Lalahan Hav. Arast. Enst. Dera. 2006. 46 (1) 59 - 69

SIGIRLARDA iN VITRO OOSIiT MATURASYONU
(DERLEME)

(In vitro Maturation of Bovine Oocytes) (A Review)
Numan AKYOL'!

1: Dr. Veteriner Hekim, Lalahan HayvanciikMerkez Arastirma Enstitiisii

OZET

Bu derlemede, in vitro kosullarda sigir embriyosu elde edilmesinde 6nemli bir adim olan in vitro oosit

maturasyonuna etki eden faktorler konu edilmistir.
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SUMMARY

In vitro maturation is an important step for in vitro production of bovine embryos. In this review, how to realize in
vitro bovine oocytes maturation and factors affecting on this procedure were discussed.
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GIRIS

Hayvansal biyoteknoloji konusunda
sagladigi biiyilk avantaja ragmen pek cok
laboratuvarda in vitro sigir embriyosu elde
9%?25-50 arasinda kalmaktadir.
Bunun baslica nedeni kiiltiir kosullarinin ve in

etme orani

vitro  oosit  maturasyonunun  Oniindeki
problemlerin asilamamis olmasindandir. Heniiz
basar1 diizeyi tatmin edici olmasa da in vitro
fertilizasyon konusu, gelismis iilkelerin pek
cogunda hayvan 1slah1 dalindaki yerini ¢oktan
almistir. Hayvansal gidalardan yararlanma
oraninin gelismis iilkelere kiyasla oldukga
diisilk kaldigi iilkemizde, hayvansal protein
aciginm  kapatmak icin bu gibi tekniklerin
hayvancilia verebilecegi katkilar gozardi
edilmemelidir. Bu calismada, in vitro oosit
maturasyonuna etki eden faktorler irdelenerek
bu konuyla ilgilenen arastiricilara faydali

bilgiler verilmeye ¢alisilmistir.
Oosit Maturasyonu

Sigir oositi, niikleer ve sitoplazmik
maturasyon evrelerinden gecerek fertilizasyona
hazir hale gelir. Niikleer maturasyon, oosit
niikleusunun germinal vezikiil asamasindan
metafaz-2 (M-II) safhasina ulagmasi durumu-
dur. Bu gelisim, germinal vezikiil yikimlanmasi
(Germinal Vesicle Break Down-GVBD), kro-

mozom kondenzasyonu, birinci metafazin ig
iplik¢iklerinin olusumu, homolog kromozom-
larin polar cisimcik vasitasiyla atilmasi ve M-I1
durumuna gegilmesi olgularin1 kapsar. Ardin-
dan da rediiksiyon bdliinmesiyle birlikte
kromozom sayisi haploid (n=30) duruma gelir
(31).

Sitoplazmik maturasyon ise, oositin
GV sathasindan M-II safhasina, olgun bir oosit
oluncaya kadar gecirmis oldugu ultrastriiktiirel
degisimleri ifade eder. Bu degisimler, oositin
normal fertilizasyonu, boliinmeye baslamasi ve
blastosist safhasina kadar ulagsmasinda indirekt
olarak etkilidir.

Maturasyonu destekleyici faktor (Matu-
ration Promotion Factor-MPF), mayoz kilitlen-
mesi (Meiotic Arrest), folikiiler apoptozis,
inhibitorler, folikiiler sivi oositin in vivo
maturasyonunu az ya da ¢ok etkileyen faktorler
arasindadir.

in vitro Maturasyona Etki Eden

Faktorler
Oosit Vericisinin Fizyolojik Durumu
Pubertaya ulasmis diiveler oosit vericisi
olabilir.  Bunun icin tek  gereksinim,
ovaryumlarda antral folikiillerin bulunmasidir.
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Hipoplastik ovaryumlara sahip, postpartum
donemde olan ve doguma c¢ok az bir siire
kalmis hayvanlarin donor olarak kullanilmasi
uygun degildir. Say1 ve Kkalite olarak
vericilerden toplanan oositlerde biiyiik farklilik
vardir. Bunun nedeni vericilerin genetik
karakterleri, bakim ve beslenme sartlarindaki
farkliliklardir.  Saglik  durumlari, cevresel
kosullar1 ve beslenme sartlar1 iyi olan
vericilerden toplanan oosit sayr ve kalitesi
yiiksek olmaktadir (17).

Hayvanlardan puberta O©ncesi oosit
toplanabilirse de elde edilen oositlerde heniiz
yeteri diizeyde hormon reseptorii
bulunmayisindan dolay1r bunlarin maturasyon
yetenekleri siirli kalmaktadir (39). Sicaklik
stresi altindaki sigirlarin ovaryumlarindan elde
edilen oositlerin, maturasyon ve embriyo

olusturma yetenekleri sinirli kalmaktadir (3).

Ostrus Siklusu ve Folikiiler
Dalgalanma

Ovaryumlardan toplanan oosit miktari,
bunlarin gelisim ve fertilizasyon yetenekleri
sekstiiel siklusun evreleriyle yakindan ilgilidir.
Ornek olarak, ovaryumda korpus luteum
bulunmast durumunda en yiiksek oranda,
korpus luteum ile birlikte dominant folikiil
bulunmasi durumunda daha diisiik oranda oosit
toplanmistir. Yalnizca dominant folikiiliin yer
aldig1 ovaryumlardan toplanan oosit sayisi en
diisiik seviyede kalmistir (55). Atrezi safhasina
giren folikiillerin in vitro gelisim kapasiteleri
diisiik olmaktadir. Bu bakimdan, heniiz
folikiiler fazda yani atrezi donemine girilmeden
onceki safthada oosit toplanmasinin daha c¢ok
maturasyon orani sagladig1 soylenebilir (22, 26,
37).

Folikiil Biiyiikliigii

In vitro embriyo iiretimi amaciyla 2-6
mm capindaki folikiiller kullanilir. Antral
folikiillerden capt 2 mm’ye kadar olanlarda
gelisim icin gerekli mikro ¢evre sartlar1 heniiz

olusmadigindan maturasyon yetenekleri cok
diigiiktiir. Bunun bir nedeni de biiyiime
siirecinde olan oositin yeteri diizeyde RNA
sentezi yapamamig olmasidir (1).

Folikiil
maturasyon yetenegi artmaktadir. Ancak

biiyiikliigliniin ~ artmasiyla
folikiil bilyiikliigii, oositin kaliteli embriyo
haline gelmesi icin tek olgiit degildir. Biiyiik bir
folikiil zayif gelisim kabiliyeti gosterebildigi
gibi orta biiyiiklilkte bir folikiil de iyi bir
gelisim gosterebilmektedir (48). Arastiricilar
arasindaki yaygin kanaat folikiil biiyiidiik¢ce
gelisim yeteneklerinin artti§i  yOniindedir.
Biiyiik folikiillerin sitoplazmik maturasyonu
tamamlamis olmalar1 buna en biilyiik gerekcedir
(34, 42).

Kumulus Oosit Kompleksi (COC)

Granuloza ve teka hiicreleri mayotik
dinlenme siireci icinde oositin ihtiyaglariin
karsilanmasina, maturasyona baslayan oositlerin
gelisim kabiliyeti kazanmasina yardim ederler.
Granuloza hiicreleriyle birlikte oosite Kumulus
Oosit Kompleks (COC) denmektedir (51).
Biitiin bu hiicreler ve oosit parakrin, otokrin
hormonlar ve biiyiime faktorleri sayesinde
indirekt olarak iliski halindedirler. Ayrica
kumulus hiicreleri ile oosit, gap junction adi
verilen ve birbirine ¢ok yakin hiicreler arasinda
iyon gecisinin saglandigi  6zel bolgeler
sayesinde direkt olarak baglanti halindedir (22).

Kumulus hiicreleri, oositin yeterli
gelisim kapasitesine ulagmasi ve beslenmesi
acisindan kritik role sahiptir. Immature oositte
glutasyon oram diisiiktiir. Bu oran maturasyon
stireci igerisinde yiikselir ve ikinci metafaz
sathasinda en yiiksek seviyesine ulagir.
Glutasyon,  spermatozoon  kromatinlerinin
dekondenzasyonu ve histonlar tarafindan
protaminlerin yer degistirmesi siiresince disiilfit
baglarimin azaltilmasindan sorumludur. Ayrica
kumulus hiicreleri RNA sentezinde regiilator

bir role sahiptir (20, 25).
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Oosit Kalitesi

Dogru oosit se¢imi in vitro embriyo
tiretiminde basarinin anahtar1 durumundadir
(Tablo 1).

Bazi arastiricilara gore oosit, kumulus
hiicreleri  ve oosit sitoplazmasit  birlikte
degerlendirmeye alinir. Buna gore, (1, 2, 3, 4)
seklinde dort farkli siniflama yapilir. Yalnizca
kumulus hiicrelerinin morfolojik durumuna
bakilarak A, B, C ve D seklinde de
siniflandirma yapilmaktadir. Bu siniflamalara
gore yalniz dordiincii grup ¢ok diisiik in vitro
maturasyon

yetenegindedir. Homojen

goriinimlii bir sitoplazma, oositi c¢evreleyen,
bozulmamis ve kompakt yapida kumulus
hiicreleri, immature oositin maturasyon ve
embriyonik gelisim yeteneginin en Onemli
isaretlerindendir (10, 25) (Sekil 1).

Baz1 arastiricilar ise, sitoplazmasi
homojen goriiniiste, zona pellusidaya sikica
tutunmus ve kompakt yapida kumulusa sahip
oositleri ~ “Gelisime  uygun”,  heterojen
sitoplazmali ve ekspanse olmus kumulus
hiicrelerine sahip oositleri de “gelisime uygun
oositler

olmayan” seklinde

siniflandirmaktadirlar (57).

Tablo 1. Kumulus Morfolojisine gore siniflandirilan oositlerin boliinme yetenekleri (47)

Kategori Maturasyona alinan Boliinen Boliinme oram
A 364 232 63.7
B 122 36 29.5
C 158 28 17.7

A B

Sekil 1. Kalite siniflandirmasina gore sematik COC goriiniimleri

Maturasyon Siiresi

In vitro maturasyona alinan immature
s1gir oositlerinde 0-6.6. saatlerde GV olusumu,
6.6-8.0. saatlerde germinal vezikill yikimi
(GVBD), 8.0-10.3. saatlerde kromozom dekon-
denzasyonu, 10.3-15.4. saatler arasinda birinci
metafaz, 15.4-18.0. saatler arasinda birinci
anafaz ile telofaz ve 18.0-24.0. saatler arasinda
da ikinci metafaz asamalan gecilir. GVBD ve
birinci polar cisimcigin atilmasi, kumulus
hiicrelerinin ekspansiyonu ile yakindan iligki-

lidir. Inek oositlerinin in vitro maturasyonun-
da, maturasyon zamani olarak 18 saatten 27
saate kadar degisik siireler bildirilmekle
birlikte cogunlukla 22-24 saat kullanilmaktadir
(1, 8, 20).

Stcaklik, Nem ve Cevresel Gaz
Bilesimleri

GVBD ve birinci metafazin son
safthalar1 oosit maturasyon siirecinde en hassas
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donemlerdir. Diisiik sicaklik diizeylerinde
mayoz ig iplik¢iklerinin olusumu durmaktadir.
In vitro maturasyon siireci igerisinde, 39°C’ye
yakin  sicaklik degerlerinde normal ig
iplikgikleri  morfolojisinin  korundugu ve
maturasyon oraninin optimum oldugu bildiril-
mektedir (41). Inkubatér ortaminda, maturas-
yon mediumunun evaporasyonla derisiminin
ve pH sinin degismemesi amaciyla cevresel
nemin % 95’in lizerinde olmasi gerekir (39).

Oksijen, memeli hiicrelerince enerji
iretimi igin esansiyel oneme sahiptir. Kiiltiir
ortamlarinda kullanilan oksijen miktarina bir
de hiicrelerce iiretilen, siiperoksit, hidrojen
peroksit, ve hidroksil radikalleri gibi reaktif
oksijenler eklendiginden, bu hiicreler oksidatif
strese maruz kalmaktadirlar. Reaktif oksijenler,
lipit peroksidasyonu vasitasiyla membran
bozunmasi, enzim inaktivasyonu, DNA’larda
yapisal hasarlar yapar ve sonucta hiicre
Oliimiine neden olurlar. Yaygin olarak kulla-
nilan %5 CO, ve hava sistemlerinde, yaklasik
olarak %20 kadar oksijen bulunmaktadir. Bu
oran pek ¢ok memeli embriyosunun geligi-
minde olumsuz bir etki yapar. Oosit maturas-
yonu i¢in yiiksek konsantrasyondaki oksijenin,
oositler tizerindeki olumsuz etkisini azaltmak
amaciyla konu edilen gaz ortamina alternatif
olarak %5 CO,, %5 O, ve %90 N, bilesimi
kullanilmaktadir. Yiiksek oksijen konsantras-
yonu oosit maturasyonunu bloke etmektedir.
Bu bakimdan in vitro kiiltiir kosullarinda %20
oksijen orani yiiksek kabul edilmekte ve %5-
10 oksijen diizeylerinin en uygun maturasyon
orani sagladigi kaydedil-mektedir (52, 54).

Maturasyon Ortamlarinin Ozmotik
Degeri

In vitro kiiltiir sartlarin oosit igin
optimum olmasi gerekmektedir. Bu amagla
kullanilan mediumlarin ozmotik basinci, viicut
stvilarinin sahip oldugu degere (308 mOsm)
yakin olarak hazirlanmalidir. Hiperozmotik
maturasyon mediumu igerisinde  kiiltiiriin

ardindan belirgin oranda dejenere oosit varlig
gozlenmektedir. Bu tiir oositler diizensiz
kromozom morfolojisi, diizensiz ve transparent
bir sitoplazma ile karakterize olurlar. Diisiik
ozmotik seviyelerde ise ikinci polar cisimcik
olusumunun baskilanmasi ve ilk boliinmenin
gecikmesi s6z konusu olmaktadir (5). Ozmotik
basing, sigir oositlerinin germinal vezikiil ve
ikinci mayoz safhalarinda gelisim yetenekleri
iizerinde 6nemli derecede etkilidir (2). Yiiksek
osmolariteye sahip mediumlarda oosit inkubas-
yonu sonucu, oositin gelisim yeteneginin
onemli oranda diistigii goriilmiistiir. Oositin
canliligin1 devam ettirebilmesi bakimindan
mediumlarin uygun ozmolaritede hazirlanmasi
gerekir (18, 32).

In vitro Maturasyon Sistemleri

Oositler, maturasyon mediumlarina
degisik sekillerde yerlestirilerek inkube edil-
mektedir. Genel olarak bu amagla; 35 mm petri
kutularinda 50-100pul medium/ 10-20 oosit
tarzi  kullanirken, pH'in  daha  stabil
tutulabildigi 600ul medium/100 oosit tarzi da
kullanil-maktadir (25).

Bazi arastiricilar ise; 2ml medium/20
oosit oraninin kullanildig: “statik flaks sistem”
adi verilen yoOntemleri tercih etmektedirler.
Aslinda statik sistemler ko-kiiltiiriin kullanil-
madigi, statik olmayan sistemler ise folikiiler
hiicrelerin  ko-kiiltir amaciyla kullanildig:

sistemler olarak bilinir (39).

Maturasyon icin Kullanilan
Mediumlar

Yapilan c¢alismalar, mediumun oosit
maturasyonunda 6zel 6neme sahip oldugunu
gostermektedir. Maturasyon amaciyla kullani-
lan medium, yalnizca sigir oositlerinin ikinci
metafaza ulagsmasina degil, ayn1 zamanda nor-
mal fertilizasyon gerceklestirebilecek yetenege
ulasmasina ve embriyo olustuktan sonra
gosterdigi  gelisim performansina da etki
etmektedir (6).
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Sigir  oositlerinin  maturasyonunda
kullanilan mediumlar, basit (simple) ve
kompleks (complex) olarak siniflandirilir.
Basit maturasyon mediumlari, bikarbonat
tampon  sistemlerinin  kullanildigr  temel
fizyolojik tuzlardan olusan sistemlerdir.
Bunlara piruvat, laktat tuzlari ve glukoz da
ilave edilebilir (1).

Kompleks maturasyon mediumlari,
basit medium igeriklerine ilave olarak amino
asitler, vitaminler, piirinler ve serum igerisinde
mevcut diger substanslar1 igermektedirler.
Kompleks maturasyon mediumlarindan en
yaygin olarak  kullanilann1  TCM-199’dur
(Tissue Culture Medium). TCM-199 icerisine
HEPES  (N-2-hidroksietil-  piperazin-N’-2-
etanosiilfonik asit) ve bikarbonat tamponlar
katilabilmektedir. Ham’s F-10, Menezo-B2
mediumu ise kompleks maturasyon medium-
larina verilecek diger yaygin orneklerdir (9,
28).

Gerek  basit, gerekse kompleks
maturasyon mediumlarinda ortak nokta, oositin
temel diizeyde ihtiyaclarinin karsilanmasidir.
Biitiin maturasyon mediumlarin hazirlanmasi
icin kullanilmasi gereken su, ilk ve en dnemli
basamagi olusturur. Bu amagla en basta, her
tiirli mikroorganizma kontaminasyonundan,
hiicrelere zarar verebilecek, kati, sivi ve gaz
formundaki yabanci maddelerden uzak olmasi
sarttir. Hiicre kiiltiiri amaciyla biitiin bu
sayilanlar1 ultra saf su ile elde etmek
miimkiindiir. Medium yapimina uygun en yiik-
sek kalitede saf suyun elde edilmesi amaciyla,
saflastirma, distilasyon, deionizasyon, revers
0zmoz, adsorbsiyon ve ultrafiltrasyon gibi bir
seri islem gerekir ve elde edilen suyun elektrik
iletkenligi yaklasik 0.06 uS™ olmalidir (20).

Maturasyon Mediumuna Yapilan
Katkilar

1.Hormon Katkilari

Gonadotropik Hormonlar

Gonadotropik ~ hormonlarin  oosit
maturasyonu, fertilizasyonu ve erken embriyo
gelisimi tizerine olan etkileri farklidir. LH,
oosit maturasyonunu degil, daha ¢ok in vitro
fertilizasyon sonrasi erken embriyonik gelisim
yetenegini artirmaktadir (15, 59). Nakagawa ve
Leibo (41), tek basma LH’in kullanildig
durumlarda maturasyon oraninin  Onemli

diizeyde arttigin1 vurgulamistir.

Kiiltiir ortamina katilan LH oositin
besinsel cevresini degistirmekte ve kumulus
hiicrelerinin ~ yardimiyla  oositin  glukoz
kullanim1 artirmaktadir. Yani glukoz bulunan
maturasyon ortaminda piriivik asit yapimini
koriiklemektedir. Yiikselen mitokondriyal gli-
koz oksidasyonunun ardindan hiicrede gliko-
lizis uyarilmaktadir. LH oosit i¢inde glutamin
metabolizmasin1 da hizlandirmaktadir. Biitiin
bu olaylarin gerceklesebilmesi icin oositle
birlikte kumulus hiicrelerinin (COC) olmasi
gerekir ciinkii, LH etkisini gosterebilmek icin
teka hiicrelerinde mevcut LH reseptorlerine
ihtiya¢ duyar (59).

FSH, granuloza hiicrelerindeki aroma-
taz aktiviteyi canlandirarak folikiiler mikrogev-
renin androjen karakterden Ostrojene doniis-
mesini saglar. FSH’nin, in vivo kosullarda
ovaryumdan Ostrojen ve inhibin salinimini
uyardig1 bilinmektedir. Ancak in vitro sartlarda
FSH’1n bu islevi oldukga diisiiktiir. FSH’in in
vitro maturasyonda, en biiyiik roliiniin kumulus
hiicre ekspansiyonu ve sperm kapasitasyonu ile
fertilizasyon asamasinda oldugu kaydedil-
mektedir.  Maturasyon mediumuna katilan
FSH erken embriyonik gelisim asamasinda
daha etkili olurken, mayotik gelisimde ve
fertilizasyonda da etkili olmaktadir (13).

Oosit maturasyonu amaciyla daha ¢ok
FSH ve LH kombinasyonu kullanilmakta ve
pek cok arastirici, bunlarin mediuma katilmasi
halinde iyi derecede maturasyon ve fertili-
zasyon sonucu aldiklarini bildirmektedirler (7,
16, 29).
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Ostrojen 17-f (E,) ve Progesteron

In vitro oosit maturasyonunun uyaril-
mast amaciyla, kiiltiir ortamina &strojen ve
progesteron katilmaktadir. Sinerjik etkileri
bakimindan ¢ogunlukla  gonadotropinlerle
birlikte kullanilmaktadirlar (36).

Ostradiol 17-p (E,), in vitro kosullarda
epitel mitogenezis, sekretorik protein yapimi,
apoptozis gibi durumlarda epitel hiicrelerinin
bagkalasim seyri ve epitel hiicrelerinin sahip
olduklar1 progesteron reseptorleri tizerinde
diizenleyici rol oynarlar. Hedef organlardaki
etkisini reseptorler yardimiyla gergeklestirir.
Epitel proliferasyonunda, E, ile birlikte
biiyime faktorleri de (GF) gelisim siirecine
dahil  olurlar ve epidermal  biiyiime
faktorlerinin (EGF) ve onlarin reseptorlerinin
sayica artmasin saglarlar (12).

Folikiiler gelisim ve ovulasyonda,
ostradioliin  6nemli rol oynadigina inanilir.
Granuloza hiicrelerinin gonadotropinlere karsi
cevabiyla steroit sentezi artmakta, bu da folikiil
hiicrelerinin proliferasyon ve farklilagmasini
saglamaktadir. Ovulator LH yiikselisi, oositin
folikiil icerisinde mayotik maturasyonunu
baglatir. Ovulasyonun ardindan Ostradiol
diizeyi zamanla diismeye ve progesteron
diizeyi artmaya baglar. Oosit maturasyonu i¢in
Ostradiol/progesteron dengesinin biiyiik 6nemi
vardir. Ostradiol, oosit maturasyonuna olan
olumlu etkilerinden dolayr dogrudan ya da
dolayli olarak maturasyon mediumuna ilave
edilmektedir. Proostrus ve Ostrustaki inek ve
diivelerin serumlardaki E,’den dolayli olarak
yararlanmak amaciyla elde edilen bu serumlar
kiiltiir ortamimna %5-10-20 oranlarinda veya
hazir Ostradiol preparatlari, Ipg E,/1ml
maturasyon mediumu olacak sekilde katila-
bilirler. Daha yiiksek E, diizeyinin ig
iplik¢ikleri ve polar cisim olusumuna zit etkide
oldugu belirtilmektedir (20).

In vitro maturasyon mediumuna
ostradiol katilmasi, sigir oositlerinin niikleer
ve sitoplazmik maturasyonunu artirmaktadir.
LH ve FSH ile birlikte kullanildiginda ise
maturas-yon, fertilizasyon ve 4-8 hiicreli
embriyo olusumuna yardimci olmaktadir. Adi
gecen etkiler, Oonemli oranda maturasyona
aliman oositlerin kompakt kumulus yapisina
sahip olmasina baghdir (16, 57).

Prolaktin

Prolaktin hormonu, maturasyon medi-
umunun bilesimine bagli olarak, in vitro oosit
mayozunu desteklemektedir. Bu hormon, erken
gelisim donemindeki oositte, Ca™ seviyesini
kontrol ettiginden bazi kromozom dejena-
rasyonlarini da onledigi bildirilmektedir (27).

Biiyiime Faktorleri (Bovine

Somatotrophin)

Maturasyon mediumuna katilan biiyii-
me hormonu, granuloza hiicreleri tarafindan
iretilen insiilin benzeri biiylime faktOriiniin
miktarinm yiikselterek etkili olmakta ve oositin
sitoplazmik maturasyon yetenegini artirmak-
tadir (24).

Yaygin olmamakla birlikte, sigir
oositlerinin in vitro maturasyonunun destek-
lenmesinde, Tiroit Uyarict Hormon (TSH),
insiilin, oksitosin, follistatin, aktivin ve inhibin
gibi hormon katkilarinin yami sira, erkek
proniikleus  olusumunu  destekleyen ve
glutasyonun bir alt komponenti olan sistein
kullanilmaktadir. Bu  katki
maddelerine ilave olarak, sitokinler (cytokins),
etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), ticari
stirfaktantlar gibi onlarca katki maddesi de bu

(cysteine)

amagla maturasyon mediumlarina ilave
edilmektedir (33, 38, 53). Maturasyon
mediumuna katilan insiilin, kumulus
hiicrelerinden sperm kapasitasyonuna neden
olan biyolojik {tiriinlerin salinmasini uyararak

fertilizasyon oranini artirmaktadir (30).



SIGIRLARDA iN ViTRO OOSIT MATURASYONU

2.Protein (Serum ve Albumin)
Katkilar

Kiiltiir ortamlarina serum ve BSA
katilmasi oositlerin maturasyonuna yardimci
olmaktadir. In vitro fertilizasyon prosediiriinde
en cok kullanilan protein kaynagi sigir serumu
ve s1g1r serum albuminidir (BSA) (19, 43).

BSA, makromolekiil
gelisim komponentlerini iceren ve kristalize

diizeyinde

halde kullanilan bir iriindiir. Degisik
fraksiyonlar1 ~ bulunmakla  birlikte  kiiltiir
medium  katkist  olarak  V-fraksiyonu
kullanilmaktadir. Ancak piirifiye BSA veya
yag asitlerinden arindirilmis (Fatty acid free)
BSA veya tavuk yumurtas1 albumini embriyo
gelisimi agisindan daha iyi sonu¢ vermektedir.
BSA igerisinde diisiik molekiil agirligina sahip
bilesenlerin olmast oosit maturasyonunu
olumsuz etkiler. BSA’nmin Kkiiltiir siiresince
oosit  iizerinde  oynadigi  rol  heniiz
aydinlanmamistir. Bununla birlikte bilinen
birkagc gorevi, agir metalleri albumin
selatlarina  doniistiirmesi ve pH tamponu
olmasidir. BSA kullanimiyla olusan bu
olumsuzluklar, Polivinil pirrolidon (PVP-40)
gibi sentetik makromolekiillerin kullanimiyla

giderilebilir (4).

In vitro maturasyonda fotal buzag
serumunun (FCS), BSA’dan daha iistiin oldugu
kabul edilir, bununla birlikte LH ve 0Ostrustaki
inek serumu (ECS) ile birlikte kullanilmasi
durumunda elde edilen fertilizasyon oraninin
hayli yiiksek oldugu, Ostrustaki inek serumu
katkisiyla da ilk boliinme oranimin Onemli
Olciide arttig bildirilmektedir (46, 58).

Serumlar, maturasyon ortamlarina;
fotal buzagi serumu (Fetal Calf Serum-FCS),
proostrus donemindeki inek serumu (Proestrus
Cow Serum-PECS), siiperovulasyon olusturul-
mus inek serumu (Superovulated Cow Serum-
SCS), kastre okiiz serumu (Steer Serum-SS)

olarak katilabilmektedir. Serum kaynagi olarak

fotus, yeni dogan buzagi ve seksiiel siklusunun
degisik evrelerinde olgun inek ve diiveler
kullanilabilir. Ancak bu degisik donemlerde,
hayvanlardan elde edilen serum igerigi
ozellikle de hormon diizeyleri dogal olarak
farkli  olmaktadir. Ornegin fotusta kan
parametreleri anne ile biiyilk oranda
benzesmektedir. Buzagi serumunda E, icerigi
dogumdan hemen sonra 28 pg/ml olurken,
dogum gerceklestikten bir hafta sonra E,
oranindaki diisiis en belirgin seviyesine ulasir
ve 0.52 pg/ml olarak olciiliir. Buzag: yaklasik
6 haftalik yasindayken, plazma E, diizeyinde
bir yiikselis daha go6zlenir ve yaklasikl-2
pg/ml olur (40).

Serum kaynagi olarak kullanilan biitiin
hayvanlar, hastaliklardan ari olmalidir. Bu
hayvanlarda serumun bilesimini dolayisiyla
oosit maturasyonunu olumsuz etkileyecek
medikal uygulamalar yapilmamalidir. Serum-
lara, kullanimlarindan 6nce, 56°C’de 30 dakika
1styla inaktivasyon islemi uygulanir (29, 45).
Bazi arastiricilar 1siyla inaktivasyon islemi
sonunda oosit lizerinde toksik etkili serbest
radikallerin olustugu ve serum igerigindeki
bazi yararli komponentlerin yok oldugunu
bildirmektedir (6).

Maturasyon ve kiiltiir asamalarinda
serum kullanimi, bir ¢ok riski de beraberinde
getirmektedir. Serum gibi biyolojik iirtinlerin
kullanimiyla, viral kontaminasyonlar miimkiin
olmaktadir. in vitro fertilizasyon gebelikle-
rinde, gebelik siiresinin degisken olmasi, abort
oraninin yiiksek olmasi ve normalden biiyiik
fotus gelisimi, oositin maturasyon ve kiiltiir
siirecinde serum kullanimina baglanmaktadir.
Sayilan bu olumsuzluklarin 6nlenmesi ama-
ciyla  serumsuz  kiiltlir  ortamlar1  da
gelistirilmistir (23, 44).

3.Antioksidan Katkilar

In vitro Kkiiltir ortaminda oksijen
bilesiminin yiiksek olmasi, serbest oksijen
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radikallerinin ve oksidatif iiriinlerin ortaya
cikmasina neden olmaktadir. Oksijenin oositler
tizerindeki bu olumsuz etkisini gidermek ama-
ctyla antioksidan maddeler kiiltiir ortamlarina
katilmaktadir. B-merkapto etanol, tokoferoller
ve bazi antioksidanlar bu amagla kullanilmak-
tadir (14, 49).

4.Folikiiler Siv1 Katkilar1

Folikiiler sivi, folikiill hiicrelerinin
metabolik aktiviteleri sonucu bir takim degi-
simlere ugramg; steroitleri, glikozaminogli-
kanlar1 ve glikoproteinleri igeren, serum tran-
sudatidir.  Sigir  folikiiler sivist  (Bovine
Follicular Fluid-bFF) sigir oositlerinin in vitro
maturasyon ortamina katildiginda niikleer ve
sitoplazmik maturasyon oranin1 % 10-20 kadar
artirdigi kaydedilmistir (11).

5.Hiicresel Katkilar

In vitro kiiltir mediumuna hiicresel
katki yapmak, hem ortamdaki serbest oksijen
yogunlugunun azaltilmas: hem de 8-16 hiicre
asamasindaki embriyonun gelisiminin durma-
sin1 Onlemek amacina yoneliktir. Bu amagla
farkli tiirlerin {iireme organlar1 disindaki
dokulardan elde edilen degisik hiicre tipleri de
kullanilmaktadir. Yaygin olarak kullanilan
hiicreler; granuloza, teka hiicreleri, sigir
oviduktu epitel hiicreleridir (56). Folikiil
aspirasyonunun ardindan, aspirasyon sivisinin
santrifiij edilmesiyle granuloza hiicreleri elde
edilir ve ince bir tabaka halinde hormonsuz
kiiltiir ortamimn tabamina 10°/ml medium
olacak sekilde yayilir. Bu yontem kaliteli
blastosist eldesinde oldukca etkindir. Baz
arastiricilar ise, granuloza hiicrelerinin FCS ile
birlikte katilmasinin, maturasyon orani iizerine
daha etkili oldugunu kaydetmislerdir (15, 21).

Granuloza hiicrelerinin  maturasyon
ortaminda kullanilmasi durumunda, bunlarin
iirettikleri steroitlerin de katkisiyla oositler i¢in
en iyi gelisim ortami olusmaktadir (35).
Bavister ve ark. (6), embriyo gelisimi

acisindan, kiiltir ortamina somatik hiicre
katilmasinin gereksiz oldugunu buna alternatif
olarak, protein  katilmaksizin,  biiyiime
faktorleri, vitaminler, hormonlar ve enerji
kaynaklariyla desteklenmis kiiltiir ortamlarinin
kullanilmasinin uygun olacagini bildirmistir.

Maturasyon Olciitleri

Maturasyon, kumulus hiicrelerinin
genislemesi, oositin birinci metafaz safthasina
girerek, germinal vezikiiliin yikimlanmasini
takiben, ilk polar cisimcigin ¢ikis1 ve oositin

metafaz 2 sathasina ge¢mesi olarak tanimlanir.
degerlendirilmesi,
kumulus hiicre ekspansiyonuna ve ilk polar
cisimcigin varligina bakilarak yapilmaktadir
(50) (Resim 1 ve 2).

Oositte ~ maturasyonun

Resim 2 : Kumulus ekspansiyonu
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