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Follikiiler ve Luteal Faz Sirasinda Elde Edilen Sigir
Oositlerinin In-Vitro Degerlendirilmesi

Bu arastirmada inek ovaryumlardan elde edilen oositlerin morfolojik yapi ve kalitelerine gére
siniflandiriimasi yapilmigtir. Bu amagla mezbaha materyalinden elde edilen 105 adet ovaryum
kesimden sonraki 2-4 saat icinde laboratuara ulastirildi. Ovaryum yuzeyindeki fonksiyonel yapilarin
inspeksiyonu ile siklus fazi belirlenen ovaryumlar follikliler (n=66), luteal (n=33) ve nonsiklik (n=6)
olarak siniflandirildi. Aspire edilen kumulus hiicre kompleksleri (COC) stereomikrokroskopta
incelendi. Her bir COC belirtilen morfolojik kriterlere gore siniflandirildi. COC-A: g¢ok sirali ( >3 )
kompakt kumulus hiicreleri ile sarii homojen ooplasma, COC-B: Koyu renkli ve daha az siral
kumulus hiicreli oosit , COC-C: Koyu renkli ve tamamen yayilmis ya da soyulmus oosit.

A sinifi (n=341), B sinifi (n=374) ve C sinifi (n=260) olmak lzere toplam 975 COC goruldi. Buna
gore follikiler faz igerisindeki ovaryumlardan 3,52+0,38 adet A kalite, 3,42+0,28 adet B kalite ve
2,36+0,24 adet C kalite COC; luteal faz igerisindeki ovaryumlardan ise 2,79+0,51 adet A kalite,
3,8210,41 adet B kalite ve 2,64+0,43 adet C kalite COC elde edildi. Follikuler ve luteal faz grubuna
ait ovaryumlardan elde edilen A, B ve C siniflarindaki ortalama COC sayilar arasinda istatistiksel
yonden fark gézlenmedi (p>0,05).

Sonug olarak, seksuel siklus fazininin elde edilen COC kalitesi Gzerinde belirgin bir etkisi olmadigi,
in-vitro calismalar igin her iki faza ait oositlerin kullanilabilecegi gérilmustur.

Anahtar Kelimeler: Oosit, COC, éstrus siklusu, inek.

In-Vitro Classification of Bovine Oocyte Recovered at Follicular and Luteal
Phases

In this study, bovine oocytes were classified according to morphology and quality. A total of 105
ovaries recovered from slaughterhouse, 2-4 h to our laboratory. After inspection of the functional
mass on the ovarian surface for determination of cyclic phases, ovaries were classified as follicular
(n=66), luteal (n=33) and noncyclic (n=6).

Cumulus oocyte complexes (COCs) were aspirated and examined stereomicroscopically. Each
COCs was assigned to one of three quality based groups on the appearance of the cumulus cells:
COC-A: the oocytes with homogenous ooplasm surrounded by multilayer (>3 layers) compact and
bright cumulus cells, COC-B: less compact and surrounded by a layer dark cumulus cells, and
COC-C: strongly expanded cumulus with dark spots or denuded.

Totally 975 COCs, consisting of A class (n=341), B class (n=374) and C class (n=260) were
determined. The mean COCs counts were 3.52+0.38 in A class, 3.42+0.28 B class and 2.36+0.24
C class in follicular phase group; 2.79+0.51 A class, 3.82+0.41 B class and 2.64+0.43 C class in
luteal phase group. There was no significant difference between the mean COCs counts recovered
from follicular and luteal ovarian phase (p>0,05).

In conclusion, there is no effect of ovarian phase on COCs quality and counts. Therefore,
recovered oocytes from follicular and/or luteal phases are suitable for in-vitro studies.

Key Words: : Oocyte, cumulus oocyte complex, estrus cycle, cows.

Girig

Son yillarda sidir oositlerinin in-vitro maturasyonu (IVM) ve in-vitro fertilizasyonu (IVF)
alaninda 6énemli asamalar kaydedilmesine ragmen in-vivo uretimle karsilastinildiginda
elde edilen basarinin oldukga diisiik oldugu gérilmektedir (1). In-vitro embriyo
Uretiminde kullanilan kumulus oosit kompleksleri (COC) mezbahalardan siklus donemi
degerlendiriimeksizin toplanan ovaryumlardan elde edilebilmekte ancak bu hicrelerin
bircogu blastosist asamasina erismemektedirler (2, 3). in vitro calismalarda daha kaliteli
oosit seciminin yapilmasi ile maturasyon ve blastosist gelisim oranlarinin arttirilabilecegi
gorulmektedir (2, 4).
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ineklerde sekstiiel siklus boyunca 2 ya da 3 adet
follikiiler dalga olugmaktadir. Bu follikiiler dalgalarin
sonuncusunda o siklusa ait corpus luteumun (CL) lizisi
sekilenmekte ve o dalgaya ait dominant follikil,
progesteron hormonunun gonadotropinlerin Uzerindeki
inhibitdrik  etkinin  kalkmasiyla ovulasyon sansini
yakalamaktadir. Aktif CL bulundugu dénemdeki follikiler
dalgaya ait follikiller ise atreziye ugramaktadir (5). Bir
kisim arastirmaci ovaryum Uzerinde aktif CL ve dominant
follikGilin bulunmasina bagli olarak degisecek Ostradiol,
progesteron, FSH ve LH degerlerinin COC kalitesi
etkileyerek IVM ve IVF basarisini etkileyebilecegini
bildirmektedir (3, 6-8).

Oosit kalitesinin belirlenmesinde morfolojik 6zellikler
ilk sirayr almaktadir. Elde edilen oositlerin morfolojik
olarak siniflandiriimasinda kumulus hicreleri
tabakalarinin sayisi, yayginhdi ve ooplazmanin yapisi ve
rengi gibi kriterler kullaniimaktadir (3, 9, 10).

Bu arastirma mezbaha materyalinden elde edilen
siklusun degisik fazlarindaki (follikiiler ya da luteal) inek
oositlerinin morfolojik yapilarinin in-vitro
degerlendiriimesi ve siklus fazinin elde edilen oositlerin
morfolojik kalitelerine  etkilerinin  olup olmadidinin
arastirilmasina yonelik tasarlanmistir.

Gereg ve Yontem

Calismada materyal olarak Aydin ili ve gevresindeki
mezbahalardan temin edilen 105 adet inek ovaryumu
kullanildi. Bu ovaryumlar sicakhgi 30-35 °C olan penisilin
(100 [U/ml) -streptomisin (100 ug/ml) katkili serum
fizyolojik icerisinde termos kap vasitasiyla kesimden
sonraki 2 saat icerinde laboratuara ulastirildi.
Yizeyindeki fonksiyonel yapilarin inspeksiyonu ile siklus
dénemi tahmin edilen ovaryumlar; follikiler (n=66), luteal
(n=33) ve nonsiklik (n=6) olarak siniflandirildi.

Oosit kaynadi olan ineklerin sekstiel siklus fazinin
belirlenmesi

Labortauvara getirilen ovaryumlar inspeksiyon
yontemi ile asagidaki kriterlere goére follikiler, luteal ya
da nonsiklik olarak degerlendirildi.

Luteal faz: Degisik blyukliklerde kirmizimsi, portakal
ya da kahverengi CL barindiran ovaryumlar.

Follikiler faz: Regrese olmus ve soluk rengi ile

taninabilen CL ile dominant follikili barindiran
ovaryumlar.
Nonsiklik Ovaryumlar: Ylzeyinde herhangi bir

fonksiyonel yapi (degisen boyutlardaki follikiler yapilar
ve/veya corpus luteum) gérilmeyen ovaryumlar.

Qositlerin elde edilmesi

Oositler ovaryum yiizeyinde bulunan 3-8 mm c¢apl
antral follikiillerden 10 ml'lik steril enjektére bagh 18 G
igne ile aspire edilerek elde edildi. Aspire edilen kumulus
hicre kompleksleri PBS ile 3 kez yikanarak
stereomikrokroskopta asagidaki morfolojik kriterlere gére
degerlendirildi (Wit ve ark., 2000).
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A sinifi COC: Oositin etrafini en az 3 sira halinde
tam olarak gevreleyen temiz, berrak cumulus hicreleri ile
saydam ve homojen ooplazmaya sahip oositten olusmus
hicreler (Sekil 1).

A simh COC

Sekil 1. A sinift COC’nin steriomikroskobik goruntusi

B sinifi COC: Kompakt ve koyu renkli en az 3 sira
halinde oositi cevreleyen cumulus hucreleri ile koyu
renkli homojen olmayan ooplazmaya ve bu ooplazmayi
cevreleyen koyu renkli corona ratiataya sahip oositler
(Sekil 2).

B simifi COC

Sekil 2. B sinift COC’nin steriomikroskobik goruntisi

C sinifi COC: Diizensiz, kiimeler halinde ekspande
olmus cumulus hicreleri ile homojen olmayan
ooplazmaya sahip oositler (Sekil3).



Cilt: 22, Sayi: 3

e g

-

C simhi COC

Sekil 3. C sinifi COC’nin steriomikroskobik gorintlsu

A, B ve C sinifi oosit sayilari bakimindan, folliktler ve
luteal faz doneminde elde edilen ortalamalar arasinda
istatistiksel yonden bir fark olup olmadigini belirlemek
icin Mann-Whitney U Testi yapildi.

Bulgular

Arastirmada nonsiklik ovaryumlar degerlendiriimeye
alinmazken follikiiler ve luteal faza ait COC ‘lerinin kalite
yéninden siniflandiriimasi ve bu siniflandirmalara ait
ortalama oosit sayilari Tablo1’de sunulmustur. Buna gére
arastirmada kullanilan tim ovaryumlardan A sinifi
(n=341), B sinifi (n=374) ve C sinifi (n=260) olmak lzere
toplam 975 COC elde edilmistir. Siklus dénemine gore
follikiiler faz igerisindeki ovaryumlardan 3,52+0,38 adet A
kalite, 3,42+0,28 adet B kalite ve 2,36+0,24 adet C kalite
COC, luteal faz igerisindeki ovaryumlardan ise 2,79+0,51
adet A kalite, 3,82+0,41 adet B kalite ve 2,64+0,43 adet
C kalite COC elde edilmistir. A, B ve C siniflarindaki
COC sayilari bakimindan her iki faz grubuna ait
ovaryumlardan elde edilen ortalama degerler arasinda
istatistiksel yonden fark gdzlenmemistir (p>0,05).

Tablo 1. Ovaryumlardan (n=105) elde edilen A, B ve C sinif
COC ortalama sayilari.

A sinif (n= B sinif C sinif
341) (n=374) (n=260)
Follikiiler faz 3,52+0,38 3,42+0,28  2,36+0,24
Luteal faz 2,79+0,51 3,82+0,41 2,64+0,43
Onemlilik o.D. O.D. O.D.

0.D.: Onemli Degil (p > 0,05)

Tartisma

Bu calismada farkli siklus fazlarina ait mezbaha
materyalinden elde edilen COC ‘lerin morfolojik yonden
siniflandinimasi yapilmis ve siklus fazinin COC Kkalitesi
Uzerindeki olasi etkisi arastirilmistir.

in vitro calismalarda kullanilan COC’lerin morfolojik
yonden degerlendiriimesi ilk kez Leibfried ve First (11)
tarafindan yapilmis bundan sonra da c¢ok sayida
arastirmaci oositi saran cumulus hlicre katmanlarinin
sayisl, b0Otunligu ve oositin  genel gérinimiine
dayanarak COC’i siniflandirmigtir (12-14). Buna gore
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saydam ve homojen ooplazmali oosit bulunan ve
etrafinda en az 3 katmanli cumulus hicresi bulunan A
kalite komplekslerin en yiksek gelisim potansiyeline
sahip oldugu gorilmistir (15). Yine intrafollikiiler
progesteron ve androjen konsantrasyonu ylksek olan
atretik folliktillerden elde edilen COC’lerinin éstradiolden
zengin buylk antral folliklllerde bulunan COC’lere oranla
in vitro fertilizasyon basarisinin daha yuksek oldugu
bildirilmistir (16). Ostrus siklusu icerisinde en yiiksek
COC-A sayisina ulasabilmek igin ovaryum (zerindeki
degiskenlerin etkisi ¢ok sayida arastirmanin konusunu
olusturmustur.

Wit ve ark., (3) follikil kalitesinin COC kalitesi ile
paralel seyrettigini, atrezi derecesi disik follikillerden
daha fazla sayida COC-A, atretik follikillerden ise artan
Olgtide B ve C kalite COC elde edildigini bildirmiglerdir.
Bununla birlikte, siklus fazinin COC kalitesi dagilimi ve
blastosist olusum orani (izerinde 6énemli derecede etkisi
olmadigini kaydetmiglerdir. Bu arastirmada siklusun
dénemlerine gore elde edilen ortalama COC sayilari
folliktler fazda 7,0, erken luteal fazda 6,7 ve geg luteal
fazda 6,6 adet bulundugu, vyapilan istatistiksel
degerlendirmede de seksuel siklus evresinin elde edilen
oosit kalitesi Uzerinde bizim ¢alismamizla paralel olarak
bir etkisinin bulunmadigi bildiriimektedir.

Machatkova ve ark., (8) yaptiklari aragtirmalarinda da
in vitro c¢alismalarda kullanilabilir kalitedeki oosit
sayisinin siklusun fazindan etkilenmedigini ancak follikil
blyukligunun elde edilen embryo sayisina direkt olarak
etki ettigini bildirmektedirler. Ayni arastirmada gelisen
follikil dbéneminden elde edilen oositlerin gelisme
kapasitelerinin dominant follikiil déneminde elde edilen
oositlerden daha fazla oldugu da séylenmektedir.

Vassena ve ark., (10) CL bulunan ovaryumlarda
kontralateral ovaryuma oranla C kalite COC sayisinda
azalma, bununla birlikte dominant folliklil bulunan
ovaryumlarda ise C kalite COC sayisinda artis
g6zlemlemiglerdir. Ancak bu degisim A ve B kalite
COCl’lerinde gbézlenmemistir. Follikiler dalganin 2, 3, 5
ve 7. glnlerinde elde edilen saghkli COC’lerinin
fertilizasyon  sonuglarinda  belirgin ~ bir  farklilik
bulunmadigini belirtmislerdir.

Salamone ve ark., (6) ise follikiler fazin farkh
dénemleri icerisinde elde edilen COC’lerin fertilizasyon
basarisini  etkiledigini  bildirmektedir.  Arastirmacilar
folliktiler regresyon déneminde COC-B sayisinda anlamli
bir artis kaydetmiglerdir. Follikillerin gelisme ve statik
fazinda agirlikh sayida COC-A ver COC-C elde
edilmesine ragmen, maksimum morula uretimi COC-B

eldesinin ylksek oldugu regresyon fazinda
gerceklesmistir.
Varisanga ve ark., (4) c¢alismalari sirasinda

COC’lerini saglikli, dejenere ve giplak olmak Ulzere 3
grupta incelemisler ve yapisinda dominant follikil ya da
CL gibi aktif bir yapi bulunmayan (nonsiklik)
ovaryumlardan elde edilen oositlerin in-vitro gelisimlerinin
daha zayif oldugunu gézlemlemiglerdir.
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Knuth ve Hunter (17) yaptiklari ¢alismalarinda olgun
corpus luteum (CL) bulunan ovaryumlardan elde edilen
oositlerin fertilizasyon oranlarinin gelisen CL bulunan ya
da CL bulunmayan ovaryumlardan elde edilen oositlerin
fertilizasyon oranlarindan daha distik bulundugunu
bildirmektedirler. Yine Boedino ve ark. (18) ayni sekilde
fertilize olan oositlerdeki bolinme oranlarinin da daha
distik oldugunu rapor etmektedirler.

Benzer sekilde gebe olan ya da olmayan ineklerden
elde edilen oositlerin bolinme oranlari bakimindan da
farkli yayinlar bulunmaktadir. Ornegdin Behboodi ve ark.
(19) ile Vajta ve ark. (20) gebe olmayan ineklerden elde
edilen oositlerin bdélinme oranlarini gebelerden daha
yuksek olarak bildirirlerken Sivakumaran ve ark. (21)
gebe inek oositlerinin bolinme oranlarini didstriis ve
anostrusteki  inek  oositlerinden  daha  yuksek
belirtmektedirler.
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