Girifl

Günümüzde dünya üzerinde yaflayan ve do¤al yaflam alanlar› h›zla yok olan 36 vahfli kedi türünün büyük ço¤unlu¤u (1,2) ve ülkemize özgü olan Van ve Ankara kedilerinin nesli yok olma tehdidi alt›ndad›r.

‹n vitro Maturasyon (IVM), ‹n Vitro Fertilizasyon (IVF) ve Embriyo Transferi (ET) gibi biyoteknolojik yöntemler, çiftlik hayvanlar›nda daha çok verim art›fl›na yönelik ›slah programlar› amac›yla kullan›l›rken (3-5), bu tip çal›flmalar son y›llarda, nesli tükenme tehdidi alt›ndaki vahfli kedigillere iyi bir model olan evcil kediler üzerinde yo¤unlaflmaya bafllam›flt›r (6-11).

Kedi oositlerinin in vitro olgunlaflt›r›lmas› amac›yla yap›lan çal›flmalardan oldukça de¤iflik sonuçlar al›nmaktad›r (% 2- % 82). Olgunlaflt›rma sonuçlar›n›n bu kadar de¤iflken olmas›nda, kullan›lan vericilerin beslenme durumlar› (12), içinde bulunduklar› siklus dönemi (13,14), kazan›lan oositlerin kalitesi (10), medyuma kat›lan protein (11) ve hormonlar›n tip ve miktarlar› (15,16) gibi faktörlerin yan› s›ra, kullan›lan medyum tipi de önemli derecede (6) rol oynamaktad›r. Bu amaçla

Turk J Vet Anim Sci 27 (2003) 1409-1412 © TÜB‹TAK

Kedi Oositlerinin in vitro Olgunlaflt›r›lmas› Üzerine Çal›flmalar

Mithat EVECEN, Hatem ATALLA, Sema B‹RLER, Alper BARAN, Kemal AK ‹stanbul Üniversitesi, Veteriner Fakültesi, Dölerme ve Sun’i Tohumlama Anabilim Dal›, 34320, Avc›lar, ‹stanbul - TÜRK‹YE

Gelifl Tarihi: 19.08.2002

Özet: Çal›flmada kedi oositlerinin in vitro olgunlaflt›r›lmas› üzerine, gonadotropin ve Bovine Serum Albumin (BSA) katk›l› Sentetik Ovidukt S›v›s› (SOS) ve Ham’s F-10 medyumlar›n›n etkisinin belirlenmesi amaçland›. Araflt›rman›n materyalini, k›s›rlaflt›rmak ama c›yla ovaryo-histerktomi edilen 18 sokak kedisinin ovaryumlar›ndan kazan›lan 416 oosit oluflturdu. Ovaryumlar iki saatlik süre içerisinde + 38 ºC’deki PBS solüsyonu içerisinde laboratuara tafl›nd›. Kazan›lan oositler iki grup halinde (1. Grup: SOS + % 0,4 BSA + 10 μg/ml FSH + 10 μg/ml LH, 2. Grup: Ham’s F-10 + % 0,4 BSA + 10 μg/ml FSH + 10 μg/ml LH ), gaz kar›fl›m› (% 5 O_2, % 5 CO_2, % 90 N_2) ve % 100’e yak›n nem’in sa¤land›¤› 38,5 ºC’lik inkübatör ortam›nda 48 saat süre ile olgunlaflmaya b›rak›ld›. Bu sürecin sonunda, oositler fikse edildi ve boyand›. Faz-kontrast mikroskopta x400 büyütmede olgunlaflma durumlar› saptand›. Veriler Student -t testi yöntemiyle karfl›laflt›r›ld› ve önemlilik kontrolü gerçeklefltirildi. SOS medyum grubunda 209 ve Ham’s F-10 medyum grubun da 207 adet olmak üzere toplam 416 adet oosit kullan›ld›. SOS grubundaki oositlerin % 54,06 (113/209)’s›n›n, Ham’s F-10 grubundaki oositlerin ise % 29,00 (60/207)’unun M II aflamas›na geliflti¤i ve bu de¤erler aras›ndaki fark›n istatistiksel olarak anlaml› old u¤u saptand› (P < 0,001). Sonuç olarak, kedi oositlerinin in vitro olgunlaflt›r›lmas›nda SOS medyumunun Ham’s F-10 medyumundan daha baflar›l› oldu¤u ve bu sonuçlar çerçevesinde kedi in vitro fertilizasyonu çal›flmalar› için yeterli bir altyap› sa¤land›¤› s öylenebilir.

Anahtar Sözcükler: Kedi, oosit, in vitro olgunlaflma, medyum

Studies on the in vitro Maturation of Cat Oocytes

Abstract: The aim of the present study was to investigate the effects of gonadotrophin and Bovine Serum Albumin (BSA) supplemented Synthetic Oviduct Fluid (SOF) and Ham’s F-10 media on the in vitro maturation of cat oocytes. Oocytes collected from spayed stray queens served as the material of the study. The ovaries were brought to the laboratory within 2 h in PBS solution at 38 °C. Recovered oocytes were divided into two groups (Group 1: SOF + 0,4% BSA + 10 μg/ml FSH + 10 μg/ml LH, group 2: Ham’s F-10 + 0,4% BSA + 10 μg/ml FSH + 10 μg/ml LH) and left for maturation in an incubator at 38.5 °C for 48 h under atmosphere containing 5% O_2, 5% CO_2 and 90 % N_2 and almost 100% humidity. Oocytes were then fixed and stained. The maturation status of the oocytes was evaluated under a phase-contrast microscope at x400 magnification. Data were compared by using Student’s t-test. Group 1 had 209 oocytes and group 2 had 207: a total of 416. In group 1 54.06% (113/209) and in group 2 29.00% (60/207) of the oocytes reached the M II stage. The difference between these values was statistically significant. At the end of the study, it was concluded that SOF medium was superior to Ham’s F-10 medium for the in vitro maturation of cat oocytes. These results also showed that a satisfactory background for in vitro fertilization studies of cat oocytes has been established .

Key Words: Cat, oocyte, in vitro maturation, medium

Araflt›rma Makalesi araflt›r›c›lar, çal›flmalar›nda birçok farkl› medyum denemifl ve de¤iflik sonuçlar elde etmifllerdir (6,11,13-17).

Bu çal›flmalar›n yeni olmas› ve henüz istenilen düzeyde baflar›l› sonuçlar›n al›namamas›, bu konudaki çal›flmalara daha fazla e¤ilmek gereklili¤ini do¤urmaktad›r.

Sunulan çal›flmada, kedi oositlerinin in vitro olgunlaflt›r›lmas› üzerine gonadotropin ve BSA katk›l› SOS ve Ham’s F-10 medyumlar›n›n etkisi araflt›r›ld›.

Materyal ve Metot

K›s›rlaflt›rmak maksad›yla ovario-histerektomi yap›lm›fl sokak kedilerinden al›nan ovaryumlar, 38 °C’deki PBS solüsyonu içerisinde ve 2 saatlik sürede laboratuara getirildi. Ovaryumlar›n yüzeyine bisturi yard›m›yla kesitler at›ld›ktan sonra (Slicing) 38 ºC’deki M 2 medyumu yard›m›yla y›kanarak y›kant› s›v›s› saat cam›na topland›. ‹n vitro olgunlaflt›rma için ayr›lacak oositlerin seçiminde; sa¤lam bir zona pellusida, kompakt kumulus ooforus/korona radiata yap›s›, homojen ve zona içini dolduran vitellus varl›¤› kriterleri göz önünde tutuldu (2,6). Oositler y›kama medyumunda 3 kere pasajland›ktan sonra, hangi medyumda olgunlaflmaya al›nacaklarsa o medyumdan haz›rlanm›fl damlalar içerisinde 3 kere pasajland›lar.

Seçilen oositler, en az 1 saat öncesinden 500 μl hacimlerde üzeri mineral ya¤ ile örtülü olarak haz›rlanm›fl ve 38 °C’lik s›cakl›k ve % 5 CO_2, % 5 O_2, % 90 N_2 gaz kar›fl›ml› inkübatör ortam›nda gazlanm›fl olan 1. Grup: sentetik ovidukt s›v›s› (SOS) medyumu + % 0,4 BSA + 10 μg/ml FSH (Sigma F-2293) + 10 μg/ml LH (Sigma L- 5269), (pH: 7,9; Ozmolarite: 286 mOsm) ve 2. Grup:

Ham’s F-10 + % 0,4 BSA + 0,23 mM Na Pyruvate (Sigma, P5280) + 10 μg/ml FSH + 10 μg/ml LH, (pH: 7,3; Ozmolarite: 286 mOsm) medyumlar›nda ve yine ayn› koflullarda 48 saat süre ile olgunlaflmaya b›rak›ld›. Her bir 500 μl’lik medyuma 10-20 adet oosit konuldu. Olgunlaflma süresinin sonunda, oositlerin kumulus hücreleri % 0,1’lik hyaluronidaz enzimi (Sigma H 3506 From Bovine Testes) yard›m›yla uzaklaflt›r›ld› ve % 0,7’lik KCl solüsyonunda 2-3 dakika bekletildikten sonra lamlamel aras›na al›nan oositler boyama öncesi 1:3 asetik asit-etanol solüsyonu içerisinde 24 saat fikse edilerek, % 2’lik aseto-orsein ile boyand›ktan sonra kromatin ve kromozom yap›lar› faz-kontrast mikroskopta gözlenmek suretiyle olgunlaflma kriterleri belirlendi. Bu kriterler çerçevesinde Metafaz II (M II)’nin yan› s›ra, Germinal Vezikül (GV), Diakinez (Diak.), Metafaz I (M I), Dejenere Oosit (Dej.) ve Undetermined Nuclear Material (UDNM) oranlar› da incelendi.

‹statistiksel aç›dan gruplar aras›ndaki medyumun etkileri Student-t testi kullan›larak de¤erlendirildi.

Bulgular

Çal›flma süresince 11 kez tekrarlanan çal›flmada, 18 adet kediden toplam 416 adet kullan›labilir kalitede oosit topland›. Oositlerin olgunlaflt›r›ld›¤› SOS medyum grubunda (n = 209), 26 oosit (% 12,44) germinal vezikül (GV) döneminde (fiekil 1) kal›rken, 25 oosit (% 11,97) Diakinez, 41 oosit (% 19,61) M I (fiekil 2), 113 oosit ise (% 54,06) M II (fiekil 3) dönemine ulaflt›. Bu gruptaki oositlerin 3’ünün (% 1,43) geliflemeyerek dejenere oldu¤u belirlenirken, 1’inin de (UDNM= Undetermined Nuclear Material : Belirlenemeyen Çekirdek

Kedi Oositlerinin in vitro Olgunlaflt›r›lmas› Üzerine Çal›flmalar

fiekil 1. Germinal Vezikül (GV) Döneminde Bir Oosit. x200 Büyütme. fiekil 2. Metafaz I (M I) Döneminde Bir Oosit. x400 Büyütme.

Materyali) (% 0,48) içerisinde herhangi bir kromozom yap›s›na rastlanamad›.

Ham’s F-10 grubundaki (n = 207) GV, Diak., M I, M II, Dej. ve UDNM oosit say›lar› ise s›ras›yla; 63 (% 30,43), 38 (% 18,36), 28 (% 13,53), 60 (% 29,00), 15 (% 7,25) ve 3 (% 1,45) olarak gözlendi (Tablo 1).

Son olgunlaflma aflamas› olan Metafaz II’ye geliflen oosit oranlar› yönünden gruplar aras›nda yap›lan karfl›laflt›rmalarda, SOS medyumu grubundaki oositlerin (% 54,06), Ham’s F-10 medyumundakilere (% 29,00) nazaran istatistiksel olarak önem teflkil edecek flekilde yüksek oldu¤u saptand› (P < 0,001).

Çal›flmada 48 saatlik olgunlaflma süresinin sonunda SOS ve Ham’s F-10 gruplarda s›ras›yla 179 (% 85,65) ve 126 (% 60,87) oositin mayoza devam etti¤i (Diakinez + MI + M II) gözlendi (Tablo 2). Gruplar aras›nda yap›lan karfl›laflt›rmada SOS grubundaki oran›n, Ham’s F-10 grubundakine nazaran istatistiksel olarak önem teflkil edecek flekilde yüksek oldu¤u saptand› (P < 0,001).

Tart›flma

Kedilerden in vitro embriyo eldesi ve bunlar›n transfer edilebilir aflamalara kadar gelifltirilebilmesi, in vitro olgunlaflt›rma sonuçlar›n›n baflar›s›yla yak›ndan ilgilidir (2,13,14). ‹ki farkl› kültür medyumunun kullan›ld›¤› bu çal›flmada, mayoz aktivasyonu gösteren oositler (Diak. + M I + M II) yönünden yap›lan karfl›laflt›rmada, SOS medyumunun (% 85,65), Ham’s F-10 medyumuna (60,87) oranla daha baflar›l› oldu¤u görüldü (P < 0,001). Son olgunlaflma aflamas› olan M II’ye ulaflma aç›s›ndan da SOS medyumunun (% 54,06), Ham’s F-10 medyumuna nazaran (% 29,00) çok daha baflar›l› oldu¤u saptand› (P < 0,001). SOS grubunda elde edilen M II oran› (% 54,06), çal›flmalar›nda Minimum Essential Medium kullanan Wood ve ark. (11)’n›n de¤erlerine (% 35-66) yak›n olurken, TCM 199 medyumu kullanan Pope ve ark. (9)’n›n % 38-44 ve Evecen ve ark. (15)’n›n % 2’lik bulgular›ndan ise oldukça yüksek bulundu. Buradaki farklar›n, kullan›lan medyumlar›n tipinden kaynaklanm›fl olabilece¤i kan›s›na var›ld›.

M. EVECEN, H. ATALLA, S. B‹RLER, A. BARAN, K. AK

fiekil 3. Metafaz II (M II) Döneminde Bir Oosit. x400 Büyütme

Tablo 1. Kedi Oositlerinin 48 Saatlik ‹n Vitro Olgunlaflt›rma Sonunda Ulaflt›klar› Geliflim Düzeyleri.

Gruplar n GV Diek. M I M II Dej. UDNM n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

SOS 209 26 25 41 113 3 1 (12,44) ^b (11,97) (19,61) (54,06) ^a (1,43) ^b (0,48)

Ham’s F-10 207

63 38 28 60 15 3 (30,43) ^a (18,36) (13,53) (29,00) ^b (7,25) ^a (1,45)

a,b: dikey kolonlarda de¤iflik harf tafl›yan de¤erler aras›ndaki farklar önemlidir (P < 0.001).

GV: Germinal Vezikül, Diak.: Diakinez, M I: Metafaz I, M II: Metafaz II UDNM: Undetermined Nuclear Material (Belirlenemeyen Çekirdek Materyali), Dej.: Dejenere.

Tablo 2. 48 Saatlik ‹n Vitro Olgunlaflt›rma Sonras›nda Mayoz Aktivasyonu.

Medyum Gruplar› Mayoza Devam Edenler (Diak. + M I + M II) (%)

SOS 179 n = 209 (85,65)^a

Ham’s F-10 126 n = 207 (60,87)^b

a,b: De¤iflik harf tafl›yan de¤erler aras›ndaki farklar önemlidir. (P < 0.001) Diak.: Diakinez, M I: Metafaz I, M II: Metafaz II

Bir çok memeli türünde, beslenmenin reprodüktif fonksiyonlar üzerinde etkili bir faktör oldu¤u bilinmektedir (15). Çal›flmalar›nda SOS medyumu kullanan Bogliolo ve ark. (6)’n›n yapt›klar› in vitro olgunlaflt›rma çal›flmalar›nda ulaflt›klar› % 82‘lik M II de¤eri, bulgular›m›zla karfl›laflt›r›ld›¤›nda oldukça üstün görünmektedir. Aradaki bu fark, sunulan çal›flmada kullan›lan kedilerin iyi beslenemeyen sokak kedilerinden oluflmas›n›n bir sonucu olabilece¤i düflüncesini akla getirmektedir.

Elde edilen bu sonuçlar do¤rultusunda, kedi oositlerinin in vitro olgunlaflt›r›lmas›nda SOS medyumunun kullan›lmas›n›n olgunlaflma sonuçlar› aç›s›ndan Ham’s F-10 medyumundan daha iyi sonuç verdi¤i görüldü. Elde edilen % 54,06’l›k olgunlaflma oran›n›n in vitro fertilizasyon çal›flmalar›na bafllamak için yeterli oldu¤u ancak, sonuçlar›n daha da art›r›lmas› amac›yla, ovaryum vericisi kedilerin ideal beslenme koflullar›nda beslenmifl olan ev kedilerinden seçilmesinin daha iyi sonuçlar verebilece¤i söylenebilir.

Kedi Oositlerinin in vitro Olgunlaflt›r›lmas› Üzerine Çal›flmalar

Kaynaklar

1. Goodrowe, K.L., Hay, M., King, W.A.: Nuclear Maturation of Domestic Cat Ovarian Oocytes in vitro. Biol. Reprod., 1991; 45: 466-470.

2. Pope, C.E.: Embryo Technology in Conservation Efforts for Endangered Felids. Theriogenology, 2000; 53: 163-174.

3. Birler, S., Pabucçuo¤lu, S., Ak, K., Alkan, S., Evecen, M., Öztürkler, Y., ‹leri, ‹.K.: Effects of Serum and Hormone Additions to Maturation Medium on in Vitro Maturation of Sheep Oocytes. ‹stanbul Univ. Vet. Fak. Derg. 1999; 25: 75-79.

4. De Witt, A.A., Wurth, Y.A., Kruip T.A.: Effect of Ovarian Phase and Follicle Quality on Morphology and Developmental Capacity of the Bovine Cumulus-Oocyte Complex. J. Anim. Sci., 2000; 78: 1277-1283.

5. Pabucçuo¤lu, S.: The Effects of Hepes and Hormones on in Vitro Maturation of Cattle Oocytes. ‹stanbul Univ. Vet. Fak. Derg. 2001; 27: 659-670.

6. Bogliolo, L., Leoni, G., Ledda, S., Naitana, S., Zedda, M., Carluccio, A., Pau, S.: Intracytoplasmic Sperm Injection of in vitro Matured Oocytes of Domestic Cats with Frozen–Thawed Epididymal Spermatozoa. Theriogenology, 2001; 56: 955-967.

7. Goodrowe, K.L: Feline Reproduction and Artificial Breeding Technologies. Anim. Reprod. Sci., 1992; 28: 389-397

8. Lengwinat, T., Pitra C.H., Blottner S.: Follicular Immature Oocytes of Domestic Cat: Their Fertilization and Developmental Competence During Co-Culture of Feline Oviductal Epithelial Cells. Theriogenology, 1992; 4: 1793-1796.

9. Pope, C.E., Johnson, C.A., Mcrae, M.A., Keller, G.L., Dresser, B.L.: Development of Embryos Produced by Intracytoplasmic Sperm Injection of Cat Oocytes. Anim. Reprod. Sci., 1998; 53: 221-236.

10. Pope, C.E., Mcrae, M.A., Plair, B.L., Keller, G.L., Dresser, B.L.: In Vitro and in Vivo Development of Embryos Produced by in Vitro Maturation and in Vitro Fertilization of Cat Oocytes. J. Reprod. Fert., 1997; 51: 69-82.

11. Wood, T.C., Byers, A.P., Jennette, B.D., Wildt, D.E.: Influence of Protein and Hormone Supplementation on in Vitro Maturation and Fertilization of Domestic Cat Eggs. J. Reprod. Fert., 1995; 104: 315-323.

12. Robinson, J.J.: Nutrition and Reproduction. Anim. Reprod. Sci., 1996; 42: 25-34.

13. Freistedt, P., Stojkovic, M., Wolf, E.: Efficient in Vitro Production of Cat Embryos in Modified Synthetic Oviduct Fluid Medium: Effects of Season and Ovarian Status. Biol. Reprod., 2001; 65: 9- 13. 14. Johnston, L.A., Donoghue, A.M., O’brien, S.J., Wildt, D.E:

Influence of Temperature and Gas Atmosphere on in Vitro Fertilization and Embryo Development in Domestic Cats. J. Reprod. Fert., 1991; 92: 377-382.

15. Evecen, M., Baran, A., Tek, Ç.: The Effects of Gonadotrophins on in Vitro Maturation of Cat Oocytes. Turk J. Vet. Anim. Sci., 2002; 26: 1315-1320.

16. Schramm, R.D., Bavister, B.D.: Effects of Gonadotrophins, Growth Hormone and Prolactin in Developmental Competence of Domestic Cat Oocytes Matured in Vitro. Reprod. Fertil. Dev., 1995; 7: 1061-1066.

17. Johnston, L.A., O’Brien, S.J., Wildt, D.E.: in Vitro Maturation and Fertilization of Domestic Cat Follicular Oocytes. Gam. Res., 1989; 24: 343-356.