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Amag  Hiicresel protein dengesi tizerinde etkili oldugu bilinen fosfatidilinositol 4,5- bifosfat (PIP2)'nin, 8-13 yas araligindaki sigir oositlerinin in vitro maturasyon (IVM)
sistemine farkli konsantrasyonlarda eklenmesinin, farkli IVM siirelerinde oosit canliligi ve olgunlagmasi tizerindeki etkisinin belirlenmesi amaglanmustir.

Gere¢ve  Mezbahada kesimi gergeklesen sigirlardan elde edilen ovaryumlardan aspire edilen kumulus oosit komplekslerinden kumulus hiicrelerinin mekanik olarak

Yontemler  uzaklagtirilmastyla soyulan oositler IVM medyumu igerisine alinarak 6 saat ve 24 saat siireyle kiiltiire edilmistir. IVM medyumu igerisine 0,1uM (P1), 0,5 uM (P2), 1

uM (P3) ve 5 uM (P4) konsantrasyonlarda PIP2 eklenmistir. Kiiltiir siirecinin sonunda tiim gruplardaki 1. mayoz béliinmeyi tamamlayabilen olgunlagmus oositlerin,
olgunlagmamig ancak canlihgini korumus oositlerin ve 6lii oositlerin oranlar: belirlenmistir.

Bulgular 6 saatlik IVM sonrasinda en yiiksek olgunlagma oranimin P1 grubunda oldugu, 6lii oosit oraninin ise P4 grubunda en yiiksek oldugu belirlenmistir. 24 saatlik IVM
sonrasinda da en yiiksek olgunlasma orani P1 grubunda goriilmiis, P4 grubunda 6lii oosit oraninin en fazla, P1 grubunda ise en diisiik diizeyde oldugu saptanmuigtir.

Sonu¢  PIP2’nin diisiik konsantrasyonlarda IVM medyumuna eklenmesi oosit olgunlagma ve sag kalim oranlarini artirmaktadir.

Anahtar  oosit; oosit toplama; in vitro oosit olgunlastirma teknikleri; fosfatidilinositol 4,5-bifosfat
Kelimeler

Abstract

Objective  The aim of the current study was to determine the effects of addition of different concentrations of phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2), which is known to effect cellular protein balance,

'p

into the in vitro maturation (IVM) system of bovine oocytes between the ages of 8-13, in terms of oocyte viability and maturation rates at different times of IVM.

Materials ~ Ovaries were harvested from the bovine that were sacrificed in a slaughterhouse. The cumulus oocyte complexes were aspirated from the ovaries and oocytes were denuded by mechanical
and methods  detachment of cumulus cells. The oocytes were placed in the IVM medium and incubated for 6 and 24 hours. 0.1uM (P1), 0.5 uM (P2), 1 uM (P3) ve 5 uM (P4) concentrations of PIP2 was
added to the IVM medium. At the end of the culture period, rates of the matured oocytes that were able to complete the first meiotic division, the immature but viable oocytes and dead oocytes

were determined in each group.

Results  After 6 hours of IVM, the highest maturation rate was seen in P1 group and the rate of dead oocytes was the highest in P4 group. After 24 hours of IVM, the highest maturation rate was also
seen in P1 group and the rate of dead oocytes was determined to be the highest in P4 and lowest in P1 groups.

Conclusion  The addition of PIP2 at low concentrations to the IVM medium, increases the maturation and viability rates of the oocytes.

Keywords  oocytes; oocyte collection; in vitro oocyte maturation techniques; phosphatidylinositol 4,5-biphosph
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GIRiS
Oosit maturasyonu (olgunlasmasi), I. mayoz bélinmenin
profaz asamasinin diploten evresinde bekleyen, germinal
vezikil (GV) oosit olarak adlandirilan oositlerin, germinal
vezikiil ytkiminin ardindan I. mayoz bélinmeyi tamam-
layarak II. mayoz bolinmenin metafaz asamasina (MII)
kadar ilerledigi siireci kapsar.! Infertilite tedavisinde uygu-
lanan yardimc iireme teknolojilerinden (YUT) biri olan
in vitro maturasyon (IVM), GV asamadaki olgunlasmamis
oositlerin uygun kiltiir kosullarinda MII agamaya kadar
olgunlastirilmasi ve fertilizasyona hazir hale getirilmesidir.
IVM, folikiil aktivasyonu ve ovulasyon indiiksiyonu son-
rasinda ¢ok az oosit elde edilebilen hastalar i¢in iyi bir se-
cenektir. Ayrica, IVM yontemi sirasinda, hastaya hormon
indiiksiyonu yapilmadigindan, hormon tedavisine hassa-
siyet gosteren polikistik over sendromu (POS) ve ovaryan
hiperstimulasyon sendromu (OHSS) olan hastalarda kul-
lanilmaktadir.? IVM y6ntemi infertil poptilasyonun potan-
siyelini yas ve cinsel olgunluktan bagimsiz olarak gelisti-
rebilir.’ Bu nedenle IVM, kiiltiir kosullarinin daha kaliteli
oosit gelistirmek iizere optimize edilmesi ile d6llenme ve
embriyonik gelisim potansiyeli yiiksek oositlerin gelisimi

i¢in ideal bir yontemdir.

YUT uygulamalari sirasinda elde edilen oositlerden yak-
lagik %15’inin olgunlagsmamis oldugu belirlenmistir.* IVM
ile elde edilen oositlerin olgunlasma orani, dogal siklus ile
elde edilenlere gore olduke¢a distiktiir. Bunun nedeninin
IVM protokollerinin en uygun sekilde ger¢eklesmemis ol-
mas1 veya toplanan oositlerin igsel etkenlerinin olgunlas-
ma i¢in yetersiz kalmasi oldugu disiiniilmektedir.> Mevcut
protokoller ile olduk¢a diisiitk olan IVM oranlari, maternal
yasin ilerlemesi ile birlikte belirgin bir sekilde azalmakta-
dir.® Memelilerde dogurganlik ve fizyolojik yas ters oran-
tilidir” Yas ile iliskili tiremede gerceklesen gerileme ¢ok
etkenlidir ve biiyiik 6l¢ide mevcut oosit sayisindaki azal-
maya baglidir;® ancak azalmig memeli dogurganlig1 ayn
zamanda oosit kalitesi ve oositin gelisimsel potansiyeli ile
de iliskilidir.” Maternal yasin artis1 ile birlikte oosit kalitesi

diigmektedir.’ Diisiik oosit kalitesinin potansiyel nedenleri

azalmis ooplazma kalitesi, mitokondriyal bozukluklar ve
mayoz anomalileridir.’” Yas ile baglantili olarak oositte yer
alan organellerin yapisal ve islevsel agidan bozulmasi, oo-

sit kalitesinin azalmast ile iliskilendirilmigtir.'* !

Stres kosullar: ve fizyolojik dengesizlikler protein katlan-
masina neden olur ve hiicresel protein dengesini (proteos-
tazis) bozarlar.'>"* Hiicre iginde yanlis katlanmis proteinle-
rin organize bir sekilde aktif olarak ayrilmasi i¢in protein
dengesini koruyucu stratejiler gereklidir.’* Coziinebilir
yanlis katlanmis proteinlerin uzaklastirilmas: hiicredeki
sitotoksik etkilerini ortadan kaldirabilir.'>'¢ C.elegans oo-
sitlerinde yapilan ¢alismalar, oosit sitoplazmasinda biriken
protein agregatlarinin mayoz bolilnmede hatalara neden
olabildigini géstermistir.'” Protein agregatlariin olusu-
munun dnlenmesi ve olusan agregatlarin ortadan kaldiri-
labilmesi i¢in vakuolar tip adenozin trifosfataz (V-ATPaz)
proton pompalarinin saglayacag: asiditeye ihtiya¢ duyul-
maktadir.'® Protein kinaz C (PKC) aktivatorlerinin hor-
mon bagimli ya da hormon bagimsiz yolaklar aracilig: ile
V-ATPaz proton pompalarini aktive ettigi daha 6nce farkl
hiicrelerde yapilan caligmalarda gosterilmistir.’** Ayrica
fosfatidilinositol 4,5- bifosfat (PIP2)’1n da V-ATPaz proton
pompalarinda domain etkilesimini stabilize ederek V-AT-

Paz pompasini aktive ettigi bilinmektedir.*!

Hem fiziksel hem de etik nedenlere bagli olarak genc ve
yaslt saglikli kadinlarda oosit kalitesinin karsilagtirilmas:
glic olmaktadir. Bu nedenle oosit ile ilgili yapilan calig-
malarda hayvan modelleri kullanilmas: idealdir. Sigirlarin
tireme periyodu (yaklasik 13 yil), rodentler de dahil olmak
tizere diger model hayvanlara gore daha uzundur® ve in-
sanlarinkine benzer folikiiler dalgalanma, folikiil se¢imi,
ovulasyon paterni ve yasa bagli hormonal degisiklik goste-
rirler.”*** Ayrica, mezbahada kesimi yapilan siirlardan ali-
nan ovaryumlardan kolaylikla oosit elde edilebilmektedir.
Bu nedenle insanlarda tireme yaglanmasi ¢aligmalar igin,

sigirlarin iyi bir hayvan modeli oldugu distiniilmektedir.

Caligmamizin amaci, V-ATPaz aktivasyonu saglayarak
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hiicresel asiditeyi artirdigi bilinen PIP2’nin, 8-13 yas arali-
gindaki yash sigir oositlerinin IVM kiiltiir ortamina farkli
doz ve siirelerde eklenmesinin oosit canlilig1 ve olgunlas-

masi uizerindeki etkisinin belirlenmesidir.

GEREC ve YONTEMLER
Bu caligma, mezbahada kesimi yapilan sigirlardan elde
edilen ovaryumlardan toplanan oositlere deneysel aras-
tirma yontemleri uygulanarak laboratuvar ortaminda ger-

ceklestirilmistir.

Sigir ovaryum eldesi
Sigir ovaryum eldesi, Istanbulda yer alan Narmanlar ET
kombinasinda veteriner hekim kontrolii altinda yapilan
kesimlerin hemen ardindan gergeklestirilmistir. Yas ara-
liklar1 8 ile 13 arasinda degisen yash sigirlardan alinan
ovaryumlar, 38,50C’ye 1sitilmis fosfat tamponlu tuz (PBS)
¢Ozeltisi igeren, sicakligi koruyan termoslar igerisine ak-
tarilmigtir. Bu gekilde sicakligi muhafaza edilen ovaryum-
larin laboratuvara transferi yaklasik 2 saat igerisinde sag-

lanmuigtir.

Ovaryumlardan oosit eldesi
Oositler, sigir ovaryum folikiillerinden ($ekil-1a) 18G igne
yardimu ile aspire edilmis, enjektére folikiil sivisi ile bir-
likte gekilen kumulus-oosit kompleksleri medyum igeren
cam petri kaplarma aktarilmistir. Oosit toplama medyu-
mu olarak, amfoterisin B (2.5 mg/ml), penisilin-strepto-
misin (50 mg/ml) destekli, HEPES igeren M199 medyumu
kullanilmistir. Oositler, IVM medyumu igeren damlacik-
lar icerisine aktarilmadan 6nce stereomikroskop altinda
kumulus hiicreleri agiz pipeti yardimiyla mekanik olarak

uzaklagtirilmigtir.

In vitro maturasyon (IVM)
GV asamadaki oositler, piruvat (0,25 mM), glukoz (5,5
mM), penisilin/streptomisin (%1), FCS (%10), LH (75
mIU/ml), FSH (75 mIU/ml), ostradiol (1 ug/ml), ITS (%1)
destekli L-Glutamin igeren M199 medyumuna aktaril-
mustir. Polistiren steril petri kaplar: igerisinde 38,50Cde

6 saat ve 24 saat siirelerle inkiibasyon gerceklestirilmistir

(Sekil-1b).

Sekil-1: a) Folikiil aspirasyonu oncesi sigir ovaryumunun
genel goriiniimii. Ok: Ovaryum folikiilleri b) In vitro matu-
rasyon (IVM) medyumu iceren polisitiren steril petri kapla-
r1. Kontrol: Fosfatidilinositol 4,5- bifosfat (PIP2) icermeyen
medyum. P1: 0,1uM PIP2 igerir. P2: 0,5 uM PIP2 icerir. P3:
1 uM PIP2 icerir. P4: 5 uM PIP2 icerir.

IVM siirecinde PIP2 uygulamasi
V-ATPaz aktivasyonu saglayarak hiicresel asiditeyi artirdi-
g1 bilinen PIP2, sigir oositlerine uygulanan IVM medyumu
igerisine 0,1uM (P1), 0,5 uM (P2), 1 uM (P3) ve 5 uM (P4)
konsantrasyonlarda eklenmistir. Kontrol grubunda (K) yer
alan oositlerin IVM medyumuna PIP2 eklemesi yapilma-
mustir. [IVM siirecinin 6. ve 24. saatlerinde tiim gruplara
ait oositler invert mikroskop altinda gézlemlenmis, olgun-
lagmamis (polar cisimcik atilimi ger¢eklesmeyen ve MII
agamasindan Onceki asamalarda bulunan), olgunlasmis
(polar cisimcik atilimini tamamlamis ve MII asamasinda
bulunan) ve canliligini koruyamayan oosit sayilar1 belir-
lenmistir. Bu deneyler, mezbahadan 3 farkli giinde alinan
ornekler ile 3 kez tekrar edilmistir. 3 farkli deneyden elde
edilen oosit sayilar1 tiim gruplar igin ayr1 ayr1 toplanarak
elde edilen toplam oosit sayilar1 Tablo- 1de belirtilmistir.
Her bir grupta yer alan (K, P1, P2, P3 ve P4) canl: - olgun-
lagsmamus, canlt - olgunlagmis ve 6lii oosit ytizdeleri belir-

lenmistir (Tablo -1).

Istatistiksel analiz
K, P1, P2, P3 ve P4 gruplarinda yer alan canli - olgunlas-
mamus, canli - olgunlagmis ve 6lii oosit ylizdelerinin belir-

lenmesiyle elde edilen veriler Sigma Stat programi (Sigma
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Stat for Windows, version 3.0, Jandel Scientific Corp., San
Rafael, CA, USA) ile istatistiksel agidan degerlendiril-
mistir. Veriler “One-way ANOVA” Holm Sidak testi ile
degerlendirilmis, biyomedikal aragtirmalarda ¢oklu kars:-
lastirma prosediirleri ierisinde yalin, giivenli ve giiglii bir
yontem olarak tanimlanmasi nedeniyle bu test tercih edil-
mistir.® Uygulanan bu test ile canli - olgunlagmamis, canli
- olgunlagmis ve 6lii oosit oranlar1 agisindan tiim gruplar

(K, P1, P2, P3 ve P4) birbirleri ile karsilagtirilmis ve istatis-

tiksel anlamlilik p < 0,001 olarak tanimlanmustir. 6 saatlik
IVM sonucu elde edilen canli - olgunlagmamus (Tablo-2),
canli - olgunlagsmis (Tablo-3) ve 6lii (Tablo-4) oositlerin
farkli gruplardaki oranlarinin birbirleri ile karsilastiril-
masi ile elde edilen p degerleri ilgili tablolarda belirtilmis-
tir. Ayni sekilde 24 saatlik IVM sonucu elde edilen canli
- olgunlagmamis (Tablo-5), canli - olgunlagmis (Tablo-6)
ve 6li (Tablo-7) oositlerin farkli gruplardaki oranlarinin

birbirleri ile karsilastirilmasi ile elde edilen p degerleri de

Tablo-1: 6 saat ve 24 saatlik IVM siirecinin ardindan kontrol (PIP2 i¢ermeyen grup), P1 (0,1uM PIP2), P2 (0,5 uM PIP2), P3 (1 uM
PIP2) ve P4 (5 uM PIP2) gruplarina ait canli - olgunlagmamus, canli - olgunlasmis ve 6lii oosit sayilar1 ve yiizde oranlar1

Canli - olgunlagmamis oositler Canli - olgunlagmis oositler Olii oositler

Say1 Yiizde Say1 Yiizde Say1 Yiizde
Kontrol (6 saat) 19 48,71 0 0 20 51,28
Kontrol (24 saat) 5 12,82 1 2,56 33 84,61
P1 (6 saat) 11 35,48 2 6,45 18 58,06
P1 (24 saat) 8 25,80 3 9,67 20 64,51
P2 (6 saat) 14 28,00 1 2,00 35 70,00
P2 (24 saat) 9 18,00 1 2,00 40 80,00
P3 (6 saat) 16 36,36 0 0 28 63,63
P3 (24 saat) 8 18,18 0 0 36 81,81
P4 (6 saat) 2 4,16 0 0 46 95,83
P4 (24 saat) 0 0 0 0 48 100

masi ile elde edilen p degerleri

Tablo- 2: 6 saatlik IVM siirecinin ardindan kontrol (PIP2 i¢ermeyen grup), P1 (0,1uM PIP2), P2 (0,5 uM PIP2), P3 (1 uM PIP2) ve P4
(5 uM PIP2) gruplarinda yer alan canli - olgunlagsmamus oosit yiizdelerinin “One-Way ANOVA” Holm Sidak yontemi ile karsilastiril-

If::::))l P1 (6 saat) P2 (6 saat) P3 (6 saat) P4 (6 saat) Ortalama S;::(:l:t
Kontrol (6 saat) - p=0,183 p=0,161 p=0,009 p<0,001 48,710 1,960
P1 (6 saat) p=0,183 --- p=0,942 p=0,183 p<0,001 35,480 5,503
P2 (6 saat) p=0,161 p=0,942 - p=0,207 p<0,001 28,000 7,915
P3 (6 saat) p=0,009 p=0,183 p=0,207 --- p<0,001 36,360 4,523
P4 (6 saat) p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 4,160 0,528

ile elde edilen p degerleri

Tablo- 3: 6 saatlik IVM siirecinin ardindan kontrol (PIP2 i¢ermeyen grup), P1 (0,1uM PIP2), P2 (0,5 uM PIP2), P3 (1 uM PIP2) ve P4
(5 uM PIP2) gruplarinda yer alan canli - olgunlagmis oosit yiizdelerinin “One-Way ANOVA” Holm Sidak yontemi ile kargilagtirilmasi

I((;)::::))l P1 (6 saat) P2 (6 saat) P3 (6 saat) P4 (6 saat) Ortalama S;:l;(::t
Kontrol (6 saat) - p<0,001 p=0,056 p=1,000 p=1,000 0,000 0,000
P1 (6 saat) p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 6,450 3,769
P2 (6 saat) p=0,056 p<0,001 p=0,056 p=0,056 2,000 1,508
P3 (6 saat) p=1,000 p<0,001 p=0,056 p=1,000 0,000 0,000
P4 (6 saat) p=1,000 p<0,001 p=0,056 p=1,000 0,000 0,000
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Tablo- 4: 6 saatlik IVM siirecinin ardindan kontrol (PIP2 icermeyen grup), P1 (0,1uM PIP2), P2 (0,5 uM PIP2), P3 (1 uM PIP2) ve P4
(5 uM PIP2) gruplarinda yer alan 6lii oosit yiizdelerinin “One-Way ANOVA” Holm Sidak yontemi ile karsilastirilmasi ile elde edilen
p degerleri

I((;);:;;))l P1 (6 saat) P2 (6 saat) P3 (6 saat) P4 (6 saat) Ortalama S;Z;i?:t
Kontrol (6 saat) --- p=0,717 p=0,597 p=0,043 p<0,001 51,280 1,960
P1 (6 saat) p=0,717 p=0,374 p=0,018 p<0,001 58,060 9,271
P2 (6 saat) p=0,597 p=0,374 --- p=0,129 p<0,001 70,000 9,422
P3 (6 saat) p=0,043 p=0,018 p=0,129 p<0,001 63,630 4,523
P4 (6 saat) p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 --- 95,830 0,528

Tablo- 5: 24 saatlik IVM siirecinin ardindan kontrol (PIP2 icermeyen grup), P1 (0,1uM PIP2), P2 (0,5 uM PIP2), P3 (1 uM PIP2)
ve P4 (5 uM PIP2) gruplarinda yer alan canli - olgunlasmamus oosit yiizdelerinin “One-Way ANOVA” Holm Sidak yontemi ile
karsilastirilmasi ile elde edilen p degerleri

Kontrol (24 P1 (24 saat) | P2 (24 saat) | P3 (24 saat) | P4 (24 saat) Ortalama Sk
saat) Sapma
Kontrol (24 saat) --- p=0,658 p=0,344 p=0,091 p<0,001 12,820 3,015
P1 (24 saat) p=0,658 p=0,613 p=0,035 p<0,001 25,800 4,975
P2 (24 saat) p=0,344 p=0,613 --- p=0,009 p<0,001 18,000 9,799
P3 (24 saat) p=0,091 p=0,035 p=0,009 p<0,001 18,180 4,975
P4 (24 saat) p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 0,000 0,000

Tablo- 6: 24 saatlik IVM siirecinin ardindan kontrol (PIP2 icermeyen grup), P1 (0,1uM PIP2), P2 (0,5 uM PIP2), P3 (1 uM PIP2) ve
P4 (5 uM PIP2) gruplarinda yer alan canli - olgunlagmis oosit yiizdelerinin “One-Way ANOVA” Holm Sidak yontemi ile karsilastiril-
mast ile elde edilen p degerleri

Kontrol (24 P1 (24 saat) | P2 (24 saat) | P3 (24 saat) | P4 (24 saat) Ortalama ST
saat) Sapma
Kontrol (24 saat) p<0,001 p=0,749 p=0,114 p=0,114 2,560 1,884
P1 (24 saat) p<0,001 --- p<0,001 p<0,001 p<0,001 9,670 5,653
P2 (24 saat) p=0,749 p<0,001 --- p=0,204 p=0,204 2,000 1,508
P3 (24 saat) p=0,114 p<0,001 p=0,204 --- p=1,000 0,000 0,000
P4 (24 saat) p=0,114 p<0,001 p=0,204 p=1,000 -—- 0,000 0,000

Tablo- 7: 24 saatlik IVM siirecinin ardindan kontrol (PIP2 i¢cermeyen grup), P1 (0,1uM PIP2), P2 (0,5 uM PIP2), P3 (1 uM PIP2)
ve P4 (5 uM PIP2) gruplarinda yer alan 6lii oosit yiizdelerinin “One-Way ANOVA” Holm Sidak yontemi ile karsilastirilmasi ile elde
edilen p degerleri

Kontrol (24 P1 (24 saat) | P2 (24 saat) | P3 (24 saat) | P4 (24 saat) Ortalama Elandan
saat) Sapma
Kontrol (24 saat) - p<0,001 p=0,013 p=0,962 p=0,127 84,610 1,206
P1 (24 saat) p<0,001 --- p=0,350 p<0,001 p<0,001 64,510 10,628
P2 (24 saat) p=0,013 p=0,350 p=0,014 p<0,001 80,000 11,307
P3 (24 saat) p=0,962 p<0,001 p=0,014 --- p=0,116 81,810 4,975
P4 (24 saat) p=0,127 p<0,001 p<0,001 p=0,116 --- 100,000 0,000
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ilgili tablolarda belirtilmistir.

BULGULAR

6 saatlik IVM sonucunda PIP2’nin farkli konsantras-
yonlarinin oosit canlilig1 ve olgunlagsma oranlarina etkisi
IVM’in 6. saati sonunda hi¢bir grupta yer alan oositler-
de partenogenetik aktivasyon gézlemlenmemistir. Invert
mikroskop altinda incelenen oositlerden (Sekil-2), canlili-
gin1 koruyan ancak I. mayoz boliinmeyi tamamlayarak po-
lar cisimcik atilimi gézlemlenmeyen, olgunlasmamus oosit
oranlar1 kontrol grubunda %48,71 (n=19), P1 grubunda
%35,48 (n=11), P2 grubunda %28,00 (n=14), P3 grubun-
da %36,36 (n=16) ve P4 grubunda %4,16 (n=2) olarak
belirlenmistir. Canliligini koruyan ve 1. mayoz béliinme-
yi tamamlayarak polar cisimcik atilimi gézlemlenen, MII
agamaya gelen olgun oositler, [VM’in 6. saatinin sonunda
sadece P1 ve P2 gruplarinda gozlemlenmis ve olgunlasma
oranlar1 sirastyla %6,45 (n=2) ve %2,00 (n=1) olmustur.
P3 ve P4 gruplarinda ise olgunlasmis oosite rastlanma-
mustir. Canliligini koruyamayan oosit oranlari ise kontrol
grubunda %51,28 (n=20), P1 grubunda %58,06 (n=18), P2
grubunda %70,00 (n=35), P3 grubunda %63,63 (n=28) ve
P4 grubunda %95,83 (n=46)tiir. (Sekil-3).

L

Sekil-2: In vitro maturasyon (IVM) medyumunda 6 ve 24
saat siireyle farkli konsantrasyonlarda PIP2 varliginda kiil-
tiire edilen oositlerin invert mikroskop goriintiileri. Ok: po-
lar cisimcik. P1:0,1uM, P2:0,5uM P3:1uM P4:5uM Fosfati-
dilinositol 4,5- bifosfat (PIP2) icermektedir.

|

G zaat IVM siirecinde &l oosit oranlan (%)

b
L

Sekil-3: In vitro maturasyon (IVM) uygulanan oositlerden 6
saat sonunda canliligini koruyan ancak 1. mayoz boliinmesi-
ni tamamlayarak, polar cisimcik olusumu gozlemlenmeyen,
olgunlasmasini  tamamlamamis (canli- olgunlasmamis),
1. mayoz béliinmeyi tamamlayarak polar cisimcik atilim
goriilen olgun (canli - olgunlasms) ve 6lii oosit oranlarin
(%) gosteren grafikler. Farkli harfler istatistiksel anlamlilig:
ifade etmektedir (P < 0,001) (One way anova, Holm Sidak
yontemi). P1:0,1uM, P2:0,5uM P3:1uM P4:5uM Fosfatidili-
nositol 4,5- bifosfat (PIP2) icermektedir.

6 saatlik IVM siireci sonunda en yiiksek olgunlasma ora-
ninin 0,1uM PIP2 uygulanan P1 grubunda oldugu goriil-
miistiir ve bu oran tiim diger gruplar ile karsilastirildi-
ginda istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,001) (Tablo- 3).
Canliligini koruyamayan oositlerin oraninin en yiiksek
oldugu grup ise 5uM PIP2 uygulanan P4 grubu olarak be-
lirlenmis, canlt oositlerin oranlarinin da bu grupta diger
gruplara gore anlamli sekilde diisiik oldugu gorilmistiir
(p<0,001) (Tablo-2 ve 4).

24 saatlik IVM sonucunda PIP2’nin farkli konsantras-
yonlarinin oosit canlilig1 ve olgunlasma oranlarina etkisi
IVM’in 24. saati sonunda da hicbir grupta partenogenetik
aktivasyona ugrayan oosite rastlanmamustir. Invert mik-
roskop altinda incelenen oositlerden ($ekil-2), canliligi-
n1 koruyan ancak olgunlagmamis oosit oranlar1 kontrol
grubunda %12,82 (n=5), P1 grubunda %25,80 (n=8), P2
grubunda %18,00 (n=9) ve P3 grubunda %18,18 (n=_8)
olarak belirlenmis, P4 grubunda 24 saatlik IVM sonunda

canli oosit gozlemlenmemistir. Kiiltiir siireci sonunda can-
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liligin1 koruyan ve olgunlagmis oositler kontrol, P1 ve P2
gruplarinda gozlemlenmis ve olgunlagma oranlari sirasiy-
la %2,56 (n=1), %9,67 (n=3) ve %2,00 (n=1) olmugtur. P3
ve P4 gruplarinda 24 saatlik IVM siirecinin sonunda da
olgunlagsmis oosit gozlemlenmemistir. En yiiksek olgun-
lagma orani 24 saatlik IVM sonucunda da P1 grubunda
elde edilmistir ve bu oran tiim diger gruplar ile karsilas-
tirlldiginda istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,001) (Tab-
lo-6). Canliligin1 koruyamayan oosit oranlari ise kontrol
grubunda %84,61 (n=33), P1 grubunda %64,51 (n=20), P2
grubunda %80,00 (n=40), P3 grubunda %81,81 (n=36) ve
P4 grubunda %100 (n=48)dir (Sekil-4). Canliligini ko-
ruyamayan oosit oraninin P1 grubunda en az oldugu, P1
grubundaki 6lii oosit oranlarinin kontrol, P3 ve P4 grupla-
rina gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldu-

gu gorilmistiir (p<0,001) (Tablo-7).

Sekil-4: In vitro maturasyon (IVM) uygulanan oositler-
den 24 saat sonunda canlibigini koruyan ancak 1. mayoz
boliinmesini tamamlayarak, polar cisimcik olusumu goz-
lemlenmeyen, olgunlasmasmi tamamlamamis (canh- ol-
gunlasmamus), 1. mayoz boliinmeyi tamamlayarak polar
cisimcik atilimi goriilen olgun (canli - olgunlasmis) ve 6lii
oosit oranlarim (%) gosteren grafikler. Farkli harfler ista-
tistiksel anlamlihig: ifade etmektedir (P < 0,001) (One way
anova, Holm Sidak yontemi). P1:0,1uM, P2:0,5uM P3:1uM
P4:5uM Fosfatidilinositol 4,5- bifosfat (PIP2) icermektedir.

TARTISMA

Kadinlara 6zgili tireme yaslanmasi sorunlari uzun siiren
oogenez siirecinden kaynaklanmaktadir: Primordial oo-
sitler fetal donemde olusurlar ancak ovulasyon sirasinda
déllenebilir oositlere olgunlagirlar?® YUT uygulamalart
kapsaminda déllenme yeterliligi olan, olgun insan oositi
elde edebilmek tizere uzun siireli oosit dondurma ve oo-
sit bagis1 yontemleri kullanilabilmektedir.” Ancak hem
oosit dondurma hem de oosit bagisinin kendilerine ait
teknik ve etik giicliikleri bulunmaktadir ve buna ek ola-
rak her iki yontemin de uygulanmalar: konusunda kisitli-
liklar vardir. Bu nedenle GV asamadaki oositlerin uygun
gelisimsel yeterliliklerini ve potansiyellerini kaybetmeden
IVM yontemi ile MII agamaya kadar olgunlastirilabildigi
kiiltiir sistemlerinin gelistirilebilmesi olduk¢a 6nemlidir.
Uygulanan IVM sistemi, oositin 1. mayoz boliinmeyi ger-
ceklestirmesine olanak saglayan nuklear olgunlagmasini
ve sitoplazmik farklanmasini destekleme ozelligine sahip
olmalidir,® béylece dollenme ve embriyonik gelisimin
basariyla gerceklesmesi saglanabilir. Oositlerde yasa bagh
olarak gerceklesen sitoplazmik bilesenlerdeki degisiklikler,
oositin nuklear olgunlagsmasina engel olusturabilmektedir.
Sigirda daha 6nce yapilan calismalarda, yash sigirlarin fo-
likiil sayilarinin ve ovaryumlarin hormon yanitinin daha
diisiik oldugu belirlenmistir.* Yaslt sigirlardan alinan oo-
sitlerde reaktif oksijen tiirleri (ROS) seviyelerinin yiiksek
oldugu ve mitokondriyal DNA (MtDNA) kopya sayis1 ve
gelisim yeteneginin azaldig1 goriilmiistiir.*>*' Mitokondri-
yal fonksiyon bozuklugunun geng sigir oositlerinde mito-
kondriyal biyogenezi aktive ettigi ancak yasli sigir oositle-
rinde bu esnekligin kayboldugu ortaya konmustur.” Yash
sigirlardan elde edilen oositlerin nuklear olgunlasmay: ta-
mamlama ve déllenme yeteneginin diisiik oldugu belirlen-
mistir.33 Ayrica geng ve yash sigir oositlerindeki gen ifade
farkliliklarinin oksidatif fosforilasyon ve mitokondriyal
fonksiyon bozuklugunu ile iliskili oldugu gosterilmistir.*

Gergeklestirilen bu ¢alismada PIP2, yash sigir oositlerine
IVM siirecinde farkli dozlarda ve siirelerde uygulanmis
ve Ozellikle 0,1uM konsantrasyonda uygulandiginda oo-

sit olgunlagma oranlarinin daha yiiksek konsantrasyonlar
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igeren gruplara ve PIP2’nin uygulanmadig1 kontrol grubu-
na gore daha fazla oldugu gortalmustiir. Farkli hiicrelerde
hiicresel asiditeyi artirarak, protein agregatlarini ortadan
kaldirdig: bilinen PIP2’nin,*** mevcut ¢aligmadaki oosit
olgunlagsmasini artirdiginin belirlenmesi, bu molekiiliin
oositlerde de sitoplazmik kompozisyon agisindan benzer
bir etki yarattigini diisiindiirmektedir. PIP2’nin belirli fos-
folipaz C izoformlar: tarafindan katalize edilen hidrolizi
sonucunda diagilgliserol (DAG) ve inositol-3 fosfat (IP3)
olusumu gerceklesmektedir.** Bu hidroliz trtinlerinden
DAG dogrudan protein kinaz C (PKC) aktivasyonuna ne-
den olmaktadir.*® IP3 ise endoplazmik retikulum memb-
raninda yer alan Ca+2 kanallarinin a¢ilmasini saglamakta
ve Ca+2 artist ile PKC aktivasyonunu gerceklestirmekte-
dir.36 Dolayistyla PIP2’nin varligt DAG ve IP3 araciligiyla
PKC aktivasyonu ile iligkilidir. PKC’nin aktivasyonunun
ise sigir oosit maturasyonu siirecinde nuklear maturas-
yonu artirict yonde etki yaptig1 daha 6nceki ¢aligmalarda
belirlenmistir.’” Fare ovaryumunda daha 6nce gergekles-
tirdigimiz ¢aligmalarda belirli PKC izotiplerinin (PKCe)
ozellikle oositlerde yerlesim gosterdigi belirlenmis,*® bu
nedenle PKC’nin belirli izotiplerinin memeli oosit matu-
rasyonu iizerinde etkili olabilecegi diistintilmiistiir. Ayrica
fare ovaryum folikiil kiiltiirt modelinde, konvensiyonel
PKC izotiplerinden PKCa ve PKCPT'in FSH ile indiikle-
nen fare oosit maturasyonunun tamamlanmasinda EGFR
aktivasyonu gergeklestirerek etkili oldugu belirlenmistir.*®
Onceki yillarda gerceklestirdigimiz sigir ovaryum folikiil
kiiltiiri modelinde de PKC ile etkilesimi oldugu bilinen
Akt ve mitojen ile aktive olan protein kinazlarin (MAPK)
folikiiler aktivasyon ile de iliskili olabilecegi belirlenmis-
tir.* Dolayisiyla, mevcut ¢aliyjmada PIP2’nin sigir oosit
maturasyonu tizerindeki etkisinin, oosit maturasyonunda
rol oynadig1 distintilen PKC sinyalinin ve iligkili yolakla-
rin aktivasyonuna katk: saglayarak gerceklesmis olabilece-

i diigtintilmektedir.

Oosit olgunlagmasi sirasinda mayoz bolinmenin devamli-
1181 i¢in gerekli olan siklin bagimli kinaz-1(CDK1) - siklin

B kompleksinin olgunlasmamis deniz yildiz1 oositlerinde

agregatlar halinde bulundugu ve olgunlagma sirasinda bu
kompleks aktif hale geldigi anda agregatin dagildig: belir-
lenmistir.* Protein agregatlarinin olusumunun 6nlenmesi
ve olugan agregatlarin ortadan kaldirilarak oosit sitoplaz-
masinin protein dengesinin korunmasimin lizozomlara
bagli oldugu ve lizozomlarin asiditesinin korunmasinin
lizozomun bu dengeyi saglama konusundaki etkinligini
artirdig1 gosterilmistir.”” Lizozomlarda, diigiik pH seviye-
lerinde (pH 4.5-5.5) optimum aktivite gosteren proteazlar
bulunur.'® Lizozomlardaki bu diisiik pH diizeyi membra-
na bagl proton pompalari ile saglanmaktadir.*? Lizozom
asiditesinin saglanmasi i¢in proton pompalarinin aktive
edilmesi gerekmektedir. Progesteron ile aktive edilen X.
laevis oositlerinin ¢ok sayida asidik lizozoma sahip oldugu
gosterilmistir.”” Bu mekanizmanin memeli tiirlerinde de
korunmus olabilecegi diisiiniilmektedir. Lizozom asiditesi,
lizozom membraninda yer alan V-ATPaz proton pompa-
larinin aktivasyonu ile saglanabilmektedir.? ATP hidrolizi
ile proton pompasinda yer alan proteolipid c-halkasinin
donmesi sonucu proton hareketi gerceklesmekte ve H+
konsantrasyonu bu sekilde diizenlenmektedir.”® Mevcut
caligmada proton pompasi aktivasyonu gerceklestirdigi
bilinen PIP2’nin oosit olgunlagmasi iizerindeki olumlu
etkisi, PIP2’nin oositlerde lizozomal aktivasyon aracilig
ile oositlerin protein dengesi tizerinde etkili olabilecegini
gostermektedir. Yasli oositlerde ozellikle artig gosterdigini
diistiniilen protein agregatlarinin® ortadan kaldirilmasi
i¢in lizozomlarin asiditesinin proton pompas aktivatorle-
ri araciligiyla yiiksek diizeye ulastirilmasi, bu oositlerdeki

olgunlagsma oraninin artirilmasi i¢in 6nem tagimaktadir.

IVM isleminin uygun siirelerde gerceklesmesi oositin en
uygun sekilde olgunlagsmasini etkiledigi kadar, IVM ile
elde edilen oositlerden gelisen embriyolarin gelisim sii-
recine de etki etmektedir. Birinci polar cisimcik atilim
orant IVM’in daha erken saatlerinde gerceklesirken, en
iyi embriyo gelisiminin 18 saat siiresince IVM uygulanan
oositler ile gergeklestigi belirlenmistir.** IVM’in uygun ol-
mayan siirelerde gerceklestirilmesi anormal kromatin olu-

sumu, oosit yaglanmasi ve gelisimsel yeterliliginin ortadan
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kalkmasina neden olabilmektedir.* Memeli oositlerinin
ovulasyon sonrasi yaglanmasinin da hem in vivo hem in
vitro kosullarda mayoz béliinmenin metafaz evresinde
duraklamanin gerceklesmemesine, anormal ig gelisimi,
kromozomlarin yanlis yerlesim gostermesine, organellerin
bozulmasina ve gelisimsel yeterliligin kaybolmasina neden
olan diger hiicresel bozukluklara yol a¢tig1 belirlenmistir.*>
IVM stresinin kisaltilmasinin, uzun siireler uygulanan
IVMe gore oositlerin gelisimsel yeterliligini anlamli dere-
cede artirdig1 belirlenmistir.* Mevcut ¢alismada 6 saat sii-
reli kisa IVM protokoliinde 24 saat siireli uzun IVM proto-
koliine gore oosit olgunlasma oranlari daha diisiik olmakla
birlikte, canliligini koruyan oositlerin oran1 ¢ok daha yiik-
sektir. Her iki kosulda da PIP2’nin disiik konsantrasyon-
larda oosit olgunlagsma oranlarini artirdig1 gortilmektedir.
In vitro yaglanma sirasinda lizozomlarmn hiicrede belir-
li bolimlere ayrilmasinin oosit saglig1 agisindan 6nemli
oldugu ortaya konmustur, ayrica lizozom boyutlarinin da
ilerleyen kiiltiir siirecinde arttig1 belirlenmistir.* Bu ¢alis-
madan elde edilen verilere gore de uzun kiiltiir stirecinde
PIP2’nin 6zellikle 0,1 uM konsantrasyonda hem oosit can-
lilik hem de olgunlagsma oranlarini artirmis olmasinin, bu
agsamada oositin lizozomal aktivasyon ihtiyacini karsilaya-

bilmesinden kaynaklandigini diisiindiirmektedir.

Oositlerde nuklear olgunlasmas: basarili bir sekilde ger-
ceklesmis olsa bile, gelisimsel yeterliligin diisitk diizeyde
olmasy, oositin sitoplazmik olgunlagmasinin dogru sekilde
gerceklesmediginin gostergesi olabilmektedir.* Bu neden-
le, sitoplazmik olgunlagsmanin saglikl bir sekilde gergekle-
sebilmesi icin IVM sistemine gesitli antioksidanlar ve geli-
sim faktorleri eklenebilmektedir.*” IVM medyumuna PIP2
uygulamasi yapilan bu ¢alismada, PIP2’nin oositin protein
dengesine etki ederek sitoplazmik olgunlagsmay1 olumlu
yonde etkilendigi ve buna bagl olarak nuklear olgunlagma

oranlarinda artis gorilebildigi distintlmektedir.

Tesekkiir
Bu caligma 1185772 proje numarasi ile TUBITAK tarafin-

dan desteklenmektedir.

Calismanin gerceklesmesi sirasindaki teknik desteklerin-
den dolayr Narmanlar ET kombinas: yetkilisi Yusuf Nar-
man ve veteriner hekim Yilmaz Kiictikafacana tesekkiir

ediyorum.
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