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Ozet

Bu ¢alismada koyunlarda in vitro maturasyon sirasinda uygulanan melatonin hormonunun sicaklik stresi tizerine etkisinin embriyonik
gelisim diizeyinde arastirilmas: amaglanmustir. in vitro embriyo (IVF) iiretim asamlarindan en kritik noktalardan birisi in vitro maturasyon
asamasinda oositlerin mature olma oranlaridir. Bu asamada meydana gelen streslere bagli olarak reaktif oksijenlerin artmasi hiicrelerde
hasarlara sebep olmaktadir. Sunulan ¢aligmada melatonin hormonunun in vitro ortamda oosit gelisimi tizerine etkisini degerlendirmek ama-
cryla; maturasyon medyumuna 10”7 M melatonin hormunu ilave edildi ve 38 °C - 41 °C sicakliklarda inkiibe edildi. Mezbahada kesilen ko-
yunlarin ovaryumlari 35 °C’ de ve fizyolojik tuzlu su igerisinde laboratuvara getirildi ve follikiiller bistiiri ile kesilerek oositlerin elde edilmesi
sagland1. Elde edilen oositler ilgili gruplarin maturasyon medyumlarina aktarild: ve inkiibe edildi. Maturasyon siirecinin tamamlanmasinin
ardindan fertilizasyon siirecine gecildi. Embriyonik gelisim asamalar1 boliinme, marula, blastosit asamalar: olarak degerlendirildi. Béliinme
oranlar1 kiyaslandiginda en yiiksek oran G39M, en diisiik deger G41 elde edildi ve istatiksel olarak anlamli bir fark vardir (P<0,05). Morula
oranlarinda ise en yiiksek deger G39M gozlenirken en diisiik deger G41 elde edildi (P<0,05). Elde edilen blastosist oranlar: en iyi G39M
de elde edildi. Buna gore melatonin sicaklik stresinde bolinme ve marula asamasinda etki gosterirken blastosit agamasinda anlaml 6lgiide
azalma oldu. (P<0,05)

Anahtar Kelimler: IVE, Melatonin, Sicaklik Stresi, Embriyonik Gelisim

Abstract

In this study, the effect of melatonin hormone administered during in vitro maturation (IVM) on heat stress was investigated at the embry-
onic development level in sheep. Among the critical stages of in vitro embryo (IVF) production, the maturation rate of oocytes during the
IVM phase plays a pivotal role. Stress factors occurring during this stage can lead to an increase in reactive oxygen species (ROS), which
in turn may cause cellular damage. To evaluate the effect of melatonin on oocyte development under in vitro conditions, 10”7 M melatonin
was added to the maturation medium, and oocytes were incubated at temperatures of 38 °C and 41 °C. Ovaries from sheep slaughtered at a
local abattoir were transported to the laboratory in physiological saline at 35 °C. Follicles were dissected using a scalpel to collect the oocytes.
Retrieved oocytes were then transferred into the maturation media corresponding to their respective experimental groups and incubated
accordingly. Upon completion of the maturation period, the fertilization process was initiated. Embryonic development was assessed based
on cleavage, morula, and blastocyst stages. When comparing cleavage rates, the highest rate was observed in group G39M, while the lowest
was recorded in group G41, with statistically significant differences between the groups (P < 0.05). Similarly, for morula rates, the highest
was observed in G39M and the lowest in G41 (P < 0.05). The highest blastocyst formation rate was also recorded in G39M. These findings
suggest that melatonin positively influences the cleavage and morula stages under heat stress conditions, although a significant decrease was
observed at the blastocyst stage (P < 0.05).
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Giris

Giiniimiizde biyoteknolojik yaklasimlar, tarim ve hayvan-
cilikta hem verim artis1 saglamak hem de siirdiiriilebilirligi
desteklemek adina kritik araglar arasinda yer almaktadir.
Ozellikle genetik mithendisligi, in vitro embriyo tiretimi
(IVE), suni tohumlama, embriyo transferi ve klonlama
gibi ileri diizey teknikler, hayvan 1slahinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (1). Genetik ilerleme, koyunlarda IVE
ve embriyo transferi teknikleri sayesinde kayda deger bir
hizla saglanabilir. IVE, yiiksek genetik potansiyele sahip
koyunlarin oositlerinin laboratuvar kosullarinda olgunlas-
tirilmasi ve dollenmesini kapsar (2). Ayrica, IVE genetik
gesitliligi artirarak, hastaliklara dayanikls, yiiksek verimli,
kaliteli et ve siit tireten koyun irklarinin gelistirilmesini
miimkiin kilar. S6z konusu biyoteknolojik yontemler, ko-
yun yetistiriciliginde verimlilik ve stirdiiriilebilirligin arti-
rilmasinda 6nemli bir rol iistlenir (3).

In vitro maturasyon (IVM) ortaminda meydana gelen s1-
caklik stresi, oositlerin olgunlagma siirecini olumsuz yon-
de etkileyebilir. Oositlerin saglikli bir sekilde olgunlasa-
bilmesi i¢in ideal sicaklik kosullar1 hayati 6neme sahiptir.
Sicaklik stresine maruz kalan oositlerde hiicresel metabo-
lizmada bozulmalar ortaya ¢ikabilir ve reaktif oksijen tiir-
lerinin (ROS) asir1 seviyede tiretilmesi s6z konusu olabilir
(4). Bu durum, hiicre yapilar1 ve DNA iizerinde oksidatif
hasarlara neden olarak oosit kalitesini diisiiriir ve boyle-
ce embriyo gelisim kapasitesini olumsuz etkiler (5). IVM
stirecinde sicakligin titizlikle kontrol edilmesi, oositlerin
saglikli olgunlagmasi ve kaliteli embriyolarin elde edilmesi
acisindan kritik bir faktordiir. Bundan dolays, laboratuvar
ortaminda sicaklik diizenlemesine 6zellikle dikkat edilme-
si, basarili in vitro fertilizasyon (IVF) ve embriyo transferi
(ET) sonuglarinin saglanmasi i¢in zorunludur (6).

IVM sirasinda olusan sicaklik stresinin zararli etkileri,
antioksidanlarin kullanimiyla kontrol altina alinabilir. Si1-
caklik stresi, oositlerde ROS asir1 tiretimini tetikleyerek
hiicresel hasara neden olur ve bu durum, olgunlagma ile
embriyo gelisim kapasitesinde azalmaya yol agabilir. An-
tioksidanlar, ROS kaynakli oksidatif stresi azaltarak hiicre
yapilarinin korunmasina yardime olur ve oosit kalitesini
artirir (7).

Melatonin, serbest radikalleri etkisiz hale getirme ve ROS
daha az zararl bilesiklere doniistiirme kapasitesi sayesinde
gliclii bir antioksidan olarak bilinir. Bu 6zellikleriyle me-
latonin, lipidler, proteinler ve DNA gibi hiicresel bilesen-
leri oksidatif hasara karsi korur (8). Melatonin metabolit-
lerinin ROS ile etkilesiminin ardindan serbest radikalleri
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temizleme yeteneklerini siirdiirdigii dikkate alindiginda,
melatonin molekiili klasik antioksidanlarin aksine, sadece
bir veya birka¢ ROS'u detoksifiye etmekle kalmayip, ayni
zamanda on adede kadar ROS'u etkisiz hale getirebilir (9).
Birgok in vitro arastirma, kiiltiir ortamina melatonin ekle-
menin oosit olgunlasmasini, fertilizasyonunu ve embriyo
gelisimini iyilestirdigini gostermistir (10). Hayvan mo-
dellerinde yapilan ¢aligmalar, oositlerde oksidatif stresin
yalnizca sekiz saatlik in vitro inkiibasyondan sonra ortaya
ciktigini gostermistir. Ancak, oosit kiiltiir ortaminin me-
latonin ile desteklenmesi, fare oositlerinde bu stresin za-
mana bagl olarak 6nemli Ol¢iide azaltilmasini saglamis
ve bdylece apoptoz siirecinin baslamasini geciktirmistir.
Ayrica, melatonin takviyesi embriyo kalitesinde belirgin
bir iyilesme saglamistir (11). Bagka bir ¢aligmada ise, me-
latoninin domuz oositlerinde ROS iiretimini, apoptozu ve
DNA hasarini azaltarak kalite ve gelisimi artirdig1 rapor
edilmistir (12). Benzer sekilde, diisitk doz melatonin, s1-
gir blastosistlerinin tiretim miktarini ve kalitesini artirir-
ken, DNA metiltransferaz 3a (DNMT3A), okludin (OCC)
ve kaderin (CDH1) ekspresyonlarini yiikseltmekte, ayrica
azalan aquaporin 3 (AQP3) seviyesiyle birlikte apoptoza
kars1 artan bir direng saglamaktadir (13).

Bu ¢alismada, sicaklik stresine kars: etkili oldugu goste-
rilmis melatonin hormonunun en uygun dozu segilerek,
koyun oositlerinin sicaklik stresi altinda olgunlasma du-
rumlar1 ve embriyonik gelisim seviyeleri karsilagtiriimigtir.

Materyal ve Metot

Caligma, Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Délerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali Laboratuva-
ri'nda, Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve
Arastirma Merkezi Etik Kurulu'nun 12.10.2021 tarihli ve
B.30.2.ULU.0.8Z.00.00/152 say1l1 onay1yla yiiriitilmistir.

Ovaryumlarin Alinmasi ve Oositlerin Toplanmasi
Calismada kullanilan ovaryumlar, Bursa Et-Balik mez-
bahasinda kesilen koyunlardan temin edilmis ve zaman
kaybetmeden, 35 °Cde 500 ml %0.9’luk fizyolojik tuzlu su
iceren termoslara yerlestirilmistir. Gerekli ovaryum sayisi
toplandiktan sonra, en kisa siirede Bursa Veteriner Fakiil-
tesi Dolerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali IVF labo-
ratuvarina ulastirilmistir.

Ovaryum ¢evresinde bulunan fazla doku ve yag dokusu ke-
silerek temizlendi. Kan ve diger kalintilardan arindirmak
amactyla ovaryumlar ¢ kez 37 °Cdeki PBS soliisyonunda
yikandi. Bu iglemler sirasinda ovaryumlar, isleme alinana
kadar 37 °Cde su banyosunda tutuldu. Ovaryum yiizeyin-
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de bulunan folikiiller bisturi yardimiyla belirli araliklarla
kesilerek once folikiiler sivinin digar1 ¢ikmasi saglandi.
Geri kalan folikiiler igerik, 20 ml'lik enjektore alinan oo-
sit yikama medyumu ile basing uygulayarak ve her folikiile
yaklagik 7-8 ml medyum kullanilarak petri kabina bosal-
tild1. Oositler stereomikroskop altinda incelenip Hamilton
enjektori ile secildi. Se¢im kriterleri arasinda; oosit etra-
finda 3-4 sira kumulus hiicresinin bulunmasi, kumulus
hticrelerinin siki ve hasarsiz sekilde oositi ¢evrelemesi, 0o-
sit ¢aplarinin uygun olmasi ve vitellus dagiliminin homo-
jenligi yer ald1.

In vitro Maturasyon

Maturasyon i¢in toplanan oositler, ii¢ kez oosit yikama
medyumunda yikandiktan sonra bir kez de maturasyon
medyumunda temizlendi. Ardindan, 6nceden hazirlanip
inkiibe edilmis dort kuyu iceren olgunlastirma petrilerine
alindi. Her kuyucukta, mineral yag ile kaplanmis 500 pl
medyum bulunmaktaydi. Oositler, her kuyucuga 50 adet
olacak sekilde yerlestirildi ve 19-24 saat siireyle, %5 CO2
ortaminda, nemlendirilmis inkiibatorlerde, 39 °C ve 41 °C
sicakliklarda inkiibe edildi. Bu islem sonucunda, oositler
germinal vezikiil (GV) agamasindan metafaz II (MII) asa-
masina gegerek maturasyon tamamlandi. Medyumlarin
hazirlanmasi sirasinda, oositler maturasyon siireci i¢in
dort farkli ¢alisma grubuna ayrildi. Calisma medyumlar:
her giin taze olarak hazirland1. Her kuyucuga, 6nceden tar-
tilip hesaplanan melatonin (Sigma-M5250) miktari, final
konsantrasyonun 107 M olacak sekilde eklendi. Gruplar
asagida gosterildigi sekilde olusturuldu.

Gruplar:
G39 °C :107 M melatonin igermeyen 39 °Cde kontrol gru-
bu

G39M °C : 107 M melatonin iceren 39 °Cde ¢alisma
grubu
G41°C : 107 M melatonin igermeyen 41 °C’ de kontrol
grubu
G41M °C : 107 M melatonin iceren 41 °C’ de caligma
grubu

Spermanin Hazirlanmasi ve in vitro Fertilizasyon

Hiperaktif spermatozoonlarin ayristirilmasi amaciyla kul-
lanilacak Percoll gradyan teknigi i¢in 10 ml'lik deney tiip-
leri hazirlandi. Bu yontem kapsaminda, %90 ve %45 oran-
larindaki iki farkli percoll-SOF gradyani, tabakali bir yap1
olusturacak sekilde tiiplere dikkatlice yerlestirildi. Dol-
lenme islemleri i¢in daha 6nceden dondurulmus sperma
kullanildi. Cozdiiriilen spermadan 200 pl alinarak, olustu-
rulmus olan %45’lik percoll katmaninin iizerine dikkatlice
tabakalandirildi. Hazirlanan bu tiipler, 1140 g kuvvetinde
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15 dakika boyunca santrifiij islemine tabi tutuldu. Santri-
fijleme sonrasinda, istte kalan percoll tabakalar: dikkatli
sekilde uzaklastirildi. Tipiin dibinde biriken ve spermato-
zoonlardan olusan pellet, 2 ml HSOF ile siispanse edilerek
yeniden ¢oziildii ve bu karisim 500 g kuvvetinde 6 dakika
daha santrifijj edildi. Sonrasinda tist kisimdaki siipernatant
atild1 ve tiipte kalan spermatozoonlar sayilarak belirlendi.

IVM siirecini tamamlayan ve genislemis kumulus tabakasi
gosteren oositler, olgunlasma medyumundan alinarak ko-
rona ve kumulus hiicrelerinden arindirildi. Buislem, HSOF
¢ozeltisi igerisinde oositlerin 3-5 dakika boyunca nazikge
pipetlenmesiyle gerceklestirildi. Hiicrelerden temizlenen
oositler, %2 oraninda koyun serumu (SS) igeren bikarbo-
nat tamponlu sentetik ovidukt sivisinda (BSOF) bir kez
yikandi. Temizlenmis oositler, her biri 500 ul BSOF + SS
iceren ve yiizeyi 400 pl mineral yag ile kaplanmis dort ku-
yucuklu petri kaplarinin her bir kuyucuguna yerlestirildi.
Her kuyucuga 50 oosit konuldu. Fertilizasyon ortaminda,
spermatozoonlar nihai konsantrasyonu 0,6-1 x 10° sperm/
ml olacak sekilde ayarlandi. Dollenme siireci, %5 CO, ige-
ren nemlendirilmis atmosfer kosullarinda, 39 °C ve 41 °C
sicakliklarda, yaklagik 19-21 saat boyunca siirdiiriildii.

In vitro Kiiltiir

Fertilizasyon ortamindan alinan ve yikama islemiyle iize-
rindeki spermatozoonlardan temizlenmis olan muhtemel
zigotlar, 39 °C ve 41 °C sicakliklarda, %5 CO, igeren nemli
atmosfer kosullarinda daha 6nce dengeye getirilmis (eki-
libre edilmis) inkiibasyon kaplarina yerlestirildi. Her ku-
yucuga 50 hiicre transfer edildi. Inkiibasyonun dérdiincii
gliniinde gelisim gosteren embriyolar, SOF II medyumuna
aktarild1 ve embriyonik gelisim siiregleri dikkatle gozlem-
lendi ve kaydedildi.

Istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin analizinde SPSS 23 istatistik programi
kullanilmistir. Embriyonik gelisimle ilgili degerlendirme-
ler Ki-Kare (Chi-Square) testi araciligiyla analiz edilmis-
tir. Yapilan tiim istatistiksel analizlerde, P<0,05 degeri an-
lamlilik esigi olarak kabul edilmistir. Deneysel bulgularin
gtvenilirligini saglamak amaciyla, her bir deney grubu en
az bes kez tekrarlanarak ¢alismanin tekrarlanabilirligi sag-
lanmustir.

Bulgular

IVM ortaminda kullanilan oositler {izerinde yapilan bu
calismada, farkli sicakliklarda maturasyon siiresince kiil-
tiir ortamina eklenen 107 M melatonin dozunun IVF ve
blastosist olusumu tizerindeki etkilerini degerlendirmek
amactyla dort farkli deney grubu olusturulmustur. G39 ve
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G41 gruplar1 kontrol grubu olarak belirlenmis, G39M ve
G41M gruplarinda ise IVM medyumuna 107 M melatonin
ilave edilmistir. Bu dort grup kullanilarak melatoninin IVF
basarist ve embriyo gelisimi tizerindeki etkileri karsilastir-
mal1 olarak analiz edilmistir. IVM i¢in ¢alismada G39 i¢in
440, G39M i¢in 438, G41 icin 438, G41M i¢in de 358 oosit
kullanildi. Maturasyon sonrasi geriye kalan mature oosit
sayilari, boliinen hiicre, marula, blastosist hiicre sayilari so-
nugclar1 Tablo 1de verildi.

Tablo 1. In vitro Fertilizasyon sonucunda elde edilen degerler

Morula Blastosist

%

Grup n Biéliinme

% %

102°
(%30)
136°
(%40,23)
29¢
(%21,01)
85t
(%32,94)

360
(%35,30)
62°
(%45,69)
m
(%2.89)
290
(%34,12)

16*
(%15,68)
280
(%20,59)
o
(%0)
14
(%16,48)

G39 338(5)

G39M 340(5)
G4l 138(5)

G41M 258(5)

a.b.c: Aynt siitunda farkl: harf tastyan ortalamalar aras: fark dnemlidir (P<0.05)
n: Maturasyon sonrast mature olup fertilizasyona alman oosit sayist

Oositlerin in vitro maturasyon (IVM) asamasinda melato-
nin ile muamele edilmesinin boliinme ve blastosist oranla-
rina etkileri degerlendirilmistir. Bu amagla, IVM ortamina
iki farkls sicaklikta melatonin (107 M) ilave edilerek emb-
riyonik gelisim agamalar1 incelenmistir. Boliinme oranlari
acisindan gruplar karsilastirildiginda, en yiiksek oranlar
G39M ve G41M gruplarinda elde edilirken, en diisiik oran
G41 grubunda gézlenmistir. Bu fark istatistiksel olarak an-
lamli bulunmugtur (P<0.05). Morula oranlar1 degerlendi-
rildiginde, en yiiksek deger G39M, en diisiik deger ise yine
G41 grubunda tespit edilmistir (P<0.05; $ekil 6). Blastosist
oranlar1 incelendiginde ise, en yiiksek basar1 G39M gru-
bunda elde edilmistir (Sekil 7). Bu bulgular, melatoninin
sicaklik stresine karsi oositlerin boliinme ve morula asa-
malarinda olumlu etkiler sagladigini, ancak blastokist asa-
masinda bu etkinin anlaml diizeyde azaldigini gostermek-
tedir (P<0.05).

Tartisma ve Sonug

Tiirkiyede koyun popiilasyonunun biiytik bir kismi, diisiik
verimli ve genetik kapasitesi sinirli yerli irklardan olus-
maktadir. Mevcut koyun varligi, ¢ogunlukla geleneksel
yontemlerle ve modern, bilimsel uygulamalardan yoksun
sekilde yetistirilmektedir. Koyunlardan elde edilen et, siit
ve yapagl miktary; hem genetik yapinin hem de gevresel
kosullarin iyilestirilmesiyle 6nemli 6l¢iide artirilabilir. Bu
durum, koyunculugun Tiirkiye ekonomisindeki yerini ve
6nemini gelecekte de siirdiireceginin agik bir gostergesidir
(14). Bagarili bir IVE tiretimi i¢in en uygun kiiltiir ortam-
larinin belirlenmesi ve siirekli olarak gelistirilmesi biiytik
onem tasimaktadir. Gliniimiizde embriyolarin in vitro ko-
sullarda iiretilmesi, diinya genelinde giderek yayginlagan
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bir uygulama haline gelmistir. Yapilan son istatistiklere
gore, 2010 yilinda elde edilen sigir embriyolarinin yaklagik
tigte biri in vitro yontemlerle tiretilmistir (15). Yardimeci
tireme teknolojileri kapsaminda in vitro olgunlasma, dol-
lenme ve embriyo kiiltiirii protokolleri son on yilda 6nemli
olgiide gelistirilmistir. Ancak bu gelismelere ragmen, iire-
tilen embriyolardan yalnizca ¢ok azi tam gelisim stirecini
basariyla tamamlayabilmektedir. Bu durumun temel nede-
ni, in vivo ortamin kogullarini yeterince taklit edemeyen
in vitro sistemlerin hala istenilen diizeye ulasamamasidir.
In vitro ortamlar ile in vivo ortamlar arasindaki en belirgin
farklardan biri, ROS ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) dii-
zeylerindeki artistir (16).

Koyunlarin 6strus doneminde maruz kaldiklari 1s1 stresi,
dollenme sonrasi embriyonal gelisimi olumsuz etkileyerek
oositlerin verimliligini azaltmaktadir (17). Is1 stresinin bu
olumsuz etkisi, olgunlagmakta olan oositin mitokondriyal
fonksiyonlarini bozabilir (18,19), yeterli diizeyde niikleer
olgunlagsmanin tamamlanmasini engelleyebilir (20-23) ve
gelisen embriyolarin blastosist agamasina ulasma sansini
azaltabilir (18, 22, 24). Benzer sekilde, IVE iiretimi siirec-
lerinde de sicaklik stresinin ciddi olumsuz etkileri s6z ko-
nusudur. Bu etkilerden en 6nemlilerinden biri, ROS asir1
tretimiyle birlikte glutatyon (GSH) seviyesinin azalmasi
sonucu ortaya ¢ikan oksidatif strestir (25). Oksidatif stres,
hiicresel yapinin bozulmasina neden olan ve hiicre 6lii-
miine yol agabilen, hiicrelerin fizyolojik islevlerini tehdit
eden yaygin bir durumdur. Bu nedenle hem in vivo hem
de in vitro kosullarda oosit olgunlasmasini olumsuz yonde
etkileyebilir (25). Ayrica sicaklik stresi, oositi ¢evreleyen
kumulus hiicrelerinin niikleer ve sitoplazmik olgunlagsma-
sint ve iglevselligini bozmakta, apoptozu tetiklemekte ve
mitokondriyal aktivitenin azalmasina neden olmaktadir
(24, 26-28).

Yapilan ¢alismalarin genel sonuglari, embriyo kiiltiir or-
tamlarina antioksidan takviyesinin faydal etkiler sagladi-
gin1 ortaya koymaktadir. Ancak, bu antioksidanlarin klinik
uygulamalardaki etkinliklerinin tam olarak anlasilabilmesi
icin daha kapsamli aragtirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. In
vitro iiretilen embriyo sayisinin artmasiyla birlikte, in vitro
embriyo {iretim sistemlerinin yani sira antioksidan destegi
ile olgunlasma ve embriyo kiiltiir sistemlerinin optimizas-
yonunun O6nemi giderek artacaktir. Cesitli ¢alismalarda,
antioksidan takviyesinin etkisi aragtirilmis ve olumlu veri-
ler elde edilmistir (29-31).

Son yillarda, memeli embriyolarinin in vitro kiiltiirii i¢in
cesitli serbest radikal temizleme sistemleri arastirilmis-
tir (32). Bu kapsamda, reaktif oksijen tiirlerini (ROS) te-
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mizleyici bir ajan olarak melatonin; fare, domuz ve sigir
embriyolarinin in vitro gelisiminin desteklenmesinde test
edilmistir (32, 33). Ancak, melatoninin embriyo gelisimi
tizerindeki dogrudan etki mekanizmas halen tam olarak
aydinlatilamamaistir. Iwata ve arkadaslarinin (2003) gergek-
lestirdigi bir ¢alismada, stiperoksit dismutaz ve dimetil-ti-
ourea gibi bazi antioksidanlarin oosit aspirasyonu sirasin-
da kullanilmasi, embriyo iiretimi {izerinde olumlu etkiler
gostermistir (34). Benzer sekilde, Rodriguez-Osorio ve ar-
kadaslarinin (2007) yaptig1 bir ¢aliymada ise, kiiltiir orta-
mina 10°M konsantrasyonunda melatonin eklenmesinin,
domuz embriyolarinin in vitro tiretimi (IVP) sirasinda
boliinme orani ve blastosist hiicre sayisi lizerinde belirgin
derecede olumlu etkiler yarattig: bildirilmistir (35). Calis-
mamizda embriyo iiretimi sirasinda istenilen diizeyde bo-
linme oranlar1 ve blastosist sayilar1 elde edilmistir.

Domuz embriyolar: izerinde yapilan bagka bir ¢aligmada,
melatoninin sicaklik stresine kars1 kumulus hiicrelerinin
genislemesi, boliinme oranlar1 ve embriyolarin blastosist
oranlar1 tizerindeki etkisi arastirilmis ve melatoninin bu
parametreler lizerinde olumlu etkiler sagladig1 belirlen-
mistir (35). Diger ¢alismalarda oldugu gibi mevcut ¢alis-
mamiz da melatonin koyun oositleri sicak stresine karsi
korumus ve benzer sekilde etki gostermistir. Morula asa-
masina ulasan oosit oranlar1 agisindan 39 °Cde melatonin
iceren grup (%45,69) diger gruplara kiyasla istatistiksel ola-
rak anlaml diizeyde daha yiiksek bulunmustur (P<0,05).
41 °Cde melatonin iceren grup (%34,12) ile 39 °C kontrol
grubu (%35,30) benzer oranlarda morula elde edilmistir.
En diisiik morula orani ise 41 °C kontrol grubunda (%2,89)
gozlemlenmistir.

Elde edilen bulgular dogrultusunda, melatoninin koyun
oositlerinin in vitro olgunlasmasi, fertilizasyon sonrasi
boliinme oranlar1 ve blastosist gelisimi {izerinde olumlu
etkiler sagladig ve literatiirdeki benzer ¢alismalara kiyasla
yiiksek bagar1 orani gosterdigi sonucuna varilmistir. Gele-
cekte gergeklestirilecek IVF ¢aligmalarinda uygulanacak
protokollere belirli bir standardizasyon dahilinde melato-
nin hormonunun eklenmesi, embriyo kalitesinin artiril-
mast ve daha yiiksek oranda embriyo elde edilmesi agisin-

dan potansiyel bir katki saglayabilir.

Tesekkiir

Bu ¢aligma Bursa Uludag Universitesi Bilimsel Aragtirma
Projeleri Koordinasyon Birimi TAO-2022-670 numarali
projeden saglanan biitge ile finanse edilmistir. Bu makale
Ahmet AKTARn " Koyunlarda in vitro Oosit Maturasyo-
nu Sirasinda Uygulanan Melatonin Hormonunun Sicaklik
Stresi Uzerine Etkisinin Tiim Genom Ekspresyonu Diize-
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yinde Arastirilmast " baglikli doktora tezinden tiiretilmistir.
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