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Ozet: Kopek oositlerinin in vitro olgunlastiriimasi icin medyuma katilan protein kaynaklarinin etkisinin incelendigi bu calismada,
kisirlastirilmis kopeklerin ovaryumlart kullanildi. Ovaryumlar 38 °C sicakliktaki PBS sollsyonu icerisinde, Kisirlastirma islemini
muteakip en geg bir saat icerisinde laboratuara getirildi. Elde edilen oositler ti¢ gruba ayrilarak, % 5 CO, ve yliksek nem’ in saglandigi
38,5° C sicakliktaki inkibatérde 72 saat olgunlasmaya birakildi.

Grup 1 (Kontrol): TCM -199 medyumu,

Grup 2 (BSA): % 0,3 BSA katkili TCM —199 medyumu,

Grup 3 (FCS): % 5 FCS katkili TCM —199 medyumu.

Olgunlasma suresinin sonunda, oositlerin timu pipetlenerek kumulus hicrelerinden arindirildi ve 1:3 asetik asit:etanol ile 48 saat
fikse edildi. Oositler % 2 aseto-orsein ile boyandiktan sonra olgunlasma kriterleri acisindan faz-kontrast mikroskopta x400
buyutmede incelendi.

Toplam 624 oositin kullanildigi calismada kontrol, BSA ve FCS gruplarinda sirasiyla ; %16,58 (34/205), %37,08 (79/213) ve
%22,81(47/206) oositin meyotik bélinmeye devam ettigi saptandi. BSA grubunda meyotik bélinmeye devam eden o0osit oraninin
hem FCS, hem de kontrol grubuna gére 6nemli oldugu (p<0,05), FCS grubunda elde edilen oranin ise, kontrol grubuna gére énemli
oldugu (p<0,05) belirlendi.

Bu verilere gore, kdpek oositlerinin in vitro olgunlastiriimasi amactyla medyuma protein katilmasinin gerekli oldugu ve bu amagla,
BSA'nin FCS'ya gére daha iyi sonuglar verdigi sdylenebilir.

Anahtar Sézciikler: Disi Kopek, Qosit, In Vitro Olgunlagsma, BSA, FCS

The Effects of BSA and FCS on In Vitro Maturation of Bitch Oocytes

Abstract: The effects of protein sources added to the medium for maturation of bitch oocytes were investigated. Ovaries from
spayed bitches were transported to the laboratory in PBS at 38 °C within an hour. Recovered oocytes were divided into three groups
and left for 72 h maturation at 38.5 °C under an atmosphere of 5% CO, and high humidity.

Group 1 (Control): TCM 199 medium,

Group 2 (BSA): TCM 199 medium supplemented with 0.3% BSA,

Group 3 (FCS): TCM 199 medium supplemented with 5% FCS.

At the end of the maturation period, all oocytes were denuded from cumulus cells by pipetting and fixed in 1:3 acetic acid: ethanol
solution for 48 h. The oocytes were then stained with 2% aceto-orcein and examined under a phased-contrast microscope at x400
magnification for maturation criteria.

It was observed that 16.58% (34/205), 37.08% (79/213) and 22.81% (47/206) of the oocytes resumed meiosis in the control,
BSA and FCS groups, respectively; a total number of 624 oocytes were used. In the BSA group, the rate of oocytes that resumed
meiosis was significant (p < 0.05) compared to the FCS and control groups. This rate was also significant (p < 0.05) in the FCS
group compared to the control group.

According to these results, it can be suggested that addition of protein sources to the medium for in vitro maturation of bitch oocytes
is necessarily important, and BSA gives better results than FCS does.
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Giris

Kopeklerde  yardimci lreme tekniklerinin
gelistirilmesine yonelik calismalar, son yillarda ¢zelikle
nesli tikenme tehlikesiyle Kkarsi Kkarsiya bulunan
kopekgiller icin iyi bir model olusturabilecek olan evcil
Kopekler Uzerinde yogunlasmaya baglamistir (1-5).

in vivo ortamda fertilize olmus embriyolarin alici
annelere transferi ile, 1980 yilinda kopeklerde ilk bagarili
embriyo transferinin gerceklestirilmesinden sonra (6),
1988 yilinda ilk defa, in vivo olgunlasmis oositler
kullanilarak, in vitro fertilize edilen kdpek embriyolarinin
ovidukt'a transferi yoluyla kdpek yavrulari elde edilmistir
(7).

in vitro fertilizasyon teknikleri ile kisirlastirilan veya
hastalik ve benzeri nedenlerden dolayl 6lmek Uzere olan
kopeklerin ovaryumlarindan, embriyo elde edilmesi son
yillarda mimkin olabilmektedir (7).

Kopeklerde  reprodiktif = mekanizma  diger
memelilerden farklidir. Disi kopeklerde oositler, Germinal
Vezikil déneminde ovule olur ve fertilize olabilmeleri icin
de ovidukt'ta 72 saatlik bir olgunlasma suresine ihtiyag
gosterirler (8,9,10).

Memeli oositlerinin in  vitro olgunlastiriimasi
calismalarinda oositlerin protein gereksinimleri oldugu
bilinmektedir (8,9,11). Arastiricilar memeli oositlerinin in
vitro olgunlastiriimasi calismalarinda, medyuma cesitli tip
ve oranlarda protein kaynaklari katmayr denemis ve
degisik sonuclar elde etmigslerdir (3,7,12,13,14).

Koépek  oositlerinin ~ in  vitro  maturasyonu
calismalarinda da medyuma protein katilmasinin
gerekliligi konusunda arastiricilar arasinda bir fikir birligi
mevcuttur (3,7,14). Ancak, optimal sonucun elde
edilebilmesi i¢cin bunun hangi kaynaklardan saglanmasi ve
hangi oranlarda Kkullanilmasi gerektigi konusu,
arastiricilarin  Uzerinde halen calismalar yaptigi bir
konudur (3,15,16).

Bu alandaki calismalarin ¢ok yeni olmasi, istenilen
dizeyde basarili sonuglarin alinamamasi ve standart bir
yontemin henliz gelistirilememis olmasi, bu Kkonudaki
calismalara  daha  fazla  e@ilmek  gerekliligini
dogurmaktadir (3,7,16-19).

Bu nedenle, sunulan calismada képek oositlerinin in
vitro olgunlastiriimasina Hepes modifikasyonlu TCM 199
medyumuna protein kaynagdi olarak ilave edilen % 0,3
BSA ve % 5 FCSun etkilerinin arastiriimasi
amagclanmigtir.
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Materyal ve Metot

Ovario-histerektomi yapilmis kopeklerden alinan
ovaryumlar, +38,5 °C'deki antibiyotik katkili (Gentamisin
Sulfat, 50 pg/mL) PBS sollisyonunda 2 saat icerisinde
laboratuar ortamina getirildi. Ovaryumlarin yizeyine
bisturi yardimiyla Kesitler atiimak suretiyle 38 °C'deki
Hepes modifikasyonlu TCM 199 (Sigma, M 2550)
solisyonu yardimiyla saat cami icerisinde yikandi. Hemen
ardindan aynt medyumu iceren yikama petrilerine
aktarilan oositler burada 3 Kkere pasajlanarak yikandilar.
in vitro olgunlastirma icin ayrilacak oositlerin seciminde;
saglam bir zona pellusida, en az 4 sira kumulus hicresi,
homojen ve zona icini dolduran koyu renkli vitellus varhgi
kriterleri gbz 6nlnde tutuldu (2,17,20) (Sekil 1).

Her (¢ calisma grubu icin en az 2 saat dncesinden
hazirlanmig, Uzerleri mineral yag (Sigma) ile ortilmus,
antibiyotik katilmis (Gentamisin Stlfat, 50mg/mL) ve 38
°C'lik sicaklik ve % 5 CO,li inklUbatér ortaminda
bekletilmis bulunan G¢ farkli olgunlastirma medyumu
(Hepes Modifikasyonlu TCM 199, Sigma M-2520)
gruplarina aktarildi.

Kazanilan oositler, 1. Grup (Kontrol): TCM 199+ 2,2
gr/lt NaHCOs+0,23 mM Na Pyruvate (pH: 7,3;
Ozmolarite: 288 mOsmol),

2. Grup (BSA): TCM 199+% 0.3 BSA (Fraction V ,
Sigma A8806)+2,2 gr/It NaHCO; + 0,23 mM Na Pyruvate
(pH: 7,3; Ozmolarite: 288 mOsmol) ve

3. Grup (FCS): TCM 199 + % 5 FCS (Fetal Calf
Serum, Biochrom S 0115)+2,2 gr/It NaHCOs+ 0,23 mM
Na Pyruvate (pH: 7,3; Ozmolarite: 288 mOsmol), % 5
CO, ve % 100°e yakin nem’in saglandigi 38,5 °C'lik
inklbatér ortaminda 72 saat olgunlastirildi. Sonra 4'lu
petri kutularinin (Nunc 176740) her bir gozi (well)
icerisine 350 pl medyum konuldu. Her bir géze 10-20
oosit dugecek sekilde yerlestirildi. Ardindan her bir gézin
Uzeri 150 pl mineral yag ile Ortilerek olgunlasmaya
birakildi. Olgunlasma siresinin sonunda, oositlerin
kumulus hucreleri pastor pipeti yardimiyla mekanik
olarak uzaklastirildi. Ardindan % 0,7'lik KCI
solisyonunda 3-5 dakika bekletildikten sonra lam-lamel
arasinda sikistirilarak sabitlendi. 1:3 asetik asit-etanol
solisyonu icerisinde 48 saat fikse edilen preperatlar, %
2'lik aseto-orsein ile boyandiktan sonra faz-kontrast
mikroskopta x 400 buyutmede kromatin ve kromozom
yapilari gozlenmek sureti ile olgunlasma durumlari
saptandi. Gruplar arasindaki fark istatistiksel acidan X
(Khi-kare) testi kullanilarak degerlendirildi.



Bulgular

Aragstirma slresince 10 kez tekrarlanan calismada 17
adet disi kopekten, toplam 733 adet oosit toplandi.
Degerlendirmeye uygun oldugu saptanan (Sekil 1) 624
adet oositin olgunlastirildigi Kontrol grubunda (n=205),
Germinal Vezikul, Diakinez, Metafaz | (Sekil 2), Anafaz I,
Telofaz I, Metafaz Il (Sekil 3), Tanimlanamayan ¢ekirdek
materyali (Undetermined Nuclear Materyal: UDNM) ve
Dejenere oosit sayi ve oranlari sirasiyla; 106 (% 51,70),
29 (% 14,14), 3 (% 1,46), 0 (% 0,00), 2 (% 0,97), O
(% 0,00), 29 (% 14,14), 36 (% 17,56) olarak saptandi.
Ayni degerler % 0,3 BSA iceren TCM 199 grubunda
(n=213); 93 (% 43,66), 20 (% 9,39), 35 (% 16,43), 2
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(% 0,94), 2 (% 0,94), 20 (% 9,39), 26 (% 12,20) ve
15 (% 7,04) olurken, TCM 199+9% 5 FCS grubunda ise
(n=206) ; 100 (% 48.54), 26 (% 12,62), 15 (% 7,28),
0 (% 0,00), 2 (% 0,97), 4 (% 1,94), 28 (% 13,59) ve
31 (% 15,05) olarak saptandi (Tablo 1).

Gruplar arasinda 72 saat siren olgunlasma siresinin
sonunda belirlenen Germinal Vezikil, Diakinez, Anafaz I,
Telofaz 1 ve UDNM oranlari bakimindan istatistiksel
olarak herhangi bir farka rastlanmadi. Ancak, M [ ve M II’
ye gelisen oosit oranlari arasinda  yapilan
degerlendirmede, her iki parametre agisindan da % 0,3
BSA grubunda saptanan en yiksek degerlerin (% 16,43-
% 9,39), % 5 FCS grubundakilere (% 7,27-% 1,94) ve

Sekil 1. Olgunlastiriimaya Alinmak  Uzere
Secilen  Primer oositler (x200
Buyutme).

Sekil 2. Metafaz 1 Asamasindaki Bir Oosit

(x400 Buyutme).
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Sekil 3. Metafaz Il Asamasindaki Bir Oosit

(x400 Buyutme).

Tablo1. Kopek Qositlerinin 72 Saatlik in Vitro Olgunlastirma Sonrasi Ulastiklari Gelisim Safhalari ve Oranlari.
Gruplar GV Diak. M1 Al TI M Il UDNM Dej.
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Kontrol TCM 199 106 29 3 0 2 0 29 36
n=205 (51,70) (14,14) (1,46)° (0,00)? (0,97 (0,00)c (14,14) (17.56)?

TCM 199 +% 0.3 BSA 93 20 35 2 2 20 26 15
n=213 (43,66)* (9,39)2 (16,43)2 (0,94)? (0,94)? (9,39)? (12,20)? (7.04)°

TCM 199+% 5 FCS 100 26 15 0 2 4 28 31
n=206 (48,54)? (12,62) (7,28)b (0,00) (0,97 (1 ,94)b (13,59) (15,05)?

GV: Germinal Vezikil, Diak.: Diakinez, M I: Metafaz I, A I: Anafaz I, T | : Telofaz I, M Il: Metafaz II, UDNM: Undetermined Nuclear Material

(Belirlenemeyen Cekirdek Materyali), Dej.: Dejenere.

abge Dikey kolonlarda farkli harf tastyan degerler arasindaki fark énemlidir p<0,05. (X2 testi)

bu degerlerin de, Kontrol grubuna (% 1,46 - % 0,00)
gére o6nem teskil edecek derecede ylksek olduklari
saptandi (p<0,05). Bunun yani sira, gelisemeyerek
dejenere olmus oosit oranlari bakimindan Kontrol (%
17,56) ve % 5 FCS katkili gruplardaki (% 15,05)
degerler arasinda bir fark bulunmazken; % 0,3 BSA
grubunda saptanan degerin (% 7,04) bu iki grubun
degerleri ile 6nem tegkil edecek sekilde disuk oldugu
belirlendi (p<0,05) (Tablo 1).

Kontrol, % 0,3 BSA ve % 5 FCS katkili gruplarda
sirasiyla; 34 (% 16,58), 79 (% 37,08) ve 47 (% 22,81)
oositin meyotik bélinmeye devam ettigi (Diak.+ M | + A
[ + T 1+ MII) gozlendi (Tablo 2). Yapilan istatistiksel
Karsilastirmalarda, 9% 0,3 BSA katkili grupta saptanan en
yuksek degerin, diger iki gruptaki degerlere ve % 5 FCS
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Tablo 2. 72 Saatlik In Vitro Olgunlastirma Sonrasinda Meyotik
Bolinme Aktivasyonu Gosteren Oositlerin Oranlarl.
Mayoza Devam Edenler
Gruplar (Diak.+ M I+ A 14T [+ M 11)
(%)
Kontrol 34
TCM 199 (16,58)
TCM 199 79
+% 0.3 BSA (37,08) ®
TCM 199 47
+9% 5 FCS (22,81)°

ab< pikey kolonlarda farkli harf tagiyan degerler
arasindaki fark ¢nemlidir p<0,05. (X2 testi)
(Diak: Diakinez, M I: Metafaz I, A I: Anafaz I,

T I: Telofaz I, M II: Metafaz II)



katkili gruptaki degerin de kontrol grubundaki degere
nazaran istatistiksel agidan 6nem tasididi saptandi
(p<0,05).

Tartisma

Kisirlastiriimis kdpeklerin ovaryumlarindan elde edilen
primer oositlerin in vitro olgunlastirildiklari bu calismada,
meyotik boélinmeye devam eden oosit oranlari
(Diak.+MI+Al+TI+MII) yoninden saptanan en yiksek
deger % 37,08 ile BSA katkili grupta belirlendi. Bu deger,
calismalarinda ayni miktarda BSA Kkullanan Hewitt ve
England (3)'nin bulduklart 9% 21°lik degerlerinin olduk¢a
Ozerinde, Hewitt ve England (2)'in % 28-60'lik
degerlerine ise yakin bulundu. Ancak Otoi ve ark. (1)'nin
bulduklar1 9 73'lUk degerin oldukga altinda kaldi.

Galismada 1. meyotik bolinmeyi tamamlamis (M II)
oldugu saptanan oositlerin oranlari yoninden yapilan
istatistiksel Karsilastirmada; BSA grubunda saptanan %
9,39'luk degerle, FCS grubunda bulunan % 1,94'lik
deger ve bu iki deger ile, hi¢ M Il gelisimi kaydedilemeyen
kontrol grubundaki 9% 0,00'lik deger arasindaki farklarin
6nemli oldugu belirlendi (p<0,05). Calismada elde edilen
% 9,39'luk en yiksek M Il oraninin, Fujii ve ark. (5)'nin
bulduklari 9% 11'lik oranin biraz altinda, Otoi ve ark.
(16)'nin % 2,3-16,3'lik oranlarina benzer ve Nickson ve
ark. (14)'nin % 39’'luk degerlerinin ise oldukca altinda
kaldigr saptandi.

Sunulan calismada, en ylksek meyotik aktivasyon
oranlarmin BSA katkill grupta saptanmis olmasi, Hewitt
ve England (3)'iIn kdpek oositlerinin in vitro
olgunlastiriimasi ¢alismalarinda BSA'nin FCS’a gére daha
Gstin oldugunu bildiren calismasiyla paralellik
tasimaktadir. Calismada, medyuma % 5 FCS katilan
grupta elde edilen % 22,21'lik meyotik aktivasyon orani,
Hewitt ve England (3)'in ayni miktarda FCS iceren
grubunda bulduklart % 19'luk degerin az da olsa Uzerinde
gerceklesti. Buna Kkarsin % 0,3 BSA grubu icin elde
ettigimiz % 37,08lik meyotik aktivasyon orani ayni
arastiricilarin (3), ayni miktarda BSA iceren gruplari icin
bulduklart 9% 67'lik sonucun bir hayli altinda Kkald.
Calismanin % 5 FCS katkili grubunda elde ettigimiz %
1,94’k M 1l orani, calismalarina medyuma % 20
oraninda FCS katan Saint-Dizier ve ark. (10)'nin, %
2,1’lik M 11 degerlerine yakin bulundu. Ayni arastiricilarin
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(10) FCS gruplarina ait olan bu bulgulari, kdpek
oositlerinin in vitro olgunlastirilmasinda protein kaynagi
olarak yuksek konsantrasyonlu (% 20) FCS'nin optimal
sonuglar verecedini bildiren Hewitt ve England (3)'In
bulgulariyla bagdasmamaktadir.

Galismanin protein icermeyen kKontrol grubunda hicbir
oositin M Il asamasina gelisememis olmasi, Kkopek
oositlerinin in vitro ortamda mayotik olgunlasma icin
protein kaynagina gereksinim duyduklarini bildiren
arastiricilarin bulgulariyla bagdasmaktadir (2, 21).

Otoi ve ark. (1), olgunlastirma igin secilecek oositlerin
morfolojik gérinlimleri ve sahip olduklari kumulus hiicre
sirasinin yani sira, caplarinin da sonuglari etkileyen kritik
bir faktor oldugunu ve 120 p'dan blyUk capa sahip
oositlerin kullanmasinin oositlerin meyotik olgunlasmalari
acisindan 6nemli oldugunu bildirmiglerdir. Bunun yani sira
Hewitt ve England (3), ovaryum vericisi olan ko&peklerin
yasinin da olgunlagsmay! etkileyen bir faktor oldugunu,
ideal olarak 1-6 yaslari arasindaki kopeklerin tercih
edilmesi gerektigini ve 7 yasin Uzerindeki kdpeklerden
kazanilan oositlerin olgunlasma sonuglarinda dusuUslere
yol actigini bildirmislerdir. Calismada, kdpeklerin yaslari
ile kullanilan oositlerin ¢aplarinin dikkate alinmamasinin,
M IlI'ye ulagsan oosit oranlarinin disik kalmasina neden
olabildigini disindirmustur.

Otoi ve ark. (16), farkli Ostrus doénemlerindeki
kopeklerin  kan serumlarint  kullanarak yaptiklari
calismalarinda, en yiksek M Il oranini (% 16,3)
Ostrustaki kopek serumunu % 10 oraninda Kattiklari
grupta elde etmigslerdir. Buna paralel olarak, Nickson ve
ark. (14) da medyuma ayni proteini yine ayni miktarda
katarak yaptiklari calismalarinda % 39’luk bir M II orani
elde ettiklerini bildirmislerdir. Calismamizda kullandigimiz
her iki protein kaynadi da bu ikisinden daha dusik
sonuglar dogurmustur.

Sunulan calismada elde edilen bulgular dogrultusunda,
kopek oositlerinin in vitro olgunlastiriimasi calismalarinda
medyuma protein katilmasinin gerekli oldugu; bunun yani
sira, olgunlagmay1 desteklemesi acisindan protein kaynagi
olarak % 0,3 BSA'nin, % 5 FCS'a nazaran daha etkili
oldugu soylenebilir.

Sonug olarak; hentz ¢ok yeni bir gecmise sahip olan
kopek oositlerinin in vitro olgunlastiriimasi ¢alismalari
alaninda daha bir ¢ok temel calismaya ihtiya¢ oldugu
dusunulmektedir.
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