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SIGIRLARDA iN ViVvO OOSIiT MATURASYONU
(DERLEME)

(In vivo Oocyte Maturation in Cattle) (A Review)

Numan AKYOL"
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OZET

Bu derlemede, in vivo oosit maturasyonunun gerceklesme sekli ve bu siirece etki eden faktorler konu edilmistir.
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SUMMARY

In this review, how to realize of in vivo bovine oocytes maturation and factors affecting of this procedure were

discussed.
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GIRiS

Bilim diinyasinin neredeyse 50 yildir
tizerinde durdugu laboratuvar kosullarinda
embriyo elde etmeye yonelik caligsmalarda
onemli mesafe alinmig olmasina ragmen
konuyla ilgili aydinlatilmasi gereken bircok
soru isareti mevcuttur. in vitro embriyo elde
edilmesi konusunda ilerleme saglamak bir
bakima oosit maturasyonunun viicut icerisinde
gerceklesme seklinin bilinmesiyle ilgili oldugu
aciktir. Bu calismada, in vivo oosit maturas-
yonu gerceklesme tarzi irdelenerek, konuyla
aragtiricilara  faydali

ilgilenen bilgiler

verilmistir.

In Vivo Oosit Maturasyonu

Niikleer Maturasyon

Niikleer maturasyon, oosit niikleusu-
nun germinal vezikiil asamasindan metafaz-2
(M-II) asamasina gelmesi durumudur. Niikleer
maturasyon, germinal vezikiill yikimlanmasi
(Germinal Vesicle Break Down-GVBD), kro-
mozom kondenzasyonu, birinci metafazin ig
iplik¢iklerinin olusumu, homolog kromozom-
lari polar cisimcik vasitasiyla atilmasi ve M-II
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durumuna gegilmesi olgularimt kapsar (9).
Oncelikle niikleer membranda bozulmalar
baslar, porlar kaybolur kisa siire icerisinde
membran parcalanarak yok olur. Ineklerde
niikleer maturasyon siiresi 24 saat olarak bildi-
rilmistir ve ineklerde preovulatér LH yiikseli-
sinden 4-8 saat sonra gerceklesir. Niikleer
maturasyoun en 6nemli kismini protein sentezi

olusturur (2).

Primer oosit iki mayoz bdliinme gegi-
rerek olgunlasir. Birinci bolinmeyle birlikte iki
kardes hiicre meydana gelir ki, bunlardan biri
sitoplazma yoniinden zengin olup gercek
oosittir. Digeri ise sitoplazma yoniinden fakir
ancak yine de mitokondri, ribozom ve kortikal
graniillere sahip olan Polar Cisimciktir. Niik-
leer maturasyonun baslamasi icin LH tetikle-
yici bir role sahiptir. Maturasyonun devami
icin de basta Ostrojen olmak iizere steroidlere

ihtiyag vardir (2).

Mayoz boliinme yeterliligi olmayan
oositler, germinal vezikiil (Germinal vesicle-
GV) safhasinda kalirlar ve birinci profaz
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sathasin1  gecemezler. Mayoz yeterliligine
sahip oositlerde, olgunlasma kapasitesi mevcut
olup treonin ve tirozin rezidiilerinin o0zel
sistemleri

defosforilasyonuna imkan veren

aksaksiz caligmaktadir. Mayoz yeterliligi,
folikiill biiyiikligi ile yakindan iliskilidir.
Tiirlere gore degismekle birlikte inekte antral
folikiil,

zaman icerisinde 2-3 mm ¢apa ulasabilir. Bu

germinal vezikill yikimi ardindan

yeterlilik ayn1 zamanda oosit biiyiikliigii ile de
ilgilidir. Niikleer maturasyonunu tamamlayan
ve M-II asamasinda olan oositin ¢ap1 yaklasik
110 um olur. Bu durum in vitro oosit maturas-
yonunda onemli bir yer tutar. 95 um den kiigiik
capa sahip inek oositleri mayoza devam
edemezler. Bundan dolay1 in vitro embriyo
elde edilmesi amaciyla toplanan oositlerin
100pum den biiyiik olmalarina 6zen gostermek
gerekir (6).

Birinci polar cisimcigini atan oositte
M-II’ye gecis i¢in hazirliklar baglar. Kromo-
zomlar tekrar hiicrenin ortasinda dizilirler,
ikinci mayozun ig iplikcikleri olusur ve
kromozomlar1 kutuplara ¢ekerler ancak higbir
zaman spermatozoon oolemma penetrasyonu
ikinci boliinme
Kortikal
fertilizasyonda ve polisperminin 6nlenmesinde

gerceklesmedikce mayoz

tamamlanamaz. graniiller normal

biiyilk rol sahibidirler. Baslangicta oosit
icerisinde rastgele yayilmis bir halde yer alan
golgi aygitlar1 ve kortikal graniiller, birinci
metafazin ilerlemesi ile periferde yer alirlar ve
plazma membranina tutunurlar. Spermato-
zoonun oolemma penetrasyonu ile ikinci
mayoz kaldigi yerden tekrar baglayarak ikinci
polar cisimcigin de olusumuyla haploid (n)
sayida kromozoma sahip olgun bir oosit

sekillenmis olur (2) (Sekil 1).
Sitoplazmik Maturasyon

Sitoplazmik maturasyon, oositin GV
sathasindan M-II safhasina, olgun bir oosit
oluncaya kadar gecirmis oldugu ultrastriiktiirel
degisimleri ifade eder. Bu degisimler, oositin
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normal fertilizasyonu, boliinmeye baslamasi1 ve
blastosist safhasina kadar ulasmasinda indirekt
olarak etkilidir.

Polar cismin olusmasiyla birlikte peri-
vitellin boslugun genislemesi ve formasyonu,
mitokondrilerin sayilarinin artmasi ve yapisal
degisimleri, golgi aygitlarindan kortikal graniil
salinmasiyla birlikte ooplazmanin graniillii bir
hal almasi sitoplazmik maturasyonun baglama-
styla birlikte goriilmeye baslayan olgulardir.
Baslangicta merkezi olarak yer alan mito-
kondriler oositin gelisimi ile birlikte periferal
bir konum alirlar. Mitokondriler, sitoplazmik
maturasyonda anahtar rol iistlenirler. Hiicre ici
metabolik  modifikasyon, farklilasma ve
proliferasyonlarda hep mitokondriler vardir
(8). Golgi aygitlari, kortikal graniillerin ve
zona pellusidanin yapimindan sorumludur.
Oosit icerisinde golgi aygitlarinin sayisinin
artmasi ile folikiil cap1 da biiyiir. Kortikal
graniillerin yerlerinin degisimi sitoplazmik
maturasyonun en onemli igaretidir. Sitoplaz-
mik maturasyonun morfolojik olarak kayda
deger bir diger parametresi de kumulus hiicre

ekspansiyonudur (4).
in vivo Oosit Maturasyonuna Etki
Eden Faktorler

Maturasyonu Faktor
(MPF)

Oosit maturasyonunu tetikleyici bir

Destekleyici

faktor olup, germinal vezikiil yikimlanmasi
(GVBD), kromozom kondenzasyonu ve ig
iplik¢iklerinin olusumu gibi bir seri olayin
kusursuz olarak baglamasina yardim eder. MPF
(Maturation Promotion Factor), protein komp-
leks tabiatta bir madde olup iki alt komponent-

ten olusmustur. Bunlar; p34°‘<

ve cyclinB’dir.
Birinci komponent katalizor digeri ise regii-
lator rol oynar. GV safthasinda MPF miktar1 az,
GVBD asamasinda yiiksektir. Birinci metafaz
da en yiiksek diizeye ulasir ve arkasindan
faktoriin

aktivasyonunda hizli bir kayip goriiliir. Oositin

anafaz-telofaz  asamasinda, bu
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Sekil 1. Folikiil ve oositin birlikte maturasyonu (9)

M-II safhasina girmesiyle seviyesinde tekrar
artis meydana gelir. Bu artis ve azaliglar
oositin gelisim donemlerinin bir sonucu degil
daha ¢ok sebebidir. in vitro kosullarda inek
oositinde adi1 gecen yiikselisler kiiltiir baslan-
gicindan itibaren 9-12 ve 18. saatlerde meyda-
na gelir. Mayozun kaldig1 yerden tekrar bagla-
mast ve maturasyon siireci fosforilasyon ve
defosforilasyon olaylar1 tarafindan hiicresel
aktivitelerin iiriinii olan kinaz ve fosfatazlarin
kontroliinde gelisir (13).

Mayoz Kilitlenmesi (Meiotic Arrest)

Inek oositinde maturasyon, birkac kez
siirecin durdurulmas:t ve tekrar baslatilmasi
seklinde gerceklesir. Hiicre ici ve dis1 faktor-
lerce maturasyon siirecinin durdurul-dugu bu
de
mayotik kilitlenme adi verilmektedir. Birinci

donemlere dinlenme safhasi, isleme

mayotik kilitlenme dogum &ncesi (prenatal)
ilk
ilerledigi anda olusur ve bu doénem birinci

hayatta oositin, mayozun asamasina
mayozun diploten safhasidir. Oosit, atrezi
olmadig siirece preovulator LH piki oluncaya

dek bu sekilde aylar hatta yillar boyu kalir.
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fkinci mayotik kilitlenme, oositin ikinci mayoz
boliinmenin metafaz asamasina ulagmasiyla
goriiliir. Fertilizasyonla veya partenogenetik
boliinmeyle birlikte oosit mayozu tamamlar

(5).

Folikiiler Apoptozis

Apoptozis, ovaryumda oositler adina
patolojik bir durumun olugmasina sebep olan
ve normal olmayan folikiiler gelisim siirecinin
cok oOnemli bir parcasidir (9). Atrezinin
hiicresel mekanizmasinin ardinda asil neden
olarak yer alir. Adi gecen mekanizma daha ¢ok
mRNA ve protein sentezi ile ilgilidir.
Biyokimyasal olarak folikiiler atrezi apoptotik
hiicre oliimlerine atfedilir. Bu da belirli bir
diizen icerisinde hiicrelerin sahip oldugu DNA
materyalinin  kaybi niikleer

ve genomik

havuzun dagilmasi ile sonuglanir (7, 11).

Inhibitirler

Maturasyon folikiiler

hiicreler tarafindan sentezlenen ve mayoz

inhibitorleri,

boliinmenin durdurulmasini saglayan biyolojik

(©))

dogrultusunda, o-amanitin, 5,6-dichloro-1-B-

iriinlerdir. Mayes’in bildirimleri
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D-ribofuranosyl benzymidazole gibi bazilari
RNA
transkripsiyon inhibitorleri adini alirlar. Cyclo-

transkripsiyonuna engel olurlar ve
heximide, Puromycin gibi bazi inhibitorler de
protein sentezine engel olarak etki gosterirler.
Fosfataz inhibitorleri ise MPF komponent-
lerinin fosforilasyonunu kontrol altinda tutarak
etki gosterirler. Bunlara 6rnek olarak, Okadaik
asit, Vanadate, 6-dimethylaminopurine (6-
DMAP), Butyrolactone ve Roscovitine gosteri-
lebilir. Ayrica adenozin ve hipoksantin gibi
piirinler de inhibitor etki de olup mayozun

durdurulmasina yardimci olurlar.

Sitokinler ve Biiyiime (Growth)

Faktorlerinin etkisi

Sitokinler hiicresel diizenleyici pro-
teinlerdir. Cesitli uyarilara karsi cevap olarak
ozel hiicreler tarafindan salgilanir ve hedefle-
nen hiicrelerin davranisini etkilerler. Sitokinle-
rin etkileri sistemik veya lokaldir. Bazilari
klasik hormon gibi davranirlar. Soyle ki; belli
hiicreler tarafindan kana veya cesitli hiicresel
stvilara salgalanip viicudun diger bolgelerin-
deki hiicresel reseptorlerine baglanirlar. Diger
sitokinler daha lokalize olmus etkiler gosterir-
ler. Bunlar otokrin ve parakrin etkilerdir. Sito-
kinler baslica su ana gruplara ayrilmaktadir:

1) Biiyiime faktorleri (Epidermal - EGEF,
Platelet orijinli — PDGF, insiilin benzeri - IGF-
1 biiyiime faktorleri v.b.)

2) Lenfokinler

3) Koloni sitimiile eden faktorler
4)Transforme ediciler

5) Tiimor nekroz faktorleri

6) Interferonlar

Sitokinlerin en 6nemli etkilerinden biri
hiicre boliinmesi ve farklilagsmasi tizerindedir.
Hiicreler belli faktorler tarafindan gonderilen
spesifik sinyaller sonucu boliiniir. Bu faktorler
biiyime faktorleri ve sitokinlerdir. Biiyiime
faktorleri hiicre boliinmesi iizerinde pozitif etki
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gosterirken, bazi sitokinlerin hiicre boliinme-
sini engelleyici etkileri bilinmektedir. Belli bir
hiicrenin yiizeyinde mevcut olan reseptorler,
bu hiicrenin hangi faktorlere cevap verecegini
belirlerler (3).

In vitro kosullarda yapilan calismalar-
da granuloza hiicrelerince IGF-1 salindig1
bunun da granuloza hiicre mitozu ve ste-
roidogenik aktivasyonunda etkili oldugu tespit
edilmistir. Giinimiizde yapilan caligmalarda,
biiyime faktorlerinin in vitro maturasyon
vasatina katilmasiyla oosit maturasyonunun

desteklendigi bildirilmistir (2).

Folikiiler S1vi ve Oosit Maturasyonu

Folikiiler folikiil
salgilar1 ve plazma eksudatindan olusur. Inor-

S1V1, hiicrelerinin
ganik madde icerigi acisindan kan plazmasina
yakindir. Folikiiler sivida sekiz adet steroid
madde belirlenmistir. Ostrus siklusunun foli-
kiiler evresinde bu sivi bol miktarda Ostrojen
(6stadiol-17P) igerir (1).

inekte, folikiiler sividaki ostradiol
konsantrasyonu gelisim ilerledik¢e artmakta,
ancak progesteron seviyesi pek degismemek-
tedir. Ostrojen maturasyon siireci igerisinde
granuloza hiicrelerinin FSH ve LH’a olan
duyarliklarint artirir. Sonugta granuloza hiic-
relerinde bazi farklilasmalar baslar. Inekte
folikiiler evre boyunca, 6zellikle son ii¢-bes
giin i¢inde folikiil hiicreleri onemli fonksiyonel
degisim yasar. Seksiiel siklusun erken evresin-
den folikiiler evrenin ortalarina dek granuloza
hiicreleri progesterona gore cok miktarda
Ostradiol iretirler. Geg¢ folikiiler evrede ise
LH/FSH yiikselisinin ardindan Ostrojen iiretim
diizeyi hayli diiserken, progesteron iiretimi
hizlanir. Granuloza hiicreleri, 0zellikle ovulas-
yona yakin donemlerde oksitosin hormonu da
salgilarlar. Ortamda teka hiicreleri, adrenal
steroidler, katekolaminler ve askorbik asit
varliginda oksitosin iiretiminin arttig1, aktivin

varliginda ise diistiigii bildirilmektedir (12).
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