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a-AMANTIN'IN IN VITRO QOSIT MATURASYONUNA ETKIisE

Ali Eroglul

Einfluss von a~-Amanitin auf die extrakorporale Eizellreifung

Zusammenfassung:/n der vorliegenden Arbeit wurde die Notwendigkeif der
Transkriptieat fiir die Reifung der Schweineizelle und die Rolle der Cumuluszellen
dabei durch Verwendung von a-Amanitin (ein Inhibitor der RNA polymerase II )
untersucht. Die Auflosung der Germinalvesikel wunde bei 80,0 %der intakten
Eizellen in der Versuchsgruppe I und bei 90,7 % der partiell denudierten Eizellen
in der Versuchsgruppe II durch die Zufigung von a-Amanitin  ins
Kultivierungsmedium (10 ug /ml)inkibiert, waehrend 864 % der pariiell
denudierten Eizellen in der Kontrollgruppe, die ohne a-Amanitin -Zusatz kultiviert
wurden, die Meiose wieder oaufnohinen wnd 63,6 % die erste meiotische
Reifereilung vollendeten.

. Aus den Untersuchungsergebnissen geht hervor,dass a-Amanitin in
Anwesenheit von w enigen Cumuluszellen (20-100) die Reifung der
Schweineeizelie auch inhibieren kann.Ferner weisen die Transkriptionsaltivitael
waehrend der Reifung des Cumulus-Oozyten-Komplexes des Schweines notwendig
ist.

Ozet: Bu caligmoda, spesifik bir RNA polimerase II inhibitéri olan o-
amanitin kullanilavek domuzilarda oosit maturasyonu igin transkripsiyon gerekip
gerekmedigi ve kumulys hiterelerinin buradali roli aragtirddr. Kiltir vasatinda a-
amanifin'in varligt (10ug /ml), kumulus hilcreleri ile cevrili (intakt) oositlerin %
80.0%nde, kumulus hicrelerinin biyik bolimi uzaklagtrimig oositlerin %
90.7'sinde germinal vezikitin gozilmesini ve cekirdeksel olgunlasmay: onled.
Buna karsilik a-amanitin ofmadan kiltire edilen, yine kumulus hilcrelevinis bityvik
bolimii uzaklagtrimig oositlerin %63.6's: gekirdeksel olguniagmay: tomamlady. Bu
bulgular, a-amaritin'in cositler iizerinde az sayida kumulus Hicresinin bulunmas:
halinde de domuz oositlerinin olgunlagmasint inhibe ettigini ve olguniagma
swasinda  kumulus  -oosit  kompleksinde  franskripsiyonun  gerekli oldugunu
gostermekiedir.

1: Opr Gor.Dr.,UU. Veteriner Fakiiltesi, Dogum ve Reproditksiyon Hastaliklan
Apabilim Dali,Bursa-TURKIYE



Girig

Bir kag istisna disinda, her siklusda, memeli tiriine gore degisen sayidaki
positte, mayotik béliinme ovulasyondan kasa bir siire énce tekrar baglayarak
vezikitler sathadan metafaz 11 safhasina kadar ilerler.Bu sirada meydana gelen,
olgunlagma (maturasyon) olarak adlandinlan kromozomal ve gesitli
yapisal,biyokimyasal degisimler sonucu bir taraflan kromozom sayisi yariya
diiserken (cekirdeksel olgunlagma ) difer taraftan oositler déllenme ve embriyonik
gelisme yetenegi (stoplasmik olgunlagma Ykazanirlar (20,22),

Memeli oositlerinin follikiillerden disarn alimip uygun bir vasatta kdiltiire
edilmesi halinde de wvezikiiler safhadan metefaz II safhasina kadar ilerledifi
gézlenmigtir(2). Ancak bu sgekilde in vitro olgunlasan oositlerde stoplasmik
olgunlagma tam olarak sekillenmemektedir (10,19).Sonug olarak,oositler déllenme
bozukluklar gostermekte ve erken embriyonik gelismelerini
tamamlayamamaktadir. in vitro maturasyon sirasindaki molekiiler olaylarim tam
olarak agiklia kavusturulmasi ve buna gore kiiltlir tekniklerinin gelismesiyle
cositlerin sitoplasmik olarak da olguniagmalan saglanabilirBu da degerli digi
materyalin binlerce sayidaki oositlerinden vararlanma olanagim doguracaktir.

Bu galismada, spesifik bir RNA polimerase inhibit6rii olan a-amanitin
kullamlarak maturasyon sirasindaki transkripsiyonun olgunlagmaya etkisi ve
kumulus hiicrelerinin buradaki rolii arastinld.

Materyal ve Metod

Qositlerin Kazanilmasi: Calismada kullamlan oositler, mezbahada
toplanan ovaryumlardan elde edildi. Prepubertal, dénemindeki domuzlann kesilip
kann boslugunun agimasindan hemen sonra, ovaryumlar,iginde viicut isisinda
%0.9'luk NaCl c¢o6zeltisi bulunan termosa aktarildi. Yaklasik 1 saat icginde
ovaryumiar, toplanarak laboratuvara nakledildi. Oositler, 3-5mm capindaki atretik
goriiniiste olmayan tersiyer follikiilllerden kazamildiBunun igin follikiiller bir
Ensizyon ile agildiktan sonra, igerikleri steril %0.9Tuk NaCl ile petri kutusuna
yikandi. Hemen sonra oositler, stereo mikroskop altinda toplanarak bir kisim iginde
10pg/mi konsanirasyonda a-amanitin (Boehringer-Mannheim, FRG) ve 3gfi
konsantrasyonda bovine serum albumine (BSA, pure, Serva, FRG) bulunan, difer
kisim ise sadece BSG (3g/l)eklenen Dulbecco's phoshate buffered saline (PBS,
Serva, FRG)vasatina aktarilch.

Bu oositlerin morfolojik degerlendirilmesi,stereo mikroskop yardimiyla 63-
100x  biyiitmede yapildi. Stoplasmik degenerasyon gostermeyen ve intakt
(kompakt ve cok katli kumulus ooforus ile cevrelenmis Joositler, kiiltiir icin segildi.
Daha sonra bu oositler, kiiltiire edilecekicri vasatla 2 kez yikandilar. Kiiltiir icin
secilen oositlerin vezildiler safhada olup olmadiklarimin kontrolii, bunlardan bir
boliimiiniin kiiltiir dncesi tespit edilip boyanmasiyla yapilda.

58



Araghrma Gruplan ve OQositlerin Kiiltliri : o-amanitinin  oosit
materasyonuna etkisi kontrol gurubu ile kargilaghrmali olarak 2 arastirma
grubonda incelendi Aragtirma grubu T'de a-amintin'in intakt oositlerin in vitro
olgunlagmasina etkisi aragtinidi. Aragtirma grubu II'de ise a-amanitin'in kumulus
hiicrelerinin biiyiik kasmu uzaklastrilmig olan cositlerin in vitro olgunlasmasina
etkisi incelendi Kiltir icin secilen intakt oositlerin kumulus hiicreleri, oositierin
iizerinde 20-100 hiicre kalincaya kadar pasteur pipeti aracil:giyla mekanik olarak
uzaldastinida,

Her iki arastrma grubunda da a-amanitin iceren PBS'deki oosiiler
kullapild.

Kontrol grubunda, o-amanitin icermeyen PBS'deki oositler arasinda dittiir
icin segilen intakt oositler, yine kwmulus hiicrelerinden biyik Glgide
anmndiridietan  (20-100 kumulos hiicresi kalincaya kadar) sonra a-amanitin
clmadan kiiltiire edildiler.

Kiltliziin bagiamasina kadar laboratuvarda yapilan islemler yaklagik 1 saat
stirdit.

Kiltir vasau olarak 3g/IBSA (pure, Serva, FRG), 50pg/l Gentamycin
(Serva, FRG), 2mg /1 Amphotericin B (Serva, FRG) eklenmis TC 199 (with Farle's
salts, Serva, FRG) kullamldi Aragtrma gruplannda, vasata aynica 10pg/mi
konsantrasyonda olacak gekilde a-amanitin katlds, On giinde bir hazrlanan kiltir
vasat1, membran filiveier (1.Zpm, 0.45pm, 0.2pm,Millipore) aracihigiyla sterilize
edilip kullamma kadar 4°C'de sakland:.

Oositlerin kiiltiirl, 30x10mm steril petri kutulan (tissue culture petri
dishes, Flow laboratory, UK) icinde, 39°C'lik nemli ortamda vz %5 CO %5 0 ,
%90 N 'dan ohisan gaz kansinu altnda altinda vapildh. Kiltlirden &nce iglerinde
2ml kiitir vasat bulunan petri kutulan inkibaiore pH'lan 7.2-7.4%¢ ve 1silan
39°C'ye ayarlands. Oositler, hareketsiz sisternde 44-46 saat kiiltiire edildiler.

Olgunlagmamn incelenmesi ve istatistiki Degerlendirme

Kiiltlir sonunda, oositler cevrelerindeki kumulus hiicrelerinden tamamen
armdiniarak alkoi/asetik asit (3:1) kansimu iginde tesbit edildiler. Daha sonra
%llik aceto- orcein ile boyanarak faz kontrast mikroskopia ve 400-600x
bilyiitmede  oositlerin -~ mayotik  safhalan  incelendiMayotik  safhalann
suuflandiriimas: HUNTER ve POLGE (8)'un kriterlerine goire yapildL

Istatisiiki degerlendirme icin cositlerin mavotik safhalari:

1-Vezikiller safha (olgunlagmamis oositler)

2-Prometefaz  I-Metefaz II (olgunlasan ve olgun ocositler) geklinde
groplandinldi,

Daha sonra X>-testi ile "Mikrosiat" (Ecosoft, 1984) adl: bilgisayar program
kullamularal: gruplar birbirleriyle karsilasunidi. P<0.95 istatistiki olarak anlaml
kabul edildi.
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Bulgular

Qositlerin, aragirma gruplan ve kentrol grubundaki in  vitro
olgunlagmalariyla ilgili bulgular tablo 1'de 6zetlendi.

Kiiltiir vasatinda o-amanitin'in varligi , hem intakt oositlerin hem de
kumulus hiicrelerinden bityiik lciide anndirilnug olan oositlerin olgunlagmasmm
belirgin gekilde onledi (sirasiyla %90.7 ve %63.6'st l.mayotik boliinmeyi
tamamlayarak sckunder oosit haline gegtiler).

Her iki aragtirma gurubu ile kontrol grubu arasindaki olgunlasma farklan
istatistiki olarak da snlaml: bulundu ki arastirma grubu arasindaki olgunlagma
farklan ise istatistiki olarak dnemsizdi.

Tablo 1: TC 199 vasatinda, c-amanitin'in varligimda veya yoklugunda kiiltfire
edilen oositlerin olgunlagma oranlan

Hiiggan Arestirma Keontrol Grubu ¢
Grubu Ia Grubullb
Vezikiiler Satha 32(% 80.0) 49 (% 90.7) 6(% 13.6)
Prometafaz I 4 (% 10 .0) 1% 19) 1(%23)
Metafaz I - - 8(% 18.2)
Anafaz1 ) ) 1(%2.3)
Telofaz - - -
Metafaz I 1 4 (% 10.0) 4 (% 74) 28 (% 63.6)
TOPLAM 40 54 44

2 intakt oositler oi-amanitin (10pg/m1) ile kiiltire edildiler

b Kumulus hitcreleri biiviik dlgiide uzaklastirlmug oositler o-amanitin (10pg/mi)
ile Kkiiltiire edildiler

¢ Kumulus hiicreleri biyik olciide uzaklaginlmig oositler o-amanitin olmadan
kiiltiire edildiler

Tartisma ve Sonug
Maturasyon sirasinda oositlerin protein sentez aktivitelerinde Onemli
degisiklikler olmakia ve bazi proteinlerin sentezi dururken bir ¢ok yeni protein
sentezlenmektedir  (6,12,14,16,17). Qositlerin  protein  sentezlerindeki  bu
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degisikliklerin, posttranslasyonel modifikasyon sonucu meydana gelmesi, daha
dnce sentezlenmis mRNAmn kullanimi sonucu yada olgunlasmadan hemen once
ve olgunlagma sirasinda yeni bir transkripsivon ile mRNA sentezlenmesi ve daha
sonra bunun translasyonu sonucu sekillenmesi olasidir. Bu ¢alismada maturasyon
sirasinda  transkripsiyon sckillenip sekillenmedipi ve kumulus hiigrelerinin
buradaki rolii aragtiriidh.

Protein sentezindeki bir ¢ok defisikiige karsin fare oositlerinde clgunlasma
sirasinda ve dollenmeden 2 hiicreli safhaya kadar transkripsivon olmadifn
bildirilmigtir (5,7).D6lenme sonrasi protein sentezindeki baz  defisiklikler
posttranslasyonel modifikasyona baglanmistir (21). Ancak fare oositlerinin
olgunlagmas: sirasindaki ve sonrasindaki asil protein sentezi degigikliklerinin daha
dnceden sentezienmis mRNA gruplarinn  selektif kullanimi ile sekillendigi
samilmaktadir (4,18). : .

Bu ¢alismadaki, o-amanitin ile killtiire edilen oositlerin olgunlagmadigini,
buna karsin kontrol grubundaki oositlerin olgunlastifim gosteren bulguiar,
domuzlarda oosit maturasyonu sirasinda yeni bir transkripsivonun gereklilifine
igaret etmektedir MATTIOLI ve arkadaslan (11) da domuz ositleri ve oi-amanitin
ile yaptiklan arastirmalarda benzer sonuglar elde etmislerdir. Vine koyun (15) ve
sifir (9oositleriyle vapilan galismalarda oosit maturasyonu igin transkripsiyvonun
gerekli oldugn sonuc grkanlmusiir. Sdzii edilen bu galismalarda kvmulus hilgreieni
ile gevrili (intakt) ve kumulus hiicreleri uzakiaghnlmg (denude)domuz koyun, sifir
oositleri o-amanitin ile kiiltiire edilmis, denude oositlerin olgunlagmasina kargin
intakt oositlerin olgunlagsmadif gézlenmistir Bu ¢alismada ayrica, o-amanitin'in
kumulus hiicrelerinin biiyik bélimi uzaklagtimimug oositlerde de olgunlagmay:
inhibe ettifi gosterilmigtir, Tim bu buvlgular, o-amanitin'in ocosit maturasyonu
inhibe edici etkisinin, az sayida da olsa kumulus hiicrelerinin varlifina bagh
oidugunu gostermektedir. Bu da,o-amenitin 'in kumulus  hilcrelerindeki
transkripsiyonu inhibe ederek ocositler fizerine dolayl etiidigi diigiincesini aida
getirmekiedir. Ancak kumulus hiicrelerinden anndinlnis oositlerin a-amanitin 'in
varhifinda olgunlasmalan, kumulus hiicrelerinde seniczienen RNA'mn oosit
olguniagmasi icin gerekli oldugu savim zayiflatmakiadir.

o-Amanitin'in etki mekanizmasim agiklamak icin ileri sirilen bagka bir
diisiince ise, bu maddenin cositlerde transkripsiyvony inhibe ettigi; fakat oosit icine
girebilmek i¢in kumulus hiicrelerinin varhifina gereksinim doydugudur (15).
Cesitli aragtirmalar, gersk kumulus hiicreleri arasinda, gerskse kumulus hiicreleri
ile oosit arasinda "gap junctions” denilen iyon ve kiiglik molekiilld maddelerin alig-
verigini saglayvan hiicreler arasinda baglant oldufunu ortayva koymustur (1,3,13).
Hiicreler arasi bu baglantilann, o-amanitinin molekill baylkligindeki bir
maddenin gegisine uygun olmas: bu diistinceyi gliclendirmektedir.

Sormug olarak arastrma bulguian, o-amanitin'ingz sayndald kumulus
hiicrelerinin varhifinda da domuz cositlerinin maturasyonunun inhibe edildigini ve
olgunlagma igin kumulus-posit kompieksinde veni bir transkripsiyonun gerekli
oldufunu gisiermelkiedir Ancak bu yeni irsnskripasyonun kumulus hiicrelerinde

61



mi, yoksa oosit icinde mi meydana geldigini ortaya cikartabilmek icin daha
aynntili aragtirmalara gereksinim vardir,
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