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Sigirlarda follikiil biiyiikliigiiniin oositlerin in vitro maturasyonu
lizerine etkisi
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Ozet: Sunulan ¢ahgmanin amaci, n vitro maturasyonda kulfamlacak sigir oositlerinin aspire cdildikleri follikiillerin
buyviiklikleriin, oositlerin maturasyon kapasitesi tzerine ctkisinin arastinlmasidir. Qosit kayna@ olarak merzbahadan toplanan
toplam 300 sigir ovaryumu kultamildr. Ovaryum tizerindeki follikiiller sayitdi ve biiyiikliklerine gére (Grup 1. 1-3 mm: Grup 11, 3-6
mm ve Grup I 6-10 mm) gruplandmldi. Follikiillerin punksiyonu yapildi ve aspire edilen oositler stercomikroskop alundu
morfolojik durumlarina gore incelenip simflandirildi. Yalmzca etraflan dort veya daha fazla cumulus hiicre katmam ile ¢evrili ve
kumlu bir ooplazma goriintiisii veren oositler maturasyon vasatlarina (TCM-199 + %10 ECS) aktarildi. Maturasyon kiiltiiri 39°C’de.
%35 CO: gaz atmosferinde 24 saat siireyle yapildi. Maturasyon sonunda oositler mikroskop alunda incelendi ve birinci kutup hiic-
resini atan mature oosit sayilan kaydedildi. Caligma gruplarinda (Grup 1, 11 ve III) elde edilen maturasyon yiizdeleri sivasiyla: %61,
%76 ve %74 olarak bulundu. Sonug olarak. follikiil biiytikligiiniin, siZir oositlerinin in virro maturasyon basarisini belirgin digiide et
kiledigi ve follikiil biiylikltigii arttikga maturasyon basansinin yiikseldigi kanaatine vanlidi.

Anahtar kelimeler: Follikiil biiytikltigii. in vitro maturasyon, mezbaha. oosit. sigir

The eftects of follicle diameter on the in vitro maturation of bovine ococytes

Summary: The aim of this study was o investigate the effects of the follicle diameter on the maturation capacity ot the
hovine oocytes in vitro. A total of 300 ovaries collected from the slaughterhouse were used for oocyte aspiration. Follicles were
counted and groupped according to the diameter: Group I (1-3 mm), Group II (3-6 mm) and Group I (6-10 mm). Follicles were
punctured and aspirated oocytes were examined under stercomicroscope for their morphological status and selection. Only the
oocytes surrounded with four or more cumulus cell layers and sandy ooplasm were transferred to the maturation medium (TCM-199
+ 10% ECS). Culture was conducted at 39°C, with 5% COa gas atmosphere for 24 h. In the end of the maturation period oocytes
were examined under microscope and maturation rates were recorded as the vision of the first polar body. Maturation rates found in
the study groups (Group L. 11 and HI) were 61%. 76% and 74%, respectively. As a result, it was cvident that the follicle diameter
highly influenced the maturation raies of the bovine oocytes, since the follicle diameter increased, maturation rate was advanced.

Kcey worcs: Bovine. follicle diameter, in virro maturation. oocyte, slaughterhouse

Giris

In vitro embriyo iiretimi g¢aliymalarinda, Onccleri
flushing yontemi ile toplanan in vivo mature olmusg oo-
siler kullamhrken (1), bu yontem ile elde edilen oosit sa-
yisumn sinirh kalmasy nedeniyle daha biiyiik bir kaynak
olan immature oosilerden faydalamilma fikri ortaya atil-
mistr (9). Immature oositler ultrasonografi rehberliginde
transvaginal vc laparotomi-endoskopi yontemi ile canli
hayvanlarin ovaryumlanindaki yiizeysel follikiillerden as-
pirc edilebilirken (10), amilan her iki teknikte de pahal
ckipmanlann kullamlmasi, deneyim gercktirmesi ve si-
nirlt bir kaynak olmast nedeniyle son yillarda mezbahada
kestlen sigirlarin ovaryumlart oosit kaynag olarak kul-
lamilmaya baslannusur (9,15.20).

Immature oositler fertilizasyon yetenegi olmayan,
¢ekirdeginde diploid sayida (2n) kromozom tasiyan oo-
sitler olup, fenilize olabilmeleri i¢in bir maturasyon pe-
riyodu gegirmeleri gerckmektedir. Oositlerin maturasyo-
nu, kromozom sayilannm yartya indirccek (n=60) iki
mavoz bollinme (¢ekirdek maturasyonu) ve boliinme son-
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ras1 donemde ihtiyaci olan enerjinin iiretimi igin organel
reorganizasyonunu (sitoplazma maturasyonu) i¢ermekte-
dir (15,18).

Herhangi bir zamanda ovaryumdaki preantral ve ant-
ral follikiillerden aspire edilen bir oosit birinci mayoz bo-
linmenin profaz I asamasinda LH dalgasum beklemekte-
dir (6). Liiteinlegtirict hormon dalgasmdan 4-8 saat sonra
germinal vezikiil yikimlanir ve nukleus membram kay-
bolurken kromozom dekondenzasyonu sekillenir (6.18.20).
Oosit sirastyla metafaz-1, anafaz-I ve telofaz-1 agamalarun
gegirerek, birinci kutup hiicresini atarak oosit-II adims alir
(6.18). Bu asamada ovulasyonla aulan oosit. bir sper-
matozoidin zona pellucida’ya tutunmass ile ikinal kutup
hiicresini atar ve ovum adin alarak ¢ekirdek maturasyo-
nunu tamamilar (18,21).

Sitoplazma maturasyonu sirasinda once grantilsiiz
endoplazmik retikulum graniilli hale geger, daha sonra ti-
bozomlar sayica artar ve ooplazmann periferine dogru
harcket ederck kiimeler ()lU§lururlarb(6). Bu siiregte oop-
lazma igerisindeki mRNA ve (RNA akuivitelert artar (15).
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Sitoplazma maturasyonu LH dalgasin izleyen 1-2. saatte
baslar ve oositin fekondasyonundan sonra da devam eder
(21).

Sigir oositlerinin in vitro maturasyonu, in vivo ma-
wrasyonun daha hizh seyreden bir taklitidir (9). Thomp-
son (19). oositlerin aspire cdildikleri follikiillerin  bii-
yiikliklerinin artmasimn maturasyon bagarisini olumlu
clkiledigini bildirmig, Gordon (6) ise. bu durumu follikiil
biiyiimesine paralel olarak oositin de bilyiimesine bag-
lanustir. Sirard ve Blondin (16). 2 mm’den kii¢iik oo-
sitlerin mitoz karakteri kazanmadigini, 6 mm’den biiyiik
follikiillerde ise atrezi dalgast goriildiigiinti bildirmig ve 2
mm’den kiigiik. 6 mm’den biiyiik follikiillerden elde edi-
len oositlerin maturasyon basanisimn diisiik  oldugunu
vurgulanustir.

Baz aragtiricilar (15.16.19.21) cumulus-oosit komp-
lekslerinin morfolojisinin in vitro maturasyon iizerine ¢ok
ctkili oldugunu bildirmig ve bu durumun cumulus hiic-
relerinin oositin besin kopriisit olmasina baglanuglardir.
Younis ve ark. (23) oositleri ctraflarindaki cumulus hiicre
katmani sayisina gore simflandirmiglar ve etraflan 4 ve
daha fazla cumulus hiicre katmani ile gevrili oositlerin
maturasyon yeteneklerinin ¢ok iyi oldugunu vurgulanng-
lardar.

Greve ve ark. (9) oosit maturasyonunda kullamlan
vasatlarn basariy1 etkiledigini ve bu alanda siklikla tissue
culture medium-199 (TCM-199), Menezo's B2, Tyrode,
Ham's F10 ve F12, Bristers’ ve minimum csansiycl me-
dium (MEM) vasatlarinin kullaruldigim bildirmektedir.
Bu vasatlara maturasyon oranm artirmak amactyla canh
kokenli (serumlar, hormonlar, proteinler ve peptidler) ve
sentetik (inhibin. aktivin, oksitosin, EGF) vasat katkilari
cklenmektedir (19).

Sunulan ¢aliymanin amact. farkli boyutlardaki
follikiillerden clde edilen sigir oositlerinin maturasyon
hasanlarmin incclenmesi ve follikill buyiiklugi' ile ma-
turasyon basarist arasindaki iligkinin ortaya konmasidar.

Materyal ve Metot

Ovaryum toplanmasi ve transferi

Calismada. mezbahada kesilen degisik yasg, ik ve
fizyolojik statiideki toplam 300 siir ovaryumu kullanildi.
Ovaryumlar. kesimden hemen sonra karkastan aynlarak,
icerisine penisilin 100 TU/m), streptomisin 50 mg/ml ve
Amphotericin-B 50 mg/ml  kaulmig, yaklastk 30-37°C
sicakliktaki serum fizyolojik i¢inde laboratuvara ulag-
urldi. Laboratuvarda iki kez taze vasatla yikanan ovar-
yumlar %70°1ik ctil alkolden gegirilerck kurumaya bi-
rakildr.

Qosit aspirasyonu ve seleksiyonu

Ovaryumdaki periferal follikiiller bir kompas yar-
dinnyla olgiilerek. ¢aplarina gore li¢ gruba aynldi (Grup
1: 1-3 mm, Grup 1I: 3-6 mm ve Grup III: 6-10 mm). Her
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grupta yer alan follikiiller sayildr ve bu follikillere Fry ve
ark. (5)'min belirtigi yonteme gore (ucunda 18G igne bu-
lunan steril enjektorlerle) punksiyon yapildi. Toplanan
follikiiler sivi ve cumulus-oosit kompleksleri 13 ml'lik
steril konik santrifiij tiiplerine aktarlarak. iki kez 500 de-
virde 10 dakika santrifiigasyon yapildi (oosit ytkama). Y1-
kama islemi sonras: tiipiin ustiinde kalan follikiiler sivi
auldr ve dipteki ¢okiintii. 4 ml steril serum fizvolojik ile
sulandiritarak 6 mm’lik petri kutularina aktanldr ve ste-
reomikroskop altinda incelemeye ahindi. Oosit seleksiyo-
nu Fry ve ark. (5)'mn belirttigi yonteme gore yapilarak.
yalmizea etraflan 4 ve daha fazla cumulus hiicre katmam
ile sikica gevrili ve kumlu bir ooplazma goruniisii veren

oositler maturasyon islemi igin ayrildi.

Oosit maturasyonu

Maturasyon vasali olarak tissuc culture medium
(TCM-199) kullamildi. Maturasyonun deslekienmest ama-
ayla igerisine %10 (v/v) oraminda 1s1yla inaktive edilmiy
(56°C’de 30 dakika) Ostrustaki sigir serumu (ECS) ka-
uldi. Matrasyon igin scgilen oositler 15-20"serli gruplar
halinde. igerisinde | ml vasat (TCM-199 + %10 ECS) bu
lunan 40 mm’lik petri kutularina aktanlarak. vasatlann
iizerleri steril parafin ile kapauldr ve ctiive yerlestirildi.
Kiiltiir. 39°C’de. %5 CO- gaz atmosferinde 24 saatte ger-
geklestirildi,
Maturasyonun saptanmasi

Oositi ¢evreleyen cumulus hiicrelerinin gigmesi ve
gevsemesinin yamsira birinci kutup hiicresimn perivitel-
lin boslukta goriilmesi maturasyon kriteri olarak kul-

lanild.

Istatistiki degerlendirme
Calismanin sonuglanmn istatistiki - degerlendirmest
Chikare (q2) metoduna gore yapildi.

Bulgular

Caligmada oosit kayna@i olarak kullamlan 300 ovar-
yumda gruplara gore aspirasyon iglemi uygulanan follikiil
sayilari, bu follikiillerden clde cdilen ortalama 00SIl Sa-
yilari, oositlerin morfolojik dagihmlart ve maturasyon
yiizdeleri Tablo 1’de topluca sunulmustur.

Tablonun incelenmesinden de anlagilacagy gibi 1-3
mm’lik follikiil sayilar (Grup I) diger gruplardan (Grup
I ve 1) yiiksek ve istatistiki olarak onemli bulundu
(p<0.01).

Grup 1 ve II'deki maturasyon oranlart birbirine ben-
zer (p>0.05) olmakla beraber, Grup Hl'den belirgin bir
sekilde yiiksek bulundu (p<0.05).

Maturasyon kiiltiirii sonrast Grup T'de % 17. Grup
II'de %7 ve Grup II'de %9'luk bir oosit lizisi izlendi. Li-
zise ck olarak Grup I'de 11, Grup II'de 9 ve Grup lIl'de 3
oositte cumulus ckspansiyonu izlenmezken kutup ci-
simciginin auldi@ tespit edildi.




Sckil . Immature oosit.
Figure 1. Immaturc oocyte.
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Sckil 2. Mature oosit.
Figure 2. Mature oocyte.

Tablo 1. Gruplara gore aspirasyon yontemi ile elde edilen oositlerin morfolojik dagihmlart ve maturasyon oranlari.
Table 1. The morphological disperst and maturation rates of oocytes in study groups collected by aspiration.

Grup 1
(1-3 mm)

Grup I
(6-20 mm)

Grup Il
(3-6 mm)

Aspirasyon islami uygulanan

follikiil sayist (ort) 18607 (6.2)

1188 (3.9) 540" (1.84)

Aspire edilen oosit sayisi (ory) 1798 (5.9) 11889(3.9) 527 (1T
| I 1! v Il I v [ H 11 Y
Aspire edilen oositlerin 619 516 411 252 624 322 161 81 308 149 46 24
morfolojik dagihmlan (%) (34) (28) (22) (14) 2) (27) (13) (7) (57) (29) (9) (5)
Mature ocsit sayisi 377 474 228
%061 %76¢ 0 74¢

Maturasyon yiizdesi

ahed Ay saurde farkl) harflerle igarctlenmis veriler birbirinden belirgin oranda farklidir (p<0.01).

<t Ayni satirda farklh harflerle isarctlenimiy veriler birbirinden belirgin oranda tarkhdir (p<0.05).

LILIH ve 1V: Fry ve ark. (5) na gore simflandirma

Tartisma ve Sonug

Hazeleger ve ark. (11). 1-3 mm’lik follikiillerden as-
pire ctuklen oositlerin TCM-199 (+9% 10 ECS) vasatinda
maturasyon basarilarim inceledikleri ¢alismalarinda oo-
sitlerin %63 iiniin metafaz [I'ye ulagtigini, Greve ve Ma-
dison (8) ise TCM-199 (+%20 FCS + I.LH + E) vasatm
kullandiklar ¢alismalarinda maturasyon oranim %79 ola-
rak bildirmiglerdir. Sunulan ¢aliymada mezbahadan top-
lanan ovaryumlar iizerindeki 1-3 mm’lik follikiillerin as-
pirasyonu ile aspire edilen oositlerin TCM-199 + %10
ECS vasatinda maturasyonlan sonucu oositlerin %61 inin
metafaz [I'ye ulasuklan tespit edilmistir. Elde cdilen bu
sonug Leibfried-Rutledge ve ark. (13)'nm belirttigi so-
nuca uyarken, Greve ve Madison (8)'1in sonuglarindan

diisiik bulunmugtur ve bu diigiikliigiin anilan aragtiricila-
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rin maturasyon vasatlarina ckledikleri hormonlardan (IFCS,
[.H ve E) kaynaklandi1@1 disiintilmektedir.

Mezbahadan topladiklan ovaryumlar dizerindeki 2-7
mm’lik follikiillerden aspire ettikleri oositlerin TCM-199
igerisinde maturasyona tahi twuldugu gahgmalarda ma-
turasyon basarilarint; Bols ve ark. (2) (TCM-199) %80.
Carolan ve ark. (3) (TCM=-199 + ECS) %76, Farin ve ark.
(4) (TCM-199+ LH + FSH + E2) %76-93. Jewgwnow vt
ark. (12) (TCM-199 + BSA) %80, Otoi ve ark. (14)
(TCM-199) %76, Sosnowski ve ark. (17) (TCM-199 +
FCS + BSA) isc %74 olarak bildirmislerdir. Sunulan ¢a-
higmada, 3-6 mm biiytiklitgiindeki follikiillerden clde edi-
len oositlerin maturasyon basarist %76 olarak bulunmug-
tur. Bu sonug yukanda bildirilen aragtuiricilanin sonuglari-

na benzerlik gostermektedir.
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Leibfried-Rutledge ve ark. (13) yaptiklart ¢aligmada
6-20 mm c¢apindaki follikiillerden aspire ettikieri oo-
sitlerin TCM-199 igerisindeki maturasyon basarlarim
%86 olarak bildirmistir. Greve ve Madison (8) ise 5-8
mn1’lik follikiillerden koken alan oositlerin yine TCM-
199 i¢indeki maturasyon oranin %76 olarak bildirmistir.
Sunulan ¢alismada 6-10 mm’lik follikiillerden aspire cdi-
len oositlerin %71 oraminda mature olduklan bulunmus-
wr. Bu sonug, yukanda bildirilen aragtincilarin sonuglar-
na uymaktadir.

Xu ve ark. (21) kiigiik preantral follikiiller (1-3 mm)
icerisindeki oositlerde protein sentez yeteneginin iyi ol-
dugunu ancak siklik-AMP zincirinin heniiz boliinmeyi
desickleyecek RNA duyarhhgina sahip olmadifini ve bu
nedenle bu follikiillerden alinan oositlerin mitoz  ye-
eneginin yok edecek kadar az oldugunu bildirmiglerdir.
Gordon (6) ise 1-3 mm arasindaki follikiillerden alinan
oositlerin biiyiikliiklerini 50-80 pm olarak bildirmekte ve
diisiik mitoz yctencgini buna baglamaktadir. Thibault ve
ark. (18) oositi saran cumulus hiicrelerinin diffuzyon ye-
teneklerinin sahnan dstrogen ve oosit bityiimesiyle ilgili
oldugunu vurgularken. Gordon (6) corona radiata’y1 saran
granulosa hiicrelerinin bagkalagim ve gelisimi i¢in oositin
kritik bir biiyiikliige ulagmasi gerekliligini bildirmistir.
Gordon ve Lu (7) ile Yang ve ark. (22) 2 mm’den kiigiik
follikiillerde zona pellucida iizerinde LH reseptorlerinin
veterli sayr ve aktivasyonda olmadigim bildirirken, Gor-
don (6) buna ck olarak cumulus hiicrelerinin LH’ya  du-
yarliiginin yetersiz oldugunu vurgulamigtir. Gordon (6)
bu durumu, 2-7 mm arasmdaki follikiil igerisindeki oo-
sitlerin normal biiyiikliiklerinin %80’ininc ulasmasina,
Xu ve ark. (21) ise bu dénemdeki oositlerin hormon ve
diger sclliller uyarimlara maksimum duyarliik  gds-
termelerine baglamaktadir. Yine Gordon (6) 2-7 mm’lik
follikiillerdeki ATP scntezinin diger tim doncmlerden
yiiksck oldugunu bildirmiy ve dominant follikiil fark-
hlagmasinin bu doneme rastladigim vurgulamigtir. Gor-
don (6) follikiiller 7 mm iken atrezi dalgasinin basgladigini
ve dominant follikiil disindaki tim follikiillerde reg-
resyonun basladigim bildirmigtir. Atrezi baglayan fol-
likiillerde kiiltiir siireci sonunda maturasyona benzeyen
pscudomaturasyon  sckillenmekte ve bu nedenle ma-
trasyon bagarilan yiiksck olmaktadir (18). Sunulan ¢a-
lismada, gruplarda clde cdilen maturasyon oranlan kar-
silasunldiginda, en diisiik maturasyon basansi Grup I'de
(1-3 mm) clde cdilirken, diger iki grupta (Grup II ve III)
ulagilan sonuglarl  birbirine benzer bu-
lunmustur. Bu durum yukarida agiklanan aragtirici dii-
siincelerine uymaktadir. Ancak, in vitro embriyo tretimi
tckniginde maturasyon énemli bir agama olmakla birlikte,

maturasyon

gercek  anlamda  maturasyonun ortaya  konmasi fer-
tilizasyon basanst ve erkek pronukleusu geligtirebilme
yetenedi ile iligkilidir. Bu nedenle, amlan biyiikliikler-
deki follikiillerden elde edilen oositlerin maturasyonlari-

nin incelenmesinde, birinci kutup hiicresinin anlmas: ve
cumulus ckspansiyonu gibi morfolojik kriterler tck bas-
larina yeterli goriinmese de, periferal follikiillerden clde
cdilen oositlerin embriyo iretimi galigmalarn igin iyl bir
kaynak olugturdugu kanaatine varildi.

Calisma sonucunda elde cdilen verilerin 1g18inda.
maturasyona alinacak oositlerin aspire cdildikleri follikiil-
lerin biiyiikligii ilc maturasyon bagarisi arasinda pozitf
bir korrelasyon oldugu vec belirli bir buyiiklige ulas:
mayan follikiillerden aspirc edilen oositlerin in vitro fer-
tilizas-yonda kullammlarimn sinirh kalacagi sonucuna va-
rildi.
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