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Ozet: Calismada kedi oositlerinin in vitro olgunlastiriimasi (izerine, gonadotropin ve Bovine Serum Albumin (BSA) katkili Sentetik
Ovidukt Sivist (SOS) ve Ham's F-10 medyumlarinin etkisinin belirlenmesi amaglandi. Arastirmanin materyalini, kisirlastirmak amaciyla
ovaryo-histerktomi edilen 18 sokak kedisinin ovaryumlarindan kazanilan 416 oosit olusturdu. Ovaryumlar iki saatlik stre icerisinde
+ 38 °C'deki PBS soliisyonu icerisinde laboratuara tasindi. Kazanilan oositler iki grup halinde (1. Grup: SOS + 9% 0,4 BSA + 10
pg/ml FSH + 10 pg/ml LH, 2. Grup: Ham’s F-10 + 9% 0,4 BSA + 10 pg/ml FSH + 10 pg/ml LH ), gaz karisimi (% 5 O,, % 5 CO,,
% 90 N,) ve % 100’e yakin nem’in saglandigt 38,5 °C'lik inkubator ortaminda 48 saat sire ile olgunlagsmaya birakildi. Bu strecin
sonunda, oositler fikse edildi ve boyandi. Faz-kontrast mikroskopta x400 bulyutmede olgunlasma durumlari saptandi. Veriler Student
-t testi yontemiyle Karsilastirildi ve énemlilik kontroli gergeklestirildi. SOS medyum grubunda 209 ve Ham's F-10 medyum grubunda
207 adet olmak tizere toplam 416 adet oosit kullanildi. SOS grubundaki oositlerin % 54,06 (113/209)'sinin, Ham's F-10 grubundaki
oositlerin ise % 29,00 (60/207)'unun M Il asamasina gelistigi ve bu degerler arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptandi (P < 0,001). Sonug olarak, kedi oositlerinin in vitro olgunlagtiriimasinda SOS medyumunun Ham'’s F-10 medyumundan
daha bagsarili oldugu ve bu sonuglar gercevesinde Kedi in vitro fertilizasyonu calismalart icin yeterli bir altyapi saglandigi sdylenebilir.
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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 pg/ml FSH + 10 pg/ml LH, group 2:
Ham’s F-10 + 0,4% BSA + 10 pg/ml FSH + 10 pg/ml LH) and left for maturation in an incubator at 38.5 °C for 48 h under
atmosphere containing 5% O,, 5% CO, and 90 % N, 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.
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Giris

Gunumuzde dunya Uzerinde yasayan ve dogal yasam
alanlari hizla yok olan 36 vahsi kedi tlrinin blyuk
cogunlugu (1,2) ve llkemize 6zgl olan Van ve Ankara
kedilerinin nesli yok olma tehdidi altindadir.

in vitro Maturasyon (IVM), in Vitro Fertilizasyon (IVF)
ve Embriyo Transferi (ET) gibi biyoteknolgjik yontemler,
ciftlik hayvanlarinda daha cok verim artisina yonelik islah
programlari amaciyla kullanilirken (3-5), bu tip calismalar
son yillarda, nesli tikenme tehdidi altindaki vahsi

kedigillere iyi bir model olan evcil kediler Uzerinde
yogunlasmaya baslamistir (6-11).

Kedi oositlerinin in vitro olgunlastiriimasi amaciyla
yapilan calismalardan oldukca degisik sonuclar
alinmaktadir (% 2- % 82). Olgunlastirma sonuglarinin bu
kadar degisken olmasinda, kullanilan vericilerin beslenme
durumlart (12), icinde bulunduklari siklus dénemi
(13,14), kazanilan oositlerin Kkalitesi (10), medyuma
katilan protein (11) ve hormonlarin tip ve miktarlari
(15,16) gibi faktorlerin yani sira, kullanilan medyum tipi
de o6nemli derecede (6) rol oynamaktadir. Bu amacla
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arastiricilar, calismalarinda bir¢ok farkli medyum denemis
ve degisik sonuclar elde etmiglerdir (6,11,13-17).

Bu calismalarin yeni olmasi ve henUz istenilen dizeyde
bagarili sonuglarin alinamamasi, bu konudaki ¢alismalara
daha fazla egilmek gerekliligini dogurmaktadir.

Sunulan c¢alismada, kedi oositlerinin in vitro
olgunlastiriimasi Uzerine gonadotropin ve BSA katkili SOS
ve Ham'’s F-10 medyumlarinin etkisi arastirildi.

Materyal ve Metot

Kisirlastirmak  maksadiyla  ovario-histerektomi
yapilmis sokak kedilerinden alinan ovaryumlar, 38 °C'deki
PBS solisyonu icerisinde ve 2 saatlik siirede laboratuara
getirildi. Ovaryumlarin ylzeyine bisturi yardimiyla kesitler
atildiktan sonra (Slicing) 38 °C'deki M 2 medyumu
yardimiyla yikanarak yikanti sivisi saat camina toplandi. in
vitro olgunlastirma icin ayrilacak oositlerin se¢iminde;
saglam bir zona pellusida, kompakt kumulus
ooforus/korona radiata yapisi, homagjen ve zona igini
dolduran vitellus varligi kriterleri géz 6nunde tutuldu
(2,6). Oositler yikama medyumunda 3 Kere
pasagjlandiktan sonra, hangi medyumda olgunlasmaya
alinacaklarsa o medyumdan hazirlanmig damlalar
icerisinde 3 kere pasajlandilar.

Secilen oositler, en az 1 saat 6ncesinden 500 yl
hacimlerde Uzeri mineral yag ile 6rtild olarak hazirlanmig
ve 38 °C'lik sicaklik ve % 5 CO,, % 5 0,, % 90 N, gaz
karisimli inkibatér ortaminda gazlanmis olan 1. Grup:
sentetik ovidukt sivisi (SOS) medyumu + % 0,4 BSA + 10
pg/ml FSH (Sigma F-2293) + 10 pg/ml LH (Sigma L-
5269), (pH: 7,9; Ozmolarite: 286 mOsm) ve 2. Grup:

Sekil 1. Germinal Vezikil (GV) Déneminde Bir Oosit. x200 Buyiitme.

1410

Ham's F-10 + % 0,4 BSA + 0,23 mM Na Pyruvate
(Sigma, P5280) + 10 pg/ml FSH + 10 pg/ml LH, (pH:
7,3; Ozmolarite: 286 mOsm) medyumlarinda ve yine ayni
Kosullarda 48 saat sure ile olgunlasmaya birakildi. Her bir
500 ul'lik medyuma 10-20 adet oosit konuldu.
Olgunlasma suresinin sonunda, oositlerin kumulus
hicreleri % 0,1°lik hyaluronidaz enzimi (Sigma H 3506
From Bovine Testes) yardimiyla uzaklastirildi ve % 0,7°lik
KCl solisyonunda 2-3 dakika bekletildikten sonra lam-
lamel arasina alinan oositler boyama 6ncesi 1:3 asetik
asit-etanol sollsyonu igerisinde 24 saat fikse edilerek, %
2'lik aseto-orsein ile boyandiktan sonra kromatin ve
kromozom yapilari faz-kontrast mikroskopta goézlenmek
suretiyle olgunlasma Kkriterleri belirlendi. Bu Kriterler
cercevesinde Metafaz Il (M Il)'nin yani sira, Germinal
Vezikil (GV), Diakinez (Diak.), Metafaz | (M I), Dejenere
Oosit (Dej.) ve Undetermined Nuclear Material (UDNM)
oranlari da incelendi.

istatistiksel acidan gruplar arasindaki medyumun
etkileri Student-t testi kullanilarak degerlendirildi.

Bulgular

Calisma suresince 11 kez tekrarlanan calismada, 18
adet kediden toplam 416 adet kullanilabilir kalitede oosit
toplandi. OQositlerin olgunlastirildigt  SOS  medyum
grubunda (n = 209), 26 oosit (% 12,44) germinal
vezikul (GV) doneminde (Sekil 1) kalirken, 25 oosit (%
11,97) Diakinez, 41 oosit (% 19,61) M | (Sekil 2), 113
oosit ise (% 54,06) M Il (Sekil 3) donemine ulasti. Bu
gruptaki oositlerin 3'Unin (% 1,43) gelisemeyerek
dejenere oldugu belirlenirken, 1'inin de (UDNM=
Undetermined Nuclear Material : Belirlenemeyen Cekirdek

Sekil 2. Metafaz | (M ) Déneminde Bir Oosit. x400 Buyttme.



Sekil 3. Metafaz Il (M 1l) Déneminde Bir Oosit. x400 Biyltme

Materyali) (% 0,48) icerisinde herhangi bir kromozom
yapisina rastlanamadi.

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

Son olgunlasma asamasi olan Metafaz II'ye gelisen
oosit oranlari ydninden gruplar arasinda yapilan
karsilastirmalarda, SOS medyumu grubundaki oositlerin
(% 54,06), Ham's F-10 medyumundakilere (% 29,00)
nazaran istatistiksel olarak 6nem teskil edecek sekilde
yuksek oldugu saptandi (P < 0,001).

Calismada 48 saatlik olgunlagma suresinin sonunda
SOS ve Ham's F-10 gruplarda sirasiyla 179 (% 85,65) ve
126 (% 60,87) oositin mayoza devam ettigi (Diakinez +
MI + M 1l) gézlendi (Tablo 2). Gruplar arasinda yapilan
karsilastirmada SOS grubundaki oranin, Ham's F-10
grubundakine nazaran istatistiksel olarak ©6nem tegkil
edecek sekilde ylksek oldugu saptandi (P < 0,001).

M. EVECEN, H. ATALLA, S. BIRLER, A. BARAN, K. AK

Tablo 2.48 Saatlik In Vitro Olgunlastirma Sonrasinda Mayoz
Aktivasyonu.

Medyum Gruplari Mayoza Devam Edenler

(Diak. + M I+ M 1) (%)

S0S 179
n =209 (85,65)°
Ham’s F-10 126

n =207 (60,87)°

ab, Degisik harf tasiyan degerler arasindaki farklar 6nemlidir.
(P < 0.001)
Diak.: Diakinez, M I: Metafaz I, M II: Metafaz I

Tartisma

Kedilerden in vitro embriyo eldesi ve bunlarin transfer
edilebilir asamalara kadar gelistirilebilmesi, in vitro
olgunlastirma sonuclarinin bagarisiyla yakindan ilgilidir
(2,13,14). iki farkli Kiiltiir medyumunun kullanildigi bu
calismada, mayoz aktivasyonu gosteren oositler (Diak. +
M I + M II) yonlinden yapilan Kkarsilastirmada, SOS
medyumunun (% 85,65), Ham's F-10 medyumuna
(60,87) oranla daha basarili oldugu géraldu (P < 0,001).
Son olgunlagsma agsamasi olan M [I'ye ulasma agisindan da
SOS medyumunun (% 54,06), Ham'’s F-10 medyumuna
nazaran (% 29,00) ¢ok daha basarili oldugu saptandi (P
< 0,001). SOS grubunda elde edilen M II orani (%
54,06), calismalarinda Minimum Essential Medium
kullanan Wood ve ark. (11)'nin degerlerine (% 35-66)
yakin olurken, TCM 199 medyumu kullanan Pope ve ark.
(9)nin % 38-44 ve Evecen ve ark. (15)nin % Z2'lik
bulgularindan ise olduk¢a yiuksek bulundu. Buradaki
farklarin, Kullanilan medyumlarin tipinden kaynaklanmig
olabilecedi kanisina varildi.

Tablo 1. Kedi Qositlerinin 48 Saatlik in Vitro Olgunlastirma Sonunda Ulagtiklari Geligsim Diizeyleri.

n GV Diek. M Ml Dej. UDNM
Gruplar
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
505 209 26 25 41 113 3 1
(12,44) ° (11,97) (19,61) (54,06) 2 (1,43)° (0.48)
Ham's F-10 207 63 . 38 28 60 . 15 . 3
(30,43) (18,36) (13,53) (29,00) (7.25) (1.45)

ab. dikey kolonlarda degisik harf tasiyan degerler arasindaki farklar 6nemlidir (P < 0.001).

GV: Germinal Vezikil, Diak.: Diakinez, M I: Metafaz I, M II: Metafaz Il
UDNM: Undetermined Nuclear Material (Belirlenemeyen Cekirdek Materyali), Dej.: Dejenere.
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Bir cok memeli tirlnde, beslenmenin reproduktif
fonksiyonlar Uzerinde etkili bir faktér oldugu
bilinmektedir (15). Calismalarinda SOS medyumu
kullanan Bogliolo ve ark. (6)'nin yaptiklari in vitro
olgunlastirma calismalarinda ulastiklari % 82°lik M I
degeri, bulgularimizla karsilastirildiginda oldukga Ustin
gorunmektedir. Aradaki bu fark, sunulan calismada
kullanilan kedilerin iyi beslenemeyen sokak kedilerinden
olusmasinin bir sonucu olabilecedi dustncesini akla
getirmektedir.
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Elde edilen bu sonuglar dogrultusunda, kedi
oositlerinin  in  vitro  olgunlastiriimasinda  SOS
medyumunun Kkullaniimasinin  olgunlasma sonuglari
acisindan Ham’s F-10 medyumundan daha iyi sonug
verdigi gorlldi. Elde edilen 9% 54,06k olgunlasma
oraninin in vitro fertilizasyon calismalarina baslamak icin
yeterli oldugu ancak, sonuclarin daha da artiriimasi
amactyla, ovaryum vericisi kedilerin ideal beslenme
kosullarinda beslenmis olan ev Kkedilerinden secilmesinin
daha iyi sonuglar verebilecegi sdylenebilir.
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