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ONSOZ

Biyoteknolojik calismalar igerisinde yer alan in vitro fertilizasyon; digi ve erkek
gametlerin laboratuvar ortaminda biraraya getiriimesi seklinde tanimlanmaktadir.
Sigir oositlerinin in vitro fertilizasyonuna 1970’li yillarda baglanmigtir ve bu
teknikle ilk buzagi dogumu 1981 yiinda gergeklestiriimistir. Uremenin daha
verimli hale getirilmesi amaciyla, geligtiriimeye g¢alisilan bu teknik, halen istenilen
diizeyde degildir ve elde edilen basaniar bir érneklik arz etmemektedir. Bu
nedenle en kritik asamayi olugturan in vitro maturasyon ilzerine daha fazla
egilmek gerekmektedir. Sunulan c¢aligmada; in vitro maturasyon igin énemli
hedeflerden biri olan optimum vasati olusturmaya katki saglamak amaglanmistir.
Doktora programim boyunca yol gésteren danisman hocam Prof. Dr.
Mustafa KAYMAZ'a, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve
Jinekoloji Anabilim Dali 6gretim Uyesi ve elemanlarina, istatistiye yardimci olan
Biometri Anabilim Dali 6gretim elemanlarina, oositleri boyamamda yardimci olan
Prof. Dr. Hikmet ALTUNAY’a, laboratuvardaki igbirliginden dolayi Dr. Yunus
CETIN’e, vasat hazirlanmasinda yardimci olan Dr. Musa ALKAN’a ve materyal
saglanmasinda yardimci olan Cubuk ilge mezbahasindaki meslekdaglarima
stukraniarimi sunarim. Ayrica ¢ok degerli aileme, her konuda destegini
hissettijim esime ve aramiza yeni katilan ogluma tesekkiirii borg bilirim.
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1. GIRIS

Sigirlarda in vitro fertilizasyonun (IVF) basaridigi 1980'li yillann bagindan
beri, oosit maturasyonu ile baslayan bu prosediirin mekanizmalarini
aniayabilmek icin oldukga ¢aba sarf edilmektedir (Greve ve ark., 1993; Yang
ve ark., 1998). Fertilizasyondan sonra gelisimin saglanabildigi embriyolarda,
maturasyonda bir g¢ok biyolojik faktdér etkili olmaktadir. Oosit
maturasyonundaki eksiklikler; uygun olmayan niikleer veya sitoplazmik
maturasyondan ya da her ikisinin yetersizliginden kaynaklanabilmektedir
(Yang ve ark., 1998).

In vitro fertilizasyon tekniklerinin geligtirimesi ikizlik, klonlama, gen
transferi ve embriyonik Olimler (zerine yapilan caligmalara destek
saglamistir. Ayrica genital problemi ve disik seviyede siperovulasyon
yetenedi olan inek veya diive oositlerinin ve ¢esitli tipte infertilite
problemlerine sahip bogalarin spermatozoalaninin kullaniimas: ile buzag:
dogumlan saglanabilmigtir (Greve ve ark., 1993).

in vivo matiire olmus oositlerle, kiltirde matire edilen oositler
arasinda farklar oldugu bildirilmisgtir. In vivo LH (Luteinlestirici Hormon)
dalgasini takiben elde edilen oositlerde daha yilksek oranda gelisme
potansiyeli oldugu saptanmigtir. In vitro ve in vivo matiire edilen oositlerin
sitoplazmik yeteneklerinde de farklihk oldugu belirlenmistir. Gézlenen bu
degisikliklerin oosite ait geligim yetenegi ve kullanilan kiltir sartlan olmak
Uzere iki gekilde agiklanabilecegi bildirilmistir (Sirard ve Blondin, 1996).

In vitro embriyo iiretim orani, in vivo embriyo Gretimine gére oldukga
duguktur. In vitro embriyo iiretiminde, kumulus oosit komplekslerinin (KOK)
blastosist agamasina ulasabilme bagarisinin %20-30 arasinda oldugu
bildiriimektedir (Thompson, 1997; Wit ve ark., 2000). Bunun yaninda in vitro
embriyo Gretiminde en kritik adimin in vitro maturasyon (IVM) oldugu ve



uygun maturasyon sartlan bulunmadan in vitro embriyo Uretim bagarisinin in
vivo Uretime ulagamayacag) bildiriimektedir (Wit ve ark., 2000).

1.1. Follikiil Gelisimi ve Oosit Seleksiyonu

Tim memelilerde ovaryumlar, ventral mezonefrozda yer alan genital sirt
(Stria genitalis) olarak adlandinlan iki kabarciktan gelismektedir. Vitellus
kesesinin (yolk sac) kaudal duvarinda, allantois kesesine yakin boélgeden
kéken alan germ hucreleri daha sonra genital sirta gé¢ ederler. Germ
hiicreleri gonadlara ulastiklarinda, gonadal somatik hiicreler gibi mitoz
yoluyla prolifere olmaktadir. Daha sonra genetik olarak disi gonad, kortekste
yer alan kordlar tarafindan kusatilarak oogonium adimi alir. Oogonium
gruplan kordlarda somatik hiicrelerle gevrili durumdadirlar (Hurk ve ark.,
1997).

Memelilerde, germ hiicrelerinin mitozu genellikle dogumdan o6nce
tamamlanmaktadir. Si§ir germ hiicrelerindeki bu proliferasyon gebeligin 7,5
ayina kadar gerceklesmektedir. Mitotik siregte, sigir ovaryumlarindaki germ
hiicreleri her fotis icin yaklasik 2 milyon kadardir. Ancak bunlann buytk
codunlugu (%90-99) buzadinin dogumuna kadar dejenere olmakta ve
oldukga kisith sayida oosit (%1'den az) dejenere olmadan reprodiktif
yagamda kullaniimaktadir (Hurk ve ark., 1997; Yang ve ark., 1998).

Mitotik proliferasyon tamamlandiktan sonra oogoniumlar mayoz
bélinmeye baglar. Bu germ hiicreleri, birinci mayoz béliinmenin profazinin
diploten asamasinda durur ve oosit adini alirlar. Daha sonra oositlerin
kortikal hatlarindan siyrilmasi ile primordial follikiii formasyonu sekillenir
(Romero ve Seidel, 1996; Hurk ve ark., 1997). Fétis ovaryumunda ilk follikal
sekillenmesi gebeligin 130. giuni civarinda gergeklegsmektedir (Mariana ve
ark., 1991).



Fotal donem de dahil oimak Uzere ovaryumlar, primordial follikil
havuzu olarak gorev yapmaktadiriar. Bu folliktllerin her biri tek katl
yassilagmis somatik (granulosa) hiicrelere (14-29 adet) sahip, mayozun
profaz | agamasinda bulunan oositleri icermektedir (Soom ve Kruif, 1996;
Hurk ve ark., 1997). Granulosa katmani membranla gevrili durumdadir (Hurk
ve ark., 1997). Follikiiller kademeli olarak, gelismeye baglamak icin havuzu
terk etmektedirler. Sigirlarda primordial follikil havuzundan her giin yaklasik
6 follikil gelismeye baglamaktadir. Bu gelisim sireci oosit ve follikil
bayukluganiin artmasiyla karakterizedir (Soom ve Kruif, 1996; Hurk ve ark.,
1997). Primordial follikiillerin ¢aplari 30-50 pum arasindayken igerdikleri
oositlerin ¢aplari 20-35 um arasinda bulunmustur. Gelisen follikiller kademeli
olarak kiibik granulosa hiicrelerine sahip olurlar ve primer follikille
dénisirler. Primer follikiiller; cevresinde c¢esitli sayida (27-50) granulosa
hicreleri bulunduran 30-40 pm caph oositleri igeren, 40-60 um’lik
follikGillerdir. Bu bulgular primer follikil agamasinda granulosa hiicrelerinin
yalnizca hacimce artmadigini ayni zamanda sayica da arttigini
g6stermektedir (Hurk ve ark., 1997).

Granulosa hiicrelerindeki proliferasyon sonucu, oosit | gevresinde ¢ok
katli granulosa katmani olugmaktadir. Granulosa katmani birden fazla olan
follikiiller sekonder follikiil ismini almaktadir. Ciftlik hayvanlarinda, sekonder
follikillerdeki granulosa katmanlan 6'dan (si§ir) 10'a (domuz) kadar
degismektedir ve sekonder follikiillerin ulastikian biyuiklik sigirlarda 150 pm,
domuzlarda 300 um civarindadir. Sigirlarda, bu dénemde oosit I'in ¢api 60
pm’ye ulagmaktadir. Ruminantlarda oositin I'in gapi, antral dénemin basina
kadar yaklagik 150 um’ye ulagabilmektedir (Hurk ve ark., 1997).

Sigir oositlerinin geligimlerinin primordial follikil d6neminde, nikleer
farklilagma ile birlikte organel sayilarinda da artma meydana gelmektedir.
Kortikal graniil formasyonu ve oosit ile granulosa hiicreleri arasindaki gap
junctionlar ilk kez sekonder follikiil doneminde gergeklesmektedir (Hurk ve
ark., 1997).



Sekonder follikiilin erken gelisim déneminde bag doku fibrilleri, teka
katmanini olugturmak igin granulosa altindaki bazal membrana paralel olarak
diizenlenir. Glikoprotein yapisinda olan zona pellusida bu ddénemde,
gelismekte olan oosit Ile en icteki granulosa tabakasi arasinda
bicimlenmektedir. Bunlara ek olarak hormon {reten biiyik epitel hiicreler ve
kapillar aj da teka olusumuna katiimaktadir. Sekonder follikilin
olusumundan sonraki bu yapiya preantral follikill denilmektedir. Takip eden
antral dénemde, teka katmaninda agikga gériilebilen artma ve ekspansiyon
belirlenmektedir (Hurk ve ark., 1997).

Sigirlarda, preantral folliktllerdeki geligim hizi, ¢capi 0,5 mm’den biiyiik
olan antral follikilllere gére oldukga yavastir. Ostrus siklusunun follikiler
déneminde antrumda follikiiler sivi birikimine bagh olarak 2 giin icerisinde
antral folliktiller 10 mm’den daha fazla geligsebilmektedir (Hurk ve ark., 1997).
Follikuil gelisimi hem granulosa hiicrelerindeki mitotik aktive ile hem de 0,14-
0,28 mm’lik follikiillerde baglayan antrum formasyonu ile gergeklesir (Gordon,
1994; Soom ve Kruif, 1996). Her 6strus siklusunda, 3-6 follikGlin uyarilarak 5
mm’nin Uzerine ¢iktigh 2-3 follikiller dalga olugmaktadir. Bu follikiillerden biri
gelisimine devam ederek dominant follikiile déniismekte ve diger subordinant
follikGiller regrese olmaktadir. Eder luteal regresyon sirasinda dominant
follikiil varsa ovulatorik follikiil halini alarak matir bir oosit salar (Soom ve
Kruif, 1996).

Follikiil gelisiminde o6stradiol, ovulasyondan hemen énce LH ve
ovulasyonda FSH (Follikiil Uyarici Hormon) gibi zamana bagh bir ¢ok faktér
etkili olmaktadir. Ayrica LH salinimindan sonra luteinize granulosa
hiicrelerinden progesteron salinmaktadir (Soom ve Kruif, 1996).

Follikiil uyarici hormon granulosa hicrelerinin proliferasyonunda ve
differasyonunda etkili olmaktadir. Primer, sekonder, antral follikiillerde
bulunan granulosa hiicrelerinde ve primordial follikilllerde bulunan oositlerde;



FSH reseptorlerinin ve FSH reseptér geninin var oldugu ve kigik follikillerin
gelisimi igin bazal seviyede FSH'nin ve ostradiolin gerekli oldugu tespit
edilmigtir (Hurk ve ark., 1997).

Oosit geligiminde ve maturasyonunda parakrin etkili peptidier, siklinler
ve biyime faktorleri de etkili oimaktadir (Soom ve Kruif, 1996; Hurk ve ark.,
1997). Ayrica folliktl geligimini aktivinler ve vazoaktif intestinal peptit (VIP) de
etkilemektedir. Protein yapida olan aktivin ve inhibin, follikiil geligimini otokrin
ve parakrin yoldan duzenlemektedir. Aktivin ve reseptdrii primordial
folliktillerdeki oositlerde ve granulosa hiicrelerinde, inhibinin spesifik alfa-sub
tniti ve mRNA'si (Mesanger Ribonikieik Asit) ise antral follikillerde
belirlenmigtir (Hurk ve ark., 1997).

Buyume faktorlerinden; epidermal buyime faktori (EGF), temel
fibroblast benzeri bilyime faktorii (bFGF), transforming blyime faktérleri
(TGFs), vaskiiler epitelial biiyime faktéri (VEGF) ve sinirsel biyume
faktorleri (NGFs) follikiilogeneziste rol almaktadirlar (Hurk ve ark., 1997) .

Biitiin bu etkilerin altinda, bir antral follikiiliin preovulatér follikiil olmasi
yaklasik iki 8strus siklusunda gergeklesmektedir. In vivo olarak iki siklustan
fazla siiren ve karmasik bir yapisi olan follikill seleksiyonu ve oosit gelisimini
in vitro olarak bir giinde taklit etmek oldukc¢a zordur (Soom ve Kruif, 1996).

1.2. Oosit Maturasyonu

Bircok hayvan tiirinde, oosit Uretimi veya oogenezis erken fétal gelisim
sirasinda olmakta ve doguma yakin dénemde tamamlanmaktadir. Germ
hiicrelerinden farklilagan oositler; ovaryumlarda, gelismeyen follikil stogu
olan primordial follikilllerde bulunur. Bazi primordial follikilllerin aktive olarak
primer, sekonder follikil ve antral follikil gibi agamalara ulagmalarinin
mekanizmalan hala anlagilamamigtir. Siirlarda, follikiiler olusum fétal



hayatta olmakta ve dogumdan hemen 6nce antral follikiller gériilmektedir.
Normal bir buzagida; 120.000-150.000 adet primordial veya primer, 200-500
adet sekonder, 20-50 adet antral follikil seklinde germ hicreleri dagihim
gosterir (Yang ve ark., 1998).

Preovulatorik siiregte oosit, follikil icerisinde etrafi kumulus ve
granulosa hiicreleriyle kapli olarak bulunur. Kumulus oosit kompleksi olarak
adlandinian bu yapida, kumulus hicreleri ile oosit arasinda ince bir hiicresel
iligki s6z konusudur. En i¢ katmani olusturan corana radiata hiicreleri, zona
pellusida lizerinden sitoplazmaya penetre olan uzantilar géndermekte ve bu
gap junctionlar sayesinde oosit membran: ile iligki halindedirler. Béylece
kumulus hiicreleri oosite metobolitleri transfer edebilmekte ve oosit
aktivasyonunun diizenlenmesinde rol oynayabilmektedir (Sirard ve Blondin,
1996; Soom ve Kruif, 1996).

Oositler follikal icinde Mayoz | agsamasinda, atreziye ugrayana veya
LH daigas:t gerceklesene kadar beklemektedir. Luteinlestirici hormon
dalgasindan sonra dominant follikiil igerisindeki oosit mayozu tekrar baslatir.
Ancak bu olaylarin mekanizmasi hala agik degildir. Uzerinde durulan iki
mekanizma bulunmaktadir. Bunlardan biri, granulosa hicreleri arasindaki
gap junctionlarin sayisinin azaltlarak mayozun tekrar baglamasini
engelleyen mayoz inhibitérierinin etkisizlestiriimesi, digeri ise follikiller sivi
elemanlar ile mayoz uyaricilarinin yeniden diizenlenmesidir (Romero ve
Seidel, 1996).

Follikal, cAMP (Siklik Adenozin Monofosfat), hipoksantin, guanozin ve
adenozin gibi bir cok mayotik aktiviteyi durduran faktérler icermektedir (Soom
ve Kruif, 1996). Bu faktdrlerden hipoksantinin, ayni reseptérlere baglanan
mitojenik lektinlerle ve TGFa ile uyanidi§i, insilin ve fibroblast biyiime
faktort ile de baskilandigi tespit edilmistir (Romero ve Seidel, 1996). Diger
taraftan Thibault ve ark. (1987), follikiler hiicrelerin mayozu durdurdugunu
aciklamiglardir.



Luteinlestirici hormon dalgasi, dominant follikiide bulunan ve
batindyle gelismis oositin birinci mayoz béliinmesini tamamlamasini saglar.
Birinci mayoz bélinme germinal vezikilin pargalanmasi (GVBD),
kromozomlarin yogunlagmasi ve ayriimasi ile tamamlanmaktadir. Metafaz Il
(M Il) déneminde, kromozomiarnn bir grubu atilan birinci kutup cisimciginin
icerisinde yer alirken dideri oosit 1'de kalmaktadir. Bu dénemde oosit tekrar
duragan hal almaktadir. Oosit, LH reseptorierine sahip olmadig icin
maturasyonun uyariimasi muhtemelen kumulus hicreleri araciigiyla
olmaktadir (Soom ve Kruif, 1996).

Sigirlar, her dstrus siklusu sonunda bir oosit ovulasyonu gergeklestiren
monoovilatorik tirlerdendir. Ovulasyon, yangisel reaksiyonla karsilagtinlabilir
bir olaydir. Bunun sebebi ise gonadotropik uyarnm sirasinda teka ve
granulosa hiicrelerinde yangisel olaylara benzer degisikliklerin olmasidir.
Luteinlestirici hormon dalgasindan yaklasik 24 saat sonra follikill rupture
olarak oosit aciga ¢ikmaktadir ve bolgede kapasite olmus spermatozoalarin
bulunmasi halinde, oosit fertilize olmaktadir (Soom ve Kruif, 1996).

Follikiler oositler |. mayozun profaz (diploten) asamasinda
beklemektedirler. Maturasyon, preovulatér LH dalgasindan sonra follikiliin
son geligimi ile birlikte olmaktadir (Bevers ve ark., 1997). Maturasyon;
nilkkleer ve sitoplazmik maturasyon olmak izere iki kisimi igermektedir
(Bevers ve ark., 1997; Seviktirk, 1998).

1.2.1. Nilkleer Maturasyon

Fertilizasyondan &nce oositin geligmesi iki kez duraklar. Birincisi, yukarida da
bahsedildigi Gzere I. mayoz bélinmenin profaz déneminde (germinal vezikiil
asamasinda) olur. Bu duraklama LH etkisiyle ortadan kaldinlarak, ikinci
duraklama ddnemine kadar geligme stirduriliir. lkinci duraklama, Il. mayozun



metafaz déneminde gergeklesir ve bdylece oosit maturasyonunu tamamilar.
Ikinci mayozda duraklamis olan oosit, spermatozoa penetrasyonu ile tekrar
aktive edilerek |l. mayozu kaldigi yerden tamamiar (Anderson, 1991;
Niemann ve Meinecke, 1993; Gordon, 1994; Bevers ve ark., 1997; Bagis ve
Sagirkaya, 2001). Nikleer maturasyon, mayozun yeniden baglamasi ile
germinal vezikil (GV) asamasindan M Il plaginin  gekillenmesini
kapsamaktadir (Thibault ve ark., 1987; Bevers ve ark., 1997).

Profaz I'in diploten asamasindaki oosit morfolojik olarak; prominent
(kabarcikli) niikleus, belirgin nikleolus ve yaygin dagilmig olan kromatinle
karakterizedir. Oositin blyiik, kabarcikli ¢ekirdedi bu dénemde germinal
vezikill adini alir (Niemann ve Meinecke, 1993). Nikleer maturasyonda
gerceklesen ilk basamak GVBD veya GV ¢bziilmesi olarak adlandirilan
olaydir. Bu asama, kultiriin ilk birkag dakikasinda GV'deki hafif dalgalanma
ile baglamaktadir. Dalgalanma kiiltiriin daha sonraki 1-2 saatlik déneminde
artarak devam etmektedir. Bu dalgalanmanin sebebi ise kromozom
yogunlagmasina baglanmaktadir. Kaltirin 1. saatinde nikleer gézenekler
kaybolur ve 2. saatinde GV iizerinde yirtiklar gbrilmeye baslar. Kaltiirin
baglamasindan ortalama 3 saat sonra gekirdek zan tamamen ¢6zUlir ve
dagilir. Goézulen zar, daha sonraki proniikleer ve nilkleer zar olusumunda
gorev almak Uzere endoplazmik retikulum havuzuna katilir (Wassarman,
1988).

Bivalent kromozomlar; arada profaz Il agsamasi bulunmadan metafaz |
(M 1), anafaz | ve telofaz | agamalanini gegirerek M Il dénemine ulasirlar.
Germinal vezikildeki dalgalanma ile birlikte, diffuz yapida bulunan
kromozomlann yo§unlagmasi baglar ve niikleer zarin i¢ kismina toplaniriar.
Bu dénemde kromozomlardaki ¢arprazlasma (chiasmata) hareketi son bulur.
Kromatinler heterokromatik hale gelider ve kromozom yogunlagmasi
ilerledikce icerdikleri koyu graniller artmaktadir. Kaltarin baslamasindan
ortalama olarak 2-3 saat sonra kromozom yogunlasmasi tamamlanmaktadir.
Bivalent olan kromozomlar “V” seklinde, telosentrik olarak yerlegirler ve



genellikle nikleer zar fragmenileriyle birlesik durumdadirlar. Bu agsamadan
kisa bir sire sonra yiiksek dizeyde yodunlasmig olan kromozomlar, oositin
merkezinde dairesel bicimde dizililer. Bu sirada nilkleer zar fragmenleriyle
olan iligkilerini kaybederler. Kromozomlar, kiltir baglangicindan 6-9 saat
sonra ekvatorda dizilir ve bu sekilde M | dénemi tamamlanir (Wassarman,
1988).

Anafaz | dneminde, bivalent olan kromozomlar birbirlerinden ayrilarak
dizildikleri eksenin ters tarafina dogru kayarlar ve eksen mikroflamentleri
tarafindan 90° dondurilarler. Qositler, anafaz | agsamasina kaltariin 10-13.
saatlerinde ulasmaktadirlar. Telofaz | déneminde, 1. kutup cisimci§inin
oositten  ayriimasi  basglamaktadir. Kutup cisimciginin  igerisinde
kromozomlarin yarisinin yanm sira mitokondria, ribozomlar ve kortikal
graniiller gibi organeller de yer almaktadir. Ancak telofaz I'in son dénemilerine
dogdru kromozomlarda dejenerasyon baglamaktadir. Metafaz Il déneminde
ise |. kutup cisimcigi perivitellin bosluga atilir ve kromozomlar tekrar ekvatoral
olarak dizilirler (Wassarman, 1988).

1.2.2. Sitoplazmik Maturasyon

Sitoplazmik maturasyon;

-Mitokondriyonlarin, endoplazmik retikuluma yaklagsmak igin periferal
durumlarnindan taginmalari,

-Lipit damlaciklarninin ve vezikillerinin kiigiimeleri ve sayica azalmalari, daha
sonra da merkezden perifere dogru yonelmeleri,

-Kortikal grandllerin subplasmalemma bélgesine dodru mobilize oimalan
seklinde maddelendirilebilir (Shamsuddin ve ark., 1993). Ancak maturasyon
icin mitokondrial organizasyonu ve enerji kaynaklarini anlamak énem arz
etmektedir.
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1.2.2.1. Mitokondrial Organizasyon ve Aktivitesi

Sigir oositlerindeki  sitoplazmik maturasyon, proteinlerin sentezini ve
fosforilasyonunu iceren bir ¢ok molekiller olaylan kapsamaktadir. Bu
molekdler olaylar, mayozun tekrar baslamasinda ve pronilkleus olusumunda
da etkili olmaktadir. Sitoplazmik maturasyon; molekiler olaylara ek olarak
gelisimi ve uygun metabolik déngunin kullaniimasini da igermektedir. Bu
nedenle, somatik hiicrelerde metabolik makine olan mitokondriyonlar kritik rol
oynamaktadir. Mitokondriyonlar c¢esitli sitoplazmik da§ilimlanyla, hicre
proliferasyonu, differasyonu ve metabolik modifikasyon gibi hiicre
fonksiyonlarina katilmaktadir. Sigir oositlerinde, endoplazmik retikulum ile
mitokondriler arasinda yakinlagmanin olduu ve bu iki yapinin lipit
damlaciklanyla da iligki kurduklan belirlenmistir. Oosit niikleer maturasyona
basladigi zaman lipit depolarindan da yararlanmaya baglamaktadir ve
sitoplazmik mikro cevrede metabolik agidan bir degisiklik olmaktadir.
Luteinlestirici hormon dalgasindan &nce mitokondrial dagiimin periferde
yodunlagmasi ve niikleer maturasyonun son asamalarinda kortikal salkim
olusumu gérilmektedir. Luteinlestirici hormon dalgasindan yakiasik 19 saat
sonra, birinci kutup cisimciginin atilmasi sirasinda mitokondriyonlann
dagdildigi goériimektedir. Speroville edilen ineklerde; LH pikinden 15 saat
sonra, maturasyonun baginda oositlerde periferal mitokondrial salkim ve bu
salkimlarin sitoplazmada dagiimian gériilebilmektedir. In vitro maturasyon
denemelerinde, mitokondriyonlarin periferal durumlanndan tasinmalan ve
dagimalan kaltarin 12-18. saatleri arasinda gergeklestigi bildiriimistir
(Krisher ve Bavister, 1998).

Sigir embriyolarindaki mitokondrial dejenerasyon kiltir sartlarina
baglanmaktadir. Embriyolarda gérilen geligim farkhliklan bu kiitur sartianinin
mitokondrial aktiviteyi ve dagilimi etkilemesiyle olugmaktadir. Mitokondrial
fonksiyonlanin biyilk kismi maturasyon sirasinda olugmakta ve bdylece
embriyonik gelisimi de etkilemektedir. Yapilan bir ¢galigmada, IVM igin uygun
ve eksik sartlar olusturularak mitokondriler incelenmistir. Calisma sonucunda;
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iyi sartlanin uygulandigi grupta mitokondrilerin sitoplazma korteksinde
yogunlasti§i, yetersiz sartlarin uygulandi§i oositlerin mitokondriyonlarinin ise
sitoplazma icerisinde homojen dagildigi belirlenmistir (Krisher ve Bavister,
1998).

1.2.2.2. Enerji Kaynaklan ve Metabolik Déngii

in vitro maturasyonda LH kullaniimasi, glikolitkk aktiviteyi ve
mitokondriyonlarin glikoz ve glutamin oksidasyonunu artirmigtir. Maturasyon
siirecinde glikolizis ve pentoz fosfat déngistniin aktivitesi diigtik dizeyde
seyretmesine ragmen GVBD’den sonra pdrivatin, maturasyonun sonuna
dogru da glutaminin oksidatif metabolizmasi hizlanmaktadir. Germinal vezikiil
parcalanmasindan sonraki do6nemde parivat oksidasyonu, glikoz
oksidasyonundan fazla olmaktadir. Bunlara ek olarak purivat, glutamin ve
glisin oksidasyonu sigir oositlerinin en 6nemli enerji tiretim yollandir (Gordon,
1994, Krisher ve Bavister, 1998).

Glikolizis aktivitesinin azalmasi, oositlerin gelisim yetenegini
kazanmasinda kritk rol oynayan pentoz fosfat dénglisinin azalmasina
neden olmaktadir. Farelerde, pentoz fosfat déngusi ile glikoz kullanimi
fosforibozil pirofosfat (zerinden mayozu uyarmaktadir. Farelerde ve
sigirlarda mayozu durduran ve tekrar baglatan benzer mekanizmalann varhg
bilinmemesine ragmen, sigir oositlerinde pentoz fosfat déngisunin ayni
etkiyi yaratabilecedi distiniimektedir (Krisher ve Bavister, 1998).

1.3. Oosit Kaynaklan

Kumulus oosit kompleksleri, hem mezbahadan toplanan ovaryumlardan hem
de canli hayvanlardan aspirasyon yontemi ile elde edilebilmektedir (Greve ve
ark., 1993).
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1.3.1. Canh Hayvanlardan Oosit Toplanmasi

Canli hayvanlardan in vitro fertilizasyon i¢in oositlerin eldesinde laparoskopi,
transvaginal ultrasonografi rehberlijinde follikiil aspirasyonu, laparotomi ve
ovariektomi gibi degisik yontemler kullanmilimaktadir. Bu yontemler arasinda
en c¢ok tercih edilenleri laparoskopi ve transvaginal ultrasonografi
rehberliginde follikiil aspirasyonudur (Callesen ve ark., 1987).

1.3.1.1. Transvaginal Ultrasonografi Rehberliginde Follikiil Aspirasyonu

In vitro fertilizasyon ¢ahigmalarinda kullanilan oositlerin canli hayvanlardan
toplanmasi amaciyla dnceleri siiperovulasyon denenmigtir. Ultrasonografinin
hizh bir sekilde gelismesiyle hem abdominal hem de transvaginal yoldan
aspirasyon yapilabilmektedir (Greve ve ark.,, 1993). Transvaginal
ultrasonografi rehberlijinde follikiil aspirasyonu ilk olarak insanlarda
uygulanmig, daha sonra sidiriarda ve kisraklarda kullanim sansi bulmustur.
Ayrica 6strus siklusunun degisik dénemierinde ve gebe ineklerde, guvenli ve
tekrarlanabilir bir yéntem oldugu bildirilmistir (Meintjes ve ark., 1993; Ooe ve
ark., 1997).

Teknikte; sedasyon ve intestinal sistemde gevseme amach 0.1 ml/100
kg canli agirlik dozunda Domosedan® (Detomidine hydrochloride 10 mg/ml,
Smith Kline Animal Health Ltd.) intraven6z olarak uygulanmaktadir. Yine
intestinal sistemdeki gevgemeyi desteklemek igin Buscopan® 1 mi/100 kg
dozunda (Hyoscine-N-butylboromide 4 mg/ml, Boeringer Ingelheim)
kullaniimaktadir. Abdominal ikinma olmamasi amaciyla da Ust epidural
anestezi (5 ml %2’lik Lidocaine) yapilmaktadir. Teknikte, genellikle 5 MHz'lik
problar tercih edilmekte ve prob ucunda igne yer almaktadir (Pieterse ve ark.,
1988). En uygun aspirasyon basinci 18 G'luk ignede 40 mmHg, 21 G'luk
inede 80 mmHg olarak bildiriimektedir (Hashimoto ve ark., 1999).
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Transvaginal olarak uygulanan prob serviksin yan tarafina dogru
kaydiriir ve operator diger eliyle rektal yoldan ovaryumlan probun bas
kismina getirir. Aspire edilecek follikil belirlendijinde yardimci tarafindan
probun ucundaki igne aracigiyla vaginal duvar gegcilerek follikiil delinmekte ve
aspire edilmektedir. Follikil sivisi tamamen alindiktan sonra ignenin hafif
dondurme haraketleriyle, follikliler duvann kuretaji yapilarak follikilden
cikilimaktadir (Pieterse ve ark., 1988).

Transvaginal ultrasonografi rehberliginde follikil aspirasyonundan
oosit elde etme orani; hormon uygulamasi, delme sikhi§i, dstrus siklusunun
dénemi, aspirasyon basinci, igne cap! ve operatdr deneyimi gibi bir ¢ok
faktérden etkilenmektedir (Pieterse ve ark., 1992; Bols ve ark., 1996).

Yapilan bir caligmada, 6strus siklusunun 3-4. giinlerinde ortalama 5,1;
9-10. gunlerinde 3,7 ve 15-16. ginlerinde 4,3 adet ortalamayla follikiil aspire
edilmigtir. Alti ay boyunca her éstrus siklusunda 3 kez uygulanan bu teknik
bir sonraki siklusu olumsuz etkilememistir (Greve ve ark., 1993). Benzer
sekilde Pieterse ve ark. (1988) sikluslarda diizensizlik ve travmatik lezyonlara
rastamamiglardir. Schans ve ark. (1991), transvaginal ultrasonografi
rehberliginde follikll aspirasyonu sikh@inin, aspire edilen follikiil sayisini ve
toplanan oosit sayisini etkilemedigini bildirmiglerdir.

1.3.1.2. Laparoskopi Aracihidiyla Follikiil Aspirasyonu

Teknikte; Ust epidural anestezi uygulandiktan sonra perineal bélge antiseptik
sollisyonlarla temizlenir ve vagina 1:10 oraninda sulandinimg iyot soliisyonu
ile yikanir. lyot soliisyonundan sonra vagina serum fizyolojik ile 4 kez
durulamir.  Bu iglemleri takiben portio vaginalis serviksin Ustiinden vaginal
duvara ve peritona 8 cm biyuklugiinde bir ensizyon hatti agilir ve ensizyon
hattinin dilatasyonunu saglamak amaciyla parmaklar pelvik bogluga sokulur.
Elin geri cekilmesinden sonra laparoskopla birlikte tekrar sokulur. Aspiratér
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takili olan laparoskobun kamerasina her bir ovaryum ayn ayri getirilir ve
monitdrden incelenir. Daha sonra operatér monitére bakarak aspiratérin
ucunu follikille yénlendirir ve aspirasyon iglemini gergeklestirir. Follikil
aspiratériiniin ¢apina bagh olmakla birlikte 2-6 mm'lik follikiiller aspire
edilebilmektedir. Aspire edilen follikiil 1 ml vasatla saat yéniinde ve tersi
ydniinde bir cok kereler yikanmir. Bu iglemier her iki ovaryumdaki follikiller
bitene kadar her follikiil igin tekrarlanmaktadir. Vasat olarak icinde 40 1U
heparin sodyum, %10 serum, 25 mM/l Hepes (N-(2 hydroxyethyl)-piperazine-
N’-(2 ethanesulphonicacid)) bulunan F-10 vasati kullaniimaktadir (Stubbings
ve ark., 1990).

1.3.2. Mezbahadan Getirilen Ovaryumlardan Oosit Toplanmasi

Giniomizde en yaygin oosit kaynad,, mezbahalardan toplanan
ovaryumiardir. Ovaryumlarnin Uzerinde bulunan oositler maturasyon,
fertilizasyon ve blastosist olugturma oranlarinda azalma olmaksizin 8 saat
streyle 25 °C'de saklanabilmektedir. Bunun yaninda 37 °C ve 4 °C'de
yasama kabiliyetleri azalmaktadir (Greve ve ark., 1993; Sirard ve Blondin,
1996).

Aragtiricilar arasinda, ovaryumlarin en ge¢ kesimden sonraki 1-2 saat
icerisinde alinmasi ve yaklagik 30 °C'de saklanmasi gerektigi yaygin bir
kanidir. Ovaryumlarin tasima sicakhgi 30 °C’nin altina distiglinde, oositlerin
nikleer maturasyonu tamamlayamadiklan, diger taraftan 30-37 °C’'de
ovaryumlarda meydana gelecek olan dejeneratif degisikliklerin, daha digik
sicaklifa (20-25 °C) indiriimesinde meydana gelecek olan degisikliklerden
daha ciddi oldugu bulunmustur (Gordon 1994).

Sirard ve Blondin (1996), mayotik gelisim 2 saat igerisinde
baslatiimazsa, oositlerin RNA dretim kapasitelerini kaybettiklerini
belirlemiglerdir.
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Kesimden sonra alinacak ovaryumiarin, mimkin oldugu kadar cevre
dokulardan ayn sekilde alinmasi gereklidir. Transport vasati olarak fosfatl
tampon solisyonu (PBS) ve antibiyotikli (penisilin, streptomisin, kanamisin,
amphoterisin-B) %0,9 NaCl kullaniimaktadir (Greve ve ark., 1993).

1.3.2.1. Follikiil Aspirasyonu

Mezbaha materyallerinden follikil aspirasyonu son zamanlarda kullanilan en
yaygin uygulamadir. Ancak ayni ovaryum iizerinde tekrarlanmasi mimkin
olmayan bir tekniktir. Teknikte, aspirasyon cihazi ya da igneli enjektor
kullaniimaktadir. Aspirasyon basinci 50-130 mmHg arasinda tercih edilmekte
ve genellikle 18-21 G'luk ifneler secilmektedir (Pieterse ve ark., 1991).

lyi kalitede kumulus oosit komplekslerinin toplanmasinda, i§ne capi ile
aspirasyon basinci arasindaki iliski 6nemlidir (Bols ve ark., 1996). Bols ve
ark. (1996), aspirasyon basinci ve igne capinin sigir oosit morfolojisi ve
gelisim kapasitesi Gizerine etkisini ¢alismiglardir. Kullandiklan 18,19 ve 21
G'luk ignelerde bes degisik seviyede (50,70,90,110,130 mmHg) aspirasyon
basinci denemiglerdir. En yiiksek sayida oosit eldesini en kalin (18 G) igne
kullanimiyla ve en yiiksek aspirasyon basinciyla elde etmiglerdir. Aspirasyon
basincinin derece derece artmasiyla oositleri saran kompakt kumulus
hiucrelerinde azalma olmustur. Follikil aspirasyon basinci 70-130 mmHg
arasinda arttikgca in vitro maturasyon, fertilizasyon ve blastosiste ulagma
basansinin distiga gézlenmistir.

Hashimoto ve ark. (1999) tarafindan yapilan bir gaismada kumuius
hicreleri 4 ve daha fazla kath olanlar 18 G'luk ignelerle 40 mmHg basing
altinda, kumulus hiicreleri 1-3 katlh olan oositler ise 21 G'luk ignelerle 120
mmHg basing altinda ¢ok miktarda elde edilmigtir.
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Yapilan bagka bir galismada (Fry ve ark., 1997) ise hem in vitro
maturasyon igin yasayabilir oositlerin eldesinde hem de her kalitedeki oosit
eldesinde 17 G’luk ignenin 20 G'luk ifneden olduk¢a bagarih oldugu tespit
edilmigtir. Ayni caligmada, aspirasyonda kullanilan ignenin i¢ capi 0.6
mm’den 0.7 mm’ye ¢ikanldigi zaman oosit elde etme orani %42'den %58’e
yiikselmigtir. Oosit elde etme orani 200 mmHg'lik aspirasyon basincinda 120
mmHg ve 180 mmHg'ye gére daha ylksek bulunmusgtur.

1.3.2.2. Follikiil Diseksiyonu

Saglam vezikiiler follikiillerin (2-8 mm capli) diseksiyonu, koyunlarda dnemli
bir teknik olarak kullaniimaktadir. Bu metotla kumulus hiicrelerinde en az
parcalanmaya neden olunmasindan dolayi yilksek oranda morfolojik olarak
onaylanabilir oosit toplanabilmektedir. Oosit elde etme teknigi olarak
kullanilan follikil diseksiyonunun avantaji, non-atretik follikiillerin tahmin
edilebilmesidir. Non-atretik olanlar uniform yari saydam goéruntsli, yaygin
vaskularizasyonlu ve follikiil icinde diizenli stratum granulosum tabakasina
sahip folliktillerdir. Diger yandan atretik follikiillerde; donuk, gri, opak goriiniis
ve yaygin olmayan vaskularizasyon bulunmaktadir (Gordon 1994).

1.3.2.3. Ovaryum Dilimleme Teknigi

Ovaryum dilimleme teknigi hem direkt olarak hem de follikiil aspirasyonundan
sonra uygulanabilmektedir. Bu teknik ilk kez sigir ovaryumlarinda
denenmistir. Bahsedilen galigma sonucu ovaryum bagina ortalama 20-30
adet oosit elde edilmigtir. Ginimiizde ovaryum dilimleme teknigi koyunlarda
da kullanim alani buimaktadir (Gordon, 1994).

Ovaryum dilimleme teknigi ile oosit elde etmede en ok kullanilan
vasatlar; doku kilturi vasatt 199 (TCM 199) ve PBS’'dir. Ancak Gordon
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(1994), bu teknigin kullaniminda TCM 199'un PBS’e oranla daha baganl
sonuglar verdigini bildirmekte ve bu durumu PBS igerisinde bulunan yiksek
konsantrasyonlardaki Ca*? ve Mg*? iyonlanina baglamaktadir.

1.3.2.4. Doku Eritme Teknigi

Bu teknige gbére; ovaryum dokusu 1 saat boyunca tripsine tabi tutularak elde
edilen ekstrakt 200 pm’lik filtreden gegirilir. Immatir oositlerin ortalama
c¢aplarnin 100 pm olmasi diusincesine dayanan bu filtrasyon teknidi ile
ovaryum bagina ortalama 221 oosit toplanmigtir (Gordon, 1994).

1.3.2.5. In Vitro Follikiil Kiiltiirii

Ciftlik hayvanlarinda, ovaryumlardaki fibréz (matrix) dokudan dolay: preantral
follikiillerin izolasyonu oldukga zor oimaktadir. Bu nedenle énce ovaryumiar
doku dilimleyicisi (chopper) ile kiiglik pargalara ayriimakta ve daha sonra ise
tekrarlayan pipetasyonlarla follikiillerin  izolasyonu mekanik olarak
saglanmaktadir. Bu mekanik yéntemle primer ve sekonder follikaller (40-70
um) izole edilebilmektedir (Hurk ve ark., 1997). Kollegenaz uygulamasi ile
mekanik izolasyon yénteminin kombinasyonundan, mekanik yéntemin yainiz
kullanimina gére daha fazla folliktil elde edilebilmektedir (Hurk ve ark., 1997;
Cortvrindt ve Smitz, 2001). Ancak enzimin zarar verici etkisinden kaginmak
igin ¢ok tercih edilmemektedir. Benzer gekilde fétal buzadi ovaryumlarnindan
mikrodisseksiyon ile follikiiller toplanabilmektedir. Yine, bu yéntemile biyiik
preantral follikiiller (170-180 um) de izole edilebilmektedir (Hurk ve ark.,
1997). In vitro follikiil kiltir stiresi, kultiire edilen folliktillerin caplarina gore
(150-170 pm/4-5 gin, 100-130 pm/12 giin) degigsmektedir (Cortvrindt ve
Smitz, 2001).
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Ineklerde; erken dénemdeki preantral follikiillerin, ti¢ boyutlu kollagen
doku kiiltarlerinde inkubasyonlanyla iyi sonuglar elde edilmektedir. Granulosa
hicrelerinin proliferasyonu ve farklilasmasi sayesinde kiicik preantral
follikiller (30-70 pm) 7 ginlik inkubasyonda en fazla 20 pm
buylyebilmektedir. Biyilk preantral follikiller (170 um) ise hem granulosa
hiicrelerinin proliferasyonu hem de oosit geligimi sayesinde (60 um’den 67
um'ye) 5 ganlik inkubasyonla ortalama 55 um bilyliyebilmektedir (Hurk ve
ark., 1997).

In vitro kiltire edilen preantral follikiillerin canh kalabilmesinde ve
geligebilmesinde FSH, EGF, TGFB, bFGF, aktivin ve VIP'lerin ¢gok énemii
oldugu tespit edilmistir (Hurk ve ark., 1997). Cortvrindt ve Smitz (2001), fétal
ovaryum dokusundan elde ettikleri primordial follikiilleri serum eklemeden,
sekonder agamaya getirebildiklerini bildirmiglerdir.

1.4. in Vitro Maturasyonu Etkileyen Faktorler

Bir oositin gelisim yetenegine sahip olmasi; mayotik programi yeniden
baglatmasi ve tamamlamasi, fertilizasyonu basarabilmesi ve embriyonik
gelisimi saglayabilmesi seklinde agiklanmaktadir (Gliedt ve ark., 1996b). Bu
gelisim yetenegine; kumulus morfolojisi, follikiil bayuklagua, follikil saghg,
ovaryum stimilasyonu ve kiltir éncesi maniplasyonlar olmak izere 5 ana
faktor etkili olabilmektedir (Sirard ve Blondin, 1996).

In vitro maturasyonun basarisini oositin alindiyi hayvanin vicut
kondiisyonundan, vasat katki maddelerine kadar bir ok faktdr etkilemektedir.
in vitro embriyo iretim laboratuvarlarinda elde edilen sonuglarin oldukca
dalgali oimasi bu nedenlere baglanmaktadir (Soom ve Kruif, 1996).
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1.4.1. Yas

In vitro fertilizasyon ¢aligmalarinda oosit eldesi igin verici olarak kullanilacak
hayvanlarin yas aralifi oldukga genistir. Oositler, bir aylik buzagilardan bile
alinabilmektedir. Bu oositler in vitro fertilizasyon i¢in uygun bulunmus, ancak
blastosist oranlan yetigkin hayvaniardan alinan oositlerden olduk¢a diigiik
tespit edilmigtir. Prepubertal hayvanlarla, G¢ yasin altindaki inekler yasgl
hayvanlara gore oldukga fazla oosit gelisim kapasitesi gostermiglerdir (Soom
ve Kruif, 1996).

Geng olan verici hayvanlarin oositlerinin gelisim yeteneklerinde daha
fazla bozulma olmaktadir. Ekzojen gonadotropin uygulamalan ile bu
hayvanlarin oositlerinde, erken embriyonik béliinme oranlarinda olumiu
gelismeler olmus ancak blastosist oranlan artmamistir (Yang ve ark., 1998).

1.4.2. Follikiil ve Oosit Gap!

in vitro maturasyonun ve embriyo Uretiminin bagarisi follikiil kaynagi ve oosit
buyuklagu ile yakindan iligkilidir (Ariotto ve ark., 1996; Yang ve ark., 1998).
Bir-15 mm’lik follikiil caplarint iceren ¢alismalarda sigir oositleri geligimlerine
devam etmektedir (Arlotto ve ark., 1996). Oositlerin normal embriyonik
gelisim yeteneklerini kazanabilmeleri icin follikiillerin en az 2 mm c¢apa
ulagmalan gerekmektedir (Yang ve ark., 1998). Soom ve Kruif (1996) 6
mm'den, Sirard ve Blondin (1996) 8 mm’'den bilyuk folliklllerden sagdlanan
oositleri daha kucuk follikillerden saglanan oositlere gére daha basarih
buimuslardir.

Oositler, ylzeysel gorilebilir (periferal) follikiillerden ve kortikal
follikillierden toplanmaktadir. Hem periferal hem de kortikal oositlerin
toplanmasi ile bir ovaryumdan alinan oosit sayisi yai(laslk iki katina
ctkmaktadir. Kortikal follikiillerden alinan oositler ylizeysel olanlardan daha
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kuciiktir ve bu oositlerin mayotik maturasyon kapasiteleri ile embriyo geligim
kapasiteleri dusuktir. Kortikal oositlerden yalnizca biyuk olaniar IVM'yi
gerceklestirebilmigler ve blastosiste gelisim oranlan periferal oositlerle
karsilastinlabilir bulunmustur (Arlotto ve ark., 1996). Buyuklikleri 110 um’den
kiiguk olan oositler mayotik olarak ve gelisim kapasitesi bakimindan heniiz
yeterli degillerdir (Soom ve Kruif, 1996, Yang ve ark., 1998). Sitoplazmik
farkhlhiklardan dolayi biiyuk oositler kiigiiklere gére biraz daha hizh bir gekilde
birinci kutup cisimcigini atmaktadir. Birinci kutup cisimcigini erken atan
oositlerde embriyonik gelisim oram daha fazla gérilmektedir (Arlotto ve ark.,
1996). Kugik oositler gelisimlerini tamamlayamamakta ve bu nedenle yeterli
miktarda RNA sentezleyememektedir (Greve ve Madison, 1991).

Bir memeli oositi maturasyon yetenedini kazanabilmesi igin geligim
evresini, kritik bayakiiginden 6nce tamamlamalidir. Farelerde, oositteki bu
gelisim evresi preantral dbnemde baglamakta ve follikiiller antrum evresine
ulagtiklari zaman bitmektedir. Sigirlarda, antral follikiil gelisimi esnasinda da
oositin blyukligu artmaktadir. Tam olarak mayotik yetenegi kazanmak igin,
yukarida da belirtildigi gibi oositin kritk ¢ap olan 110 um'ye ulagmasi
gerekmektedir (Yang ve ark, 1998). Bagka bir arastirici, oositler
buyukluklerinin  %80’lik boélumine geldiklerinde mayotik yetenegin
goriilecegini bildirmigtir (Seviktirk, 1998). Ancak, pratikte bir ¢cok laboratuvar
1-8 mm c¢aph follikiillerden topladikian oositlerin rutin embriyo {retiminde
kullanilabilecegini bildirmiglerdir (Yang ve ark., 1998).

Folliktil buyUkluklerinin oosit geligsimleri Gzerine etkilerinin aragtinidig
bir calismada; buyik follikilllerden (5-8 mm) alinan oositlerle orta
biyuklikteki (2-5 mm) follikiillerden alinan oositler arasinda maturasyon
orani, erken embriyonik bélinme orani ve blastosist oranlan agisindan fark
bulunmamugtir. Ancak, kigiik follikiillerden (1-2 mm) ahnan oositlerin tim bu
oranlan oldukga dusik ¢ikmigtir (Cizelge 1.1). Bunun yaninda 1-2 mm ¢apli
follikiillerdeki oositlerin %26 oraninda blastosist olusturabilmeleri nedeniyle
daha kugiik follikiillerde de denemeler yapilmistir (Cizelge 1.2). Ancak, ¢ok
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kiigik follikiillerden (0,5-1 mm) alinan oositlerin basarn oranlar olduk¢a
dustk bulunmustur (Yang ve ark., 1998). Diger taraftan Leibfried ve ark.
(1985), 1-3 mm c¢apindaki ve 3-20 mm c¢apindaki follikiillerde yaptikiari
calismada oositlerin maturasyon kabiliyetleri arasinda fark bulamamislardir.
Yapilan baska bir calismada (Kipluli ve Un, 2001) ise 3-6 mm ve 6-20 mm
capindaki follikGillerin maturasyon oranlari birbirlerine benzer (%76 ve %74),
1-3 mm'lik follikiillerden (%61) ustiin bulunmustur.

Cizelge 1.1. Kiguk, orta ve buyiik follikillerden alinan oositlerin geligim yetenekleri
(Yang ve ark., 1998).

Fol. Capi Maturasyon Embriyo Gelisimi/Qosit
(mm) Toplam Matir (%) Toplam | Erk. Embr. Bélinme (%) | Blastosist (%)
1-2 147 85 (58) 117 80 (68) 30 (26)
2-5 161 121 (75) 122 103 (84) 56 (46)
5-8 105 88 (84) 77 59 (77) 40 (52)

Cizelge 1.2. Orta ve cok kiguk folliktillerden alinan oositlerin gelisim yetenekleri
(Yang ve ark., 1998).

Fol. Gap! Maturasyon Embriyo Gelisimi/Oosit
(mm) Toplam Matlr (%) Toplam | Erk. Embr. Bélinme (%) | Blastosist (%)
0.5-1 236 63 (27) 64 20 (31) 7 (11)
2-5 260 210 (81) 84 65 (77) 43 (51)
1.4.3. Oosit Kalitesi

in vitro embriyo dretim protokoliinde yilksek diizeyde basan saglamak icin
gelisim yetenegine sahip kumulus oosit kompleksleri ile yetersiz geligim
yetenegine sahip olanlan ayirt etmek gerekmektedir. Kismi veya total
kumulus hiicre kayiplarinin gelisim yetenegini azalttig) ve ¢ok kath kumulus
hicre katmani bulunan iyi gérinimli kumulus oosit komplekslerinin de
yiksek diizeyde gelisim kapasitesi godsteremeyebilecekleri bildiriimigtir.
Bununla birlikte, gelisim yetenegine sahip kumulus oosit kompleksierinin
karakteristik 6zellikleri halen bilinmemektedir (Wit ve ark., 2000). Diger
taraftan bazi aragtiricilar, oosit gérintisii ve kumuius hiicrelerinin, gelisme
tahmininde kullanilabilecegini Maturasyon,

potansiyeli bildirmislerdir.

fertilizasyon ve blastosist asamasina gelebilme kabiliyeti olabilmesi igin
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oositin cevresi ¢cok katli, sikigik kumulus hiicreleriyle tamamiyle kusatiimis ve
sitoplazmasinin bir 6rnek kumlu géranimli olmasi gerektigi tespit edilmigtir.
Oositin gevresindeki saglikli somatik hiicre populasyonunun besin gegisinin
kolaylastiriimasinda ve oosite gelen uyanmiarin iletimesinde zoruniu oldugu
kaydedilmistir (Leibfried ve ark., 1985; Greve ve Madison, 1991; Greve ve
ark., 1993; Sirard ve Blondin, 1996).

Kumulus hiicrelerinin maturasyona etkisinin aragtirildidi bir calismada,
ciplaklastirilan oositlerde ya maturasyon gerceklesmemigtir ya da dusik
dizeyde saptanmigtir. Kumulus hicreleri ile kapli oositlerin, ciplak veya
korona hiicreleriyle kaph olan oositlere gére in vitro maturasyon oranlari
oldukega yiiksek bulunmustur (Younis ve ark., 1989).

Kumulus hiicrelerinin fonksiyonu, oositle ¢evresi arasindaki iligkiyi
saglamaktir. Oosit maturasyonu icin anahtar bir faktdr olan LH, diizenleyici
rolini kumulus hiicrelerini etkileyerek yapmaktadir. Benzer sekilde mayotik
maturasyon ve kumulus ekspansiyonunda goérev yapan EGF’nin olumlu etkisi
kumulus hiicrelerinin varliginda ortaya ¢ikmaktadir (Soom ve Kruif, 1996).

Yapilan bir calismada, follikil kalitesi ile KOK'lar arasinda yakin bir
iligki oldugu belirlenmigtir. Buna goére, dugik dizeyde atreziye ugramig
follikillerden yiksek oranda iyi kalitede oosit toplandi§i, follikilllerde atrezi
arttikca orta ve kotlu kalitede oositlerin daha fazla toplandig bildirilmigtir.
Ancak adi gecen calismada en fazla geligsim yetenedi orta kalite oositlerde
saglanmigtir (Wit ve ark., 2000).

1.4.4. Oosit Toplama Teknigi

Oosit toplama teknigi olarak transvaginal ultrasonografi rehberliginde
follikiillerin aspire edilmesi; in vitro maturasyon kapasitesine sahip oositierin
bulunabilecedi follikilllerin belirlenmesinde avantaj olusturmaktadir. Ayrica,
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maksimum  sayida  follikillerin  bulundugu  sikius dénemi de
belirlenebilmektedir. Regresyona ve atreziye dogru giden follikiller ayird
edilebilmektedir. Bu sayede IVM ve daha sonraki gelisim oranlan yiksek
seviyede olabiimektedir (Greve ve ark., 1993).

Hashimoto ve ark. (1999), canh hayvanlardan ultrasonografi
rehberliginde follikiil aspirasyonu ile mezbaha mataryellerinde yapilan follikiil
aspirasyonlarini karsilastirmis ve sonugta mezbahadan alinan ovaryumiarda
follikiil aspirasyonunun daha uygun oldugunu bildirmiglerdir. Transvaginal
ultrasonografi ile follikil aspirasyonundan toplanan oositlerin kumulus
hiicreleri, mezbahadan alinan ovaryumiann follikiillerinin enjektor ile
aspirasyonunda elde edilenlerden daha az katmanh bulunmustur. Az sayida
kumulus hiicresi tabakasi olan bu oositlerin, ayni sekilde IVM oranlannin ve
sonraki gelisim yeteneklerinin zayif oldugu bildiriimigtir. Ancak cevresi korona
hucreleriyle kapl oositlerin IVM'sinde kumulus hiicreleri eklenmesi basan
oranlanni artirmigtir. Bahsedilen artig ¢iplak oositlerde gériilimemistir.

1.4.5. Ostrus Siklusu

Oositlerin, dstrus siklusu dénemine gore sitoplazmasinda ve kromatinlerinde
degisiklikler olmasina ragmen maturasyon ve fertilizasyon oranlarinda
farkihk saptanmamigtir (Leibfried ve ark., 1985; Arlotto ve ark., 1996; Soom
ve Kruif, 1996). Ayrica yine gebe hayvanlarda oosit kalitesi acgisindan
herhangi bir farkhliga rastlanmamistir (Soom ve Kruif, 1996). Yukandakilerin
aksine Wit ve ark. (2000), in vitro embriyo Gretiminde kullanilan oositlerin
toplandig! follikillerin, follikiler déneminin ve 6&strus sikiusu doéneminin
sonugclan etkileyebilecegini bildirmiglerdir. Bu durumun sebebini ise oositlerin
maruz kaldiklan ostradiol, progesteron, FSH ve LH'nin farkli seviyelerde
olabilecekleri seklinde agiklamiglardir.
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Yukanda da belirtildigi gibi mayotik durgunlugu kumulus hicreleri
kontrol etmektedir. Zona pellusidaya penetre olmus kumulus hicreleri bu
etkilerini oositle iligki kurduklar gap junction tipi baglantiarla yapmaktadir.
Duragan olan maturasyonun in vivo ve in vitro olarak tekrar baslamasi
kumulus hiicreleri ile oositler arasinda olan bagin ¢oézilmesi ile olmaktadir.
Siki ve homojen kumulus hiicreleri ile kaph oositlerde gap junctionlarnn
baskin oldugu, atretik follikillerden ahnan oositlerde ise gap junction
baglantilara rastlanmadigi bildirilmigti. Bu bulgu ile atretik folliktllerde
bulunan oositlerin maturasyona basladifi tespit edilmigtir. Ayrica
follikiillerdeki dejenerasyonla desmolaz ve aromataz aktivitenin digmesi
sonucu; Ostradiol 178 ve testosteron seviyesi azalmakta, progesteron
seviyesi artmaktadir. Hormon seviyesindeki degisiklikler LH dalgasindan
sonra ortaya ¢ikmaktadir ve bunun sonucu olarak immatir oositlerin geligim
yetenekleri etkilenmektedir (Wit ve ark., 2000).

Siklik olmayan hayvanlardan; follikler ve erken-ge¢ luteal evrede
bulunan hayvanlara gére daha fazla kéti kalitede oosit toplanmigtir. Kotl
kalitedeki oositlere, erken luteal dénemde daha az rastlanmigtir (Wit ve ark.,
2000).

1.4.6. in Vitro Maturasyon Vasatlan

Ham’in F-10, Ham'in F-12, Brinsters BMOC-3, Waymouth’'un MB 752/1, KRB
(Krebs Medium) ve MEM (Minimum Essansial Medium) in vitro maturasyon
vasatlan olarak kullaniimasina ragmen hangi vasatin daha baskin olduguna
dair fikir birligi olusmamigtir (Greve ve Madison, 1991). Ancak TCM 199
(Greve ve Madison, 1991; Greve ve ark.,, 1993; Soom ve Kruif, 1996) ve
TALP (Tyrode’nin Albumin Laktat Pirivat Vasati) (Greve ve Madison, 1991)
in vitro maturasyon/in vitro fertilizasyon c¢aligmalan icin en ¢ok segilen
vasatlar olarak bildirilmistir. Doku kilturi vasati 199, hiicre kilturi vasati
olarak dizenlenmesine ragmen oosit maturasyonu igin bir g¢ok faktér
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barindirmasindan dolayi IVM c¢alismalarinda da kullamimaktadir. Serumsuz
maturasyon vasatlarina enerji kaynagi olarak glutamin ve glikoz ya da laktat
eklenmesi ile TCM 199 vasatina benzer sonuglar elde edilmektedir (Soom ve
Kruif, 1996). Ornek olarak Ham'in F-10 vasatina 6strustaki inek serumu
(ECS) ve granulosa hicrelerinin eklenmesi ile matire edilen sigir
oositlerinde, gebelik olusturulabildigi bildirilmigtir (Trounson, 1992).

in vitro maturasyon vasatlannin kullanmimasinda iki egilim
bulunmaktadir. Bunlardan biri kullanilan vasatta yer alan bitin elemanlann
tamamen bilinmesidir (defined) (Keskintepe ve Brackett, 1996). Digeri ise
vasatin, oositin orijinal ¢evresi preovillatér follikile benzetilmeye
calisiimasidir (non-defined). Sentetik sigir foliikil sivisi (BsFF), yeni
kullanilan IVM vasatidir. Temeli preoviilator follikil sivisinda bulunan iyon
icerijine dayanan bu vasatin serumsuz kullanimi, TCM 199'un serumsuz
kullanimina gore bagarlsm bulunmustur (Soom ve Kruif, 1996).

Gliedt ve ark. (1996a) tarafindan TCM 199 ve RPMI-1640 vasatlarinin
karsilastirildi§y bir calismada, kumulus ekspansiyonu RPMI-1640’da daha
fazla gozlenmisgtir. Ancak, 7. giindeki morula gelisimi TCM 199 vasatinda
matire edilenlerde (%21,1), RPMI-1640’da matiire edilen (%9,6) oositierden
daha yiliksek ¢ikmigtir.

Memeli oositlerinin in vitro maturasyonu sirasinda kullanilan vasat, in
vitro maturasyonu ve sonraki embriyolojik gelisimi etkilemektedir. Kimyasal
olarak tamimlanmig bazi vasatlarda in vitro maturasyondan sonra
kargilagtirma yapilmigtir. Buna gére Ham'in F-12 ve Waymouth’'un MB 752/1
vasatinda fertilizasyon ve embriyonik gelisim TCM 199 ve MEM’e gore
oldukca diisiik bulunmustur (Brackett ve Zuelke, 1993).
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1.4.7. in Vitro Maturasyonda Kullanilan Vasat Katki Maddeleri

Oositlerin fertilizasyonu ile birlikte tam geligsim kapasitesinin olabilmesi igin
maturasyonun tatmin edici sekilde olmasi gerekmektedir. Eger spesifik kiltir
sartlan saglanacak olursa sigir oositlerinin maturasyonunda basantli

olunacagina inaniimaktadir (Sanbuissho ve Threlfall, 1990).

1.4.7.1. Hormoniar

Memeli oositlerinin mayozu izerine yapilan ilk caligmalar, vasatlara hormon
eklenmeden serumla birlikte spontan olarak mayozun tekrar bagladigini
gostermigtir. Bu sartlar altinda kiltire edilen oositler sperm
penetrasyonundan sonra normal proniikleus olusturmada ya basansiz
kalmiglar ya da alicilara transferlerinden sonra embriyonik gelisme

olmamistir (Younis ve ark., 1989).

lyi dengelenmis hormonal mikro cevre, oositle cevresi arasinda
iletisimi saglamaktadir. Bu nedenle maturasyon esnasinda iyi hazirlanmig
hormonal c¢evre biiyilk 6nem tasimaktadir (Greve ve Madison, 1991).
Bahsedilen durum goéz 6niine alindiginda FSH, LH, éstradiol-17p ve hatta
progesteron gibi hormonlar vasata eklenebilmektedir (Brackett ve ark., 1989;
Greve ve Madison, 1991).

Steroidler

Memeli olmayan tiirlerde, mayozun tekrar baslamasi progesteron veya bir
progesteron derivati tarafindan gergeklestiriimektedir. Memelilerde ise
steroidlerin in vitro maturasyondaki rolleri hala agik degildir. Ineklerde LH piki
sirasinda, teka hiicrelerince androstenedionun tretimi inhibe edilmektedir ve

mural granulosanin liteinlesmesi uyariimaktadir. Luteinlestirici hormon
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pikinden 6 saat sonrasina kadar ostradiol konsantrasyonu yiksektir ve
yaklagik 20 saat sonra progesteron artigini takiben dstradiolde ani bir azalma
meydana gelmektedir. Ostradioldeki bu gerileme ile es zamanli olarak GVBD
gerceklesmesine ragmen ostradiolin mayozu baglatigina dair bir kanit

bulunmamaktadir (Bevers ve ark., 1997).

Rat, domuz ve sigir follikillerinin kaltird sirasinda steroidlerin veya
steroidogenezis inhibitérlerinin eklenmesi, oositlerdeki nikleer maturasyona
etki gostermemigtir. Diger taraftan progesteronun ve androstenedionun
domuz oositlerinde olumsuz etkileri belirlenmigtir (Sirotkin, 1992). Fukui ve
Ono (1989), steroidlerin 6zellikle de 6strojenlerin memeli oositlerinin hem
niikleer hem de sitoplazmik maturasyonunu artirdigini bildirmiglerdir. Bevers
ve ark. (1997), androstenedionun yalniz veya FSH ile birlikte kullaniimasinin
oositlerde GVBD gbriilme yilizdesini azaltigini bildirmiglerdir. Xu ve ark.
(1986), dstradiol benzoat ve hCG'nin (Insan Koriyonik Gonadotropini) birlikte
kullanimlarinin maturasyon sonuglarini destekledigini bildirmiglerdir.

Tavsan ve sigir oositlerinin in vitro maturasyonunda progesteron
kullaniimasi niikleer maturasyonu uyarmaktadir. Ancak bu etki domuzlarda
ve insanlarda gérilmemektedir. Ostradiol-17p ise sigir ve ratlarda niikleer
maturasyonu uyarirken domuz oositlerinde durdurmaktadir. Koyun ve tavsan
oositlerinin maturasyon vasatinda &stradiol bulunmas fertilizasyon ve erken
embriyonik béliinme kabiliyetini artirmaktadir. Sigir oositlerinde &stradioliin
kullanilmasi sitoplazmik maturasyonu etkilemezken, maturasyondan sonra
kullanilmasi fertilizasyon ve erken embriyonik bélinme oranlarini
artirmaktadir (Sirotkin, 1992). Gliedt ve ark. (1996a), sidir oositlerinin
maturasyon vasatinda Ostradiol-17f bulunmasinin kumulus ekspansiyonunu

ve blastosist geligsimini dustrdtagina bildirmiglerdir.

Vasatlara yiksek oranda Ostradiol-17p eklenmesi anormal niikieer

maturasyona neden olmaktadir (Younis ve ark., 1989). I§ ipliklerinin
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formasyonunda ve kutup cisimcigi atihiminda olumsuz etki yaratmaktadir
(Bevers ve ark., 1997).

Sigir IVM'sinde 6stradiol genellikle 1 pg/ml dozunda kullaniimaktadir
(Brackett ve ark., 1989; Fukui ve Ono, 1989; Younis ve ark., 1989; Liu ve
ark., 1991; Bevers ve ark., 1997). Bu konsantrasyon, LH pikinden kisa bir
sire sonraki preovillatér follikildeki follikil sivisinin  &stradiol
konsantrasyonudur (Bevers ve ark., 1997). Sirotkin (1992), éstradioliin 5 ng,
50 ng, 100 ng, 500 ng ve 5 ug/ml dozlarini kargilagtirmistir. En yiksek VM
oran! 100 ng/mr’lik grupta tespit edilmigtir.

Sirotkin (1992), 1 ve 5 pg/ml dozundaki progesteronu 50 ve 250
ng/ml’lik oranlara gére daha basarili bulmustur. Kullandigi 10 ng, 100 ng, 1
pg ve 5 ug/mllik testosteron gruplarinda ise fark tespit edememistir. Yapilan
bir calismada; testosteron ve dihidrotestosteron 100 nmol/l, progesteron 300
nmol/l dozunda kullaniimistir. Testosteron ve dihidrotestosteron blastosist

oranini etkilemezken, progesteron diigsirmustir (Silva ve Knight, 2000).

Gonadotropinier

Memeli oositlerinin hiicre siklusu daha 6nce de belirtildigi gibi fétal yagamda
profaz l'in diploten asamasinda durmaktadir. Durgun mayozis oositin
maturasyonunun tekrar bagladigi ovulasyon éncesinde birden devam etmeye
baglar. Maturasyon slrecinde; oositi fertilizasyon ve erken embriyonik
gelisime hazirlayan, nikleer ve sitoplazmik dizeyde degisiklikler olur. Ayni
dénemde oosit maturasyonu icin esas olan intraseliler degisiklikier
olmaktadir (Ocana ve ark., 1999). in vivo olarak butin bu olaylarn
gonadotropinlerce tetiklendigine inaniimaktadir. Bu nedenle gonadotropinier
in vitro sistemler igerisinde kullaniimaktadir (Bevers ve ark., 1997; Ocana ve
ark., 1999). Ancak, IVM protokoli ile in vivo maturasyon siireci arasinda iki
belirgin farklilik yer almaktadir. Bunlardan biri, LH piki sirasinda preoviilatér
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follikilerdeki follikiil sivisinda FSH ve LH konsantrasyoniari sirasiyla 2 ng/mi
ve 6 ng/ml olmasina ragmen IVM calismalarinda sirasiyla 10 pg/ml ve 1
ug/mi civarinda kullaniimasidir. Digeri ise kiiguk ve orta tipteki 2-8 mm c¢apl
follikillerden alinan oositlerde IVM denemelerinin yapiimasidir. Bu follikllerin
mural granulosa hiicrelerinde, FSH reseptér mRNA bulunmasina ragmen
preovulatér follikiillerden farkli olarak LH reseptér mRNA yer aimamaktadir.
Yapilan reseptér taramalarinda; mRNA-LH reseptérierine sadece teka
hicrelerinde rastianirken, mRNA-FSH reseptorleri oosit haric kumulus,
granulosa ve follikil duvarinda belirlenmistir (Bevers ve ark., 1997).

Gonadotropinler; gap junctionlarda inhibitér maddelerin yapisini
boélerek mayozun tekrar baglamasini uyarmakta ve ayrica kumulus
hiicrelerinin metabolizmasini degistirmektedir. In vivo olarak oositlerde
maturasyonu gerceklestiren spesifik uyarici, preovulatorik gonadotropin
salinimidir (Sanbuissho ve Threlfall, 1990). Gonadotropinierin preovulatorik
salinimiarinin etkilerinden biri de granulosa hiicrelerinin mayozu durdurucu
etkilerini baskilamaktir. Vasatlarda yiksek oranlarda FSH ve LH bulunmasi
mayozun ve sitoplazmik maturasyonun yeniden baglamasina izin vermektedir
(Ocana ve ark., 1994). Ayrnica LH, oositlerin enerji kaynagi olarak kullandigi
adenozin trifosfatin (ATP) kullanilabilifigini artirmaktadir (Brackett ve Zuelke,
1993; Soom ve Kruif, 1996).

In vitro maturasyon uygulamalarinda, FSH ve LH veya bunlann
kombinasyonlart son zamanlarda siklikla kullaniimaktadir. Ancak,
gonadotropinlerin maturasyona, sonraki fertilizasyona ve erken embriyonik
gelisime etkileri ve ilgileri tarismalidir (Bevers ve ark., 1997). Fukui ve Ono
(1989), in vitro maturasyon vasatlarinda LH kullaniminin maturasyon
sonuglanm etkilemedigini, daha sonraki fertilizasyonu ve embriyonik geligimi
artirdigim bildirmis, Gliedt ve ark. (1996a) ise vasatta equine LH varhginin
kumulus ekspansiyonunu ve blastosist gelisimini artirdigini bildirmiglerdir. Bu
arastiniciiar equine LH’nin biyolojik aktivitesinin diger evcil hayvanlarin
LH’sina gére daha gicli oldugunu kaydetmiglerdir. Younis ve ark. (1989),
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vasata FSH eklenmesinin kumulus hiicrelerinin ekspansiyon derecelerini
artirdigini ve yilkksek oranda penetrasyon ve pronikieus formasyonu
gbzlediklerini kaydetmektedir. Bevers ve ark. (1997), gonadotropin
preperatianindaki farklihklardan dolay: bulgulann tartigmal oldugu goérisuni
savunmaktadir.

insan menopozal gonadotropini (hMG); menopoz dénemindeki
kadinlarin ve ovariohisterektomi operasyonu gegiren kadinlarin idrarinda
belirlenmektedir. Follikiil uyarici hormon ve LH etkisi olan bu hormon beseri
hekimlikte follikller gelisimi saglamak icin kullaniimaktadir. Diger taraftan
PMSG’nin (Gebe Kisrak Gonadotropini) daha etkili olmasindan dolay:
veteriner biyoteknoloji alaninda yeterince uygulama alani bulamamigtir
(Niemann ve Meinecke, 1993; Décke, 1994).

In vitro maturasyonda LH kullanimi, glikolizisle birlikte mitokondrial
glikoz oksidasyonunun artmasina neden olmaktadir. Luteinlestirici hormon,
oositleri gevreleyen kumulus hiicrelerinde Trikarboksilik Asit (TCA) siklik
aktivitesinin artmasina neden olur. In vitro maturasyonda LH kullaniminin
TCA'nin siklik aktivitesine etkisini ortaya koymak igin bu hicrelerdeki
glutaminin COJ2ye donisimii saptanmaktadir. Glutamin metabolizmasi
sadece LH uygulanan kumulus hiicreleriyle kaph oositlerde artmaktadir.
Diger, LH kullanilmayan kumulus hiicreleriyle kapl oositlerde ve LH
uygulanan fakat oositten ayrilmis kumulus hicrelerinde bir degisiklik
olmamaktadir. In vitro maturasyondan &énce ciplaklastinlan oositlerde LH
kuillanimi glutamin metabolizmasini etkilememektedir (Brackett ve Zuelke,
1993).

Oositlerin IVM'den 6nce veya sonra ¢iplaklastinimasina bagl olarak
TCA siklus aktivitesinde olugan fark, kumulus hiicrelerinin oositin
metabolizmasinda vyararh etki gosterdigini dogrulamaktadir. In vitro
maturasyon vasatina purivat eklenmesi bazal TCA siklik aktivitesini
artirmaktadir. Glikoz iceren vasatlarda LH uyarimina cevap olarak kumulus
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hucrelerinde purivat Uretimi artmaktadir ve buna bagh olarak TCA siklik
aktivitesi de etkilenmektedir (Brackett ve Zuelke, 1993).

Fertilizasyon kapasitesi ve embriyonik geligimi tamamlayabiime
yetenegi cogjuniukla gelisim yetenegi olarak tanimlanir. Bu geligim yetenegini
kazanmak i¢in sadece nikleer maturasyonu gergeklestirmek yetmez, ayni
zamanda sitoplazmada gesitli biyokimyasal degigikliklerin olmasi sarttir.
Immatiir sigir oositlerinin kiltartinde follikiil hiicrelerini etkileyen dstrojen (E»)
ve gonadotropinlerin birlikte kullaniimasi ile oositlerin in vitro sitolojik
maturasyonlarnnin arttigi ve béylece embriyonik gelisim yetenedi kazandikiar
tespit edilmistir (Liu ve ark., 1991).

Bevers ve ark. (1997), yaptiklan bir ¢alismada FSH ve hCG
hormonlarinin  IVM'ye etkilerini karsilagtirmiglardir. Calisma sonucunda;
FSH'nin maturasyonu olumiu etkiledigini, hCG'nin (0,05 IU/ml, 8 ng/ml) ise
etkili olmadigini bildirmiglerdir.

Gonadotropinlerin IVM vasatlarinda EGF veya IGF-I'le (Insulin Benzeri
Buyime Faktéri) (10 ng/ml) kombine edildiginde LH’'nin 50 pg/ml, FSH'nin
10 ug/m! dozunda kullanilabilecegi bildiriimektedir (Brackett ve Zuelke,
1993).

Brackett ve ark. (1989), yiksek LH konsantrasyonunun maturasyona
ve fertilizasyondan sonraki canliliga etkilerini arastirmiglar, yiksek LH'nin
(100 pg/ml) dugiuk LH (10 ug/ml) dizeyine gére daha fazla maturasyon ve
erken embriyonik gelisim sagladigini belirlemislerdir.

Biiyiime Hormonu, Prolaktin ve Tiroid Uyarici Hormon

Buyime hormonu (GH), follikliler bliyimede ve gelisimde rol almaktadir.
Ineklerde gonadotropinlerle veya 6ncesinde GH uygulamalariyla daha iyi
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stiperovulasyon sonuglari saglanmaktadir. Follikil uyarici hormondan az
olmasina ragmen oositlerin serumsuz bGH ile maturasyonunda, nikleer
maturasyonun hizi ve kumulus ekspansiyonu artmigtir.  Nukleer
maturasyonun hizlanmasinin sonucu olarak, GH ile 16 saatlik kiltirde M
IPdeki oositlerin sayisinda artis gézlenmistir. Ancak 24 saatlik kiltir sonunda
M II'ye ulasan oosit sayisi etkilenmemistir (Bevers ve ark., 1997).

Kumulus hicrelerinde GH reseptér mRNA belirlenmistir. Bu durum
ciplak oositlerin bGH ile matire edildiklerinde GVBD’nin durmasini
aciklamaktadir. Buyiime hormonu oositlerdeki etkilerini iki yol Uzerinden
yapmaktadir. Bunlardan biri, GH'nin reseptdrlere baglanarak sinyallerin
aktarimi sonucu, direk olarak maturasyonu uyarmasidir. Digeri ise oosit
maturasyonunu uyaran IGF’nin gen aktarimini veya sentezini artirarak indirek
olarak etkilemesidir (Bevers ve ark., 1997).

Prolaktin (PRL), ¢esitli hayvanlarin éstrus siklusu diizeni igerisinde yer
almaktadir. Ineklerde, ne korpus luteumun (CL) fonksiyonu ne de antral
follikil gelisimi PRL'den etkilenir. Luteinlestirici hormon pikinden sonra
preovilatér follikiillerin  follikGl - sivilarinda, PRL konsantrasyonlarinin
dalgalanma géstermesi nedeniyle sigir oositlerinin in vivo maturasyonunda
bu hormonun regilatér rolinin olmadi§ diustniimektedir. In  vitro
maturasyon vasatlarina PRL eklenmesi sigir oositlerinin geligsim kapasitesini
artirmamaktadir. Benzer gekilde ratlarda da nikleer maturasyonu
etkilememektedir (Bevers ve ark., 1997). Ancak Kuzmina ve ark. (1999),
PRLUnin M [IlI'ye ulagsan oosit sayisini artirdiini, kromozom
dejenerasyonlanni azalttigin! bildirmiglerdir. Anilan ¢aligmada PRL, 50 ng/ml
dozunda kullanilmusgtir.

Memeli oositlerinin maturasyonunda tiroid uyarici hormonun (TSH)
diizenleyici fonksiyonlari {izerine pek ¢alisma yapilmamigtir ve kumulus
hicrelerinde veya oositlerde TSH reseptérlerinin varli§t arastinimamistir.

Bevers ve ark. (1997), 0,5 pg/ml dozunda TSH'nin kumulus ekspansiyonunu,
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erken embriyonik bélinme oranini, morula ve blastosist sayisini artirdidini,
Brackett ve Zuelke (1993) ise in vitro maturasyon vasatlarinda TSH
kullaniminin glikolizisi artirdigini bildirmiglerdir.

1.4.7.2. Serumlar

Memeli oositlerinin in vitro maturasyonunu artirmak igin vasatlara cesitli
serum katkilarn eklenmektedir. Sigir oosit maturasyonu igin siklikla kullanitan
serum preparatlari; fétal ya da yeni dogan buzadi serumu (FCS, NCS) ve
sigir serum albuminidir (BSA) (Younis ve ark., 1989). Serumlar ve bunun
albumin fraksiyonu, protein katkisi olarak temel elemaniar: teskil etmektedir.
Serum albuminin olumlu etkisi nispeten daha agir molekil icermesine
baglanmaktadir (Sanbuissho ve Threlfall, 1990; Ocana ve ark., 1994; Ocana
ve ark., 1999). Oositlerdeki germinal vezikiil pargalanmasini ve maturasyonu
uyarmak igin vasatlara serum ekienmesinin gart oldugu bildirilmektedir
(Sanbuissho ve Threlfall, 1990). Ayni sekilde Greve ve Madison (1991) da
kumulus ekspansiyonu ve maturasyonun tamamianmasi i¢in serumun sart
oldugunu kaydetmiglerdir.

Serum in vitro maturasyondaki yararli etkilerini CAMP, katekolaminler,
vitaminler, blyime  faktorleri, lipidler ve albumin sayesinde
gerceklestirmektedir (Ocana ve ark., 1999).

Serumlar, siklikla %10-20’lik oranlarda kullanilmaktadir (Sanbuissho
ve Threlfall, 1990; Schellander ve ark., 1990; Ocana ve ark., 1994; Gliedt ve
ark., 1996b; Ocana ve ark., 1999).
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Ostrustaki inek Serumu (ECS)

Ostrustaki inek serumu, 1987 yilindan beri yaygin olarak kullanilimakta
(Gliedt ve ark., 1996a) ve maturasyon vasatlarina ekonomik sekilde hormon
katkisi saglamaktadir. Bu serum, yiksek diizeyde hormon icermesinin yani
sira in vitro oosit maturasyonunu uyaran bazi proteinleri ve blylme
faktorlerini icermektedir (Trounson, 1992; Ocana ve ark., 1994; Ocana ve
ark., 1999). Ancak 6strusun ddénemine goére alinan serumun igerigi ayni
hayvanda bile degismektedir (Greve ve ark., 1993).

Ocana ve ark. (1999), ECS’nin in vitro maturasyonu destekledigini
bildirmisler ve bu yararli etkisini icerdigi kismen ylksek LH hormonuna
baglamiglardir. Luteinlegtirici hormonun kumulus hicreleriyle oosit
etkilesiminin kesilmesinden ve GV asamasinda duran maturasyonunun
devam etmesinden sorumlu oldugunu kaydetmislerdir.

Siperovulasyon igin uyarilan ineklerden alinan ECS’de, FSH dusik
olmasina ragmen normal siklustan elde edilen ECS’ye gére daha baganlidir.
Artan follikil sayisindan dolayi siiperovule olan ineklerdeki ECS, yiiksek
konsantrasyonda E, igermektedir. Ostrojen granulosa hicrelerinin
geligiminden kismen sorumludur (Gliedt ve ark., 1996a).

Fotal Buzag: Serumu (FCS)

In vitro maturasyon kiiltiir sistemlerinde FCS'nin kullaniimasi avantaj
saglamaktadir. Bu durumun sebebi yetigkin hayvan serumunda bulunmayan
ancak FCS’de bulunan ve tanimlanamamig geligimi uyarici elemanlan (fetuin
gibi) icermesine baglanmaktadir (Sanbuissho ve Threlfall, 1990; Ocana ve
ark., 1994; Ocana ve ark., 1999). Fotal buzadi serumu da yararli etkisini
ECS’ye benzer sgekilde hormonlar, proteinler ve biyume faktérleri gibi
komponentleri sayesinde gergeklestirmektedir. Bu komponentler GVBD'de ve
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mayozun tekrar baglamasinda etkili oimaktadir (Ocana ve ark., 1999). Ayrica
FCS'de eksik olup (hormonlar, immunglobulinler) yetiskin serumunda var
olan, in vitro geligsimi geciktirici bazi elemanlarin etkili olabilecedinden de
bahsedilmektedir (Sanbuissho ve Threlfall, 1990).

Yukarida adi gegen glikoprotein yapidaki fetuinin, fare oositlerinin
maturasyonu sirasinda zona pellusidanin sertlegsmesini engelledigi ve in vitro
maturasyon oranlarini artirdigi bildirilmigtir (Ocana ve ark., 1999).

Fotal buzagl serumunda, aminoasitlerin veya diger makromolekdllerin
yerini alamayacagi, fotal peptid buyime faktori ya da faktorleri
bulunmaktadir. Muhtemelen bunlar, in vitro maturasyonda ve embriyonik
hiicre gelisiminde birincil rol oynamaktadirlar. Diger taraftan yukarida da
belirtildigi gibi ECS'de embriyonik gelisim icin zararll etkileri olan
immunglobulin  ve dijer embriyotoksik elemanlarin bulunabilecegi
bildiriimektedir (Liu ve ark., 1991).

1.4.7.3. Biiylime Faktorieri

Canli hayvanlarda preantral agamadan preovillatér agsamaya kadar follikl
gelisimi ve ovulasyon, gonadotropik hormonilar tarafindan diizenlenmektedir.
Bu hormoniar follikiilerdeki etkilerini, lokal olarak Gretilen parakrin ve otokrin
buylme faktérleri Gzerinden gerceklestirmektedirler (Bevers ve ark., 1997).

In vivo ortamda, stimiilatér ve inhibitér etkilerinin oldugu bilinen bu
molekillerin, oosit ve embriyo gelisiminden, yara iyilesmesi, kemik
rejenerasyonu, anjiyogenezin de oldugu bir ¢ok konuyla olan iligkisine tam
olarak aciklik getirlememektedir. Oosit ve erken embriyonik geligimle ilgili
blyume faktorleri; TGF-a,B, IGF-1,1l, FGF, trombosit kaynakli biyime faktéri
(PDGF), VEGF, biyiime farklilagsma faktorii (GFG) seklinde siralanmaktadir
(Bulgurcuoglu ve ark., 2003).
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Teka hicrelerinin ve/veya granulosa hiicrelerinin membran
reseptérierine (membrane-bound receptors) baglanarak biyolojik aktivitelerini
gbsteren bu biuyume faktdrlerinin Gretimi ve sekresyonu, follikilin ¢ap! ve
kalitesi ile yakindan iligkilidir. Insulin benzeri buyime faktéri-l, IGF-Il ve
aktivin gibi bazi blyume faktbrlerinin aktiviteleri lokal olarak Uretilen
baglanma proteinlerince (IGF baglanma proteinleri ve follistatin) kontrol edilir
(Bevers ve ark., 1997).

Epidermal biyume faktéri kullanimi ile siir oositlerinde, kumulus
ekspansiyonu ve nilkkleer maturasyon artmaktadir. Ciplak oositler EGF ile
kiiltire edildiklerinde niikleer maturasyon etkilenmemektedir. Bu durum
EGF’nin etkisini kumulus hicreleri Gzerinden gosterdiginin kaniti olarak
aciklanmaktadir. Transforming biiyime faktérii-a, EGF. ile fonksiyonel ve
yapisal olarak benzerlik gostermektedir ve EGF reseptorierine
baglanmaktadir. Bu nedenle, kumulus ekspansiyonu ve maturasyonu lzerine
etkileri benzerdir (Bevers ve ark., 1997). Im ve Park (1995), vasatlarda EGF
kullaniminin (10, 30, 50 ng/ml) maturasyonu artirdigini bildirmislerdir.

Sigir oositlerinin IVM’sinde IGF-I'in kullanimi M I'ye ulagan oosit
sayisini artirmaktadir fakat kumulus ekspansiyonunu etkilememektedir.
Ciplak oositlerin maturasyonunda IGF-lI'in kullanimi etkili olmamaktadir
(Bevers ve ark., 1997).

1.4.7 4. Hiicreler

Kumuius ve Granulosa Hiicreleri

Sigir oositlerinin sitoplazmik ve niikleer maturasyonunu, kumulus/granulosa
hicrelerinin uyardi§i ve yine bu hiicrelerin fertilizasyon oranini ve sonraki
gelisim potansiyelini artirdigi Fukui ve Ono (1989) ve Gordon (1994)
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tarafindan bildirilmistir. Maturasyonda kullanilan kumulus ve granulosa hiicre
yoguniugunun 3-5x10%ml oraninda oldugu kaydedilmistir (Greve ve ark.,
1993; Gordon, 1994). Richard ve Sirard (1996) ise calismalarinda granulosa
hucrelerini 1x10%/ml oraninda kullanmuslar ve maturasyonu uyardigini

bildirmiglerdir.

Granulosa hiicrelerinin  sekresyonlar, oositin glutathione (y-
glutamylcysteinylglycine) sentezini artirmaktadir. Glutathione seviyesi
maturasyon esnasinda artmakta, fertilizasyon ve erken embriyonik gelisim
déneminde azalmaktadir. Ayrica erkek pronikleus olusumunda da 6nemli

role sahiptirler (Konishi ve ark., 1996).

in vitro maturasyonu desteklemek icin kullanilan kumulus hicreleri
ture 6zgl degildir. Domuz kumulus hiicrelerinin koyun oositlerinde, tavsan
kumulus hiicrelerinin sigir oositlerinde IVM'yi artirdigi belirlenmistir (Gordon,
1994).

Yapilan bir calismada granulosa hicrelerinin maturasyona etkileri
aragtinimisgtir. Dért kalite oositin degerlendirildigi calismada en iyi kalitedeki
oositlerin bulundugu grup hari¢ digerlerinde maturasyon sonuglarini
artirmugtir. lyi kalitedeki oositlerde maturasyon sonuglan ayni kalmistir
(Konishi ve ark., 1996).

Tekal Hiicreler

In vitro maturasyon sistemlerinde kumulus, granulosa ve bu hiicrelerin
kombinasyonlari siklikla kullaniimasindan dolayi tekal hicreler nadiren tercih
edilmektedir. Tekal hicreler, androjenlerin en 6nemli kaynagidir ve hem
follikiiler gelisinde hem de granulosa hiicre proliferasyonunda gérev alan
blyiume faktérlerini sentezlemektedir (Gordon, 1994).
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Tekal hicrelerin IVM vasatlarinda slspansiyon ve manolayer hiicre
tabakasi seklinde kullaniimasi maturasyon sonuglarini ve sonraki geligim
asamalarini artirmaktadir (Gordon, 1994). Richard ve Sirard (1996), tekal
hiicreleri 1,5-2x10%ml dozunda kullanmiglar ve maturasyonun baskilandigini
tespit etmislerdir.

Oviduktal Hiicreler

Granulosa ve kumulus hicreleri ile basarih kultirler yapilmasi oviduktal
hiicrelerle  kiltirleri  yayginlagtirmamigtir.  Ineklerde  ovidukt, final
maturasyonun ve fertilizasyonun gerceklestigi yerdir. Sigir oositlerinin
IVM’sinde oviduktal hiicrelerin olumlu bir cevre saglayacag: bildiriimektedir
(Gliedt ve ark., 1996a).

Sigir ovidukt epitel hiicreleri, dominant follikillin (8-10 mm) bulundugu
taraftaki ovidukttan toplanmaktadir. Doku kiltir vasati 199'da, %20’lik
serumla sispanse edilen hiicreler daha sonra kiltir pleytlerine alinarak
hicre kiiltirleri olusturuimaktadir (Gliedt ve ark., 1996a).

1.4.7.5. Sigir Follikiil Sivisi (bFF)

In vivo olarak oositler, follikill sivisi igerisinde bulundugu icin IVM vasatlarina
bu sivinin eklenmesi denenmistir (Romero ve Seidel, 1996). Sigir follikal
sivisi (bFF), bir serum transudati olup follikiiler metabolik aktiviteler nedeniyle
follikiil duvari hiicreleri tarafindan sentezlenen steroidleri ve glikoproteinleri
icermektedir. Follikiler biylime sirasinda serum ve folliklil sivisi arasinda
kurulan dengeden dolayi metabolit konsantrasyonlan birbirine benzemektedir
(Gordon, 1994).
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Yapilan bir ¢aligmada, LH dalgasinin GnRH (Gonadotropin Salinim
Hormonu) ile uyarimasini takiben 0., 8. ve 20. saatlerde toplanan follikil
sivilarinin %10 ve %40’k konsantrasyonlari denenmigtir. Bu gruplar
icerisinde en fazla kumulus ekspansiyonun gorildigu grup 20. saatteki her
iki konsantrasyon olmustur. Benzer sekilde en disik erken embriyonik
bélinme oranti 0. saatteki grupta gergeklesmistir. Bu durumun sebebi mayotik
inhibitérlerin varligina baglanmigtir. En ylksek erken embriyonik boliinme
orani 20. saatte elde edilmesine ragmen kontrol grubundan farkl
bulunmamistir. Aym c¢alsmada 0. ve 20. saatteki bFF’lerin
kombinasyonlannin, 20. saatteki bFF’nin sonuglariyla benzer c¢iktigi
belirlenmigtir. Yirminci saatteki mayoz uyaricilarinin 0. saatteki mayoz
inhibitdrlerini baskiladig tespit edilmigtir (Romero ve Seidel, 1996).

Yapilan bagka bir calismada, maturasyon vasatlarina bFF eklenmesi
ECS, FCS ve sigir amnion sivisina (bAF) gore daha disik oranlarda
maturasyon oranlar saglamisgtir. Bu durum bFF’nin kompozisyonuna
baglanmigtir. Follikiiler sivida maturasyonun inhibisyonunda aktif olan bazi
proteik ve nilkleotik molekiillerin var oldugu belirttiimektedir. Sigir follikiil
sivisinda fare oosit maturasyonunu durduran kiigiik bir peptid (<10 KD) izole
edilmigtir. Ayrica, bFF’de yine peptid yapida oosit maturasyonunu durdurucu
bir fakt6riin oldugu tespit edilmistir. Bu peptidin yaninda bir ¢ok tlirde mayotik
duraklamaya neden olan, azotlu bilesikler ve nukleotidler belirlenmigtir
(Ocana ve ark., 1994).

Doku Kultiri Vasati 199'a LH dalgasina maruz kalmis follikiillerden
alinan follikiil sivisinin eklenmesi ile IVM'de ve blastosist olusumunda artis
olmaktadir (Soom ve Kruif, 1996).

Gordon (1994), sigir follikil sivisinin seyreltimemis sekilde (%100)
maturasyon vasati olarak kullaniimasinda mayoz bélinmenin durdugunu
belirlenmig, benzer etki in vitro maturasyon vasatinda %40’lik seviyede
kullanimasinda da goruimistur. Sigir oositlerinin maturasyonunda, vasatta
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kullanilan follikil sivisinin en uygun konsantrasyonunun %20 oldugu tespit

edilmigtir.

1.4.7.6. Sigir Serum Albumini (BSA)

In vitro maturasyon vasatlarinda, serum ve BSA makro molekiilli protein
kaynaklan olarak kullaniimaktadir. Ticari olarak hazirlanan preperasyonlari
saf olarak Uretilememesinden dolayi, bu katkiy! iceren herhangi bir in vitro

maturasyon vasati kimyasal olarak tanimlanamaz (Gordon, 1994).

Sigir serum albumini vasatlarda 6 mg/ml dozunda kullaniimaktadir
(Gordon, 1994; Ocana ve ark., 1999).

1.4.7.7. Sigir Amnion Sivisi (bAF)

Ocana ve ark. (1994), IVM acisindan bAF’in etkisini, ECS ve FCS'nin etkileri
ile benzer bulduklarini bildirmiglerdir. Sigir amnion sivisinin maturasyonu
uyarici etkisinin ECS ve FCS'de de bulunan, maturasyonu durdurucu
faktorleri nétralize edici bazi vyapilan igermesinden kaynaklanacagi
distnitimektedir. Bu yapilardan hangilerinin bAF’da yer aldi§i acik degildir.
Ancak, ECS’ye benzer sekilde FCS ve bAF énemli diizeyde hormon (6zellikle
LH) icermektedir. Ayrica oosit maturasyonunda kullanilan biyiime faktorleri
gibi bazi yapilar bAF’'da yer almaktadir. Ad1 gegen ¢alismada bAF, 8-12 cm
uzunilugunda embriyo bulunan gebeliklerden (5-10 haftalik) toplanmig ve
vasatta %20 oraninda kullanimigtir.

1.4.7.8. Diger Katki Maddeleri

Sitokinler (interiékin 1 ve 6) (Gordon, 1994), 6strustaki ke¢i serumu (OGS),
andstrustaki inek serumu (ACS) (Ocana ve ark., 1999), androjen antagonisti
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(flutamid; 36 pmol/l), progesteron antagonisti (mifeprison, RU486; 100 nmol/i)
(Silva ve Knight, 2000), heparin membran gelisim faktérii (midkine; 1-500
ng/ml) (lkeda ve ark., 2000), hicre kiltir mitojenleri (pokeweed mitojen,
PWM; 10 ul/ml ve fitohemaglutinin, PHA; 10 pl/ml) (Wang ve ark.,2001) in

vitro maturasyon vasatlarinda katki maddeleri olarak kullanilmaktadir.

1.4.7.9. Bazi Vasat Katki Maddelerinin Kargilagtinimasi

Ostrustaki inek serumu ve FCS'nin, BSA'ya gére in vitro maturasyon
acisindan daha olumlu sonuglar verdi§i bildirilmistir (Younis ve ark., 1989;
Sanbuissho ve Threlfall, 1990). Benzer sekilde; Greve ve Madison (1991),
Gordon (1994) ve Ocana ve ark. (1994), FCS’nin sigir oositlerinin in vitro
maturasyonunda BSA'ya gbre daha yiksek oranda basarili oldugunu
bildirmiglerdir. Diger taraftan Ocana ve ark. (1999), BSA'yi ECS ve FCS'ye
gore daha basanl bulmus ancak istatistiksel ydonden bu farkin 6nemli
olmadidi gbézlenmistir. Ayni calismada; BSA, ECS ve FCS'nin sonuglari OGS
ve ACS’ye goére oldukg¢a yiuksek bulunmustur. Bunun sebebi ise OGS ve
ACS’nin daha dusik diizeyde hormon ve biiyime faktérleri icermesine
baglanmistir.

Ostrustaki inek serumu, FCS ve gonadotropik hormonlarin in vitro
maturasyon Uzerine etkilerinin karsilagtirildigi bir caigmada, ECS ve FCS
daha basanh bulunmustur (Sanbuissho ve Threlfall, 1990). Ancak serumlarin
(FCS, ECS), hormonlarin (FSH, LH, 6stradiol) ve granulosa hiicrelerinin
karsilastirildi§t baska bir calismada ise in vitro maturasyon oranlarinda
6énemli bir fark tespit edilememigtir (Fukui ve Ono, 1989).

Liu ve ark. (1991), yaptiklan bir calismada FCS, ECS’ye gbre in vitro
maturasyon acisindan daha basarili bulunurken, bazi calismalarda ise
(Schellander ve ark., 1990; Greve ve Madison, 1991) ECS, FCS'ye gore
baskin bulunmustur.
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Yang ve ark. (1993), in vitro maturasyon vasatlarinda serum (FCS) ve
serumla birlikte hormon (FSH, LH, Ej) kullanilan oositlerin maturasyon
sonuglarini benzer bulmuslardir.

Gordon (1994), IVM'de kullanilan tekal hicreleri, granulosa
hiicrelerine gére daha basarili bulmustur.

1.4.8. Kiiltiir Sartlan

Greve ve Madison (1991), vasat pH’sinin 7,2-7,4 arasinda ve ozmoloritesinin
285-300 mOsm arasinda olmasi gerektigini kaydetmislerdir. Oosit
yogunlugunun 100 ullik vasat damlaciklannna 10 civarinda
ayarlanabilecegini, kiltir ortaminin 39 °C’de, %5 CO.'li gaz atmosferinde,
maksimum nem oraninda ayarlanmasi gerektigini ve sidrenin 16-24 saat

olabilecegini agiklamiglardir.

Gliedt ve ark. (1996b), tarafindan 24 ve 28 saatlik maturasyon
siresinin embriyonik gelisime etkisi aragtinimisgtir. Adi gegen ¢alismada, 24
saatlik maturasyonla daha fazla morula agamasina gelen embriyo
saglanmigtir. Shamsuddin ve ark. (1993), I. kutup cisimciginin atiimasinin 18
saatlik inkubasyondan sonra bagladigimi tespit etmiglerdir. Ancak atilimin
artmaya basladigi dénemi %5’lik CO,'de 20 saat, atmosferde 24 saat olarak
aciklamiglardir. Ayrica kumulus hicrelerindeki ekspansiyonun kaltarin 12.
saatinde basladigi belirlenmigtir.

Xu ve ark. (1986), kilturin 6-12. saatlerinde GVBD’nin daha yogun
gerceklestigini, 24. saatinde ise en yiiksek sayida birinci kutup cisimciginin
atildigini belirlemislerdir. Perivitellin boglugun 30. saatten sonra kigllduga
tespit edilmigtir.
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1.5. Maturasyonun Belirlenmesi

in vitro maturasyon calismalarinda kullanilan basari kriterleri oldukga fazladir.
Bu amagla kumulus ekspansiyonu, |. kutup cisimciginin goriilmesi,
pronikleuslarin belirlenmesi, blastosist formasyonu, kromozom boyama
yontemleri gibi kriterler arastiricilar tarafindan tercih edilmektedir (Greve ve
Madison, 1991; Greve ve ark., 1993; Gordon, 1994; Ocana ve ark., 1994;
Ocana ve ark, 1999). Gebeligin de bir kriter olarak kullanilabilecegi bildirilse
de bu parametre ¢ok fazla kabul gérmemektedir (Greve ve ark., 1993).

Veteriner reprodiiktif biyoteknoloji alaninda in vitro ydntemle ticari
embriyo Uretim sirecinde en kritikk evreyi maturasyon olusturmaktadir.
Maturasyon oranlarini artirmak amaciyla vasatlara eklenen katki
maddelerinin olusturdugu dezavantajlan (pahalihk, kolay temin edememe)
ortadan kaldirmaya yénelik yeni katki maddeleri arastinimaktadir. Sunulan
calismanin amaci ise benzer gonadotropinlere gére daha ucuz olan ve kolay
bulunabilen FSH ve hMG hormonlarinin sidir oositlerindeki in vitro
maturasyon oranlarina etkisinin arastirimasidir. Arzu edilen basariya
ulasildid: taktirde, embriyo Uretiminde daha ucuz maliyet saglanacaktir.



2. GEREG ve YONTEM

2.1. Ovaryumlarin Toplanmasi ve Laboratuvara Getirilmesi

Calismada kullanilan ovaryumlar, Ankara ili Gubuk ilgesi Belediyesi'ne ait
mezbahada kesilen inek ve diivelerden saglandi. Karkaslardan alinan
ovaryumiar mimkiin oldugunca ¢evre dokulardan uzaklagtiriidi. Tagima vasati
olarak mililitresinde 100 IU penisilin bulunan %0,9'luk NaCl kullanildi. Bu vasat
30-35 ‘C'ye ayarlandi ve ovaryumiarin karkasdan alinmasindan oositlerin
maturasyon kiltiriine eklenmesine kadar olan sirenin 6 saati gegmemesine

d6zen gosterildi.

Laboratuvara getirilen ovaryumlar, kandan ve tasima vasatindan
uzaklastiriimak amaciyla %0,9’'luk NaCl ile iki kez yikandi. Yikanan ovaryumiar,
sayilarak isitmal tabla Gzerine serilen kurutma kagitlarina alindi ve 5 dakika
siireyle kurumaya birakildi.

2.2. Follikiil Aspirasyonu ve Oosit Seleksiyonu

Aspirasyon iglemi ucuna 18 G'luk igneler takilmis 10 ml'lik plastik enjektorierle
gerceklestirildi. lki- 7 mm'lik periferal follikiiller aspirasyon icin tercih edildi.
Aspire edilen follikill sayisi kaydedildi. Toplanan follikil sivilan dibi konik olan
santrifuj tuplerinde biriktirildi. Oositlerin dibe ¢dkmesi igin bu tiipler 39 "C'ye
ayarlanmis etiivierde 5-10 dakika sire ile bekletildi. Stre bitiminde ustteki
stpernatant atildi ve caligilacak gruba goére hazirlanan vasattan eklenerek
oositlerin ytkanmasi ve diger hiicrelerden ayriimalari saglandi. Bu yikama iglemi
iki kez tekrarlandi.
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Tupteki oositler plastik petrilere alinarak se¢me islemi yapildi. Se¢cme
islemi stereo mikroskop (x20-x80) altinda gergeklestirildi. Calsmada
kullanilacak oositler, Brackett ve Zuelke (1993)'nin tarif ettiji sekilde segildi.
Zona pellusidasi saglam, sitoplazmasi bir érnek kumlu gériinimli, cevresinde
siki sekilde 4 ve daha yukari kumulus hiicre kati bulunan |. kalite oositler
kullanildi. Diger oositler (cgiplak, sitoplazmasi bozuk, zona pellusidasi
parcalanmig, c¢evresinde az miktarda kumulus hiicresi bulunan) c¢alisma
gruplarina alinmadi. Ancak hem iyi hem de koti kalitedeki oositler sayilarak

kaydedildi.

2.3. Deney Diizenegi

Calismada Ug¢ degigik grupta, toplam 556 adet (Grup 1: 191, Grup 2: 197, Grup
3: 168) oositin maturasyonu denendi. Grup 1’de FSH'nin, Grup 2'de hMG’nin
maturasyona etkisi arastirildi. Grup 3'de ise TCM 199'da katki maddesi olmadan
maturasyon yapildi.

Grup 1: Bu grupta, Hepes'li (25 mM) TCM 199 vasatina 25 pg/mi
dozunda FSH (Folltropin®-V, Vetrepharm, Kanada) ilave edildi.

Grup 2: Hepes'li (25 mM) TCM 199 vasatina 0,1 IU/mi hMG (Pergonal®,
Serono, Isvigre) hormonu ilave edildi.

Grup 3 (kontrol): Higbir hormon katkisi olmaksizin sadece Hepes'li (25
mM) TCM 199 vasati kullaniidi. Bu vasat; Sigma M 2520 katolog numarali toz
vasatin 1 litre ultra saf su ile sulandinimasiyla olusturuldu. Vasatin
sulandirimas! sirasinda 2,2 gram sodyum bikarbonat (Sigma S 5761, 2,2
mg/ml) eklendi. Daha sonra 1 N HCI ve 1 N NaOH kullanilarak pH 7,2'ye

ayarlandi. Vasat, sulandirma igleminden sonra sirasiyla 0,45 um’lik ve 0,22
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um’lik mikrofiltrelerden gegirilerek 50 ml'lik steril sigelere bélundi. Siseler +4

°C’de saklandi ve bir ay igerisinde tiiketildi.

2.4. Maturasyon Vasatlarina Uygulanan Son igiemler

Gruplarda yer alan IVM vasatlarinin timiine, kullaniimadan bir gece 6énce
antibiyotik-antimikotik, Na pirivat, L-Glutamin ve FCS eklendi. Antibiyotik-
antimikotik olarak mililitresinde 10 000 IU penisilin, 10 mg streptomisin ve 25 ug
amphoterisin B bulunan solisyon (Sigma A 5955) kullanildi. Bu soliisyondan
vasatin mililitresinde 100 IU penisilin, 100 ug streptomisin ve 0,25 ug
amphoterisin B olacak gsekilde dozlama yapildi. Ayrnica Na pirivat 22 pg/ml
(Sigma P 4562) ve L-Glutamin 0,15 mg/ml (Sigma G 6392) dozlarinda eklendi.
Isi ile inaktive edilmis (56 ‘C’'de 30 dakika) FCS (Sigma N 4762) ise %10

(hacim/hacim) oraninda kullanildi.

2.5. Equilibrasyon ve Kiiltir Sartlan

Tum gruplarda kullanifan vasatlar, oositlerin maturasyonuna baglamadan 4 saat
énce %5 CO.li atmosferde, 39 'C'de ve maksimum nem ortaminda
equilibrasyona brrakildi. Equilibrasyon igleminin sonunda vasatlarin pH'sinin 7-
7,3 olup olmadig: kontrol edilerek oositler maturasyona alindi.

Yirmi- 50 oosit, kil¢iik bir vasat damlasinin (yaklagik 0,5 ml) icine alinarak
steril mineral yad (Sigma M 8410) altinda inkubasyona alindi. Maturasyon; 39
‘C'de, %5 COyli atmosferde, maksimum nem igeren ortamda gerceklestirildi.

Kiitire 24 saat sonra son verildi.
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2.6. Kumulus Ekspansiyonunun Degerlendirilmesi

Sire bitiminde oositler kumulus ekspansiyonu agisindan stereo mikroskopta
incelendi. Oositler kumulus ekspansiyonu agisindan Gordon’un (1994) bildirdigi
kriterlere gbére ¢ agsamada degerlendirildi. Birinci agamaya gbézle goérilebilir
genigsleme saglayamayanlar, 2. agsamaya kismi ekspansiyon yapaniar ve 3.
agsamaya ise tamamen ekspansiyon gerceklestirenler dahil edildi.

2.7. Oositlerin Soyulmasi ve Kutup Cisimciginin Aranmasi

Kumulus ekspansiyonu ydniinden incelenen oositler; %0,02'lik tripsin
solisyonuna alindi ve 3 dakika siire ile vortekste ¢alkanarak ciplakiastiridi.
Daha sonra, stereo mikroskop altinda ¢iplak oositlerin perivitellin bogluklarinda
1. kutup cisimcidi aranarak kaydedildi.

2.8. Oositlerin Boyanmasi

Oositlerin Giemsa ile boyama iglemi; Ocana ve ark. (1999)'nin tarif ettigi sisteme
benzer gekilde yapildi. Bu amagcla, oositler taze hazirlanmis %0,9 Na sitrat
solisyonunda 15 dakika bekletilerek, kromozomlarin sismesi saglandi. Daha
sonra oositlerin, asetik asit/methanol (1:1) kangiminda 5 dakika bekletiimesiyle
zona pellusidalari inceltildi. Bu sayede boyanin zona pellusidayi gegerek
kromozomlari boyayabilmesine imkan tanindi. Oositler, daha sonra 1:3'lik
asetik asit/methanol soliisyonunda 24 saat siire ile tespit edildi.

Tespit igleminden sonra oositler temiz bir lam izerine alinarak kisa bir
stire (10-15 saniye) asetik asit/methanol kansiminin ugmasi beklendi.
Oositlerden hem tespit soliisyonunu uzaklastirmak hem de oositlerin lama
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yapismalarini saglamak igin 1-2 damla saf methanol ddkiidi. Daha sonra lamin

kurumasi beklendi.

Uzerindeki kimyasallarin ugmasi saglanan lam, stok Giemsa soliisyonu
ile kaplandi ve oositler 20-25 saniye siireyle boyandi. Stire bitiminde, fazla boya
dokilerek lamin (izeri distile su ile yikandi ve havada kurumaya birakildi. Lam
kuruduktan sonra {izerine Kanada balzami damiatilarak lamel ile kapatiidi.

2.9. Niikieer Maturasyonun Belirlenmesi

Hazirlanan preparatiar, i1gik mikroskopta sirasiyla 10x10, 20x10, 40x10
buyitmede niikleer maturasyon agisindan incelendi. Nikleer maturasyon;
Germinal vezikil agamasi, Metafaz | (GVBD), Metafaz |l ve dejenerasyon olmak
Uzere, Ocana ve ark.’'nin (1999) tarif ettigi sekilde 4 gruba aynldi. Bozulmamisg
nikleer membrani olan, aktif kromozomlarin belirlenemedigi oositler GV
asamasinda; niikleer membrani pargalanmig, mayozun bagladiginin goéstergesi
olan kromozomiarin tespit edildigi oositler ise metafaz | agamasinda kabul edildi.
Maternal kromozomlarla kutup cisimciginin belirlendi§i oositler metafaz |
grubuna alindi. Son olarak; vakuolli sitoplazmasi, dagilmis sekilde kromozom
yapisi olanlar dejenere grubuna ahindi.

2.10. Istatistiki Degerlendirme

Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak ki-kare testi ile degerlendirildi.
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3. BULGULAR

3.1. Ovaryumlarin Toplanmasi
Caligmanin materyali toplam 321 ovaryumdan saglandi. Bu ovaryumlardan

109'u (%33,96) ile 1. grup, 127'si (%39,56) ile 2. grup ve 85'i (%26,48) ile 3.
grup cahsildi.

3.2. Aspirasyon islemi ve Toplanan Oositler

Mezbahadan getirilen ovaryumlardan toplam 2514 adet follikiil aspirasyonu
gerceklestirildi. Ovaryum basina 7,83 adet aspirasyon distigi tespit edildi.

Sekil 3.1. lyi (siyah oklar) ve kot (beyaz oklar) kalitede oositler. x40.

Aspirasyon islemi sonucunda 556 adet iyi kalitede oosit toplandi. Aspire
edilen, ancak iyi kalitede olmayan oosit sayisi ise 228 adet olarak belirlendi
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(Sekil 3.1). Béylece tiim oositlerdeki aspirasyon basarisi %31,18 olarak tespit
edildi. Elde edilen tim oositlerin %70,91’ini |. kalite oositler olusturdu.

Her ovaryumdan ortalama 2,44 adet oosit toplanirken, 1,73 adet iyi
kalitede oosit elde edildi.

3.3. Equilibrasyon

in vitro maturasyonda kullanilan vasatlarin pH’larinin, equilibrasyondan 6nce
7,35-7,45 arasinda oldugu tespit edildi. Equilibrasyon sonunda, maturasyona
baslarken pH’larinin 7,25-7,30 degerleri arasina indigi belirlendi.

3.4. Kumulus Ekspansiyonu

Maturasyon siresi sonunda 1. grupta %83,77 (160/191) oraninda tam, %9,42
(18/191) oraninda kismi kumulus ekspansiyonu gerceklesirken, %6,81 (13/191)
oraninda kumulus ekspansiyonu hi¢ gézlenmedi (Cizelge 3.1; Sekil 3.2; Sekil
3.3). Bu durum 2. ve 3. grupta sirasiyla %86,80 (171/197), %9,65 (19/197),
%3,55 (7/197) ve %77,98 (131/168), %17,26 (29/168), %4,76 (8/168) olarak
belirlendi. Gruplar arasinda farkliigin istatistiki olarak énemli olmadigi gézlendi
(p= 0,065).

Cizelge 3.1. Gruplarda gérilen kumulus ekspansiyon oranlari.

Kumulus Ekspansiyonu Grup 1 Grup 2 Grup 3
Tam (n) % (160) 83,77 (171) 86,80 (131) 77,98
Kismi (n) % (18) 9,42 (19) 9,65 (29) 17,26
Yok (n) % (13) 6,81 (7) 3,55 (8) 4,76
Toplam Oosit (n) 191 197 168
Ki-kare= 8,839; p= 0,065




51

DEk iyon (+) |
B Kismi ekspansiyon
OEkspansiyon (-)

Sekil 3.3. A. Kumulus ekspansiyonunun gérilmedigi (1) ve kismi (ll) olarak géralduga
oositler. x60. B. Tam kumulus ekspansiyonu. x60.

3.5. Kutup Cisimcigi

Grup 1'de, kumulus ekspansiyonu degerlendirildikten sonra g¢iplaklastirilan
oositlerin %75,91'inde (145/191) kutup cisimcigi bulunurken (Sekil 3.5), bu
oranlar Grup 2'de %67,51 (133/197), Grup 3'de %64,28 (108/168) olarak tespit
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edildi (Cizelge 3.2; Sekil 3.4). Istatistiksel olarak gruplar arasinda fark oldugu
belirlendi. Farkliigi Grup 1’in yarattigi gézlendi (p= 0,045).

Gizelge 3.2. Gruplarda belirlenen I. kutup cisimcidi oranlari.

I. Kutup Cisimcigi Grup 1 Grup 2 Grup 3
Var (n) % (145) 75,91 (133) 67,51 (108) 64,28
Yok (n) % (46) 24,09 (64) 32,49 (60) 35,72
Ikili kargtlagtirma a b b
Ki-kare= 6,221; p= 0,045

a,b: Farkli harf tagiyan gruplar arasi fark istatistik olarak énemli (p<0,05).

32,49 35,72

100 [
80— |
60 " | @1 Kutup cisimeigi (-) |

= | i
40 — @ L Kutup cisimeigi (+) ‘
20 |
|
0 - - |
Grup 1 Grup 2 Grup 3 ‘
Gruplar |
|

Sekil 3.4. Gruplarda belirlenen I. kutup cisimcigi oranlannin grafigi.

Sekil 3.5. A. Perivitellin boglugunda |. kutup cisimcigi (ok) belirlenen oosit. x80. B. Kutup
cisimcigi belirlenemeyen oositler. x60.
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3.6. Niikleer Maturasyon Bulgulari

Boyama isleminden 6nce %0,9'luk sodyum sitrat solisyonuna alinan oositlerin

oldukga fazla sistigi goruldi (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Sodyum sitrat soliisyonunda sisen oositler. x60.

Gizelge 3.3. Nukleer maturasyon sonuglarinin gruplara gére dagilim.

IVM Sonuglan Grup 1 Grup 2 Grup 3
GV (n) % (27) 14,36 (22) 11,40 (38) 23,03
GVBD-M 1 (n) % (12) 6,38 (30) 15,54 (10) 6,06
M I (n) % (143) 76,07 (129) 66,84 (106) 64,24
Dejenere (n) % (6)3.19 (12) 6,22 (11)6,67
Toplam Oosit (n) 188 193 165
Ikili kargilagtirma a b c
Ki-kare= 23,847; p= 0,001

a.b,c: Farkl harf tagiyan gruplar arasi fark istatistik olarak énemli (p<0,05).

Ciplaklastirilan oositlerin fiksasyonu ve boyanmasi sirasinda, zona
pellusidalarda meydana gelen incelmelere bagh olarak (Sekil 3.8) 1. grupta 3, 2.
grupta 4 ve 3. grupta ise 3 adet oosit kayboldu. Bu nedenle Grup 1'de 188, Grup



2'de 193 ve Grup 3'de 165 adet oosit boyanarak degerlendirmeye alindi
(Cizelge 3.3).

80 T -1,/ — -
70 _ F1_ 66,84 64,24 J
60 — .
) I & | lmev
| |BGVBD-MI
4 e e
& 32 ami
& e 1 23 037 O Dejenere
5 3,19 ‘ [
Grup 1 Grup 2 Grup 3
Gruplar

Sekil 3.7. Nukleer maturasyon sonuglarinin gruplara gére dagiiminin grafigi.

Sekil 3.8. Fiksasyon soliisyonlarinda zona pellusidalar incelen oositler. x60.

Grup 1'de yer alan oositlerin boyanmasi sonucunda 27'sinin GV
(%14,36), 12’sinin M | (%6,38), 143’unin M Il (%76,07) ve 6'sinin ise dejenere
(%3,19) oldugu belirlendi. Bu oranlar Grup 2'de sirasiyla %11,40 (22), %15,54
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(30), %66,84 (129), %6,22 (12), Grup 3'de ise %23,03 (38), %6,06 (10), %64,24
(106), %6,67 (11) olarak belirlendi (Sekil 3.7; Sekil 3.9). Gruplarda olusan
dagiimlarin istatistiki olarak birbirinden farkli oldugu tespit edildi (p= 0,001).

Sekil 3.9. A. Germinal vezikil asamasi. x200. B. Kromozomlarin (ok) saptanmasiyla
belirlenen Metafaz | agamasi. x400. C. Kutup cisimcigindeki kromozomlarin (I) ve maternal
kromozomiarin (ll) belirlendigi Metafaz Il agsamasi. x400. D. Sitoplazmasinda kromozomlarin
(oklar) dagildigi dejenere oosit. x200.
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4. TARTISMA

in vitro fertilizasyon galismalarinda, ovaryumiarin laboratuvara ulagtiriimasinda
genellikle PBS ve %0,9 NaCl kullanilmaktadir (Greve ve ark. 1993; Thompson,
1997). Sunulan g¢alismada mililitresinde 100 1U penisilin bulunan %0,9’luk NaCl
tercih edildi. Benzer sekilde, mezbaha materyali laboratuvara ulastiginda
kokusmaya dair herhangi bir belirti bulunmadi.

Ovaryumlarnn laboratuvara iletim slresi ve sicakh§ (izerine bir cok
calisma yapilmistir. Ancak farkli sonuglar elde edilmistir. Bunlar arasinda;
ovaryumiarin 8 saat siire ile 25 'C'de saklanabilecegini, 30 “C’nin altina
digmemesi gerektigini ve 2 saat igerisinde maturasyonun baslatiimasini bildiren
yayinlar bulunmaktadir (Greve ve ark., 1993; Gordon, 1994; Sirard ve Blondin,
1996). Sunulan calismada ise tagima vasati sicakigi 30-35 ‘C'ye ayarlandi ve
maturasyona baglama siresi 6 saati gegirilmedi. Bu degerlerde ovaryumlarda
veya toplanan oositlerde dejeneratif belirtilere rastianmadi. Bu nedenle
ovaryumlarin 30-35 ‘C'ye ayarlanmis, mililitresinde 100 U penisilin bulunan
%0,9'luk NaCl ile taginabilecegi ve 6 saat igerisinde kiiltire baglanabilecegi
kanisina varildi. Bu veriler, Thompson'in (1997) tasima vasati sicakliginin 30-35

°C’de olmast gerektigini bildirdigi yayini ile paralellik gostermigtir.

Sunulan c¢ahgmada 2-7 mm'lik follikiiller kullanildi ve ortalama olarak
7,83 adet aspirasyon iglemi gergeklestirildi. Elde ettigimiz bu bulgu Kupluli ve
Un’Gn (2000) 2-8 mm'lik follikullerde yaptiklari ¢alisma sonuglarina gére; gebe
ineklerden, gebe olmayan divelerden ve gebe olmayan ineklerden disik,
prepubertal disilerden yiksek bulundu. Diger taraftan Fry ve ark. (1997) 2-10
mm'lik follikllerde yaptiklan caligmada ortalama 7,39 adet, Un (2002a) 2-7
mm’lik folliktillerde yapti§i ¢caligmada ise 5,11 adet follikill aspire etmislerdir. Bu
degerler calismada elde edilen ortalama aspirasyon sayisindan digtiktir. Aspire

\



57

edilebilir follikiil sayisindaki bu degisikliklerin; ovaryumlann alindigi hayvanlarn
yas, ik, beslenme ve fizyolojik konumlarinin bilinmemesine bagh oldugu

disinulmektedir.

Kupiali ve Un (2000), yaptiklar calismada aspirasyon basarilarini %58
bulurken, yine Un (2002a) bu orani gruplarinda %93,3 ve %91,7 olarak
aciklamigtir. Bu caligmalarda toplanan oositlerin %45,2; %20; %53,9; %53,2
(Kupliti ve Un, 2000) ve %37,5; %49,2’sini (Un, 2002a) |. kalite oositler
olusturmustur. Hamano ve Kuwayama (1993), %22,1 aspirasyon basarisi
bildirmigtir. Aspire ettigi oositlerin %41,3’'inin iyi kalitede oldugunu saptamigtir.
Lonergan ve ark. (1994) ise %77 (6 mm’den biyiik follikiillerde) ve %87,7 (2-6
mm’lik follikiillerde) oranlarinda aspirasyon basarnsi elde etmislerdir. Bunlarin
sirastyla %70,2'si ve %46,8'i 1. kalite oositlerden olugsmustur. Fry ve ark., (1997)
aspirasyon basarilarini %56 ve %45 olarak bildirmislerdir. Sunulan galismada
ise %31,18 aspirasyon basarisi tespit edildi. Bu oran, Kiipliilii ve Un’iin (2000),
Un’in (2002a), Lonergan ve ark.’nin (1994) bulgularindan diisik, Hamano ve
Kuwayama’'nin (1993) bulgusundan yiksek bulundu. Ayrica, aspirasyon teknigi
ile %30-60 oraninda basarn saglanabilecegini bildiren Gordon’u (1994) destekler
nitelikte gorildi. Aspirasyon basarilarinda goériilen bu dagihmin kigisel deneyime
bagh oldugu kanisina varildi. Yapilan bir ¢alismada (Fry ve ark., 1997), 3
operatériin yapti§i aspirasyonlarda, farkli (%54, %53, %46) aspirasyon basarisi
elde edilmesi kigisel deneyimin énemini dogrular nitelikte bulundu.

Elde edilen oositlerin ortalama olarak %70,91'ini 1. kalite oositler
olugturdu. Bu oran, Kiplili ve Un'in (2000), Un'in (2002a), Hamano ve
Kuwayama’nin (1993) bulgularindan yiiksek bulundu. Lonergan ve ark.'nin
(1994) 6 mm’'den buyik follikillerden elde ettikleri orana benzer, 2-6 mm’lik
follikiillerdeki orandan yine yiiksek oldugu gorildi. Enjektére uygulanan
aspirasyon basincinin kontroisiiz olmasi, hem aspirasyon bagarisinda hem de
iyi kalite oosit toplanmasinda degigkenliklere neden oldugu kanisina varildi. Bols
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ve ark.’nin (1996) aspirasyon basinciyla, iyi kalite oosit sayisinin yakindan iligkili
oldugu bulgusu, bu sonucumuzu destekler niteliktedir.

Sunulan ¢aligmada, her ovaryumdan ortalama 2,44 adet oosit toplandi.
Bu bulgu, Kiplili ve Un’iin (2000) (6,2), Fry ve ark.’nin (1997) (4,2), Un’iin
(2002a) (4,77) sonuclarindan olduk¢a disiikk bulundu. Yine bu g¢aligmada
ovaryum bagina disen ortalama iyi kalitede oosit sayisi (1,73), Un’iin (2002a)
bulgusundan (3,51) dustk cikmistir. Sonuglardaki bu degiskenlikler, enjektore
uygulanan aspirasyon basincinin ve kullanilan ignelerin farkhh olmasina
baglandi.

In vitro maturasyon prosediriinde, vasat pHlarimi 7,4'e ayarlamak
amaciyla bir cok ¢alismada equilibrasyon yoéntemi kullanilmigtir (Stubbings ve
ark., 1990; Lonergan ve ark., 1994; Romero ve Seidel, 1996; Avery ve Greve,
2000; Ali ve Sirard, 2002). Ancak equilibrasyon siirelerinde bir 6rneklik
bulunmamaktadir. Bu siireyi Stubbings ve ark. (1990) ve Lonergan ve ark.
(1994) en az 2 saat, Ali ve Sirard (2002) en az 3 saat, Avery ve Greve (2000) 3-
4 saat, Romero ve Seidel (1996) 1 gece olarak bildirmiglerdir. Sunulan
calismada ise 4 saat equilibrasyon iglemi yapildi. Bu siire zarfinda vasatin
pH'sinin 7,35-7,45'den 7,25-7,30'a geriledigi belirlendi. Equilibrasyon sonunda
saglanan pH degerleri, Greve ve Madison’un (1991) IVM vasatlan icin bildirdigi
7,2-74'luk pH degerlerine uygun gérildu. Bu nedenle pH degeri 7,35-7,45
arasinda olan TCM 199 vasatinin (Sigma M 2520) %5 CO.'li atmosferde, 4
saatlik inkubasyonun equilibrasyon igin yeterli oldugu kanisina varildi.

Kumulus hiicrelerinin, gonadotropinler ve biiyime faktérleri tarafindan
uyanimasiyla hiyaluronik asit Uretilmekte ve kumulus ekspansiyonu olarak
adlandirilan hicrelerde ¢6zilmeler meydana gelmektedir (Gordon, 1994).
Benzer gekilde LH, FSH, TSH hormonlaryla kumulus ekspansiyonunun arttigs
(Zuelke ve Brackett, 1992); biyiime hormonu salinim hormonu (GHRH) ve VIP
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kullanimiyla etkilenmedigi (Beker ve ark., 2000) ve polivinil alkol (PVA)
eklenmesiyle azaldigt (Landim ve ark., 2002), fetuin eklenmesiyle azaldigi
(Landim ve ark., 2002) ve etkilenmedigi (Un, 2002b) bildirilmistir. Sunulan
caligmada ise FSH eklenen Grup 1 (%83,77) ve hMG eklenen Grup 2’deki
(%86,80) oositler kontrol grubundan (%77,98) daha fazla ekspansiyon
gbstermelerine ragmen istatistik olarak fark bulunmamasi (p>0,05), Gordon’un
(1994) goriginii desteklemedi. Ayni sekilde Calder ve ark. (2001), Gordon’'dan
(1994) farkh olarak, 50 ng/mI'nin Gizerinde kullanilan PGE2’'nin (Prostaglandin E)
kumulus ekspansiyonunu uyardigim bildirmiglerdir.

Luciano ve ark. (2004) yaptiklan bir calismada, hMG hormonunun
kumulus ekspansiyonunu artirdigini belirlemiglerdir. Benzer gekilde Choi ve ark.
(2001), FSH ve LH'nin birlikte kullanimlarini ayr ayn kullanimlarina gére daha
bagarili bulmusglardir. Sunulan ¢alismada ise FSH etkisinin yaninda LH etkisi de
olan hMG hormonunun diger iki gruptan farkli bulunmamasi, adi anilan
aragtirmacilar desteklemedi.

Gonadotropik hormon bulunmayan 3. grupta; %77,98 oraninda tam,
%17,26 oraninda kismi kumulus ekspansiyonu gériilmesi, vasatta bulunan
FCS’ye baglandi. Fétal buzag serumunun hormon ve biiyiime faktérleri ihtiva
ettigi bir cok aragtirmaci tarafindan kabul edilmektedir (Sanbuissho ve Threlfall,
1990; Liu ve ark., 1991; Ocana ve ark., 1994; Ocana ve ark., 1999).

Kumulus ekspansiyon oranlarini Cetin (2004) %95,14, Lorenzo ve ark.
(1995) %74,2 ve %75,9, Liu ve ark. (1991) %80 ve %86 olarak tespit etmislerdir.
Sunulan g¢ahigmada ortaya ¢ikan kumulus ekspansiyon oranlari; Cetin’den
(2004) dusik, Lorenzo ve ark.’dan (1995) yiiksek, Liu ve ark.’na (1991) benzer
bulunmustur. Cetin (2004); yapti§i calismada vasata FSH ve &stradiol eklemistir.
Lorenzo ve ark. (1995), EGF ve IGF-I'i katki maddesi olarak kullanmiglardir. Liu
ve ark. (1991) ise FSH, LH ve o&stradioli vasata eklemislerdir. Kumulus
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ekspansiyonlarinda gérilen bu farkhliklarin, eklenen degigik katki maddelerine

bagl oldugu dusiiniimektedir.

Calismamizda elde edilen kumulus ekspansiyon oranlari, metafaz II'ye
ulasan oosit oranlarindan farkli bulundu. Bu nedenle kumulus ekspansiyonunun
tek bagina maturasyon kriteri olarak kullanitamayacagi kanisina varildi. Benzer
sekilde bazi arastirmacilar da kumulus ekspansiyonunun tam bir maturasyonu
ifade etmedigini bildirmislerdir (Gordon, 1994; Kaya ve Un, 2003). Bu durumun
sebebi ise kumulus ekspansiyonunun bazen oosit maturasyonundan bagimsiz
olarak gerceklesmesine baglanmaktadir (Gordon, 1994).

Oositlerin ¢iplaklagtiriimasindan sonra Grup 1'de %75,91, Grup 2'de
%67,51 ve Grup 3'de %64,28 oraninda |. kutup cisimcigi bulundu. Grup 1’in,
Grup 2 ve 3'den farkii oldugu belirlendi (p<0,05). Grup 3'de elde edilen IVM
sonucu, Younis ve ark.'nin (1989) ayni sekilde olusturdukiar vasatta saptanan
bulgudan (%59,2) yiksek bulundu. Adi anilan c¢alismanin FSH grubunun
bagarisinin (%87,9), Grup 1'deki sonuglardan yiiksek oldugu gorildii. Diger
taraftan Keefer ve ark.’nin (1993) buildugu orandan (%65) yiiksek, Cetin’in
(2004) bulgusuna (%74,76) benzer oldugu tespit edildi. Hem FSH hem de LH
etkisi bulunan hMG hormonunun VM oranlarinin kontrol grubuna benzer
bulunmasi, FSH ve LHnin birikte kullaniminin daha faydah etkiler
olugturdugunu bildiren Sanbuissho ve Threlfall'u (1990), Choi ve ark.’mi (2001)
destekiemedi. Diger taraftan IVM'de FSH'nin daha etkili oldugunu bildiren
Bevers ve ark.’min (1997) bulgularina benzer bulundu. In vitro maturasyon
oranlarindaki bu farkliliklar, kullamian hormonlarin dozlarinin ve diger katk
maddelerinin degisken olmasina bagland:.

Calismamizda olusan IVM sonuglariyla; hMG’nin sigir oositlerinde vasat
katki maddesi olarak kullanilmasinin FSH'ya gére daha disiik basar oranlan
sagladigi ve bu nedenle maturasyon amaciyla kullaniminin uygun olmadig



61

belirlendi. Ancak hMG'nin az da olsa IVM’yi uyarmasi Rieger ve ark.’nin (1998)
bulgusuna benzer bulundu. Rieger ve ark. (1998), hMG'nin olumlu etkisini

pirivat metabolizmasini uyararak yaptigini bildirmiglerdir.

~ Sunulan c¢aligmada; oositlerin boyanmasiyla elde edilen nukleer
maturasyon sonugclarini istatistiksel yénden karsilagtirdigimizda, gruplarda
olusan dagilimlann birbirlerinden farkhi oldugu gézlendi (p<0,05). Grup 1'de
oositlerin %14,36'sinda, Grup 2'de oositlerin %11,40'inda ve Grup 3'de
oositlerin %23,03’iinde mayoz béliinmenin hi¢ baglamadigi belilendi. Diger
taraftan gruplarda sirasiyla %6,38, %15,54 ve %6,06 oranlarinda maturasyonun
basladidl, ancak tamamlanamadigi (GVBD-M 1) tespit edildi. Grup 2'de diger
gruplara gbre disik diizeyde GV, yiksek diizeyde GVBD-M | agsamasinda oosit
gorilmesi vasatta hMG’nin yetersiz miktarda olabilecegini diistindiirdil. Germinal
vezikiii agsamasindaki oositlerin Grup 3'de en yiltksek seviyede belirlenmesi,
mayozun tekrar baslatiimasinda gonadotropik hormonlarin etkili oldugunu
bildiren Younis ve ark.’m (1989), Greve ve Madison'u (1991), Trounson'u
(1992), Sirard ve Blondin'i (1996) destekledi. Gruplarda sirasiyla %76,07,
%66,84 ve %64,24 oranlarinda M II'ye ulagildig! ve yine sirasiyla %3,19, %6,22
ve %6,67 oranlarinda dejenerasyon tespit edildi. Vasatta FSH kullaniminin
dejenerasyonu azaltti§i kanisina varildi.

in vitro maturasyon vasatlarinda FSH kullanan bazi aragtirmacilar, farkh
oranlarda (Cetin (2004), %79,60; Sanbuissho ve Threlfall (1990), %60,6-61,4;
Mikkelsen ve ark., (2000), %85) M II'ye ulagan oosit bildirmiglerdir. Sonuglardaki
bu farkliliklar, kullanilan diger katki maddelerine (6stradiol, ECS gibi) baglandi.
Sunulan galigmada vasata FSH eklenmesiyle M II'ye ulagan oositlerde artig
olmasi, FSH kullaniminin IVM'yi etkilemedigini bildiren Beker ve ark.’ni (2002)
desteklememektedir.
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Follikiil uyarict hormon ve LH etkisi olan hMG, vasat katki maddesi olarak
pek kullanimamaktadir. Bu nedenle, nikleer maturasyon sonuglan
bildiriimemigtir. Follikiil uyarici hormonun ve LH'nin birlikte kullanildigi bazi
caligmalarda M IlI'ye ulasan oosit oran1 %62,4-64,8 (Sanbuissho ve Threlfall,
i990), %81,2-90,3 (Shamsuddin ve ark., 1993), %32-49-71-81 (Leibfried ve
ark., 1989) olarak bildirilmigtir. Bu cahsmalarda kultir sartlan, serum,
maturasyona koyulan oosit sayilarindaki degiskenlikler, IVM sonuglarini sunulan
calismaya gore farkh kilmigtir. Ancak sunulan ¢aligmanin nikleer maturasyon
sonuglariyla da sigir oositlerinin IVM’sinde FSH hormonunun hMG’ye gére daha
uygun oldugu belirlendi.

Caligmada Grup 1’de 145 oositte |. kutup cisimcigine rastlanirken, yine bu
grupta boyama sonucu 143 oositin nilkkleer maturasyonunun M Il déneminde
oldugu belirlendi. Bu durum Grup 2 ve 3'te sirasiyla 133’e 129, 108’e 106 olarak
tespit edildi. Elde ettiimiz sonuglarla, IVM g¢alismalarinda kutup cisimciginin
belirlenmesinin maturasyon igin uygun bir kriter oldugu kanisina varildi. Kutup
cisimciginin IVM'de glvenilir bir kriter olarak belirlenmesi; Kaya ve Un’den
(2003) farkli, Gordon’a (1994) benzer bulundu.

Ntkieer maturasyonun tam olarak belirlenmesi amaciyla gesitli boyama
teknikleri kullamimaktadir. Bu amagla aceto-orcein ve DAPI (4,6 diamino-2-
phenylindole) boyalari siklikla tercih edilmektedir (Ayoub ve Hunter, 1993;
Shamsuddin ve ark., 1993; Lim ve ark., 1999; Ali ve Sirard, 2002; Beker ve ark.,
2002). Ancak, sunulan calismada Giemsa ile boyanan oositlerin nikleer
maturasyonlar kolaylikla belirlendi. Bu nedenle maliyeti fazla olan aceto-orcein
ve 6zel ekipman gerektiren (fleurosan mikroskop) DAPI yerine, ucuz olan ve
kolay bulunabilen Giemsa boyanin rahatlikla kullanilabilecegi kanisina vanidi.
Benzer sekilde Ocana ve ark. (1994), Ocana ve ark. (1998), Cetica ve ark.
(1999), Ocana ve ark. (1999), Cetin (2004) nikleer maturasyonun
belilenmesinde Giemsa boyamanin yeterli oldugunu bildirmislerdir.
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5. SONUC VE ONERILER

1. Maturasyon sonrasi kumulus ekspansiyonu bakimindan vyapilan
degerlendirmede, gruplar arasinda olugan farklarin 6nemli olmadi§i saptandi.

2. Kumulus ekspansiyonu oranlari ile M II'ye ulasan oosit sayilarinin farkli
bulunmasi nedeniyle, kumulus ekspansiyonunun maturasyon kriteri olarak

kullanilamayacad: tespit edildi.

3. Maturasyon sonrasi KOK'larn soyulmasi ile yapilan kutup cisimcigi
muayenelerinde; FSH’'nin kullanildigi Grup 1'de en yiksek, kontrol grubu
olarak galigilan Grup 3'de en diisiik oranda kutup cisimcigi belirlendi.

4. Oositlerin boyanmasiyla Grup 1'de %76,07; Grup 2'de %66,84 ve Grup
3'de %64,24 oositin M [I'ye ulastig tespit edildi. Dejenere oosit oranlari ise
sirasiyla; %3,19; %6,22 ve %6,67 seklinde olustu. Grup 1'de M IlI'ye ulasan
oositin fazla ve dejenere oositin az olmasi nedeniyle FSH'nin avantaj

olusturdugu kanisina varildi.

5. Gruplarda, I. kutup cisimcigi beliflenen oosit sayisi ile M II'ye ulagan oosit
sayisinin benzer olmas! nedeniyle, oosit icerisinde kutup cisimci§i aranarak
maturasyon tespiti yapilabilecegi belirlendi.

6. Oosit boyanmasinda Giemsa boyanin rahatlikla kullanilabilecegi kanisina
varildt.

7. Ovaryumlarin mezbahadan laboratuvara getiriimesinde, tasima vasati
olarak antibiyotikli NaCl'nin kullaniimasina bagli herhangi bir olumsuz etki ile
kargilagiimadi. Tagima sicakliginin 30-35 ‘C olabilecegi ve ovaryumiarin
karkasdan alinmasindan oositlerin kiltiriine basglanana kadar gecen siirenin
6 saat olabilecegdi g6zlendi.



8. Doku kiltura vasati 199’'un (Hepes'li); 7,35-7,45'lik pH degerlerinde %5
CO7li atmosferde, 4 saatlik equilibrasyonlarinda pH'nin uygun degerlere

inebilecegi tespit edildi.

Sonug olarak, sigir oositlerinin IVM'sinde vasat katki maddesi olarak
FSH kullaniminin hMG'ye gdre daha basarili oldudu belirlendi. Diger taraftan
bu hormonlarin vasatlarda degisik dozlarda kullaniminin arastiriimasi
gerektigi kanisina varildi. Ancak, sigir oositlerinin IVM’si icin en uygun ortam
sadlanana kadar vasat ve katki maddeleri Uzerine yapilan calismalarin

sirdurilmesi gerekmektedir.
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OzZET

Sigir Oositlerinin in Vitro Maturasyonuna Follikiil Uyarici Hormon ve insan Menopozal
Gonadotropini’nin Etkisi

Bu caligmamn amaci; benzer gonadotropiniere gére daha ucuz olan ve kolay bulunabilen
FSH (Follikul Uyarici Hormon) ve hMG (Insan Menopozal Gonadotropini) hormonlarinin sigir
oositlerindeki in vitro maturasyon oranlarina etkisinin arastiriimasidir.

Calisma materyalini, Ankara ili Cubuk ilgesi Belediyesi'ne ait mezbahada kesilen
hayvanlardan alinan 321 adet ovaryum olugturdu. Bu ovaryumlardan 2514 adet follikil
aspirasyonu ile 556 iyi kalitede oosit toplandi. Oositlerin in vitro maturasyonu sirasinda
vasatlara eklenen hormonlara gére; FSH kullanilan Grup 1, hMG kullanian Grup 2 ve kontrol
grubu (Grup 3) olmak Gizere 3 grup olusturuldu.

Grup 1'de, kontrol vasatina ek olarak FSH (Folitropin®-V, Vetrepharm, Kanada) 25
ng/ml dozunda ilave edildi. Grup 2'de, kontrol grubunda kullanilan vasata 0,1 IU/ml hMG
(Pergonal®, Serono, lsvigre) hormonu eklendi. Kontrol grubunda ise higbir hormon katkisi
olmaksizin sadece Hepes'li (N-(2 hydroxyethyl)-piperazine-N'-(2 ethanesulponicacid)) TCM
199 (Doku Kulturii Vasati 199) vasati kullaniidi. Maturasyon iglemi; %5 CO, igeren
maksimum nemii ortamda, 39 ‘C'de ve 24 saatte gerceklestiriidi. Stre sonunda, oositlerdeki
kumulus ekspansiyonu incelendi ve soyularak kutup cisimcigi arandi. Daha sonra fiksasyon
yapilarak Giemsa boyama ile ntikleer maturasyon degerlendirildi.

Grup 1'deki 191 oositin 160'inda (%83,77) tam, 18'inde (%9,42) kismi kumulus
ekspansiyonu olurken 13’nde (%6,81) kumulus ekspansiyonu hig gézlenmedi. Bu durum 2.
ve 3. Grupta sirasiyla %86,80 (171/197), %9,65 (19/197), %3,55 (7/197) ve %77,98
(131/168), %17,26 (29/168), %4,76 (8/168) olarak belirlendi. Gruplar arasindaki farkiar
istatistiki acidan 6nemli bulunmadi (p>0,05). Kumulus ekspansiyonu degerlendirildikten
sonra giplaklagtinlan oositlerin Grup 1’de %75,91'inde (145/191), Grup 2'de %67,51’inde
(133/197) ve Grup 3'de %64,28'inde (108/168) kutup cisimcigi tespit edildi. Grup 1’in Grup 2
ve 3'den istatistik olarak farkli oldugu géziendi (p<0,05). Grup 1’de Giemsa ile boyamasi
yapilan 188 oositin 27’sinin (%14,36) GV (Germinal Vezikul), 12'sinin (%6,38) M | (Metafaz
), 143'tnan ise (%76,07) M |l déneminde oldugu belirlenirken, 6 adetinin (%3,19) dejenere
oldugu tespit edildi. Grup 2'de ise 193 oositin 22'si (%11,40) GV, 30'u (%15,54) M |, 129'u
(%66,84) M Il déneminde iken, 12 oositin (%6,22) dejenere oldugu gézlendi. Grup 3'de 165
oositin 38'i (%23,03) GV, 10'u (%6,06) M I, 106'si (%64,24) M Il ve 11'i (%6,67) dejenere
olarak kabul edildi. Gruplarda olugan dagilimlarin birbirinden farkii oldugu tespit edildi
(p<0,05). Grup 1’de M Il'ye ulagan oositin fazla ve dejenere oositin az olmasi nedeniyle
FSH'nin avantaj olusturdudu gézlendi.

Sonug olarak, sigir oositlerinin in vitro maturasyonunda vasat katki maddesi olarak
FSH kullaniminin hMG’ye goére daha bagarih oldugu belirlendi. Bununla birlikte, sigir
oositlerinin in vitro maturasyonu igin en uygun ortam saglanana kadar, farkh dozlarda FSH
ve hMG hormonlarini da iceren vasat ve katki maddeleri (izerine yapilan gahsmalarin
slirdUriimesi gerekmektedir.

Anahtar Sézciikler: Follikil uyarici hormon, insan menopozal gonadotropini, in vitro
maturasyon, oosit, sigir.
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SUMMARY

The Effect of Follicle Stimuilating Hormone and human Menopausal Gonadotrophin on
In Vitro Maturation of Bovine Oocytes

The aim of this study was to investigate the effects of FSH (Follicle Stimulating Hormone)
and hMG (human Menopausal Gonadotrophin) which are both easy to obtain and cheap
when compared to other gonadotrophins, on in vitro maturation of bovine oocytes.

Total of 321 bovine ovaries, obtained from a local abattoir in Cubuk, Ankara, was
used in the study. 556 good quality oocytes were picked up by aspiration of 2514 follicles on
the ovaries. According to hormone added to in vitro maturation media, three groups were
formed; Group | (FSH), Group Il (hMG) and Group liI (Control).

In group |, 25 ug/ml of FSH (Folltropin®-V, Vetrepharm, Canada) was added to
control media. In group II, 0.1 IU/mi of hMG (Pergonal®, Serono, Switzerland) was added to
control media. Hepes (N-(2 hydroxyethyl)-piperazine-N'-(2 ethanesuiponicacid)) buffered
TCM 199 (Tissue Culture Media 199) medium was used in the control group without any
hormone supplementations. Oocytes were matured for 24 hours at 39 'C in a humidified
atmosphere of 5% CO; in air. Cumulus expansion was evaluated, oocytes were denuded
and checked for polar body. Oocytes were fixed and nuclear maturation was evaluated by
Giemsa staining.

160 oocytes (83.77%) in group | had undergone full cumulus expansion while 18
oocytes (9.42%) had undergone partial cumulus expansion. No cumulus expansion was
observed in 13 oocytes (6.81%) in group I. The results in groups Il and Ill were as 86.80%
(171/197), 9.65% (19/197), 3.55% (7/197) and 77.98% (131/168), 17.26% (29/168), 4.76%
(8/168), respectively. The differences between groups were not statistically important
(p>0.05). Polar body identified in 75.91% (145/191), 67.51% (133/197) and 64.28%
(108/168) of oocytes following removal of cumulus cells in groups Il and IlI, respectively.
Result in group | was statistically different from those in groups 1i and Il (p<0.05). Giemsa
staining of 188 oocytes in group | revealed that 27 oocytes (14.36%) were at GV (Germinal
Vesicle) stage, 12 oocytes (6.38%) were at M | (Metaphase 1) stage and 143 oocytes
(76.07%) were at M Il stage while 6 oocytes (3.19%) dejenerated. Number of oocytes at
stages GV, M | and M Il in group Il were 22 (11.40%), 30 (15.54%) and 129 (66.84%),
respectively.12 of 193 oocytes (6.22%) in group Il were dejenerated. Control group had 38
(23.03%) GV stage, 10 (6.06%) M | stage and 106 (64.24%) M Il stage oocytes. 11 oocytes
(6.67%) in this group were dejenerated. Distribution of oocytes into different stages within
the groups was significantly different (p<0.05). The higher number of M H stage oocytes and
the lower number of dejenerated oocytes in group | reveals the advantage of FSH
supplementation.

In conclusion, the use of FSH as a media supplement in in vitro maturation of bovine
oocytes is more succesful than the use of hMG. In addition, more studies concerning media
and supplements used in in vitro maturation of bovine oocytes, which include different doses
of FSH and hMG, are needed until best results obtained.

Key words: Bovine, follicle stimulating hormone, human menopausal gonadotrophin, in vitro
maturation, oocyte.
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