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Sigir Oositlerinin in Vitro Olgunlastiriimasinda Farkli Siirelerin Etkisi*

Sema BIRLER, Serhat PABUCCUOGLU, I. Kamuran ILERI, Serhat ALKAN, Mithat EVECEN
Istanbul Universitesi, Veteriner Fakiltesi, Dolerme ve Sun'i Tohumlama Anabilim Dali, Avcllar, Istanbul-TURKIYE

Gelig Tarihi: 29.01.1997

Ozet: Mezbahada kesilen ineklerin ovaryumlarindan elde edilen oositler (n=157), FSH (Follikil Stimulan Hormon) ve %20 ECS
(Ostrustaki inek serumu) ilaveli modifiye Parker medyumu (MPM) icerisinde, %5 O_, %5 CO_ ve %90 Azot gaz Karigimi altinda
9%95-100 nem ve 39°C 1s1 sartlarinda 22 (n=52), 24 (n=52) ve 26 (n=53) saat olgun?a§t|r11d1. [gu surelerin sonunda oositlerin timi
pipetleme yoluyla kumulus hiicrelerinden ayrildi ve hazirlanan preparat 3:1 oraninda alkol:asetik asit karisiminda 24 saat fikse edildi.
Fiksasyon slresinin sonunda oositler %2’lik aseto-orsein ile boyanarak olgunlasma Kriterleri dederlendirildi.

22, 24 ve 26 saatlik olgunlasma gruplarinda sirasiyla 23 (%44.2), 27 (%51.9) ve 30 (%56.6) oosit Metafaz | ve Il dénemlerine
ulasti. Gruplar arasindaki farklar istatistiki olarak énemli bulunmadi (p>0.05).

Anahtar Sozcukler: Sidir, in vitro olgunlastirma, olgunlastirma siresi.

Effects of Different Maturation Periods on In Vitro Maturation of Bovine Oocytes

Abstract: Primer oocytes (n=157) collected from ovaries of slaughtered cows were matured at 39°C with 95-100% humidity and
under a gas mixture of 5% O_, 5% CO,_ and 90% Nz for 22 (n=52), 24 (n=52) and 26 (n=53) hours. Modified Parker's Medium
(MPM) supplemented with FSﬁl and 20030 ECS was used as maturation medium. At the end of these periods all oocytes were fixated
in ethanol:acetic acid in the ratio of 3:1 for 24 hours and stained by %?2 aceto-orcein to evaluate the maturational criteria.

At the 22, 24 and 26-hours maturation groups, 23(%44.2), 27 (%51.9) and 30 (%56.6) oocytes reached the metaphase | and

stages, respectively. The difference among the groups was not important statistically (p>0.05).

Key Words: Bovine, in vitro maturation, maturation time.

Giris

GUnumizde olduk¢a deger kazanan in vitro
fertilizasyon tekniklerinin ilk asamasi, ovaryumlardaki 2-
6 mm. capindaki follikillerden alinan primer oositlerin
uygun medyuma birakilarak sekonder oosit haline
getirilmesini kapsayan olgunlastirma islemidir.

Memeli hayvanlarda mitoz boélinme ile c¢ogalan
oositler, fotal yasam esnasinda ilk mayotik bélinmeye
baglar. Fakat dogumdan 6nce veya hemen sonra 1. mayoz
bolinme profaz safhasinda durur. Bu dénemde germinal
vezikil (GV) olarak isimlendirilen yapi olusmustur. Mayoz
bolinme, puberteyi takiben ovulasyondan kisa bir stre
once veya oositler follikillerden alinip uygun bir
medyuma birakildiginda sitoplazmik olgunlagmayi
ilerletici bir faktér (Maturation Promoting Factor; MPF)
etkisi ile tekrar baglar. Ovulasyondan hemen 6nce, memeli
oositleri olgunlasmanin son fazini tamamlamadan fertilize
olma ve fertilizasyon olsa dahi erken embriyonik gelisme
yetenegine sahip degildir (1, 2, 3, 4, 5).

Mayozun tekrar baslamasi germinal vezikllin
yikimlanmasi (GV-Brakedown; GVBD) ve bunu takiben ilk

polar cismin atilmasi ile Kkarakterizedir. Bu dodnemde
ovulasyona ugrayan oosit, fertilizasyona kadar 2. mayoz
bolinmenin metafaz safhasinda bekler. Fertilizasyon
mayotik bdlinmenin tamamlanmasini uyarir ve 2. polar
cisim atilir. Fertilizasyon sonrasi erkek ve disi
pronukleuslar olusur. Bu disi ve erkek pronukleuslarin
flzyonu ile fertilizasyon olayr tamamlanir (1, 4, 5, 6, 7,
8, 9).

Sigir oositlerinin in vitro olgunlastirma sureleri cesitli
arastiricilar tarafindan 18-20 saat (10, 11), 22 saat (12),
20-22 saat (13), 20-24 saat (14), 24 saat (2, 4, 15, 16,
17, 18, 19), 24-26 saat (9) ve 27 saat (20, 21) olarak
bildirilmistir.

Bu calismada in vitro fertilizasyonun basarisinda
oldukga etkKili olan in vitro olgunlastirma ele alinarak, sigir
oositlerinin in vitro olgunlastirilmasi igin gerekli olan stre
ve olgunlasma Kriterleri incelendi.

Materyal ve Metot

Calismanin materyalini ismer mezbahasinda (Tuzla-
Istanbul) Kkesilen ineklerin ovaryumlari olusturdu.

* Bu calisma Istanbul Universitesi Arastirma Fonunca desteklenmistir. Proje No: 720/260495
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Tablo 1. Moadifiye Parker Medyumunun bilegimi.

Ovaryumlar, icerisinde 30-35°C 1sida serum fizyolgjik
(960.9 NaCl) bulunan termosa konarak laboratuvara
getirildi. Ik hayvanin kesiminden itibaren tiim oositlerin

Madde (mg/100 m) Miter kazanilip olgunlasma medyumu igerisinde inkibatére
NaCl konmasina kadar gecen slrenin 5 saatten daha fazla
KCl - olmamasina 6zen gosterildi.
ZZ:S?S 4 8(?'0 Laboratuvara getirilen ovaryumlar 30-35°C isida
caCiz serum fizyolojik (%0.9 NaCl) ile yikandi ve serum
MgCI2 fizyolgjik igerisinde birakildi. Ovaryumlarin yizeyi bistiri
Lactat-sirup %60 ile degisik yonlerde kesildi (Sekil 1) ve Kesitler, icinde %1
Phenolred oraninda FCS (Fetal Calf Serum; Biochrom, S0115)
E‘;“;Egme oo bulunan yaklasik olarak 35-38°C 1sida %0.9 NaCl ile bir
Na-Pyruvate 250 saat camina yikandi. Yikanti sivisi stereo mikroskop
Ca-lactate 60.0 altinda degerlendirilerek en az 4 sira kompakt kumulus
Medium-199 (Sigma, TO6105) 90 ml hiicre kitlesi ve homajen vitellusa sahip oositler (Sekil 2)
Olgunlagsma Qosit sayisl Germinal Diakinez (%) Metafaz | Metafaz Il Tablo 2. Dedisik surelerde olgun-
siiresi (N) Vezikil (%) (%) (%) lastinlan oositlerin bu
sureler sonundaki
gelisme donemleri.
22 saat 52 17 (32.7) 12 (23.1) 17 (32.7) 6 (11.5)
24 saat 52 11 (21.2) 14 (26.9) 16 (30.8) 11 (21.1)
26 saat 53 16 (30.2) 7 (13.2) 21 (39.6) 9 (17.0)

Sekil 1. Oosit kazanmak i¢in ovaryum yUzeyinin degisik yonlerde
kesilmesi.
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olgunlastirma amaciyla secildi. Secilen oositler, %10
oraninda FCS ilaveli 90.9 NaCl bulunan mini petri
kutularinda (Greiner; 627 160) 3 kez pasajlandi ve
olgunlagstirma medyumu [% 20 ECS ve FSH (Sigma;
F8001) ilaveli MPM] icerisine alindi. Medyumun igeridi
Tablo 1'de gorulmektedir. Medyumlarda steril-apirojen
enjeksiyonluk su (Haver) kullanildi ve bu stok medyuma
yapilan ilaveler gunlik olarak hazirlandi. Qositlerin
olgunlastiriimasi 4°lu petri kutularinda (Nunc, 176740)
ve petri kutularinin her bir g6z (well) icerisinde 20-25
oosit olacak sekilde gergeklestiridi. Bu sekilde hazirlanan
petriler %100’e yakin nem ve 39°C (x0.57C) isinin
saglandigi, %5 CO,, %5 O, ve %90 Azot karigimi ile
gazlanan anaerobik jar icerisinde inkiibatére yerlestirildi.
Oositler 3 grup halinde, 22 (n=52), 24 (n=52) ve 26
(n=53) saat slreyle inkibe edildi. Bu streler sonunda her
gruptan oositlerin timu pipetleme yoluyla kumulus
hicrelerinden ayrildi ve preparat hazirlandi. Hazirlanan
preparatlar 3:1 oraninda alkol:asetik asit karisiminda 24
saat slreyle fikse edildi ve 9%Z2’lik aseto-orsein ile
boyanarak olgunlagsma kriterleri agisindan degerlendirildi.
Oositlerdeki olgunlasma kriterleri olarak germinal
vezikulin yikimlanmasi ve oosit nikleusunun M | ve daha
sonra 1. polar cismin atilmastyla M II'ye ulagmasi kabul
edildi (Sekil 3-9).

Verilerin istatistiki degerlendirilmesinde t-Testinden
yararlanildr.



Bulgular

Calismada 157 oosit Kkullanildi. Oositlerin 22 saat
olgunlastirildii grupta (n=52) 17 oosit (%32.7)
germinal vezikil (GV) doneminde kalirken, 12 oosit
(%23.1) diakinez, 17 tanesi (%32.7) Metafaz [ (M ) ve
6 tanesi (%11.5) M Il donemine ulastl. 24 saatlik
gruptaki (n=52) GV, Diakinez, M | ve M Il dénemlerindeki
oosit sayilari sirastyla 11 (%21.2), 14 (%26.9), 16
(9%30.8) ve 11 (%21.1) iken, 26 saatlik olgunlasma
grubunda (n=53) ise sirasiyla 16 (%30.2), 7 (%13.2),
21 (%39.6) ve 9 (%17.0) oldu.

S. BIRLER et al.

Sekil 2. Kesilen ovaryum yuzeyinin yikan-
mas! ile elde edilen oositler.
Sekil 3. Germinal vezikul (GV) déneminde

bir primer oosit.

Calismada 22, 24 ve 26 saatlik olgunlasma sirelerinin
sonunda sirasiyla 35 (%67.3), 41 (%78.8) ve 37
(%69.8) oositin mayoza devam ettigi gozlenirken,
metafaz dénemine ulasan (M | + M Il) oosit sayilari 22,
24 ve 26 saatlik olgunlasma gruplarinda sirasiyla 23
(9644.2), 27 (%51.9) ve 30 (%56.6) olarak saptandi.

Elde edilen verilerin tamami Tablo 2’de sunuldu.

Tartisma

Mezbaha materyalinden elde edilen primer oositlerin
in vitro olgunlastirildigi bu calismada mayoza devam eden
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oosit oranlari (22, 24 ve 26 saatlik gruplar i¢in sirasiyla
%67.3, %78.8 ve %69.8), King ve Linares (14)'in 20-24
saat olgunlasma ile elde ettikleri orandan (%40) oldukca
yuksek bulundu. Calismada olgunlasma gruplarina gore
metafaz dénemine (M | + M II) ulasan oositler gibi, M
II'ye ulagan, yani 1. mayoz béllinmesini tamamlamis olan
oositlerin oranlart arasindaki farklar da istatistiki acidan
anlamli bulunmadi (p>0.05). Calismada elde edilen M 11
oranlari, Dominko ve First (2)'in %75-77, Saeki ve ark.
(9)'nin %88-93, Tornesi ve ark. (13)'nin %69, Chian ve
Niwa (15)'nin 9%79~86, Chian ve ark. (16)'nin %82 ve
Fukui ve Ono (17)nun 9%056-72 olarak saptadiklari
oranlarin oldukca altinda gerceklesti.
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Sekil 4. Diakinez doneminde bir primer
00sit.
Sekil 5. Germinal vezikul yikimlanmasi

(GVBD) tamamlanmig, Metafaz |
(M 1) doneminde bir oosit.

Xu ve ark. (21), mezbahadaki kesim anindan oosit
aspirasyonuna kadar gegen strenin kisa olmasi gerektigini
ve bu 6n surenin, germinal vezikulin yikimi icin Kritik
oldugunu bildirmiglerdir. Bu c¢alismada Tuzla'daki
mezbahadan  alinan  ovaryumlarin  Avcilar'daki
laboratuvara getirilmesi ve oositlerin kazaniimasina kadar
24.5 saatlik bir strenin gectidi gdz 6nine alindiginda,
nlklear olgunlasmanin disik olmasi bir o6lclde
aciklanabilmektedir.

Dominko ve First (2), FSH ile muamelede 1. mayoz
bélinmenin tamamlanmasinin geciktigini, bu durumun LH
kullanildiinda daha iyi oldugunu bildirmistir. Sunulan



calismada, olgunlasma medyumunda LH yerine FSH
kullanilmistir. Bu durumun da sonuglart (az da olsa)
etkileyebilecedi disunilmektedir.

Pinyopummintr ve Bavister (18), in vitro
olgunlastirma esnasinda ortamdaki gaz miktarlarinin
olgunlasma Uzerine etkisini incelemisler ve %5, %10 ve
%20 oraninda oksijen (0,) kullandiklari gruplarda M II'ye
gelisim oranlarini sirasiyla 99.3, %26.9 ve %71.4
olarak bildirmislerdir. Calismamizda anaerob jar icerisinde
yapilan kultir islemlerinde %5 O,, %5 CO, ve %90 N,
Karigimi ile gazlama yapilmis ve elde edilen M II oranlari
(%11.5-21.1), Pinyopummintr ve Bavister (18)'in %5 O,

S. BIRLER et al.

Sekil 6. M I-Anafaz déneminde bir primer
00sit.
Sekil 7. Telofaz déneminde bir oosit.

grubunda elde ettikleri oraninin (%9.3) Uzerinde iken,
ayni aragtiricilarin 920 O, grubunda saptadigi M I
oraninin (%71.4) olduk¢a altinda gergeklesmistir. Bu
sonuclar O, konsantrasyonun in vitro olgunlasma
lzerinde oldukca 6nemli oldugunu gdstermis ve atmosfer
havasi icinde %5 CO, ortami saglayan CO,li etlv
kullaniminin gerekliligini ortaya koymustur.

Sonug¢ olarak, 22 saatlik olgunlasma suresinin sigir
oositlerinin in vitro olgunlastiriimasinda yetersiz kaldigt,
24 ve 26 saatlik sirelerin uygulanmasinin daha dogru
olacagi kanisina varildi.
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Sekil 8. Olgunlagsma sonrasi  kumulus
ekspansiyonu.
Sekil 9. Birinci polar cismini atmig, M I

doneminde bir sekonder oosit.
=> Polar cisim.
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