gegirildikten sonra 200 pl’lik otomatik
pipet yardimi ile 100pul’lik damlalar halinde 60°1lik petri (Falcon353004) igine aktarilmig ve
dondurma islemine kadar 37 °C’lik 1sitic1 tablada bekletilmistir.

Dondurma soliisyonu: 0,875 ml EG + 1,625 ml HTF-HEPES+0,3785 gr Trehalose
(Sigma-T0167) + 125 mg PVP (Sigma P0930) + 10 mg BSA olarak hazirlanmis ve
filtrelenmistir. Merkez petrinin orta kuyusuna (Oosafe Oopw-Cw04) 500 ul dondurma

solusyonu hazirlanmis ve oda sicakliginda dondurma asamasina kadar bekletilmistir.

Coziindiirme soliisyonu: 0,5675 gr Trehalose + 5 ml HTF-HEPES+ 20 mg BSA olarak
hazirlanmis ve filtrelenmistir. Hazirlanan ¢6ziindiirme solusyonu, 4 kuyulu petrinin (Nunc-
144444) bir kuyusuna 500 ul konulmus ve diger 3 kuyuya HTF-HEPES koyularak petri
37°C’de 1sitic1 tablada bekletilmistir. Ekilibrasyon, dondurma ve ¢oziindiirme solusyonlari

deney giinli hazirlanmistir.
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Embriyolar, ekilibrasyon damlasinda 12-14 dk bekletilmistir. Dondurma damlasinda 3
kez yikanmis ve cam pipet yardimi ile , 20-25 saniye igerisinde -150 °C — -180 °C derece

araligindaki s1vi azot igerisindeki aluminyum yiizeye damla halinde birakilmistir (Sekil 3.12).

Vitrifive damla icinde embriyolar

Aliininyum folyo

Tetal blok

¥

S nitrojen

Sekil 3.12. SSV diizenegi (A), embriyolarin aluminyum yiizeye birakilmasi (B).

Aluminyum yiizeydeki donmus damlalar sogutulmus pens yardimiyla aluminyum

yiizeyden alinarak vial igerisine birakilmis ve vial hemen sivi azota daldirilmigtir (Sekil 3.13).

Sekil 3.13. Embriyolarin vial ile azota aktarilmasi
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Embriyolar ayni giin igerisinde azottan alinip ¢oziindiirme soliisyonu igerisine
birakilmistir. Embriyolar ¢6ziindiirme soliisyonu igerisinde 3 dakika kadar bekletilmis
sonrasinda embriyolar 3 adet HTF kuyusunda toplam 8 dakika boyunca yikanmistir. Deney
giinii dnceden hazirlanmis ve ekilibre olmus embriyo kiiltiir medyumunda en az 3 kez yikanarak

transfer edilmistir (Sekil 3.14).

Sekil 3.14. Cozlinme sonrasi embriyolarin kiiltiir medyumuna alinmasi

Embriyo gelisimlerinin degerlendirilebilmesi i¢in biitlin embriyolar embriyo kiiltiir

medyumuna transfer edilmistir. Embriyo kiiltiir ortamlar1 agagida verilmistir.

3.5. Deney Gruplarimin Dizayni

Kontrol grubu: Proniiklear asamada elde edilen in vitro gelistirilen 35 adet embriyo, 4

mg/ml BSA igeren embriyo kiiltiir medyumunda (KSOM medyum) hig¢ bir muameleye marul
birakilmadan 96-120 saat siiresince inkiibatorde (%5 COz, ve 37°C) kiiltiire edilmistir.

SSV grubu: /n vitro olarak gelistirilen, sekiz hiicreli asamada SSV ydntemi ile vitrifiye
edilen ve ¢oziilen 74 adet embriyo 4 mg/ml BSA igeren embriyo kiiltiir medyumunda (KSOM
medyum) 48 saat inkiibatorde (%5 COz, ve 37°C) kiiltiire edilmistir.
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SSV melatonin grubu: /n vitro olarak gelistirilen, sekiz hiicreli asamada SSV yéntemi

ile vitrifiye edilen ve ¢oziilen 70 adet embriyo 4 mg/ml BSA + 102 M melatonin iceren
embriyo kiiltiir medyumunda (KSOM medyum) 48 saat inkiibatorde (%5 CO2, ve 37°C) kiiltiire

edilmistir.

Kiiltiir bitiminde tim embriyolar gelisim oranlar1 ve hiicre sayilar1 bakimindan

degerlendirilmistir (Sekil 3.15).

3.6. In Vitro Kiiltiir Oranlarimin Degerlendirilmesi

In vitro olarak gelistirilen, sekiz hiicreli asamada dondurulan embriyolar ¢dziildiikten
sonra melatoninli ve melatoninsiz medyumda 48 saat kiiltiire edilmis ve gelisim oranlari

degerlendirilmistir.
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Siiperoviilasyon Embriyo Eldesi Embriyo Kiiltiir Boyama Gdoriintiileme

v

1.Giin  3.Giin 4.Giin 5.Giin 6.Giin 7.Giin 8.Giin 9.Giin 10.Giin
PMSG HCG 0-24.saat 24-48.saat  48-72.saat 72-96.saat 96-120.saat |
Ciftlesti SSV
Zigot 2 hiicre faz1 4 hiicre faz1 8 hiicre faz1i  Morula Erken - Orta Blastosist  Blastosist Salmmis Blastosist
Zona Zan i i
Polar Cisimcik : Trofektoderm I¢hitere
Blastositol Boslugu

Trofektoderm

Sekil 3.15. Deney akis1 zaman sekili
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3.7.Diferansiyel Boyama ile Hiicre Sayilarinin Belirlenmesi

Blastosit agamasina gelen embriyolarin gelisim kalite degerlendirmesi i¢in trofektoderm ve

i¢ hiicre kitlesi hiicre sayilarinin hesaplamasi igin diferansiyel boyama yapilmustir.

A- Soliisyonu: 2 pl PI (100pug/ml (P-4170 Sigma))+ 998 HTF+10 ul %1 Tritonx100

B- %100 ethanolden 780ul + 40 ul Hoeschst (H33258 Sigma)

Soliisyonlar karanlikta hazirlanmistir. C6ziim sonrasi1 48 saat kiiltiire edilen blastosistler,
A soliisyonunda 10-12 saniye arasinda bekletildikten sonra B soliisyonuna transfer edilmis ve

4°C da bir gece karanlikta bekletilmistir.

Ertesi giin lam tizerine 5 pl lik gliserol damlalari olusturulmus ve iglerine embriyolar
tek tek transfer edilerek iistleri lamelle kapatilmistir. Hazirlanan preparatlar kirmizi ve mavi
floresan atagmanli ters mikroskopta (Carl Zeiss) goriintelenerek, trofektoderm ve i¢ hiicre
sayilar1 hesaplanmistir (Thouas ve ark. 2001). Boyanan blastosistlerin i¢ hiicre kitle hiicreleri

mavi renk, trofektoderm hiicreleri kirmizi renk olarak gézlenmistir.

3.8. istatistik Analizler

Deneyler en az dort tekrarli olarak yapilmistir. Aragtirma sonuglarin istatiksel olarak
degerlendirilmesinde MS Windows igin gelistirilen SPSS Statistics 22.0 program versiyonu

kullanilmigtir. Gruplar arasi farkin kontrolii i¢in bagimsiz t-Test uygulanmustir.
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4 BULGULAR

4.1 Siiperovulasyon ve 48 Saat Kiiltiir Sonras1 Embriyo Eldesine Ait Sonuglar

Stiperovulasyon uygulanan 18 disi BGCBAFL1 fareden 11’1 vaginal plak gostermis ve bu
farelerden toplam 205 adet proniiklear asamada kaliteli embriyo elde edilmistir. Hayvan basina
ortalama 18,64 adet embriyo elde edilmistir. Elde edilen tek hiicreli embriyolarin 48 saat
kiiltiiri sonrasinda 179 adet. sekiz hiicreli embriyo elde edilmistir. Embriyolarin in vitro kiiltiir

sonucu sekiz hiicreye gelisim oran1 %78 olarak bulunmustur.

4.2. In Vitro Kiiltiir Sonuclar

In vitro kiiltiir sonunda yapilan gelisim degerlendirmelerine gore sirasiyla; kontrol
grubunda 34 adet (%97,14% +5,77), SSV grubunda 64 adet (%86,49° +4,82) ve SSV+ 10”2 M
melatonin ilave grubunda ise 65 adet (%92,86 +3,23) blastosist gézlenmistir. Kontrol grubu
ile SSV grubu arasinda (P<0,05) ve SSV ve SSV+melatonin gruplar1 arasinda istatiksel olarak
anlamli fark tespit edilmistir (P<0,05). Kontrol grubu ile SSV+melatonin grubu arasindaki fark

anlaml1 bulunmamistir (p<0.05). Sonuglar Cizelge 4.1 ve Sekil4.4’de gosterilmistir.

Cizelge 4.1.In vitro gelisim degerlendirmesi

Grup Embriyo sayis1 In vitro gelisen In vitro Geligim
blastosist Sayisi orani (%)
Kontrol 35 34 97,142 £5,77
SSV 74 64 86,49° +4,82
SSV+Melatonin 70 65 92,862 £3,23

3 Ayn1 kolonda farkli harfler tasiyan degerler arasindaki farklar énemlidir (p<0.05)
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4.3. Diferansiyel Boyama ile Hiicre Sayilarina Ait Sonuglar

Differansiyel floresan boyama (Sekil 4.3) sonucunda kontrol, SSV ve SSV+10™ 2 M
melatonin gruplarinda ortalama hiicre sayilari sirasiyla; 64+2,97, 48,3342,33 ve 64+2,07 olarak
hesaplanmustir. I¢ hiicre Kitlesi sayisi, trofektorderm hiicre sayilar1 ve toplam hiicre sayilari
bakimindan kontrol grubu ile SSV+ 1072 M grubu arasinda anlamli bir fark tespit edilmez iken
SSV grubunda tiim degerler kontrol ve SSV+ 107! M grubundan diisiik bulunmus ve aradaki

farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu tespit edilmistir. Sonuglar Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2 Diferansiyel floresan boyama ile blastosistlerde hiicre sayilarinin belirlenmesi

) Trofektorderm

I¢ hiicre kitlesi ) Toplam hiicre
Grup hiicre sayilari

sayisl sayilari
Kontrol 18,67+0,822 45,33+4,76° 64+2,97°
Ssv 13,33£1,08° 35+2,55° 48,33+2,33°
SSV+Melatonin 17,33+0,822 46,67+1,362 64+2,072
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Sekil 4.1. Embriyo 8 hiicreli fotografi

Sekil 4.2. Blastosist evresindeki embriyo fotografi

Sekil 4.3. de gosterildigi gibi differansiyel florasan boyama yontemi ile blastosistler
boyanmig; mavi florasan ile i¢ hiicre kitlesi (ICM), kirmiz1 florasan ile trofektoderm hiicreleri

say1lmis ve blastosist olusumunda ortaya ¢ikan toplam hiicre sayilar1 saptanmistir (Cizelge 4.2).
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Sekil 4.3. Differansiyel floresan boyama ile blastosist goriintiilemesi

In vitro gelisim oram

97.14

O
oo

92.86

OOND DD
=R R )

86.49

Yiizde Degerleri
oo oo 00 o0
o = v oo

N

Kontrol SSV-+HKiiltiir SSV-+Melatonin
(102 M)

oo
(=]

Deney Grubu

Sekil 4.4. Deney gruplar1 blastosist degerleri
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S.TARTISMA VE SONUC

Embriyo dondurma teknolojisi, deney hayvanlar1 ve ¢iftlik hayvanlarina ait degerli
genetik kaynaklarin uzun siireli korunmasini saglamak amaci ile kullanilan 6nemli ve gerekli
bir teknolojidir. Bununla birlikte, oositler ve erken embriyolar dondurarak saklamaya karsi gok
hassastir ve son birkag yilda yeni ilerlemeler kaydedilmesine ragmen miikemmel bir protokol
heniiz kurulmamistir. Tim oositler ve embriyolar, kriyoprezervasyon sirasinda onemli
morfolojik ve fonksiyonel hasara ugrarlar, ancak sagkalim ve gelisim oranlarindaki
farkliliklarin yani sira hasar gorme derecesi, tiirlere, gelisim asamasina ve kokene (6rnegin, in
vitro tretilen veya in vivo) bagh olarak olduk¢a degiskenlik gosterir. Meydana genel hasarlar
in vitro gelisimde ve sonrasinda da implantasyonda sorunlar yaratabilmektedir. Bu problemi
¢Oziimii i¢in hala calismalar devam etmekte, farkli dondurma teknikleri, farkli kriyoprotektan
konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlari, kriyoprotektana destek ilave katkilar kullanilmasi
disinda embriyo ¢oziindiirme sonrasi kiiltiir medyumlar1 gelistirilmesi amaciyla farklt ROS,
apoptoz ve hiicre i¢i hasar Onleyici antioksidanlarin kullanimi tizerinde durulmaktadir.
Gilinlimiizde gamet ve embriyolarin dondurarak saklanmasi i¢in yavas donma ve vitrifikasyon

olmak tizere temelde iki yontem vardir.

Vitrifikasyon, 6zellikle in vitro iiretilen veya mikro manipule edilmis embriyolar ve
oositlerle ¢alisirken, geleneksel yaklagimlara kiyasla daha uygulanabilir ve umut verici bir
alternatif haline gelmistir (Bagis ve ark. 2002, Pereira ve Marques 2008). Bu tez ¢alismasinin
da amaci SSV vitrifikasyon teknigi ile dondurulan fare embriyolarinin in vitro kiiltiiriine

melatonin ilavesinin embriyonun gelisimine etkisini incelemektir.

Erken donem embriyolarda yavas dondurmaya gore daha basarili olan vitrifikasyon ile
dondurma i¢in bugiine kadar c¢esitli yontemler gelistirilmistir. Bunlarin ¢ogunda embriyonun
icinde bulundugu solusyonu tasiyan cam veya plastik malzemeler kullanilmakta ve bu
maddelerde donma hizin1 kismen de olsa olumsuz etkileyebilmektedir. Vitrifikasyon
yontemlerinden biri olan SSV yonteminde digerlerinden farkli olarak sadece vitrifiye edilecek
oosit veya embriyolarin i¢inde bulundugu ¢ok kiigiik kristal damla dondurulmaktadir. Bu damla

hicbir ekstra malzemenin i¢inde degildir ve sogukla direk temas halindedir. Bu yontem ilk defa
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¢oziildiikten sonra gen transferi yapilarak transgenik fare elde etmek icin tek hiicreli fare
embriyolarinin dondurulmasinda basari ile uygulanmistir (Bagis ve ark. 2002). Daha sonrasinda
da degisik ¢alismalarda yavas dondurma ve diger vitrifikasyon yontemleriyle kiyaslanmis ve
daha iyi sonuglar alindig1 gosterilmistir (Bagis ve ark.2004b, Bagis ve ark.2005, Bagis ve ark.
2010). Kaynaklar incelendiginde SSV vitrifikasyon teknigi kullanilarak immatur oosit (Peng
ve ark. 2007, Pan ve ark. 2018), pronuklear embriyo (Bagis ve ark. 2002, 2004b, 2005, 2009,
2010), sekiz hiicreli (Boonkusol ve ark. 2006), morula ve blastosit (Baranyai ve ark. 2005)
asamasinda fare embriyolarinin donduruldugu goriilmektedir. Bu tez ¢alismasinda daha 6nce
basariyla uygulandigi belirtilen SSV vitrifikasyon teknigi kullanilmis ancak ilk defa kiiltiir
medyumuna melatonin ilavesinin bu yontem ile vitrifiye edilen fare embriyolarinin ¢éziim

sonrast gelisimine etkisi arastirilmastir.

Ghandy ve Malekshah (2017) vitrifikasyonun (cryotop) hangi embriyonik dénemde
daha bagarili uygulanacagini arastirdiklar1 bir ¢alismada 2 hiicreli, 4 hiicreli, 8 hiicreli, morula
ve blastosist donemindeki embriyolar1 kullanmiglar, erime sonrasi blastosist gelisimini
incelemislerdir. Bu c¢alisma sonucunda arastiricilar vitrifikasyonun, fare embriyonik
gelisiminin tiim asamalarinda kriyo konservasyon i¢in uygun oldugunu, bununla birlikte
¢oziim sonrasi en iyi sonuglarin 4 ve 8 hiicreli gelisim asamalarinda vitrifiye edilen
embriyolarda gozlendigini bildirmislerdir. Bu tez ¢alismasinda da benzer sekilde in vitro
gelistirilen 8 hiicreli embriyolar kullanilmis ancak farkli bir vitrifikasyon (SSV) yontemi

uygulanmigtir.

In vivo kosullar altinda, folikiiler sivilarda bulunan bazi serbest radikal toplayici
antioksidanlar oositleri oksidatif strese karsi koruyabilmelerine (Wang ve ark. 2002) karsin bu
antioksidatif ortam in vitro kiiltiir kosullarinda daha zayif (Nagina ve ark. 2016) oldugundan
oositler veya embriyolar ciddi oksidatif strese maruz kalmaktadirlar. Bu nedenle tek basina
embriyo kiiltiirii bile embriyonal gelisim lizerinde olumsuz etkiler yaratabilmekte ve bu nedenle
her zaman in vitro tiretilen embriyolar, in vivo gelisen embriyolar ile karsilastirildiginda, daha
dayaniksiz olmaktadir. Bu nedenle in vitro embriyo kiiltiir ortaminin gelistirilmesi igin gesitli
takviyeler iizerinde arastirmalar hala devam etmektedir. Bu sorunun iistesinden gelmenin en
etkili yolu, kiiltiir ortamini antioksidan ajanlarla desteklemektir. Diger serbest radikal
stipiirticiilere kiyasla, melatonin suda ve lipidlerde ¢6ziiniirliigii nedeniyle en ¢ok tercih edilen

ajan olarak kabul edilir (Hardeland 2005, Do ve ark. 2015). Embriyo kiiltiir ortamindaki
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melatoninin takviyesinin sican, fare ve tavsan embriyo gelisimini ve implantasyonunu
arttirdigin1 gosteren ¢esitli calismalar mevcuttur (Ishizuka ve ark. 2000, Smith ve ark. 2003,
Salmen ve ark. 2005, Adlam ve ark. 2005, Dair ve ark. 2008, Pallab ve ark. 2009, Tian ve ark.
2010, Asgari ve ark. 2012, Bahadori ve ark. 2013, Wang ark. 2013, Gao ve ark. 2013, Salehi
ve ark. 2014, Mehaisen ve Saeed 2015). Bu ¢alismalardan birinde melatoninin hem in vitro
fertilizasyon hem de embriyonik gelisme iizerindeki etkisini incelemek igin, in vitro
fertilizasyondan sonra fare embriyolar1 107 8M, 107 ¢ M ve 10~ * M konsantrasyonlarda
melatonin igeren veya icermeyen bir ortamda kiiltiire edilmis, melatoninin, in vitro fertilizasyon
oranini ve sonrasinda da erken embriyo gelisimini destekledigi gosterilmistir (Ishizuka ve ark.

2000).

Benzer sekilde melatoninin embriyo kiiltir medyumuna ilavesinin, koyun (Abecia ve
ark. 2002, Va’'zquez ve ark. 2010, Succu ve ark. 2014), keci (Saeedabadi ve ark. 2018),manda
(Manjunatha ve ark. 2009, El-Sokaryve ark. 2017), sigir (Yoshioka ve ark. 1997, Gutierrez ve
ark. 2001, Tian ve ark. 2014, Wang ve ark. 2014, Zhao ve ark. 2016, El-Raey ve ark. 2011b,
Rodrigues-Cunha ve ark. 2016, Lin ve ark. 2017), ve domuz (Rodriguez-Osorio ve ark. 2007,
Choi ve ark. 2008, Kang ve ark. 2009, Shi ve ark. 2009, El-Raey ve ark. 2011a, Nakano ve ark.
2012, Zhao ve ark. 2015, Do ve ark. 2015, Li ve ark. 2015, Li ve ark. 2016, Chen ve ark. 2017)
gibi ¢iftlik hayvanlarinin oosit olgunlagmasi ve embriyo gelisimi {izerine yararli etkilerini

gosteren bircok caligma sonuclari rapor edilmistir.

ROS, hidrojen peroksit (H,O,), siiperoksit anyonlar ve hidroksil radikal {iretimindeki
artis kriyoprezervasyon sirasinda olusan apoptoz veya nekroz tetikleyiciler olarak siralanabilir
(Mazilli ve ark. 1995, Sohn ve ark. 2002, Cabrita ve ark. 2005). I vitro gelisimi olumsuz olarak
etkileyen faktorlerden biri kriyopreservasyon sonrasi ROS seviyesindeki artigin, hiicre igi
oksidatif sistemleri etkilemesidir (de Leon ve ark. 2012, Zhang ve ark 2016, Tsang ve Chow
2010, Marquez ve ark. 2004, Jurisicova ve ark. 1996, Yang ve ark. 1998, Thomson ve ark.
2009). Oksidatif stres, vitrifikasyon islemi sirasinda hayvansal hiicre ve dokularin 6liimiinde
kritik bir faktordiir. Spermatogonial kok hiicreler ve testis dokulart vitrifikasyon islemi
sirasinda ¢oklu strese maruz kalmaktadir (Gholami ve ark. 2013a, 2013b). Bu durum
embriyolar i¢inde gegerlidir ve dondurulmus embriyolar bu siiregte dondurmanin zararl
etkilerinden antioksidanlarla kismen korunabilir (Hemadi ve ark. 2009, Nedambale ve ark.
2006, Hosseini ve ark. 2009). Melatoninin etkili antioksidanlar arasinda yer aldigi

savunulmaktadir (Zhao ve ark. 2016). Melatonin ve metabolitleri, antioksidan, antiapoptoz
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ozellikli giiclii serbest radikal onleyicisi olarak gosterilmesinden 6tiirii (Tamura ve ark. 2008,
Yoo ve ark. 2011) cesitli hayvan tiirlerinde vitrifikasyon sonrasi embriyonik gelisimi

desteklemek amaciyla bir¢ok calismada kullanilmistir.

Baranyai ve ark. (2005), in vivo gelisen sekiz hiicreli embriyolar1 SSV teknigi ile
dondurmuslar ve ¢6ziim sonrasi1 in vitro blastosit gelisim oranlarini kontrol grubunda %2100 ve
SSV grubunda ise %95 olarak tespit etmislerdir. Benzer sekilde Boonkusol ve ark. (2006) in
vivo gelisen sekiz hiicreli embriyolarda SSV vitrifikasyonu uygulamislar ve embriyolarin
¢Ozim sonrasi in Vvitro gelisim oranint %94 olarak bulmuslardir. Bu tez ¢alismasinda in vitro
geligen sekiz hiicreli embriyolar SSV yontemi ile vitfiriye edilmis ve ¢6ziim sonrasi blastosist
gelisim oran1 kontrol grubunda %97,14, SSV grubunda %86,49 ve SSV+ 10”2 M melatonin
grubunda %92,86 olarak bulunmustur. In vivo gelisen embriyolarin kriyotoleransi in vitro
embriyolardan daha yiiksek olmasina karsin bu tez calismasinda vitrifiye edilen in vitro
embriyolarin ¢dziim sonrasi melatonin ile kiiltiire edildiginde in vivo embriyolarla yapilan

onceki ¢aligmalara yakin bir gelisim gosterdigi goriilmektedir.

Cesitli ¢alismalarda vitrifikasyon ile dondurulmus embriyolarin ¢6zliim sonrast kiiltiir
ortamlarma 1073, 107°,10 7, 107%, 107M (Gao ve ark. 2012), 107%, 107°, 10712 M (Dehghani-
Mohammadabadi ve ark. 2014), 1078, 10~° M (Zhang ve ark. (2016) melatonin ilavelerinin
etkisi arastirilmistir. Gao ve ark. (2012) yaptiklari ¢alismada 2-hiicreli fare embriyolarini agik
uclu pipet (OPS) yontemi ile vitrifiye etmisler, ¢coziim sonrasinda da farkli konsantrasyonlarda
melatonin ( 103, 10 5, 10 ", 10 ° ve 10 ! M) iceren M16 kiiltiir medyumunda kiiltiire
etmislerdir. Arastiricilar sonug olarak 10 “** M, 10 ° M, 10 " ve 10 > M melatonin ile muamele
edilmis vitrifiye 2 hiicreli embriyolarin blastosist oranini sirastyla % 71.3 + 7.45,% 76.8 +
8.56,% 79.8 £ 8.72 ve% 71.3 + 7.28 olarak saptamiglar ve bu oranlarin melatonin ile muamele
edilmemis vitrifiye 2 hiicreli embriyonun blastosist oranindan (%59.6) anlamli derecede yiiksek
oldugunu belirlemislerdir (P <0.05). Bu tez ¢alismasinda da 1072 M melatonin konsantrasyonu
kullanilmig benzer sekilde melatoninin dondurup c¢oziilen embriyolarin gelisme oranini

destekledigi sonucuna varilmaistir.

Dehghani-Mohammadabadi ve ark. (2014) tarafindan yapilan galismada NMRI fare irk
farelerde iki hiicreli asamada kriyotop teknigi ile vitrifiye edilen embriyolar ¢6ziim sonras1 10~
® 1079, 10712 M melatonin iceren KSOM embriyo kiiltiir medyumlarinda kiiltiire edilmis ve in

vitro gelisim oranlari arastirilmistir. Bu arastirma sonucunda, 10712 M melatonin ilaveli kiiltiir
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medyumu grubunda blastosist gelisim orani diger gruplara gore anlamli oranda yiiksek
bulunmustur. Ayrica trofektoderm ve i¢ hiicre Kitlesi hiicre sayisinml10~° M ve 10”12 M
melatonin gruplarinda anlamli oranda artig1 rapor edilmistir. Yapilan tez ¢alismasinda ise 10~
12 M melatonin uygulanan SSV grubunda benzer sekilde blastosist gelisim orani kontrol
grubunun gelisim oranina benzer ancak melatonin uygulanmayan SSV grubuna gére anlamli
olarak yiiksek bulunmustur. Ayrica embriyo hiicre sayilarinin da melatonin uygulanan grupta

uygulanmayandan yiiksek ve kontrol grubuna benzer oldugu tespit edilmistir (P<0.05).

Zhang ve ark. (2016) tarafindan yapilan arastirmada, Kun Ming 1rk farelerin metafaz |1
asamasindaki oositleri OPS vitrifikasyon yontemi ile dondurulmus, ¢oziim sonrasi, kimyasal
aktivasyon uygulanan oositler parthenogenetik gelisim icin 107°, 10”° M melatonin igeren
KSOM medyumunda kiiltiirii edilmistir. Arasttrma sonucunda 10~ ° M melatoninin

parthenogenetik blastosist gelisimini destekledigi sonucuna varilmistir.

Mehaisen ve ark. (2015)’nin galigmasinda tavsan morula asamasinda embriyolara
vitrifikasyon uygulanmis ve ¢oziindiirme sonras1 embriyo kiiltiir medyumuna melatonin (103
M) ilave edilmistir. /n vitro kiiltir sonunda melatonin uygulanmayan ve uygulanan
vitrifikasyon gruplar1 karsilastirilmis, blastosist gelisim orani melatonin grubunda (%81),
melatonin uygulanmayan grupta (%69) olarak tespit edilmistir. Bu tez caligmasinda da
melatonin vitrifikasyon grubu melatonin uygulanmayandan daha yiiksek blastosist geligimi ile

sonuglanmistir.

Succu ve ark. (2014), koyun embriyolarinda vitrifikasyon sonrasi kullanilan melatonin
(10° M) ilaveli embriyo kiiltir medyumunun embriyo gelisimini destekledigini tespit
etmislerdir. Manjunatha ve ark (2009) manda oositleri lizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada; farkl
konsantrasyonlarda taurin ve melatonin (kontrol; kontrol + 0.5 mM taurin; kontrol + 1 mM
taurin; kontrol + 3 mM taurin; kontrol + 5 uM melatonin; kontrol + 10 uM melatonin ve kontrol
+ 50 uM melatonin) igeren kiiltiir ortaminin in vitro oosit olgunlagmasi ve embriyo gelisimi
izerine etkisini degerlendirmislerdir. Arastiricilar kiiltiir ortaminin taurin ve melatonin ile
zenginlestirilmesinin, in vitro embriyo tiretim verimliligini artirdigini, 6zellikle kiiltiir ortamina
10 uM melatonin ilavesinin calismamiza benzer sekilde TE sayisini artirdigimi tespit

etmislerdir.
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Son yillarda serbest bir radikal olan melatonin, tireme ile iliskili dokularin oksidatif
stresine karsi korunma amaciyla kullanilmaktadir. Memelilere ait gamet ve embriyolarda
yiiksek lipid konsantrasyonu nedeniyle, oksidatif strese karsi oldukga hassas oldugu
diistiniilmektedir. Gametlerin dondurularak korunmasi, hayvancilik endiistrisi i¢in ilerlemesi ve
nesli tilkkenmekte olan tiirlerin korunmasina katkida bulunmasina ragmen, gamet ici plazma

memraninda morfolojik hasara ugramaktadir (Succu ve ark. 2014).

Sonug olarak; fare embriyolar1 ile yapilan daha 6nceki g¢alismalarda vitrifikasyon
yontemi olarak OPS teknigi (Gao ve ark. 2012, Zhang ve ark.2016) kriyotop teknigi (Dehghani-
Mohammadabadi ve ark. 2014) kullanilmis ve kiiltlir ortamina melatonin takviyesinin etkisi
arastirtlmistir. Ancak simdiye kadar SSV teknigi ile vitrifiye edilen fare embriyolarinin gelisimi
tizerinde melatonin katkisinin ¢alisildigi baska bir aragtirmaya rastlanmamus, ilk defa bu tez
calismasinda SSV ile melatonin birlikte uygulanmistir. Bu ¢alismanin sonuglari, in vitro gelisen
sekiz hiicreli asamada fare embriyolarma SSV vitrifikasyon uygulanmasi ve ¢oziindiirme
sonrast embriyo kiiltiir medyumuna melatonin ilavesinin; in vitro gelisimi destekledigini,
toplam hiicre sayisini artirdigint gostermektedir. Bu bilgiler 1sinda, laboratuvar hayvanlari,
ciftlik hayvanlar1 ve beseri alanda uygulanan vitrifikasyon yontemlerinde destekleyici olarak

¢Oziindiirme sonrasi kiiltiir medyumlarina melatonin ilavesi 6nerilebilir.

Konu ile ilgili yapilan bir¢ok arastirmada embriyonun ve germ hiicrelerinin
korunmasinda da melatonin 6nemli rol oynadigi gosterilmistir. Kiiltiir ortaminin melatonin ile
takviyesinin canliligi 6nemli lgiide artirdigi, oosit maturasyonu, in vitro fertilizasyonu ve in
vitro blastosit gelisimini destekledigi goriilmektedir. Melatonin ile ilgili bundan sonraki
arastirmalarda, farkli tiirlere ait, farkli asamalardaki embriyolarin in vitro gelisimini
destekleyen ideal melatonin konsantrasyonlarin belirlenmesi ve melatoninin in vitro gelisimi

desteklemesi ile ilgili molekiiler mekanizmalarin arastirilmasi 6nemli olacaktir.
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7.EKLER
EK1

Kullanilan Cozeltiler

e (Cozdiirme soliisyonu: 5,5 ml

0,5675 gr Trehalose, 5 ml HTF ve 20 mg BSA ile 15 ml santrifiij tipiinde karigtirilip, filtrelenip,
+4°C de saklanarak kullanildi.

e Ekibilasyon soliisyonu: S ml

0,2 ml Etilen glikol, 4,8 ml HTF ve 20 mg BSA 15 ml santrifiij tiipiinde karigtirtlip,
filtrelenerek, +4°C da saklanarak kullanilir.

e Enzimli HTF: 30 ml

3000IU/mg hiyaliironidaz300 pg/ml konsantrasyon icin ; -20°C da bekleyen 0.5mg
hiyalironidaz enzimi tartilarak, 15ml HTF ile kanistirilir. Kriyoviol tiiplere
aligotlanarakparafilmlenir, -20°C da saklanir.

e Etanol % 70: 100 ml

70 ml saf etanole 30 ml distile su eklenerek hazirlanir.
e Dondurma soliisyonu: 2,5 ml

0,875 ml EG, 1,625 mI HTF, 0,3785 gr Trehalose, 125 mg PVP vel0 mg BSA ile 15 ml santrifiij
tiiplinde karistirilip filtrelenerek deney giinlerinde taze hazirlanarak kullanilir.

e HCG soliisyonu: 1 ml

1500 IU PregnylFalkon tiipe 1,5 ml serum fizyolojik eklendi. 30 adet ependorfa 50 pl olacak
sekilde béliindii. Ustlerine 950 pl SF koyularak 1 ml’e tamamlandi. Parafilmlendi ve -80 °C de
saklandi.

e HTF Dis ortam manipiilasyon medyumu: 50 ml

Manyetik karistiricinin iizerinde, steril beherin igine 49 ml MCZB eklendi ve igine balik
yerlestirildi. Tyiyce karisip ¢dziinmeleri beklenerek kimyasallar sirayla ¢ozeltiye eklendi; 260
mg HEPES tartildi ve eklendi. 21 mg NaHCO:s tartildi ve eklendi. 12,5 mg CaCl, - 2H>O tartildi
ve eklendi. pH 6lciildii ve 7,5 a sabitlendi. 4 mg/ml BSA eklendi ve milipor filtreden gegirilerek
yapim tarihinden sonra 1 ay kullanilmak iizere +4°C a kaldirildu.
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e KSOM medyum: 15 ml

Firmadan hazir gelen medyum 1ml miktarlar ile boliistiiriildii. Parafilmlendi. +4°C da saklandi.
Medyumlar kullanimdan hemen 6nce 4mg/ml BSA ile karistirildi. Filtrelenerek kullanildi.

e Melatoninli medyum: 1 ml

Deneyden hemen once hazirlanan 4mg/ml BSA + KSOM medyum filtrelendi. 10™° M olarak
hazirlanmig melatonin ¢ozeltisinden 0,5 pl ¢ekildi. 499,5 ul KSOM medyum ile karistirilarak
10" 2 M melatonin(medyum=4mg/ml BSA + KSOM medyum +10~ 2 M melatonin)
konsantrasyona getirildi. 10ul’lik damlaciklar halinde hazirlandi ve mineral yag ile kaplandi.
Deney giinlerinde taze hazirlanarak gazlanmasi i¢in inkiibatérde saklandi.

e Master Stok Soliisyonu(MCZB)(250 ml):

Manyetik karistiricinin iizerinde, steril beherin i¢ine100 ml otoklavhidistile su(dH20)(26°C)
eklenerek icine balik yerlestirildi. lyiyce karisip ¢dziinmeleri beklenerek kimyasallar sirayla
¢ozeltiye eklendi; 1190 mg NaCl tartildi, eklendi.90 mg KCl tartild1, eklendi. 72,5 mg MgSOs -
7H20 tartild1 eklendi. 40 mg KH2PO4 tartildi, eklendi. 10 mg EDTA tartildi, eklendi. 250 mg
D—qglukoz tartildi, eklendi. 1,325 ml EDTA eklendi. 2,5 ml pen-streptomisin eklendi. En son
tistiine 144,1 ml dH2O eklenerek medyummilipor filtreden gegirilerek yapim tarihinden sonra
3-4 ay kullanilmak tizere +4°C a kaldirildi.

e PMSG soliisyonu:1 ml

-80°C ‘den alinan stok MSD; 1000ul-1000UT" den 20 adet santrifiij tiipiine 50ul miktarlarla
ayrildi. Ustlerine 950 pl SF koyularak 1 ml’e tamamlandi. Parafilmlendi ve -80 °C de saklandi.

e HCI (pH 7,5)

1 N HCI kullanilarak pH’s1 7.5 e ayarlanir.
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EK?2

KULLANILAN CIHAZLAR
Ag1z Pipeti

Buzdolabi, Derin Dondurucu
Cam Serolojik Pipet Uglar1
Cerrahi Set

Criovial tiip

Dikey akigh giivenlik kabini
Distile Su Cihaz1

Dondurucu (-80°C)

Filtre steril (0,22 pm)

Floresan atagmanliinvert mikroskop
Gili¢c Kaynagi

Hassas Tart1

Hayvan Kafes Sistemi

Invert Mikroskop

Isitici tabla
Inkiibator

Kar-buz makinasi

Manyetik Karistirict
Mikropipetler (10ul-20ul-200ul-1000pl)
Motopet

Lam, Lamel

Otoklav

Petri (35 mm, 60mm)

Petri (merkez petri, 4 kuyulu petri)
pH Metre

Santrifiij tiipd (2ml, 15ml, 50ml)
Siv1 azot tanki ve ikmal tanki

Vorteks

URUN KODU FIRMA ADI
P1049-1PAK Sigma-Aldrich
Arcelik

StripettePipets Corning

Mouse Surgical Kit

Kent Scientific

607001 Nest
0000045372 Alpina

Milli Q integral 5 | Millipor
'LI'J(Ietr;apetureFreezer glfi\évntific Brunscwich
Premium U570

27415069 Corning

Carl Zeiss

Nikon

M-power Sartorius

Ecoflow IVC

SZM 745 Nikon

Linkam

Galaxy 14S Q;\;Vntific Brunswick
AF80 Scotsman
BPX000613180 Benchmark

Axygen

12627305 Axygen

5501083 Thermo

OT-100V Nive

353001-4 Falcon

30004 Oosafe

Starter 3000 Ohaus

SCT-ml-25S AXygen

M4493 MV

BW100 Benchmark
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EK3

KULLANILAN KiIMYASALLAR
BSA

D-glukoz

DMSO

EDTA disodyum tuzu
Etanol (%99 Saf Ethanol)
Etilen Glikol, EG

HCG

HCI

HEPES

Hiyoliirinidaz

Hoeschst

Kalsiyum KloridDehidrat, CaCl, - 2H,0O
KSOM medyum

LaktatSodik %60 (v/v)

Melatonin, N-Acetyl-5-methoxytryptamine
Magnezyum Siilfat Heptahidrat,MgSO4 - 7H20
Mineral yag

Penisilin-Streptomisin

Propidiumlodide, PI

PMSG

Potasyum Klortir, KCI

Potasyum dihidrojen Fosfat, KH,PO4
PVP

Serum Fizyolojik, SF

Sodyum Bikarbonat, NaHCOs

Sodyum Kloriir, NaCl

Trehalose
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URUN KODU FiRMA ADI
A3311 Sigma
G6152 Sigma
D2550 Sigma
ED2SS Sigma
1.00983.2511 | Millipor

EG E-9129 Sigma
Chorulon MSD
1.09060.1000 | Millipor
H3784 Sigma
H3884 Sigma
H33258 Sigma
C5080 Sigma

CE 0086 'S‘t'an Global
L1375 Sigma
M5250 Sigma
M5921 Sigma

CE 0086 Life Global
15140122 ThermoFisher
P-4170 Sigma
Folligon MSD

S5405 Sigma
P5379 Sigma
P0930 Sigma
P1710056 Polifarma
S5761 Sigma
S7653 Sigma
T0167 Sigma
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