Tiirk Tarim — Gida Bilim ve Teknoloji Dergisi, 3(7): 510-514, 2015

Tirk Tarim - Gida Bilim ve Teknoloji Dergisi

www.agrifoodscience.com
Tiirk Bilim ve Teknolojisi

Folikiil Buyiikligii ve

Folikiil Uyaric1 Hormon Konsantrasyonunun Sigir

Oositlerinin In Vitro Niikleer Olgunlasmasi Uzerine Etkisi

Ugur Sen’, Emre Sirin, Ercan Soydan

Ahi Evran Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji Béliimii, 40100 Kirsehir, Tiirkiye

MAKALE BILGISI

OZET

Gelis 18 Subat 2015
Kabul 25 Mart 2015
Cevrimigi baski, ISSN: 2148-127X

Anahtar Kelimeler:
Oosit

Folikiil biiyiikliigii
FSH

In vitro olgunlastirma
Sigir

“Sorumlu Yazar:

E-mail: ugur.sen@ahievran.edu.tr

Bu calisma folikiil biiyiikligii ve folikiil uyarict hormon (FSH) konsantrasyonunun sigir
oositlerinin in vitro niikleer olgunlagmasi tizerine etkisini aragtirmak amaciyla yapilmstir.
Sigir ovaryumundaki (87 adet) folikiiller kii¢iik (<3 mm, 128 adet), orta (3-8 mm, 168
adet) ve biiylk (9-12 mm, 148 adet) olmak iizere 3 smifa ayrilmistir. Farkli
biiyiikliiklerdeki ~ folikiillerden aspire edilen oositler, %10 FCS ve farkh
konsantrasyonlarda FSH (0,5; 1,0 ve 10,0 pg/ml) igeren doku kiiltir medyumunda
(TCM-199) 22 saat siireyle 38,5°C’de, %5 CO, ve yaklasik %95 oraninda nem igeren
ortamda in vitro olgunlagtirillmaya alinmislardir. Kiiltiir islemi sonunda oositlerin niikleer
olgunlagmalar1 (MII; Metafaz II sathasina ulasanlar) bisbenzimide (Hoechst 33258) DNA
boyast ile floresan mikroskop altinda belirlenmistir. Mevcut ¢alismada folikiil ¢apinin
s181r oositlerinin in vitro niikleer olgunlagmasi tizerine etkisinin kiiciik folikiillerden elde
edilen oositlerde MII sathasina ulagmis oositlerin orani, orta ve biiyiik folikiillerden elde
edilenlerinkinden onemli oranda daha disik oldugu tespit edilmistir. In vitro
olgunlagtirma medyumuna 10,0 pg/ml FSH eklenmesinin oositlerin  niikleer
olgunlagsmadaki basart oranmni 0,5 ve 1,0 pg/ml’ye gore arttirdigi saptanmistir. Ayrica
yiksek FSH konsantrasyonunun niikleer olgunlagmadaki iyilestirici etkisi, kiigiik
folikiillerden elde edilen oositlerde daha fazla gozlemlenmistir. Mevcut calismanin
sonuglart 3-8 mm ¢apindaki folikiillerden elde edilen oositlerin daha basarili bir
olgunlagma sergiledikleri, buna karsin kiiciik folikiillerden elde edilen oositlerin yiiksek
FSH konsantrasyonunda oransal olarak daha yiiksek olgunlasma bagaris1 sergileri
saptanmustir.
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The aim of the study was to investigate the effect of follicle size and follicle stimulating
hormone (FSH) concentration on nuclear maturation of bovine oocytes in vitro. Follicles
on bovine ovary were classified into 3 groups according to the diameter; small (<3 mm),
medium (3-8 mm) and large (9-12 mm). Oocytes were aspirated from follicles with
different size and matured in tissue culture medium (TCM-199) supplemented with 10%
FCS and various concentrations of FSH (0.5, 1.0 or 10 and pg/ml) for 22 hours filled with
approximately 95% humidified and 5% CO2 in air at 38.5 °C. At the end of culture
period, nuclear maturation (at metaphase II; MII) of oocytes were determined by
Bisbenzimide (Hoechst 33258) DNA staining under fluorescent microscope. In the
present study, effect of follicle size on nuclear maturation of bovine oocytes were
determined and the percentage of oocytes reached to M 11 stage was significantly lower in
oocytes obtained small follicle than those of medium and large follicles. Supplementation
of 10.0 pg/ml FSH into maturation media increased percentage of nuclear maturation
compare to 0.5 and 1.0 pg/ml. Additionally, improving effect of high FSH concentration
on nuclear maturation were more observed in oocytes obtained small follicles. The results
of present study showed that oocytes from follicles with 3-8 mm diameters exhibited a
more successful maturation, but oocytes obtained small follicles exhibited more
maturation as a ratio under high FSH concentration.
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Giris

In vitro kiiltiir ortamlarinda olgunlastirmaya alinan
sigir oositlerinin niikleer gelisimleri, oositlerin igerisinde
bulunduklar1 folikiillerden c¢ikarildiktan sonra dogal
olarak kendiliginden gerceklesebilmektedir (Lonergan ve
ark., 1994). Oositlerin in vitro sartlarda dogal bir siire¢
icerisinde kendiliginden olgunlagsmalar1 elde edilen
oositlerin in vitro embriyo {retiminde kullanimini
kolaylastirmaktadir (Sirard ve ark., 2007). Ancak in vivo
olgunlasmis oositlerin, in vitro sartlarda olgunlagtirilan
oositlere gore ileriki gelisim potansiyeli bakimindan
farkliliklara sahip oldugu daha Onceki c¢aligmalarda
bildirilmistir (Lonergan ve ark., 1994; Sirard ve Blondin
1996). Tiim iyilestirmelere ragmen in vitro olgunlastirilan
oositlerin fertilizasyon sonrasindaki gelisim kapasiteleri
in vivo olgunlaganlara gore daha smirli oldugu
gozlemlenmistir (Lonergan ve ark., 1994). Bu durumun in
vivo sartlarda folikiiller biiylime esnasinda oositte
gergeklesen O6nemli molekiiler degisimlerin in vitro
sartlarda tam olarak ger¢eklesemediginden kaynaklandig:
diisiiniilmektedir (Dieleman ve ark., 2002). Bu sebeple
oositlerin gelecekteki gelisim yetkinligi folikiil gelisimi
ile birlikte artmaktadir (Machatkova ve ark., 2004).
Dolaysiyla in vitro siireglerde oositlerin in vitro
olgunlagsmadaki basarisin1 ve ileriki gelisim potansiyelini
iyilestirmek i¢in igerisinde bulunduklar1 folikiillerin
biyilikliigii dikkate alinmasi gereken bir parametredir
(Sirard, 2001).

In vitro sartlarda oositleri olgunlasma yetkinliginin
kazandirilmasinda FSH 6nemli rol oynamaktadir (Sirard
ve ark., 2007). FSH’nin in vitro oosit olgunlagmasi
iizerine olan etkileri tam olarak anlasilmis olmasa da,
yapilan  birgok ¢alisma in  vitro  olgunlastirma
medyumlarma eklenen FSH’nin oositi ¢evreleyen
kumulus hiicrelerinin  genislemesini arttirtp  oositin
mayotik  (niikkleer) ve sitoplazmik olgunlagmant
tamamlanmasinda onemli etkilerinin oldugunu
bildirmistir (Izadyar ve ark., 1998; Younis ve ark., 1989;
Ocana ve ark., 1994; Macun ve Kaymaz, 2006; Sirard ve
ark., 2007). Cinkii FSH reseptorleri kumulus ve
granuloza hiicrelerinde bulunmasi nedeniyle FSH’nin
oosit olgunlagmasi iizerine diizenleyici etkisi kumulus
hiicreleri araciligi ile gerceklesmektedir (Gordon, 2003).
Ayrica in vitro olgunlastrmada kullanilan FSH’nin
olgunlagsma sonrasinda fertilizasyon oraninda artisa ve
erken embriyonik gelisimde iyilesmeye neden oldugu
bildirilmektedir (lzadyar ve ark., 1998). Bu sebeplerden
dolay1 FSH, in vitro olgunlastirma protokollerinde yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir. In vitro olgunlastirmada
kullanilan FSH konsantrasyonunun oositlerin olgunlagsma
oramn etkilemekle birlikte asir1 ve yetersiz konsantrasyonlari
oosit olgunlasmasmi olumsuz etkileyebilmektedir (Choi ve
ark., 2001; Cevik ve ark., 2011).

Folikiil biyiikliginin - veya FSH kullaniminin
oositlerin in vitro olgunlagsmasini etkiledigi bilinmesine
ragmen bu iki faktoriin birlikte sigir oositlerinin in vitro
olgunlagmasi iizerine olabilecek etkileri
degerlendirilmemistir. Dolayisiyla bu ¢alisma faklh
biiyiikliiklerdeki folikiillerden elde edilen sigir oositlerine
uygulanan farkli konsantrasyonlardaki FSH’nin sigir
oositlerinin in vitro niikleer olgunlagsmasi iizerine
olabilecek etkilerinin arastirilmasint amaglamaktadir.

Materyal ve Metot

Calismada, mezbahada kesilen degisik yas, wrk ve
fizyolojik statiideki sigirlardan elde edilen ovaryumlar,
30-35°C deki 0,1 pl/ml gentamisin siilfat ilave edilen
%0,9’luk serum fizyolojik igerisinde kesimden en fazla 3
saat sonra laboratuvara ulastirilmistir. Ovaryumlar
tizerindeki folikiiller dijital kumpas yardimiyla 6lgiilerek,
kiigiik (<3 mm), orta(3—-8 mm) ve biyik (9-12 mm)
olmak {izere ii¢ gruba ayrilmislardir. Gruplandirilan
folikiiller ayr1 ayr1 10 ml’lik siringalarin igerisine 18 g’lik
igne kullanilarak aspire edilmistir. Aspirasyon igleminden
sonra oositlerin de igerisinde bulundugu folikiil i¢i siv1 60
mm capindaki kiiltiir kabina aktarilmig ve oositler stereo
mikroskop altinda 10x biiylitmede se¢ilmislerdir. Secilen
oositler, %1 antibiyotik antimikotik soliisyon eklenmis
(Sigma, A5955; 10000 IU penisilin, 100 mg streptomisin
ve 25 ng amfoterisin B / ml) hepes tamponlu doku kiiltiir
medyumunda (H-TCM-199; Sigma, M7528) 2 defa
yikanmiglardir. Bunu takiben etrafinda yeterli kumulus
hiicre kitlesi bulunan ve homojen sitoplazmaya sahip
oositler in  vitro  olgunlagtirmaya  alinmiglardir.
Olgunlastirma medyumu bikarbonat tamponlu doku
kiiltiir medyumuna (TCM-199; Sigma, M4530) %10 fotal
buzagi serumu, 27,5 pg/ml sodyum piruvat ve %l
antibiyotik antimikotik soliisyon ilave edilmesiyle
hazirlanmistir  (Cevik ve ark.,, 2011). Hazirlanan
olgunlastirma medyumuna 0,5; 1,1 veya 10,0 pg/ml FSH
eklenerek kullanma medyumu hazirlanmistir. In vitro
olgunlagtirmaya alinacak oositler 6nce 2 defa FSH
icermeyen olgunlastirma medyumunda yikanmislardir.
Daha sonra oositler her bir kuyusunda {izeri mineral yag
ile kaplanmis farkli konsantrasyonlarda FSH igeren 500
ul olgunlastirma medyumu bulunduran 4 kuyulu kiiltiir
kabma her bir kuyusunda yaklagik 30—40 adet oosit
olacak sekilde aktarilmigtir. Kiiltiir kabina aktarilan
oositler 38,5°C’de, %5 CO, ve yaklagik %95 oraninda
nem iceren ortamda 22 saat in vitro olgunlastirilmaya
brrakilmugtir.

Olgunlagsma siiresi sonunda farkli biiyiikliiklerdeki
folikiillerden elde edilen ve farkli konsantrasyonlarda
FSH ile muamele edilen oositler, 2 defa H-TCM—-199°da
yikandiktan sonra 1,5 ml’lik ependorf tiiplerin igerisine
almip etrafini saran kumulus hiicrelerinden ayirmak igin 5
dakika vortekslenmislerdir. Kumulus hiicrelerinden
ayrilan ve ¢iplak kalan oositler 1/3 oraninda asetik asit:
etanol karisimi igerisinde + 4°C’de 24 saat bekletilerek
niikleer safhalar1 sabitlenmistir. Daha sonra oositler
gliserol ile 1/9 oraninda karistirilmis fliloresan bis-
benzimide (Hoechst 33342) DNA boyasinda 15 dakika
oda sicakliginda inkiibasyona birakilmislardir. Her bir
deneme grubundaki oositin niikleer safhasi  40x
biiyiitmede floresan mikroskop altinda (UV filtreli)
incelenip, mayozun germinal vezikiil, germinal vezikiil
yikilmasi, metafaz I, anafaz I, telofaz I ve metafaz II
asamalar1 degerlendirilmistir. Metafaz II sathasinda olan
oositler niikleer olarak olgunlagmis oositler olarak
degerlendirilmistir.  Elde edilen veriler ~Khi-kare
yontemiyle Minitab (1998) paket programi kullanilarak
analiz edilmistir.
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Bulgular

Calismada kullanilmak {izere mezbahaneye kesim igin
getirilen 47 bas sigirdan elde edilen toplam 94 adet
ovaryum laboratuvara getirilmistir. Bunlardan 7 tanesi
folikiiler ve liiteal kistli yapilar icerdiginden veya oosit
elde etmek icin uygun folikiller yapiya sahip
olmadigindan deneme dig1 birakilmig olup, calismada
toplam 87 adet sigir ovaryumu kullanilmistir. Calismada
kullanilan ovaryumlar iizerindeki kii¢iik folikiillerden (<3
mm) 128 adet, orta biiyiikliikteki (3—8 mm) folikiillerden
168 adet ve biiyiik folikiillerden (9-12 mm) 148 olmak
iizere toplam 444 adet oosit elde edilmis olup ovaryum
basina ortalama 5,1 adet oosit diismektedir.

S1g1r oositlerinin niikleer olgunlagmalart (MII) iizerine
folikiil cap1 ve FSH konsantrasyonunun etkisi Tablo 1°de
sunulmustur. Mevcut calismada folikiil g¢apinin sigir
oositlerin in vitro niikleer olgunlagmasi iizerine etkisi
tespit edilmis olup kiiciik folikiillerden elde edilen
oositlerde MII safthasina ulasmis oositlerin orani, orta ve
biiyiik folikiillerden elde edilenlerinkinden daha diisiik
oldugu tespit edilmistir (P<0,05). Genel olarak kiigiik
folikiillerden elde edilen oositlerin %46,1°i MII safhasina
ulagirken orta ve biiyiik folikiillerden elde edilen
oositlerin sirastyla %67,3 ve %62,8’i MII safhasina
ulagsmistir (P<0,05). Calismada farkli diizeylerdeki FSH
uygulamasinin farkli ¢aplardaki folikiillerden elde edilen
oositlerin niikleer olgunlagsma oranmi etkiledigi tespit
edilmis olup en yiiksek olgunlasma orani in vitro
olgunlastirma medyumuna 10,0 pg/ml FSH eklendiginde
gbzlemlenmistir (P<0,05).

Folikiil ¢apt ve FSH konsantrasyonunun sigir
oositlerinin diger niikleer safhalart (GV, GVY, MI)
iizerine etkisi Tablo 2’de sunulmustur. Mevcut ¢alismada
MII safhasina ulagmamis, niikleer olgunlagmasini
tamamlayamayan ve mayoz boliinmenin germinal vezikiil
(GV), germinal vezikiil yikilmasi1 (GVY) ve metafaz |
(M1, anafaz I ve telofaz I dahil) safthalarinda bulunan
oositlerin orani birlestirilerek sunulmus ve bu oositler in
vitro olgunlasmamis oositler olarak degerlendirilmistir.
Caligmada in vitro olgunlagma kiiltiirii sonunda niikleer
olgunlagmasint tamamlayamayan olgunlagsmamisg
oositlerin orani kii¢iik folikiillerden elde edilen oositlerde

orta ve biiyiik folikiillerden elde edilenlerinkinden daha
yiiksek oranda oldugu tespit edilmistir (P<0,05). Genel
olarak kiigiik folikiillerden elde edilen oositlerin %53,9i
olgunlagsmadigi, orta ve biiyiik folikiillerden elde edilen
oositlerin sirastyla %32,7’si ve %37,2’sinin in vitro
olgunlagmadig1 saptanmustir (P<0,05).

Olgunlastirma medyumuna 0,5 pg/ml, 1,0 pg/ml ve
10,0 pg/ml FSH eklenen folikiillerde olgunlasmis oosit
orant kiigiik folikiillerde sirasiyla, %37,2 %415 ve
%59,1; orta folikiillerde sirastyla, %62,3; %64,4 ve %75;
biiylik folikiillerde sirasiyla , %59,6; %60,8 ve %70,8
olarak (P<0,05) belirlenmigtir (Tablo 1). Olgunlastirma
medyumuna 0.5 pg/ml, 1.0 pg/ml ve 10.0 pg/ml FSH
eklenen folikiillerde olgunlasmamis oosit orani kiigiik
folikiillerde sirasiyla, %62,8; %58,5 ve %40,8; orta
folikiillerde sirastyla, %37,7; %35,6 ve %25; biiyik
follikiillerde sirasiyla, %40,4; %39,2 ve %29,2 olarak
(P<0,05) belirlenmistir (Tablo 2).

Calismada in vitro olgunlagtirma medyumundaki FSH
konsantrasyonunun artirilmasinin  olgunlagsmamis oosit
oranini diigiirdiigli saptanmis olup bu etki en fazla kiigiik
folikiillerden elde edilmis oositlerde gozlemlenmistir.
Olgunlagtirma medyumuna 10,0 pg/ml FSH eklenen
kiiciik folikiillerde olgunlasmamuis oosit orani, 0,5 pg/ml
ve 1,0 pg/ml FSH eklenenlerden sirasiyla %22,0 ve
%17,7 daha diisiik, orta folikiillerden elde edilenlerin
sirastyla %12,7 ve 9%10,6 daha diisiik ve biiyiik
folikiillerden elde edilenlerde sirastyla %11,2 ve %10,0
daha diisiik oranda olgunlagmamis oosit oldugu tespit
edilmistir (P<0,05).

Farkli biyiikliiklerdeki folikiillerden elde edilen
oositlere uygulanan farkli FSH konsantrasyonlari
arasindaki niikleer olgunlagsma orami farklari Sekil 1°de
sunulmustur. In vitro olgunlastirma medyumuna 10,0
pg/ml FSH eklenmesinin en yiiksek orandaki etkisi kii¢iik
folikiillerden elde edilen oositlerde gozlemlenmistir.
Olgunlastirma medyumuna 10,0 pg/ml FSH eklenen
kiiciik folikiillerden elde edilen oositler 0,5 pg/ml ve 1,0
pg/ml FSH eklenenlerden sirasiyla %21,9 ve %17,9 daha
yiiksek oranda, orta folikiillerden elde edilenlerin sirastyla
%12,7 ve %I11,6 daha yiiksek oranda ve biiyiik
folikiillerden sirasiyla %11,2 ve %10,0 daha yiiksek
oranda MII safhasina ulagtiklar1 tespit edilmistir (P<0,05).

Tablo 1 Sigir oositlerinin niikleer olgunlagmalar1 (MII) iizerine folikiil ¢ap1 ve FSH konsantrasyonunun etkisi.

Farkli caplardaki folikiillerden elde edilen oositler

Kiigiik (<3 mm)

Orta (3-8 mm) Biiyiik (9-12 mm)

FSH (pg/ml) MI1 Oosit sayisi (%) MII1 Oosit sayisi (%) MII Oosit sayist (%)
0,5 16 (37,2)® 33 (62,3)™ 28 (59,6)%
1,0 17 (41,5)"%° 38 (64,4) 31 (60,8)
10,0 26 (59,1)"° 42 (75,0 34 (70,8)"

aPAym satirda fakli harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak énemlidir (P<0,05), “BAyni siitunda farkli harfler ile gosterilen
ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak onemlidir (P<0,05), M Il = metafaz II.

Tablo 2 Folikiil ¢cap1 ve FSH konsantrasyonunun sigir oositlerinin diger nitkkleer sathalari (GV, GVY, MI) iizerine etkisi.

Farkli caplardaki folikiillerden elde edilen oositler

Kiigiik (<3 mm)

Orta (3-8 mm) Biiyiik (9—12 mm)

FSH (pg/ml) GV, GVY, Ml Oosit sayist (%) GV, GVY, MI Oosit sayist (%) GV, GVY, MI Oosit sayist (%)
0,5 27 (62,8)"™° 20 (37,7)"° 21 (40,4)"
1,0 24 (58,5)"® 21 (35,6)"" 20 (39,2)"°
10 18 (40,8)%* 14 (25,0)%° 14 (29,2)%°

3 Ayni satirda fakl harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak énemlidir (P<0,05), “®Ayni siitunda farkl: harfler ile gdsterilen
ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak onemlidir (P<0,05), GV = germinal vezikiil; GVY = germinal vezikiil yikilmasi; M 1= metafaz I (anafaz I

ve telofaz | dahil).
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20.5-1.0
20 80.5 - 10.0
@1.0-10.0

Kiigiik (<3 mm)

Orta (3-8 mm) Biiyiik (9-12 mm)
Sekil 1 Farkli biiytikliiklerdeki (kiictik; <3 mm, orta; 3-8
mm ve biiyik 9-12 mm) folikiillerden elde edilen
oositlere uygulanan farkli FSH konsantrasyonlart (0,5;
1,0 ve 10,0 pg/ml) arasindaki niikleer olgunlasma orani
farklari. **¥ “P p<0,05.

Tartisma

Oositlerin  in  vitro olgunlasma ve fertilizasyon
sonrasindaki embriyonik gelisim evrelerindeki basarisi
folikiil buyiikligi ile iliskilendirilmesine ragmen tek
basma folikiil biyiikligii, oositin kaliteli bir embriyo
haline gelmesi i¢in yeterli bir 6l¢iit degildir (Camargo ve
ark.,, 2006). Yapilan caligmalar ovaryum iizerindeki
folikiil capr biiyiidiikge igerisinde bulunan oositlerin
sitoplazmik ve niikleer olgunlagsmalarini tamamlama
yeteneklerini arttirdigini gdstermistir (Lonergan ve ark.,
1994; Ocana ve ark., 1999; Sirard ve Blondin, 1996).
Ayrica, sigir in vitro kiiltiir sistemlerinde oositlerin
blastosist safhasina kadar devam edebilmesi igin
bulunduklar folikiillerin ¢apinin 2 mm’den bilyiik olmasi
gerektigi bildirilmistir (Yang ve ark., 1998). Ciinkii
ovaryum lizerinde ¢ap1 2 mm’den kiigiik folikiillerin oosit
gelisimi i¢in gerekli mikro gevre sartlart heniiz tam olarak
olusmadigindan bu folikiillerden elde edilen oositlerin in
vitro olgunlasma yetenekleri ¢cok diisiik olmaktadir (Yang
ve ark., 1998). Dahasi Camargo ve ark. (2006) biiyiime
stirecinde olan kiigiik capli folikiillerden alinan oositlerin
olgunlasma yeteneginin diisiik olmasmin, oositin
olgunlagmasi icin gerekli olan RNA sentezinin yeteri
diizeyde gerceklesmemesinden  kaynaklanabilecegini
bildirmislerdir.

In vivo oosit gelisimi {izerine FSH mn etkili oldugu
bilinmekte ve bu sebeple in vitro oosit olgunlagtirma
medyumlarinda FSH yaygin bir sekilde kullanilmaktadir
(Sirard ve ark., 2007). FSH reseptorleri kumulus ve
granuloza hiicrelerinde bulunmasi nedeniyle FSH’nin
oosit olgunlagsmasi iizerine diizenleyici etkisi kumulus
hiicrelerinin varhigma baglhdir (Gordon, 2003). in vitro
olgunlastirma medyumuna FSH ilavesi, kumulsu
hiicrelerinde protein kinase A (cAMP) aktivitesini
uyarmakta ve kumulus geniglemesi meydana gelerek
oositin hem sitoplazmik hem de niikleer olgunlagmasi
desteklenmektedir (Izadyar ve ark., 1998). FSH’nin oositi
cevreleyen kumulus hiicrelerinin genislemesini arttirip
00sit olgunlagsmasint desteklemesinin yaninda
fertilizasyon sonrasit proniikleus olusumunu ve erken
embriyonik donemdeki gelisimi destekledigi bildirilmistir
(Izadyarve ark., 1998; Younisve ark., 1989). Yukaridaki
bildirimler sig1r oositlerinin in vitro olgunlagmasinda hem
folikiil biiylikliigiiniin hem de FSH’nin etkili olabilecegini
gostermektedir. Ancak sigir  oositlerinin  in  vitro

olgunlagmasi iizerine her ikisinin ortak etkisi pek fazla
dikkate alinmamistir. Dolayisiyla mevcut ¢aligma farkli
biiytlikliiklerdeki folikiillerden elde edilen sigir oositlerine
uygulanan  farkli FSH  konsantrasyonunun  sigir
oositlerinin niikleer olgunlagmas1 {izerine etkilerini
belirlemek amaciyla dizayn edilmistir.

Mevcut ¢alismada 3 mm den kiigiik folikiillerden elde
edilen oositlerin in vitro olgunlagma basarisinin diigiik
oldugu tespit edilmis olup 3 mm’den biiyiik c¢aptaki
folikiillerden elde edilen oositlerden MII safhasina
ulasanlarin oran1 daha yiiksek olup daha basarili
olgunlagsma sergiledikleri saptanmistir. Benzer olarak,
Lonergan ve ark. (1994) 3 mm’den biiyiik ve 10 mm’den
kiiciik folikiillerden elde edilen oositlerin daha yiiksek
oranda in vitro olgunlagma sergilediklerini bildirmislerdir.
Yang ve ark. (1998) 1-2 mm’lik folikiillerden elde edilen
oositlerin %58’inin, 3—5 mm’lik folikiillerden elde edilen
oositlerin %75’inin ve 6—-8 mm’lik folikiillerden elde
edilen oositlerin %84’ iniin in vitro olgunlasmada basarili
oldugunu bildirmistir. Bu sonug¢lar mevcut ¢alismamizin
sonuglar1 ile uyum gostermis olup en yiiksek in vitro
olgunlagsma orani1 3-8 mm capindaki folikiillerden elde
edilen oositlerde gozlemlenmistir. Ayrica, yapilan
caligmalar kiicik (2-5 mm) folikiillerden toplanan
oositlerin, biiyilk (10 mm kiiciik) folikiillerden toplanan
oositlere gore fertilizasyon ve blastosist safthasina ulagsma
oranlarinin daha diisiik oldugunu gostermistir (Blondin ve
ark., 1997; Kubota ve Yang, 1998). Dahasi, Van Soom ve
de Kruif, (1996) 6 mm’den, Sirard ve Blondin (1996) 8
mm’den biiyiik folikiillerden elde edilen oositlerin daha
kiigiik folikiillerden elde edilenlere gore olgunlagsma ve
embriyonik gelisimde daha basarili oldugunu tespit
etmislerdir.

Gordon (2003) ovaryum {izerindeki folikiiliin
biiylidiikge ATP sentezini arttirdigini ve bu durumun
icerisinde bulunan oositin geligmesi ve olgunlagmasi i¢in
gerekli enerji ihtiyacini karsiladigini bildirmistir. Ayrica,
Gordon (2003) folikiil biytikligi 8 mm c¢apina
ulastiinda oositlerin normal biiyiikliiklerinin %80'ine
ulagtiklarim1 ve  gelisimlerinin  biiylik bir kismim
tamamladiklarin1 bildirmistir. Mevcut caligmada farkl
caplardaki folikiillerden elde edilen oositlerin niikleer
olgunlasma oranlart  karsilagtirildiginda en  disiik
olgunlasma basarisi 3 mm’den kiigiik  ¢aptaki
folikiillerden elde edilen oositlerde gozlemlenirken diger
iki grupta gozlemlenen olgunlagma sonuglar1 birbirine
benzer bulunmustur. Bu durum yukarida bahsedilen
calismalarin sonuglar ile uyum gostermektedir. Ancak in
vitro embriyo iiretiminde in vitro olgunlagsmadaki basar1
onemli olmakla birlikte, gergek anlamda olgunlagsmanin
ortaya konmasi fertilizasyon basarisi  ve erkek
pronukleusu gelistirebilme yetenegi ile iliskilidir. Bu
nedenle, anilan biiytikliiklerdeki folikiillerden elde edilen
oositlerin  olgunlagmalarinin  incelenmesinde M 1I
sathasina ulasma veya niikleer olgunlagmay1 tamamlama
gibi kriterler tek baslarina yeterli gériinmese de, 3-8 mm
capindaki folikiillerden elde edilen oositlerin sigir in vitro
embriyo lretimi ¢aligmalarinda kullanilmak iizere iyi bir
kaynak olusturacag diisliniilmektedir.

Mevcut galigmada in vitro olgunlagtirma medyumuna
eklenen FSH konsantrasyonundaki artisin,  sigir
oositlerinin in vitro niikkleer olgunlagsmasindaki basarisini
(M 1 safhasina ulasma orani) arttirdigi ve basar
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oranindaki en yiliksek artisim 3 mm’den kiiciik
folikiillerden elde edilen oositlerde gerceklestigi
gozlemlenmistir. Kiigiik folikiillerden elde edilen

oositlerin yiiksek konsantrasyonda (10,0 pg/ml) FSH ile
muamelesi oransal olarak diger folikiillerden elde edilen
oositlere gore M II safhasina ulasma oranini Snemli
derecede arttirmistir. Xu ve ark. (1986) 1-3 mm ¢apindaki
folikiillerden elde edilen oositlerde protein sentez
yeteneginin iyi olmasina ragmen cAMP aktivitesinin
heniiz mayoz  bdolinmeyi  destekleyecek  RNA
duyarliligina sahip olmadigindan bu oositlerde mayoz
boliinme yeteneginin diisik oldugunu bildirmislerdir.
Mehlmann (2005) ve Sirard ve ark. (2007) ise FSH’ nin
oositin mayoz bdlinmesi ile iliskili olan cAMP
aktivitesini ve sentezini destekledigini bildirmistir.
Mevcut calismada yiiksek konsantrasyonda FSH ile
muamele edilen kii¢iik folikiillerden elde edilen oositlerin
in vitro olgunlasma oranm1 diger folikiillerden elde
edilenlere gdre beklenenin altinda kalsa da yiiksek FSH
konsantrasyonunun M II safhasina ulagma orani {izerine
iyilestirici etkisi bu oositlerde daha fazla gézlemlenmistir.
Bu durum kiiglik folikiillerden elde edilen oositlere
yiiksek konsantrasyonda FSH uygulanmasinin yukarida
bahsedilen cAMP aktivitesini diger folikiillerden elde
edilenlere gore daha fazla etkiledigini ve bu oositlerin
mayoz boliinmesini daha fazla destekledigini gosterebilir.
Dolayistyla sigir in vitro embriyo sistemlerinde 3 mm’den
kiigiik folikiillerden elde edilecek oositler kullanilacak ise
bu oositlere in vitro olgunlagtirmada yiiksek
konsantrasyonda (10,0 ug/ml) FSH uygulamasi
yapilamasinin in vitro niikleer olgunlagsmadaki basari
oranini ve ilerideki basarisini arttirabilecegi sdylenebilir.

Sonug olarak mevcut ¢alismada folikiil bliylikligi ve
FSH konsantrasyonunun oosit olgunlagsmasi iizerine etkisi
bir kez daha teyit edilmis olsa da 3 mm’den kiigiik
folikiillerden elde edilen oositlere yiiksek
konsantrasyonda FSH uygulamasimin oositlerin MII
sathasina ulasma oraninda iyilestirmeye neden oldugunu
gostermigtir. Ayrica in vitro sartlarin in vivo sartlara gore
oosit olgunlagmasi iizerindeki diisiik yetkinligi kiiltiir
ortamina eklenen FSH konsantrasyonundaki artis ile
iyilestirilebilir. Mevcut ¢alismanin sonuglari 3 mm’den
kiiciik folikiillerden ede edilen oositlerin niikleer
olgunlagmalarinin  yiikksek FSH konsantrasyonu ile
iyilestirilebildigini gosterse de bu oositlerin in vitro
fertilizasyon sonrasindaki embriyonik gelisimlerinin de
incelenmesi iizerine calismalarin yapilmasi
gerekmektedir.
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