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DEGISIK KULTOR SISTEMLERI,VASATLARI VE GRANULOZA
HUCRELERI ILE KOKOLTURON MEMELI OOSITLERININ IN VITRG
MATURASYONUNA ETKISIYLE ILGILI DENEYSEYL, ARASTIRMALAR

Ali Eroglu!

Exmeniteller Untersnchungen fiber die Einfliisse der verschiedenen
Kuiltivierungssysteme, Medien und der Kolultivierung mit den Granulosazellen
anf extrakorporale Reifung der Saeugetiereizelien

Zusammenfassung: Jfn der vorliegenden Arbeir wurden Einfliisse der
verschiedenen Kultivierungstechniken auf die in vitro-Reifung der Schweineeizele
uniersucht. Die intakter Eizellen wurden durch die Verwendung des beweglichen
oder unbevegiichen Kultivierungssysiems in TC 199 oder Whitten's Medium und in
Anvesenheit (Kokultivierung) oder Abwesenheit der Granulosazellen kultiviert.

In beiden Medien wiesen die Eizellen hohe Reifungsraten auf

Im beveglichen Kultivierungssstem wurd signifikant hohere Reifungsrate in
Anwesenheit der Granulosazellen im Vergleich zu deren Abwesenheit
erzielt. Dagegen waren die Reifungsraten im unbewe glichen Kultivierungssystem
in Abwesenheit der Granulosazellen hoch,

In der Kokultivierung mit Granulosazellen steigerte das bewegliche
Kyltivierungssystem  im Vergleich zu dem unbeweglichen System diegute
Kultivierungstechnik zu sein. -

Beracksichtigt man den positiven Einfluss der Granulosazellen auf die
Zytoplasmareifing der Eizelle, so scheint die Kokultivierung der Eizellen mit
Granulosezelen im beweglichen System zur Erlangung  der vollsicendigen
Befruchtungs-und embiryonalen Entwicklugskompetenz eine gute Kultivierungs
Befruchtungs -  ynd embryonalen Entwicklungskompetenz  eine gute
Kultivierungstechnik zu sein.

Ozet: In vitro kultur tekniklerinin  gelistivilmesi  sonucu memeli
oositlerine, fizyolojik  dollenme  ve embiryonik  geligme veleneginin
kazandwridmaswla degerli disi inateryalden daha i yararlanma mimkin olocakny,
Bu galymada degisik kiitir tekniklerinin, cositlerin in vitro olguniagmasma etiisi
incelend;. Intakt oositler, TC 199 ve Whitten's Medivuma kullanilarak, hareketli ve
hareketsiz  sistemlerde, granuloza  hilcrelerinin varliginda  (kokaltir) veya
Yoklugunda kiltire edildiler
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Her iki vasaita da yiksek olguniagma oranlar: elde edildi.

Hareketli sistemde, gronuloza hicrelerinin varligy olgunlogma orammni
istatistiki olarak da belirgin gekilde artirdi. Buna kargin hareketsiz sistemde, infakt
oositlerin, granuloza hiicresiz Lilltive edildiklerinde daha yiksek oranda
olgunlagstiklar: gorildi.

Ooesitlerin granuioza hilcreleri ile kokilltiirinde, hareketli sistem, hareketsiz
sisteme gore olguniagma oranlarm: belirgin sekilde yiikselfir.

Granuloza hiicrelerinin sitoplasmik olgunlagmaya olumlu etkisi de dikkate
alindiginda, dollenme ve gelisme yeteneginde olgun oositler elde etmek icin
hareketli sistemde granuloza hiicreleriyle kokiiltiirin, iyi bir model oldugu sonucu
ortaya ¢ikmaktadir.

Girig

Memeli oositlerinde mayotik boliinme, fotal yagamin erken dénemlerinde
baslar ve dogumdan hemen ¢nce ya da kisa bir siire sonra profaz T'in diploten
safhasinda durur. Cinsel olgunluga kadar olan zaman siirecinde oositlerde sentez
olaylan devam eder, follikiil ile birlikte oositler de (41). zona pellucida da bu sirada
sentezlenir.

Mayozun tekrar baslamasina kadar olan siiregte oositler ¢ok bityitk germinal
vezikii! icerdifinden mayozun bu dbnemi, vezikiiler safha olarak da
adlandirhr(2).

Cinsel olguniuktan sonra, her Osiriis siklusunda owvulasyon &ncesi
gonadotropin piki, tiire gore defisen sayidaki oositde mayozu tekrar baslatir.
Germinal vezikiiliin ¢ozillmesini (Germinal Vesicle Breakdown,GVBD) metafaz
I, anafaz Ltelofaz I safhalan izler ve 1. mayotik bdliinme tamamlanarak mayoz,
metafaz 11 safasinda tekrar durur. Memelilerin cofunda ovulasyon bu safhada
sekillenirken,2. mayotik bolanmenin tekrar baslayip tamamlanmasi
spermatozoonun ovuma girmesi ile miimkiin olur (41).

Germinal vezikiilin c¢tzilmesinden metafaz II sathasina kadar siiren
donemde hem kromozomal hem de stoplasmik diizeyde yapisal ve biyokimyasal
degisimier yer alir. Bu degigimler sonucu kromozom sayist yariya digerek (haploid)
oositler, sekunder oosit haline geger, déllenme ve embriyonik gelisme yetenegi
_kazamrlar. Bu nedenle vezikiiler safha ile metafaz arasindaki olaylar, olgunlagima
(maturation) ya da mayotik olgunlagma (meiotic maturation) seklinde
tammlanmaktadir, Dolayisiyla vezikiiller  safhadaki oosit, olgunlagmanmg
(immature), metefaz II safhasindaki ise olgun (mature) oosit olarak
nitelendirilmektedir (24,45,47).

Maturasyonun hem ¢ekirdeksel (nuclear maturation ) hem de sitoplasmik
(cytoplasmic maturation) olarak sckillendigi varsayilmaktadir (41,48).Vezikiiler
safha ile metafaz Il sahasi arasindaki kromozomal degigiklikler, ¢ekirdeksel
olgunlagma ile anlatibirken, yine aym démemde stoplazmada meydana gelen ve
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cosite hatasiz déllenme, embiryonik gelisine yetenefi kazandiran olaylar
stoplazmik olgunlasma ile agildaninighir,

Ovulasyon 6neesi in vivo sekillenen mayotik olgunlagmamn in vitro da
gergeklesebilecegini ilk kez Pincus ve Enzmann (31) gostermiglerdir. Bu
aragtirmacilar, tavsen oositierinin follildilden digariya alinip uygun bir vasatia
kiiltiire edilmesi halinde, bir béliimiinin vezikiiler safhadan meiefaz 11 safhasina
kadar ilerledigini saptamiglardir. Herhangi bir hormon katkisi olmadan, spontan
olarak gergeklesen bu sekildeki in vitro olgunlagma, dahs sonra differ memeli
ocositlerde de gozlenmistir (53, Ancak in vitro olguniasan oositlerde gesitli dollenme
bozukluklar gdzlenmis veya bunlar embiryonik gelisme gosterememiglerdir. Bu
durum, in vitro kiiltiir sirasmda sitoplasmik olgunlagmann yetersiz sekillenmesine
bagianmugtir (20,40). Biyoteknolojinin diger alanlanna paralel clarak, son yillarda
bu alanda da 6nemli agamalar kaydedilmis, basan oram diisik de olea in vitro
olguniagmug ve déllenmis oositlerin tagtyicilara transferinden sonra canl: vavrularin
doZdugu bildirilmistir (10,12, 15,30).

Cosit maturasyondaki molekiler olaylann agikhifa kavusturulmas: ve in
vitro kiiltiir tekniklerinin optimal hale getirilerek oositlere hatasiz dollenme ve
embriyonik geligme yetenedinin kazandinlmasiyla disi materyaldeki binlerce
yumuria  hiicresinden  yararlanma  olanap: dofacaktir. Bunun  hayvan
yetigtiriticiligindeki sonucu ise yitksek verimli digilerden maksimum diizeyde dol
verimi almak olacaktir. Ovaryumlar digindaki ¢esitli genital hastaliklar sonucu
ortaya ¢ikan infertilite, yitksek verimli, degerti disi hayvanlardan ¢ok sayida yavru
almada engel tegkil etmeyecekiir,

Bu galigmada, in vitro maturasyonla ilgili kiiltiir tekniklerinin geligtirilmesi
iizerinde durulmustur.

Materval ve Metot
Oositlerin Toplanmas:

Cok sayida oosit, diger sifilik hayvanlarina gore domuzlardan daha kolay
clde edilebildiginden bu calismada domuz oositleri kullanildi. Prepubertal
dénemdeki domuziann mezbahada kesilip kann boslufunun agiimasmdan hemen
sonra ovaryumlar alinarak bir fermos icinde bulunan viicnt isisindaki %0.9uk
NaCl gozeltisine konuldu. Yeteri kadar toplandiktan sonra,ovaryumlar laboratuvara
nakiedildi. Laboratuvarda, ovaryumlar dzerindeki 3-5 mm capindaki tersiyer
follikitller enzisyon ile agildi ve oositler, viicut 1s1sindaki steril %0.9'uk NaCl
cozeitisi ile follikiilierden yikanarak petri kutularina alindi. Daha sonra oositler,
ig/t  bovine serum sibumine (B34, Pure, Serva, FRG) eklenmiz Dulbecco's
phosphaie buffered saline (PBS, Serva FRG) vasatina aktanldi ve stereo
mikroskopla  63-100X  biiyiitmede morfolojik  deBerlendirmeleri vapild.
Bozulmanus (intakt) kumulus ooforusa sahip ve sitoplaznik dejenerasyon
gostermeyen oositler kiiltiir icin secildi. Segilen intakt oositler 2 kez PBS ile
yikandiktan sonra kiiltiir kaplarina dagitildy. Bunlanin gergelten vezikiiler safhada
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olup olmadifim kontrol etmek igin, bir bilim kiltive edilmeden dogrudan tespit
cdildi, boyanarak mayotik safhasi incelendi. Hepsinin vezikiiler safhada oldugn
goriildii. Ovaryumlarin foplanip nakledilmesi ve kiilfiirin baglamasina kadar
iaboratuvarda yapilan iglemierin siiresi oosit sayisina gore 2-4 saat arasinda degisti.

Glanuloza Fiicrelerinin Kazamlmasi, Oli-Canh Hiicre Konsantrasyonunun
Belirlenmesi

Granuloza hiicreleri, mezbahadan toplanan ovaryumlar {izerindeki 5-8 mm.
capindaki tersiver follikiillerden kazamildi, Bu follikiiller, ovaryum deokusundan
dikkatlice ayrilds, i¢inde steril BS bulunan bir petri lutusuna konuldu. Daha sonra
folikiiller kesilerek agilds, ¢ok ince gelik telden yapilmus bir 6ze ve pens yardimiyla
granuloza hiicreleri, stereo mikroskop altinda folikill duvanindan PBS igine kazindi.
icinde milyonlarca granuloza hiicresi bulunan PBS, tiipe aktarilarak 1500
devir/dakikada, 5 dakika siireyle santrifije edildi.Bundan sonra PBS, pipet
yardimiyla uzaklagtirilds ve hiicreler yeni eklenen PBS iginde siispansiyon haline
getirildiler. Bu siispansiyondan birka¢ damla alimip trypan mavisi ( % 0.06) ile
boyandi, hemosiiometre yardimiyla sayim yapilarak siispansiyondaki §lii-canh
hiicre konsantrasyonu belirlendi. Olii-canli ayrimu, hiicrelerin boya maddesini
sitoplazmalanna alip almamasina gére yapildi. Bu sekilde kazamilan granuloza
hiicrelerinin % 60-70 oraninda canli oldugu gériildi.

Aragtirma Gruplan ve Oositlerin Kiiltiiri

Oositler, komponentleri itibariyle kompleks (TC 799 whit Earle's salts,
Serva FFRG) ve daha basit yarn tammlanmig (Whitten's medium (17) ) iki farkh
vasatta, hareketli ve hareketsiz koltiir sisteminde, gramuloza  hiicrelerinin
varlifinda veya yoldugunda olmak iizere toplam 8 ayn arastirma gurubunda kiiltiire
edildiler ve olgunlagmalan incelendi. Sekil 1, bu aragtirma guruplanm sematize
etmektedir,

Kiitir vasatlar, on giinde bir taze olarak hazirlanip membran fltreler
(1.2pm, 0.2pm, Millipore ) yardimiyla sterilize edildi, kullamma kadar 4°C de
sakiandi. Her iki vasata da 1g/l BS4 (Pure, Serva, FR(G), Gentamycin (Serva,
FRG), 2mg/1 Amphotericin B (Serva, FRG), 5 IE/ml PMSG (Intergonan, Vemie,
FRG), 5 TE/ m1hCG (Ekluton, Vemie, FRG) katildi.

Kiltiir i¢in segilen intakt vositler,aragtirma gruplanna rasigele dagiiidikian
sonra nemli ortamda, 39° C de ve %5 CO %5 0 %90 N ' dan olugan gaz kansimi
altnda 44-48 saat kiiltiire edildiler. Kiltr igin steril petri kutulan (tissue culture
petri dishes, Flow laboratory, UK) kullamldi. 2ml vasat igeren her bir petri
kutusuna 20 kadar cosit ve kokiiltiir halinde 1.000.000 / ml konsantrasyonda canli
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granuloza hiicresi konuidu. Hareketli kiiltiir, vasatlarin bir motor yardimiyla hafifce
calkalanmasi saglanarak yapilda.

Olgunlagmanin Incelenmesi

Kiiltiir siiresi sonunda oosii cevresindeki hiicreler, mekanik olarak
uzaklagtitild: ve oositler allkcol asitik asit (3:1) kangimm icinde yaklagik 24 saat
stireyle tespit edildiler. Bundan sonra %1 lik aceto- kontrast mikroskop altinda .
400-600x biyiitmede mayotik safhalanna gére siflandinldilar Simflandmlma
HUNTER ve POLGE (18)un kriterine gtre yapildi. Kiiltiir sonunda capt {s) 100
pm'den kicik ya da dejenere gdziiken oositler olgunlagma ydniinden
degerlendirilmeyip sayilan kaydedildi.

Bulgulann Degerlendirilmesi

Bulgulann istatistiki degerlendirilmesi, “Microstat” (Ecosoft, 1984) adli bilgisayar
programi kullamlarak X2 -testi ile yapilda. Istatistiki degerlendirmede olgunlasma
safalar;

1- Vezikiiler safha (olgunlasmamis oositler)

2- Prometafaz I - Telofaz I (olgunlagan cositler)

3- Metefaz II (olgun oositler)
ya da

1- Vezikiiler satha (olgunlasmamis oositler)

2- Prometafaz I- Metafaz TI (olgunlasan ve olgun oositler) seklinde
guruplandiniarak aragtirma birbirleriyle karsilagtinid: (Tablo 3 ve 4). 0.05
istatistiki olarak anlamh kabul edildi.

Sekil 1: Aragirma gruplank . B )
VASATLAR KULTUR SISTEMLERI GRAN ULO.:JA HUCRELERI
AL E KK LTIR eeeee

Evet

__Hareketsii_:;]
TC199 | o
|__Hareketli _____Eg;et ‘
OOSITLE i
__Hareketsiz __,,_Bvet
ayir

. Hareketli ______E:ivet
ayir

Whitten's Med. _____|
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Qogsitlerin TC 199 ve Whitten's Medium'unda degisik sckillerde kiiltiire
edilmesi sonucu elde edilen olgunlagma ile ilgili bulgular tablo 1 ve 2'de 6zet olarak
verilmigtir. Arastrma guruplan arasindaki olgunlasma farklarimn istatistiki

Bulgular

degerlendinme sonuglan tablo 3 ve 4'de gosterilmigtir,

Tablo 1: Qositlerin TC 199 vasatinda, hareketsiz ve harcketli kiiltlir sisteminde,

granuloza hiicrelerinin varhiginda veya yoklugunda olgunlagma oranlan*

HAREKETSIZ HAREKETLI
0+G o-G O+ G 0-G
\% 15 (%15.2) | 2 (% 2.6) 3 (% 4.1) 12 (% 14.1)
M1 - 3(%4.0) 1(% 1.4) -
Ml 23 (%23.2) | 13 (%17.1) 16 (%21.9) | 21 (%24.7)
Al 1726 1.0) 1% 1.3) - -
Tl = " . «
M2 60 (%60.6) 52 (% 61.2)
TOPLAM 99 76 73 85
Dej. veya | 2/101 2718 4177 6/ 91
<100 | (%2.0) (% 2.6) (%5.2) (% 6.6)
VS: Vezikiiler satha PM1 : Prometafaz I M1: Metafaz 1
Al: Anafaz 1 T1: Telofaz 1 M2 ; Metafaz I

* Kiiltiir sonunda dejenere veya ¢aplari 100 pm'den kiigiik olarak gézlenen

oositler , olgunlasma oranlari hesaplanirken dikkate alinmadi
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Tablo 2: OQositlerin Whitten's medium'unda, hareketsiz ve harcketli kiiltiir
sisteminde, granuloza hiicrelerinin varlifinda veya yoklugunda olgunlagma
oraniar®
HAREKETSIZ HAREKETLI
0+G 0-¢6 O+ O-G
\% 17 (% 198) | 5(% 14.7) 1(% 1.7) | 10(% 20.0)
PMI 6(%6.9) | 2(%59) - -
M1 10 116) | 1(%29) 5(% 8.6) 12 (% 24.0)
Al 1/ 1.2) - - 1(%2.0)
T1 - - - -
M2 52 (% 60.5) | 26 (%476.5) 52(%89.7) | 27 (% 54.0)
TOPLAM 86 34 58 50
Dej. veya | 2/101 2778 4 17 6/91
<100 | (%20 (% 2.6) (% 5.2). (% 6.6)
V8: Vezikiiler satha Pmli : Prometafaz [ MI : Metafaz 1
Al: Anafaz I Ti: Telofaz I M2 : Metafaz I

* Kiiltiir sonunda dejenere veya caplan 100 pm’den kiicitk olarak gozlenen
oositler, olguniasma oranlan hesaplanirken dikkate alinmad.
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Tablo 3: Aragtirma gruplan arasindaki olgunlagma farkdarmn istatistiki
degerlendirme sonuclan [Olguniagmus (VS),Olgunlagan (PM - T ) ve olgun (M )
oositler geklinde gruplandirma yapilarak degerlendirildi]

ARASTIRMA TC -199 WHITTEN'S MEDIUM
GRUPLARI H.siz Hli Hsiz HuI
o+G| -G O+G| O-G o+G| O-G O+G | O-G

T| HLOG

C | sizl O-G A

1

9 | HLOLG &

911} 0OG A

W

| | o A | &

1 H.

T sizi O-G A A

T O+G A A A A A

ng 1 | O-C A la A
H. siz: Hareketsiz kiiltiir H .1i: Hareketli kiiltiir

0+G: Oosit + Granuloza hiicre kiiltini (Kokiiltiir)
0-G: Granuloza hiicre kiiltiiri (kokiiltiir)
A Farklar istatistiki olarak anlamli
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Tablo 4: Araghrma gruplan arasindaki olgunlasma farklarmin istatistiki
degerlendirme sonuglari

[Olguniagmig (VS) ve olgunlasan ile olgun (PM -M ) oositler seklinde
gruplandirma yapilarak degerlendirildi]

ARASTIRMA TC -199 WHI'ITEN‘S MEDIUM
GRUPLARI H.siz HH H.S1Z H.li
Oo+G| -G O+G| O-G O+G | 0-G O+G| O-G

Ti HLOEG

C | sizd O-G A

1

9 | H i OHG -

911lii0O-G A A

W

H O+G % ~

1 H.

- siz} O-G A lA

T O+G A A A A

E H.

ng i | G 1A 1A _ A

H.siz: Haraketsiz kiiltiir H.1i : Haraketli kiiltiir

O+G : OOsit + Granuloza hiicre kitltiirii (Kokdiltiir)
O-G : Granuloza hiicreleri olmadan intakt oosit kitltiird
A: Farllar istatistiki olarak anlami

Tartismea ve Sonug

Arastirma bulgulan incelendiginde, her iki vasatia da oositlerin yiiksek
oranda olgunlastiklar: goriilmektedir. Genel olarak domuz oositlerinin kiiltiiriinde
TC 199 gibi kompleks vasatiar kullanilmustir (9,28,36,42,43).  TSAFRIRI ve
CHANNING (42,43) piruvat, laktat, insiilin ekledikleri TC 199 vasatinda % 50-62
arasinda olgunlasma (Metefaz II) elde etmigler ve bu vasatin domuz oositlerinin in
vitro maturasyonu igin ¢ok uygun oldugunu bildirmislerdir. Daha sonraki
aragtirmalarda, TC 199 vasatinda kiltire edilen domuz oositlerinin % 34-76
oranlan arasinda olgunlastiklar saptanpustir (9,28). Bu calismadaki arastirma
guruplarinda, materyal ve metotta s6z edilen kogullar altinda TC 199 vasatinda
oositlerin  kiiltiire edilmesiyle %60 ile 75 arasinda olgunlasma oram
gozlenmistir Bu olgunlagma oranlan, literatiirde bildirilen oranlann fist siun
diizeyindedir.
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Degigik secrumiar katlmus kompleks yapihi vasatlar, c¢ock sayida
tammianmanmug fakidrler icerdiginde bunlarn gerek hiicreler tizerine etkisi, gerekse
kiiltiire eklenen ¢egitli maddelerle (6rnegin hormonlar) kargilikh etkilegmeleri tam
olarak bilinememekiedir. Bu da aragtirma sonuglanmin tekrarlanabilirligini ortadan
kaldirma sakincasim dofurmaktadir. Bu nedenle oositlerin in vitro kiiltiirii ile ilgili
kosullarin araghirilmas: ya da cesitli maddelerin oositlerin in vitro maturasyonuna
etkisinin incelenmesi gibi c¢aligmalarda komponentleri kimyasal olarak
tanimlanmg basit yapili vasatlar kullanmak daha uygundur. Ancak bu tir
vasatlarla oositin in vitro maturasyonunda olumlu sonuclar alinamamusgtir (22,38).

Degisik serumlara gore BSA kimyasal olarak daha iyi karakierize
edildifinden ve bilinmeyen ¢esitli faladrlerle kontaminasyon olasilifn daha az
oldugundan BAVISTER (3) makromolekiil olarak BSA katilmig vasatlanm yar
tammlanmag (semi defined)olarak nitelemistir. Domuz oositleri basit yapili, yan
tamimianmg BMOC-3 (22) ve KRB (9) gibi vasatlarda kiiltiire edilmig, %13 ve
%26 oraninda olgunlagma gézlenmistir. Bu czligmada, yart tammlanmig Whitten'in
vasati kullanilarak cesitli arastirma gruplarninda % 54'den % 89.7'yve kadar
olgunlagsma coranlan eclde edilmistir, Literatiirde bildirilen oranlara gire bu
calismada elde edilen oldukga yiiksek olgunlasma oranlar, kiiltiir igin daha kaliteli
oositlerin  segilmesi ile ve Whitten's Medium'u ile bu cahgmadaki kiiltiir
kogullaninin, oogitlerin in vitro maturasyonuna uygun olmasiyla aciklanabilir.
Gergekten de daha dnceki ¢alismalarda inkiibasyon 1sisi, gaz kangimi gibi kiiltiir
kosullarinin ve mediumlarn bilesiminin  olgunlagma oramm  etkiledigi
bildirilmistir (9,11,16).

Whitten'in vasatinda en yitksek olgunlagma oram, granuloza hiicreleri ile
hareketli koldiltiir sonucunda (%89.7), TC 799'da ise intakt oositlerin granuloza
hiicreleri olmadan harcketsiz kilitiriinde (%75,0) gbzlenmigtir. Her iki vasattaki
olguniagma oranlan karsilastmldifinda, basit yapili, yan tammianms Whitten's
Medium'an oositin in vitro maturasyonuna en az kompleks yapih TC 199 kadar
uygun oldugu gérillmekiedir.

Genel olarak aragtirma gruplanndaki olguniagma oranlarna bakildifinda;
granuloza hiicreleri ile kokiiltiiriin hareketli kiiltiir sisteminde daha iyi sonuc
verdigi, buna karsilik oositlerin granuloza hiicreleri olmaksizin yalniz kiiltiiriinde
hareketsiz kiiltiir ‘sisteminin daha iyi oldufu goriilmektedir. Hareketli kiiltiir
sisteminde granuloza hiicreleri ile oositler, vasatin vavas sckilde harcket etmesiyle
biraraya gelip birbirine yapismakta ve bir yumak olusturmaktadirlar. Dolayisiyla

" granuloza  hiicrelerinin, oositleri en azindan mekanik olarak korudugu
distiniilebilir. Ancak oositlerin harcketsiz sisternde granuloza hiicrelerinin
varlifinda elde edilen olgunlagma oranlanimin, hareketli sistem kokiiltiiri
olgunlagsma oranlarina gére ve yine granuloza hiicreleri olmaksizin hareketsiz
sistemde gézlenen olgunlasma oranlanna gére daha disik olmasi ve bunlann
istatistik olarak da anlamli olmasi dikkate alindifinda, granuloza hiicrelerinin
hareketli ve hareketsiz sistemde oosit maturasyonunu farkh sekilde etkiledigi akla
gelmekiedir, Literatiirdeki veriler de bu fikri desteklemektedir. Bilindigi gibi
hareketsiz sistemde kiiltiire edilen hiicreler,bulunduklan kabmn tabanina yapisarak
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bir tabaka olusturacak sekilde gelismektedirier (monolayer culture). Bu sekilde
geligen granuloza hiicrelerinin fazla miktarda progesteron salgiladign gozlenmistir
(25). In vivo maturasyon sirasinda follikil sivisindaki steroid hormon profilleri
degisiklik gostermektedir. Olgunlagmanin ilk yansimda dstrojen
lonsantrasyonunun, ikinci yanmsinda ise progestron konsantrasyonunun yiksek
oldufu bulunmugtur (1,6,8). Halbuki harcketsiz sistemde granuloza hiicreleri ile
kiiltire edilen oositler, olgunlagmanin baglangicindan itibaren progestron
konsantrasyonunun yitksek oldugu bir ortamda tutulmug olurlar. Béyle bir durumun
maturasyon {izerine etkisi, enzim inhibitérleri kullamiarak folildiller steroid
konsantrasyonunun degigiirilmesi ile incelenmis ve c¢egitli anormailikler
saptanmugtir (26). LUTTERBACH ve arkadaglann da (21) harekeisiz kitltiirde
Iuteinizasyonun daha fazla oldufunu ve bunun da oosit maturasyonunu negatif
etkiledigini ileri siirmiiglerdir. Bunlara kargmlik hareketli sistemde granuloza
hiicrelerinin steroit hormon profilleri, in vive maturasyon sirasindaki steroit
hormon profillerine benzemektedir (39).

Granuloza hiicreleri ile kokiiltiiriin, oositlerin stoplasmik olgunlagmasini
olumlu sekilde etkiledifi ve oositlerin hatasiz dollenme ile embriyonik
gelismesinde onemli rol oynadifi ¢ok sayidaki aragtirmada gosterilmigtir
(4,13,14,21,27,39,46).

Bu ¢alismada, granuloza hiicreleriyle kokiiltiiri sonunda daha az sayida
dejenere ya da ¢apr 100pm'den kiiciik oosit gézlenmistir. Ancak bu tiir oositlerin
sayica az olmasi, istatistiki yonden kesin bir ifade kullanmaya olanak
vermemekiedir.

Granuloza hiicrelerinin stoplazmik olgunlagma iizerine olumlu etkisi genel
bir kabul goriirken, cekirdeksel olgunlagmaya olan etkisiyle ilgili arastirma
sonuglar1 geliskilidir. Baz araghirmacilara gore granuloza hiicreleri,oositlerle
birlikieki  kokiiltiirlerinde  gekirdeksel olgunlagmayt  inhibe  etmektedir
(34,35,37,43).Ancak  kiiltir ortamuna LH da katldiginda bu inhibisyon
gorilmemekie ve I.mayotik béliinme tekrar baglayip tamamlanmaktadir (44). Buna
karsin bagka bir grup arastirmac:, granuloza hiicrelerinin oositlerle kokdiltiirii
sitasinda  g¢ekirdeksel  olgunlagmamn  engellendigini  saptayamamuslardar
(7,19,29,32,33,49). Bu ¢alismada, oositlerin PMGS ve hCG igeren TC-199 ve
Whitten's Medium'unda,granuloza hiicreleriyle kokiltirleri sonucn  yitksek
olgunfasma oranlari elde edilmigtir.

Araghrma bulgulan deferlendirildiginde, genel olarak su  sonuclar
cikanlabilir:

-Bu caliymada kullamlian teknikie, %60-70 oraninda canli, ¢ok sayida
granuloza hiicresi kazamlabilmekiedir.

-Basit yapil, yan tammlanmus Whitten'in vasati, en az kompleks yapil: TC
199 kadar oosit maturasyonuna uygunaur,

-Hareketli  sistemnde, granuloza  hiicrelerinin  varhg,  oositlerin
olguniasmasim olumiu sekilde etkilemektedir.

-Buna karsin harcketsiz sistemde, granuloza hicreleri olmadifinda daha
yiiksek olguniagma oranlan elde edilebilmekiedir.
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-Oositlerin granuloza hilcreleri ile kokilitiriinde, hareketli sistern, harcketsiz
sisteme glre daha ivi sonug vermektedir.

-Daha dnceki aragtirma bulgulan da Jikkate alindiginda, 6zellikie granuloza
hiicreleriyle kokiiltiir sisteminin, gerek stoplazmik gcrek cekirdeksel olgunlagma
igin daha uygun oldugu goriilmektedir.
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