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الخYيا معدل تمدد على  الھييالوروندييز اوكليھما إنزيم -  الھيالورينيكمض حھا يالمضاف ال ا?نضاج ةبيئتأثير 
  معملياً  الجاموس لبويضات النوويالنضج و الركامية

 ٢مرعى عبد العزيز فوزي، وليد ١ناظم عبد الرحمن شلبي ،١أحمد خليل وائل ،١الحرايريمصطفي عبد الحليم 
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 الملخص
  

حول  الخ.يا الركاميةفي تمدد  سماً حاھاماً ومن مكونات المصفوفات خارج الخلية، ويلعب دورا  اً رئيسي اً ومكون ھاماً يعتبر حمض الھيالورينيك عنصرا 
 البويضاتفي تجمعات  CD44يتم التعبير عن الجينات والبروتينات المشاركة في تخليق حمض الھيالورينيك ومستقب.تھا في ا4نواع المختلفة من الحيوانات . البويضة

)COCsوتزداد ( نضاج. عملية أثناء  نسبتھاEالھييالوروندييزإنزيمات ا )Hyal2 ( تعمل علي تحلل جزيئات حمض الھيالورينيك إلى شظايا صغيرة من حمض
بويضات الجاموس ق في آثار الحجم الجزيئي وتركيز حمض الھيالورينيك على نضج يالتحقھو ولذلك كان الھدف الرئيسي لھذه الدراسة  الھيالورينيك النشطة بيولوجيا.

 ٣٠٠( )Hyal2( الھييالوروندييزإنزيم أو  )،ملليمليجرام/ ٠.٥تأثير إضافة كل من حمض الھيالورينيك (ق دراسة وذلك عن طري ،الخ.يا الركاميةمعملياً وكذلك تمدد 
حيث تم جمع المعملي لبويضات الجاموس. ومعدل اEنضاجالخ.يا الركامية كل من معدل تمدد كإضافات إلى بيئة اEنضاج المعملي على  كليھما وأ ،)ملليوحده دولية/

) مضافاً إليھا ١٩٩- المعملي (بيئة زراعة ا#نسجة المجازر واستزراع البويضات الجيدة والمقبولة في بيئة ا�نضاج منت من مبايض الجاموس المذبوحة البويضا
% ٩٥وأكثر من % ٥وثاني أكسيد كربون  ئويةم°٣٨.٥ساعة في حضان ثاني أكسيد الكربون على درجة حرارة  ٢٤- ٢٢المعام0ت بالتركيزات المذكورة لمدة 

بتثبيط  Hyal2 الھييالوروندييزإنزيم النووي للبويضات.تشير النتائج إلى قيام النضج وكذلك معدل  الخ0يا الركاميةبعد عملية ا�نضاج تم تقييم معدل تمدد ورطوبة. 
ولكنة حسن من معدل  للخ0يا الركاميةتمدد الكلى للتحسن ينيك علي المعاملة بحمض الھيالور تؤثرلم  .للبويضات النووينضج الدون التأثير على  الخ0يا الركاميةتوسع 

حمض ببالمقارنه بالمجموعة القياسية والمعاملة  Hyal2 الھييالوروندييزإنزيم بصوره معنويه عند المعاملة بـ التمدد الكلي للخ0يا الركامية وأنخفض النضج النووي،
 ٣٠٠( Hyal2إنزيم الھييالوروندييز  بيئة ا�نضاج المضاف إليھاإلى  مللي)مليجرام /  ٠.٥( بتركيز الھيالورينيكخارجي من حمض  مكملالھيالورينيك، وعند إضافة 

أيضا كان أعلى معدل إنضاج نووي (البويضات التي وصلت إلى الطور اPستوائي الثاني) معنوياً لبويضات.ل الخ0يا الركامية لم يؤثر على معدل تمددوحده دولية /مل) 
نستخلص من ھذه النتائج أن مقارنة بالبيئة القياسية. على التوالي Hyal2 كذلك )Hyal2(وحمض الھيالورينيك ومزيج من حمض الھيالورينيك  بيئات المضاف اليھالل

يزيد من معدل ا�نضاج المعملي لبويضات لكنة و،الخ0يا الركاميةمعدل تمدد  لم يؤثر علىإضافة حمض الھيالورينيك كإضافات غير إنزيمية إلى بيئة ا�نضاج المعملي 
  والنضج النووي لبويضات الجاموس المنضجة معملياً. الخ0يا الركاميةالجاموس، وأنه P يوجد إرتباط بين كل من تمدد 

  .الھييالوروندييز، إنزيم حمض الھيالورينيك، المعملينضاج اE ،الجاموس، البويضات الكلمات المفتاحية:
 

  مقدمةال
  

مھماً جداً i يمكن إغفاله من اiقتصاد  الجاموس جزءاً  يشكل
 إi أن الجاموس  في مصر.حيث يمثل الحيوان ا4ول في إنتاج اللبن الزراعي 
العدد اEجمالي إنخفاض على التكاثر، وقد يرجع ذلك إلى منخفضه لديه قدرة 

 ,Agrawal and Tommer)المبيض سطح  علىللحويص.ت المبيضية 
د أصبح ضعف القدرة التناسلية للجاموس المتمثلة في تأخر وق .(1998

العمر عند أول وiدة، وموسمية التناسل،  وزيادةالوصول للنضج الجنسي، 
عدد البويضات  وانخفاضالصامت،  والتبويضوطول الفترة ما بين وiدتين، 

التحسين الوراثي  تعيقاiستجابة للتبويض المتعدد من العوامل التي وإنخفاض 
وقد بذلت جھود عديده  ).Nandi et al., 2002لھذا النوع من الحيوانات (

 ,.Madan et al)الحيوية  التقنية باستخداملزيادة القدرة التناسلية لھذا الحيوان 
إنضاج التلقيح الصناعي، الحديثة في التناسل  التقنيات. ومن ھذه (1994

، نقل ا4جنة لياً ممع ةا4جن ستزراعإنتاج وإ ،معملياً وإخصابھا البويضات 
. )Choudhary et al., 2016واiستنساخ وغيرھا من التطبيقات الحديثة (

ھتمام كبير في تطبيق التقنيات التناسلية الحديثة في إ، كان ھناك ولسنوات عديدة
الجاموس، سواءً بالنسبة ل�غراض البحثية أو 4غراض تحسين اEنتاجية. ومع 

نفس جاموس من الناحية التجارية تم محاولة استخدام التوسع في عملية إنتاج ال
وتطبيقھا المستخدمة في ا4بقار (اEخصاب المعملي)  للتناسلالحديثة  التقنيات

 ا4بقارفي الجاموس. وعلى الرغم من أوجه التشابه الكبيرة فيما بين 
التقنيات على والتي سھلت من عملية التطبيق المباشر لھذه  ،والجاموس
خت.فات الھامة في علم ا4حياء وكذلك التربية بين اE ، (إi أنالجاموس

. وتعتبر )التطبيق والنجاح منالجاموس والماشية أعطت إمكانيات محدودة 
تقنية اEخصاب المعملي ھي عامل رئيسي في اEنتاج التجاري ل�جنة ونقل 

ديثة في نطاق ستخدام تلك التقنية الفرصة لتنفيذ برامج جديدة وحإاiجنة، وتتيح 
  ).Abd-Allah, 2015تربية الحيوانات وإنتاجھا (

حالياً تعتبر تقنية اEخصاب المعملي تقنية يتم إجرائھا على نطاق 
عدد مرات إجرائھا  إi أنi تزال منخفضة،  نجاحھاواسع، ولكن معدiت 

لحيوانات التي عوملت بھا استمرت في اiرتفاع على مدى وكذلك عدد ا
تعتبر تقنية اEخصاب المعملي ھي و ).Hfea, 2010قليلة الماضية (السنوات ال

إخصاب البويضات وزرع وإنضاج البويضات،  تشمل تقنية متعددة الخطوات
  ).Li et al., 2006( معملياً  ا4جنة

تعتبر عملية اEنضاج المعملي من أھم الخطوات ال.زمة لنجاح و
ن العوامل التي تؤثر عليھا وم معملياً، عملية اEخصاب لبويضات الجاموس

 سواء لبيئة اEنضاج أو لبيئة اEخصاب المعملي، إضافات البيئةموسم التناسل، 
الخ.يا حجم الحويص.ت، طريقة جمع البويضات، جودة البويضات، وجود 

 Mahmoud and( المعملي اEنضاجفترة ، حالة المبيض وطول الركامية
AL-Shimaa, 2013.(  نضاج المعملي للبويضات جمع وتتضمن عمليه اi

و أمن المجازر  المجمعة يضاالصالحة ل�نضاج من المبالجيدة والبويضات 
حية جنه أنتاج إبھدف  نضاج معملياً جراء عمليه اEإمن الحيوانات الحية، ثم 

ول عمليه وiدة عجل بتقنيه اEخصاب المعملي أجراء إوتم  ل�ستزراع،قابله 
  ).Brackett et al.,1982( ١٩٨١في العام 

في  دورا ھاماً المكملة تلعب بيئات اEنضاج والبروتينات والھرمونات 
اEنضاج المعملي وكذلك اEخصاب والعمليات التي تليھا وفي تطور  تيعملي

عملية طويلة ومعقدة، يحدث خ.لھا ات تعتبر عمليه إنضاج البويضوا4جنة. 
لمراحل ال.حقة من التطور للمحتوي كتساب البويضة المقدرة الذاتية على دعم اإ

الجيني للجنين. وتنطوي على أحداث معقدة ومتميزة ومرتبطة من النضج 
نفصال إالنووي. فالنضج النووي يتضمن أساساً عملية السيتوب.زمي و

الكروموسومات، في حين يتمثل النضج السيتوب.زمي في إعادة تنظيم وھيكلة 
ينات وعوامل النسخ التي تعمل على والبروت mRNAالمصفوفات، وتخزين 

 ,.Motlagh et alعملية النضج الشامل واEخصاب والتطور الجنيني المبكر (
2008.(  
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لبويضات الثدييات ة ومميز ةفريد الخ.يا الركاميةتعتبر و
)Bedford and Kim,1993 من كتلة  الخ.يا الركامية) وتتكون مصفوفات

لبويضة ويحدث لھا تمدد بعد عملية التبويض من الخ.يا الحبيبية التي تحيط با
ويعتبر  ،)proteoglycanويتم ذلك بسبب تفكك خليط البروتيوجليكان (
حمض الھيالورينيك طبقاً ھو المكون الكربوھيدراتي الرئيسي في ھذا الخليط 

 Das etوأكد ( ).Salustri et al., 1999) و (Ball et al., 1982لكل من (
al., 1997 في عملية إنضاج  مھمة جداً  الخ.يا الركاميةوجود ) على أن

بينما اقترح  .والنضج السيتوب.زمي في مرحلتيھا النضج النووي اتالبويض
)Kim et al., 1997 أو الخ.يا  الخ.يا الركامية) أن وجود مصفوفات

) خ.ل عملية اEنضاج لم تكن ذات أھمية بالنسبة Corna raditaالتاجية (
ووجود الخ.يا التاجية خ.ل عملية إنضاج  ،وي للبويضاتل�نضاج النو

ووجد  البويضات معملياً أطال من الفترة ال.زمة Eنضاج البويضات معملياً.
)Chian et al.,1995 تعمل علي تحسين عملية  الخ.يا الركامية) أن

بسطح الطبقة  النشطةالحيوانات المنوية  التصاقاEخصاب عن طريق تسھيل 
 يعتمد الخ.يا الركاميةتمدد  ) أنNandi et al., 2002كما iحظ ( .الشفافة

بدرجة كبيرة على البيئة المستخدمة في عملية اEنضاج وكذلك نوعية 
 ٢٤- ٢٢اEضافات المضافة لتلك البيئة، وكان أعلي معدل تمدد يحدث خ.ل 

  .في بيئة اEنضاج المعملي ساعة من اiستزراع
نتجة عن ا4جنة المُ  ستزراع) أن إLazzari et al., 2010وجد (

تطورھا  فين يحسمعملياً يؤدي إلي ت طريق اEخصاب المعملي في قناة البيض
 ,.Salustri et al)وقد أرجع . (الب.ستوسيست) مرحلة الكيس ا4ريميإلى 

البيض ومن بينھا  سوائل قناة ذلك إلى العوامل الداعمة الموجودة في (1989
إنھا غير موجودة في وعلى الرغم من صورتھا السائلة إi حمض الھيالورينيك 

  بيئات اEخصاب المعملي الروتينية.
يعرف حمض الھيالورينيك بالھيالورونان وأيضاً بالھيالورونات، ھو 

مجموعة تعرف  ضمنعضو أنيوني عالي الوزن الجزيئي، 
ي التي تشكل مكونات المصفوفات خارج الخلية فوبالجليكوسامينوجليكان، 
الجليكوسامينوجليكان ا4خري تشمل  وھناك بعض جميع أنسجة الحيوانات،

كبريتات الديرماتين، كبريتات الھيبارين وسلفات الكوندروتين. ويعتبر حمض 
الھيالورينيك ھو أبسط أنواع الجليكوسامينوجليكان ولدية العديد من الخصائص 

) أنه ليس من ١ھي: (الفريدة التي تميزه عن الجليكوسامينوجليكان ا4خري و
فيتكون من ا°iف من  السلفات، بل ھو من السكريات الخطية المتعددة 

 N-acetyl glucosamineو d-glucuronic acidالوحدات المتكررة من 
من المركبات السكرية الثنائية مع  ٢٥٠٠٠بالتناوب بتشكيل يصل إلى أكثر من 

) يتم ٢، ((Laurent ,1998)مليون دالتون  ١٠وزن جزيئي أكبر من 
) ٣،  ((Prehm, 1984)من جھاز جولجي  بدiً  الب.زميغشاء التصنيعه في 

حيث يتم يتم قذفه وخروجه عبر سطح الخلية إلى مصفوفات التراكم الخارجية 
) i يقتصر ٤، ( (Tammi et al., 2002)  خارج جدار الخلية تصنيعه

تم للخ.يا ولكن المصفوفات الخارجية  ضمنوجود حمض الھيالورينيك 
 ).Contreras-Ruiz et al., 2011أيضاً في داخل الخ.يا (وده وجاكتشاف 

مصفوفات الخ.يا يعتبر حمض الھيالورينيك عنصر رئيسي من مكونات و
وجوده داخل  كتشافإلبويضة في الفقاريات. كما تم اخارج الركامية 

لعب وھو يية. قناة المبيض وسوائل الرحم ا4ساسوالحويص.ت المبيضية، 
دور ھام في تنظيم العديد من العمليات التناسلية مثل التبويض طبقاً لـ 

)Salustri et al., 1989) خصاب طبقاً لـEوا ،(Shimada et al., 
وجد لقد و ).Camenisch et al., 2000)، وتطور ا4جنة طبقاً لـ (2008

ناة البيض، الرحم حمض الھيالورينيك في أجزاء من الجھاز التناسلي ومنھا ق
 Perry et)()، في ا4غنام Afify et al., 2006وعنق الرحم في اEنسان (

al., 2012و Raheem et al. 2013) الخ.يا )، وأيضا أنتج من قبل
 Kimura etوالخ.يا الحبيبية للحويص.ت المبيضية في الخنازير ( الركامية

al., 2002) وفي ا4بقار ،(Schoenfelder and Einspanier, 2003 ،(
  ).Chavoshinejad et al., 2014وفي ا4غنام (

يشمل النظام الحيوي لحمض الھيالورينيك كل من اEنزيمات و
واEنزيمات المكسرة  hyaluronan synthases (HAS)المؤلفة 

)hyaluronidases ،HYALs .يتم و) ومستقب.ت حمض الھيالورينيك
 HAزيم توليف حمض الھيالورينيك تكوين حمض الھيالورينيك عن طريق ان

synthase enzymes (HAS) (Itano and Kimata, 2002) ويتم ذلك ،
طبقاً لـ و على الوجه السيتوب.زمي الداخلي للغشاء الب.زمي للخلية.

)Prehm,1984 فإنه يتم توليف حمض الھيالورينيك من قبل ث.ثة أنواع من (
ھيالورونان سينثاسيس  تسمية اEنزيمات الغشائية المختلفة ذات الصل

)HAS1-3 حيث يوجد في الثدييات ث.ثة أنواع مختلفة منه طبقا لـ ، (
)Crater and van de Rijn, 1995) و (Dougherty and van de 

Rijn, 1993 والتي تنتج أحجام مختلفة من حمض الھيالورينيك ذات وظائف (
 ,.Stern et al) و(Itano et al., 1999بيولوجية متنوعة طبقا لـكل من  (

 يحدد)، حيث Stern, 2005و ( )Itano and Kimata, 2002) و (2006
الوظائف المختلفة لحمض الھيالورينيك حجم البوليمر (الحجم الجزيئي) وكذلك 

 ).Stern et al., 2006الموقع وتركيز الحمض نفسه (
لل ) يتم ذلك أساساً عن طريق التحCsoka et al., 1999وطبقاً لـ (

أشكال في الجينوم البشري من  ٦ھناك واEنزيمي بواسطة الھييالوروندييز، 
و HYAL3و HYAL2و HYAL1اEنزيمات المكسرة لحمض الھيالورينيك 

HYAL4 وHYALP1 وPH20. 
ھي اEنزيمات ا4ساسية  Hyal2و Hyal1تعتبر اEنزيمات و

 صورته أن المحطمة لحمض الھيالورينيك، وھدم الخ.يا الجسمية، في حين
PH-20 في الحيوانات المنوية ( متوفرةBastow et al., 2008.(  

Hyal2  ھو إنزيمglycosylphosphatidylinositol anchored 
ووجد بالعديد من ا4نسجة  الب.زميلغشاء لملتصق علي السطح الخارجي 

)Lepperdinger et al., 2001.(  والصورةHyal2  نزيم لديةEقدرة من ا
العمل على جزيئات الھيالورينيك عالية الوزن الجزيئي لتقوم بتكسيرھا  محددة في

 ,.Stern et al) (سكر ثنائي ٥٠كيلو دالتون (حوالي  ٢٠ايا حوالي ظإلى ش
2006.(  

يتفاعل حمض الھيالورينيك مع الخ.يا من خ.ل مستقب.تھا والتي 
) ٢)، و (Aruffo et al., 1990طبقا لـ ( CD44) ١تشمل كل من: (

RHAMM (Receptor for Hyaluronan Mediated Motility) 
كما تم الكشف عن ذلك في أجنه كل من  ).Turley et al., 2002طبقا لـ (

 Matsumoto)، وفي ا4غنام (Furnus et al., 2003ا4بقار عن طريق (
et al., 2004 نسانEوفي ا ،((Campbell et al., 1995).  

حمض الھيالورينيك على سطح الخلية  وقد تم الكشف عن مستقب.ت
CD44 ) في أجزاء مختلفة من الجھاز التناسلي وذلك في ا4بقارBergqvist 

et al., 2005) وفي ا4غنام ،(Perry et al., 2010 وفي إناث الخيل (
)Rodriguez et al., 2011) نسانEوفي ا (López et al., 2013 ،(

  دية.وذلك في ظل الظروف الفسيولوجية العا
وفي الوقت الراھن فإن دور حمض الھيالورينيك في بيولوجيا التناسل 

 بحثية متزايداً. وقد أظھرت عدة تقاريرإھتماماً والتطبيقات اEكلينيكية تكتسب 
أثناء  تمدد الخ.يا الركاميةحمض الھيالورينيك، فھو يعمل علي  مھمه دور

فئران، والحث على ال ) فيSalustri et al., 1989التبويض كما أظھر (
 ,.El Maradny et alعنق الرحم أثناء الوiدة كما أظھر كل من ( إتساع

وأظھرت  ) في الفئران.Straach et al., 2005) في ا4رانب وكذلك (1997
 ٢٠الدراسات أيضا بأن الجزيئات الصغيرة الحجم من حمض الھيالورينيك (

ا4بقار المستزرعه بــ كيلو دالتون) والتي نتجت عن طريق معاملة أجنه 
Hyal2  تسبب في زيادة عدد ا4جنة الواصلة لمرحلة الكيس ا4ريمي

عدد الخ.يا بھا، ولكن ألغي ھذا ا4ثر عن  زيادة(الب.ستوسيست) وكذلك 
  .CD-44 (Marei et al., 2013)طريق تثبيط 

في ا4ونه ا4خيرة جذب حمض الھيالورينيك مزيداً من اiھتمام 4ن 
 فيفائدة في اEخصاب المعملي ونقل ا4جنة  تظھرأ اEنضاجإلى بيئة  إضافته
 ,.Choudhary et al(الفئران ، و)Palasz et al., 2006(ا4بقار كل من 
 ,.Hazlett et alواEنسان (، )Dattena et al., 2007وا4غنام () 2007

2008; Hambiliki et al., 2010; Nakagawa et al., 2012(.  
حمض  الھدف من ھذا البحث ھو دراسة تأثير إضافة لذلك كان

على  المعمليإلى بيئة اEنضاج  الھييالوروندييز اوكليھما إنزيم-  الھيالورينيك
لبويضات  النوويومعدل اEنضاج  الركاميةالخ.يا كل من معدل تمدد 

  .معملياً  الجاموس
  الطرق والمواد

كنولوجيا الحيوية، تلك الدراسة في معمل الفسيولوجي والتتم إجراء 
بقسم إنتاج الحيوان، كلية الزراعة، جامعة المنصورة، جمھورية مصر 

  العربية.
    جمع المبايض:

محلي من الجاموس المن مبايض مبيض  ٣٠٠تم جمع عدد 
 ١٢٠مسافة  يبعد والذي مجزري شبين الكوم والبتانون بمحافظه المنوفية،

 لحيوانات المذبوحة غير معلومة.كم من المعمل، الحالة والتاريخ التناسلي ل
 ويتم، ةكان يتم جمع المبايض من الحيوانات بعد عملية الذبح مباشرو

ملح محلول على حتوي ي )thermos( إناء معزولداخل  المبايض وضع
درجة حرارته تتراوح بين  % كلوريد الصوديوم) دافئ ٠.٩فسيولوجي (

ساعات من  ٦-٥ي خ.ل يتم نقلھا إلى المختبر ف، ثم درجه مئوية ٣٥- ٣٠
  الذبح.عملية 
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  غسل المبايض:
الزائدة إزالة ا4جزاء تم كان يالى المختبر والوصول بعد نقل المبايض  

ملح مرتين في محلول  المبايض المبيض وغسلمن النسيج الضام حول 
%) ٧٠( اEيثايلالدم المتجلط ثم غسلھا بكحول Eزالة دافئ وذلك  فسيولوجي

  .أخيرة بمحلول فسيولوجيعلى سطح المبيض ثم غسلھا مرة أي تلوث Eزالة 
  جمع البويضات:

الحويص.ت المبيضية المرئية علي  كافة كان يتم جمع البويضات من
 عن طريقباستخدام طريقة السحب  مم، ٨- ٢سطح المبيض ذات القطر من 

 مقاسإبرة  ستخدامإبالمبيضية سحب السائل الحويصلي من داخل الحويص.ت 
مللي من بيئة الجمع والتي  ١مللي معقمة تحتوي على  ١٠تصلة بسرنجة م ٢٠

مليجرام / مللي  ٦مضاف اليھا  TCM-199تتكون من (بيئة زراعة ا4نسجة 

ميكرو جرام/مللي جنتاميسين). ثم بعد انتھاء عملية  ٥٠ألبومين سيرم ا4بقار و
 ٦٠معقم قطر (السحب كان يتم تفريغ السائل الحويصلي ببطيء في طبق بيتري 
تحت  الحويصليمم) وذلك Eجراء عملية البحث عن البويضات داخل السائل 

  .(Nikon SMZ 645) اEستريوميكروسكوب
  بيئة ا?نضاج:

كان يتم إعداد بيئة اEنضاج في اليوم الذي يتم فيه جمع البويضات 
 .وكانت توضع بالحضان قبل وضع البويضات بھا لمدة ساعتين على ا4قل

) تركيب بيئة اEنضاج المستخدمة في اEنضاج المعملي. ١ح الجدول رقم (ويوض
وترشيحھا عن  ٧.٤إلى  ٧.٢من  pHوكان يتم ضبط البيئة على درجة حموضة 

 '.ميكروميتر ٠.٢٢مسامهطريق فلتر معقم قطر 

  

  تركيب بيئة ا?نضاج المعملي: .١ جدول
  الشركة المنتجة  التركيز  محتويات البيئة

  مللي ١٠ (TCM-199) ١٩٩-اعة ا4نسجةبيئة زر
مصر)-الشركة المصرية للمستحضرات البيولوجية واللقاحات (العجوزة  

(Egyptian Organization for Biological Product and vaccine, Agoza) 
 Sigma-Aldrich, A6003  مجم/ مللي٦  ألبيومين سيرم ا4بقار

Epidermal Growth Factor  ملليميكرو جرام/  ١٠  Sigma-Aldrich, E4127 
 Sigma-Aldrich, G3632  ميكرو جرام/ مللي ٥٠  جنتاميسين (مضاد حيوي)

  

  نضاج البويضات:إ
ختيار البويضات ذات المواصفات إبعد اiنتھاء من جمع البويضات يتم 

)، ثم يتم غسلھا مرة للخ.يا الركامية كلياً أو جزئياً  الجيدة والمقبولة (المندمجة
 طبق فيثم يتم نقلھا إلى بيئة اEنضاج المعملي  ،في بيئة اEنضاج المعملي واحدة

ثاني أكسيد الكربون على  تحضينھا في حضان، ثم يتم 4well ذو أربع عيون
% ٩٥% ثاني أكسيد كربون وأكثر من ٥درجه مئوية و ٣٨.٥درجة حرارة 

  ساعة. ٢٤- ٢٢وذلك لمدة  رطوبة
  :المعامYت التجريبية

  :كالتاليامYت التجريبية كانت المع
  .إضافات أيبيئة اEنضاج بدون  عبارة عن كانت ):القياسيةولى (ا� المعاملة.١
اف إليھا حمض بيئة اEنضاج مض كانت عبارة عن المعاملة الثانية: .٢

   .بيئة إنضاج ملليميليجرام /  ٠.٥بتركيز  (Sigma, H7630) الھيالورينيك

العامل المكسر بيئة اEنضاج مضاف إليھا بارة عن وكانت ع المعاملة الثالثة:.٣
/ وحده دولية ٣٠٠ بتركيز Hyal2 (Sigma -H2126)لحمض الھيالورينيك 

  مللي بيئة إنضاج.
العامل بيئة اEنضاج مضاف إليھا وكانت عبارة عن  المعاملة الرابعة: .٤

وحده دولية + حمض  ٣٠٠بتركيز  Hyal 2المكسر لحمض الھيالورينيك 
  / مللي بيئة إنضاج.مليجرام  ٠.٥الورينيك بتركيز الھي

 لنضجا( الخYيا الركاميةنضاج حسب درجة تمدد تصنيف البويضات بعد ا?
  :)السيتوبYزمي

  :التاليةللتصنيفات  تبعاً  للبويضات المئوية النسبةتم حساب 
 رقم (صوره الخ.يا الركاميةوفيھا يحدث تفكك لكل تمدد كلى:  ذات بويضات. ١

١.(  
الخ.يا وفيھا يحدث تفكك للطبقات الخارجية من  :جزئيتمدد ذات بويضات . ٢

  ).٢رقم (صوره الركامية 
 ).٣ رقم (صوره :الخYيا الركاميةبدون تمدد بويضات . ٣

  

     
  للخYيا الركامية بويضات بدون تمدد .٣ صوره  للخYيا الركاميةالتمدد الجزئي  .٢صوره   للخYيا الركاميةالتمدد الكلى  .١صوره 

  

  تثبيت البويضات وعملية الصبغ:
في نھاية عملية اEنضاج المعملي كان يتم إزالة البويضات من بيئة 

من حول البويضة، وذلك عن طريق تكرار  الخ.يا الركاميةاEنضاج وإزالة 
 ١٠- ٥، ثم يتم سحب من الماصة الميكرومتريةعمليه السحب والطرد باستخدام 

ضعھا على شريحة زجاجيه نظيفة وكان يتم تغطيتھا بغطاء شرائح بويضات وو
 برفقالضغط يتم ثم بعد ذلك كان  ركان.أيوضع علية شمع البرافين في ا4ربع 

على غطاء الشريحة تحت الميكروسكوب وذلك حتى تمام تثبيت البويضات جيداً. 
امض وكانت تتم عملية التثبيت بوضع الشريحة في مخلوط طازج مكون من ح

بعد ذلك  .دقيقة ٢٠(حجم: حجم) لمدة  ١:٣الخليك الثلجي وكحول اEيثانول بنسبة 
% صبغه ١%) عبارة عن (١كان يتم صبغ الشرائح بصبغة ا4سيتو أورسين (

 ٣- ٢دة م: حجم) وذلك لوزنلجي (ث% حامض خليك  ٤٠أورسين تضاف إلى 
ء مقطر وحمض دقائق ثم تغسل بعد ذلك با4سيتوجليسرول وھو عبارة عن ما

ثم يتم فحص  (حجم: حجم: حجم). ١: ١: ٣بنسبة  وجليسيرولالخليك الثلجي 
بقوه تكبير  (Leica DM 500) البويضات تحت الميكروسكوب الضوئي

  :ل المختلفة من اEنضاج النووي كا°تي) لتقييم البويضات في المراحمرة ٤٠٠(
وفيھا تكون ): Germinal vesicle، GV الحويصله الجرثومية :( - أ

  ).٤(صورة رقم  الكروموسومات مغلفة بالغشاء النووي.
 Germinal vesicle:(الحويصله الجرثومية المتكسرة  -ب 

breakdown، GVBD:( يبدأ غياب الغشاء النووي المرئي  وفيھا
بدون  DNAوتكثيف للكروماتين والذي يميز بواسطة عنقود من مادة 

  .)٥(صورة رقم كروموسومات فردية. 

تتكاثف  وفيھا ):Metaphase-І، M-I:( الطور ا~ستوائي ا�ول  - جـ 
الكروموسومات في أزواج بدون ظھور الجسم القطبي ا4ول (بويضات قبل 

  ).٦) (صورة رقم ةالنضج مباشر
تبدأ  وفيھا ):Anaphase-I، A-I:( الطور ا~نفصالي ا�ول  –د 

فيھا بوضوح خيوط  الكروموسومات في اiنفصال إلى مجموعتين ويظھر
  ).٧المغزل (صورة رقم 

وفيھا تقسم  ):Telophas-I، T-I:( الطور النھائي ا�ول  –ھـ 
  ). ٨الكروموسومات إلى مجموعتين (صورة رقم 

تكون  وفيھا ):Metaphase-ІІ، M-II:( الطور ا~ستوائي الثاني     –و 
وتبقي ھناك مجموعة كبيرة من الكروموسومات تكون الطور اiستوائي 
اتجاه  الكروموسومات عالية التكثيف أو يحدث طرد للجسم القطبي ا4ول في

  ). ٩(صورة رقم  البريفاتلين) منطقة(الطبقة الشفافة 
  :ا?حصائيالتحليل 

ستخدام إ) بSAS, 2004ستخدام برنامج (إإحصائيا ب تحليل البياناتتم 
إلى بيئة اEنضاج  تالمعام.ي لدراسة التأثير الناتج عن إضافة °لالحاسب ا

واEنضاج النووي لبويضات الخ.يا الركامية على كل من معدل تمدد  المعملي
ختبار دانكن المتعدد الحدود إستخدام إب المتوسطات. تم مقارنة معملياً  الجاموس

)Duncan, 1955 .(يضا تم تحويل النتائج المتحصل عليھا في صورة نسب أ
في  أصلھالى إخرى أعادتھا مرة أثم  ا4ركاسينمئوية عن طريق جداول 

  الجداول المقدمة.
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  الحويصله الجرثومية انكسار  .٥ صوره  الحويصله الجرثومية .٤ صوره

  
  

  الطور ا~نفصالي ا~ول .٧ صوره  الطور ا~ستوائي ا~ول .٦ صوره

    
  لطور ا~ستوائي الثانيا .٩ صوره  الطور النھائي ا~ول .٨ صوره

 

  النتائج
  

العامل المكسر لحمض  أو حمض الھيالورينيكتأثير إضافة 
 الخ.يا الركاميةمعدل تمدد  علىأو كليھما  Hyal2الھيالورينيك 

  :لبويضات الجاموس
أو الھيالورينيك، حمض ) تأثير إضافة ٢يوضح الجدول رقم (

بيئة اEنضاج  إلى كليھماأو  Hyal2العامل المكسر لحمض الھيالورينيك 
تظھر . لبويضات الجاموسالخ.يا الركامية على معدل تمدد المعملي 

) بين المعام.ت في تمدد ٢النتائج أن ھناك فروق معنوية (جدول رقم 
للخ.يا الركامية النتائج أن التمدد الكلي  أظھرتحيث  الركامية،الخ.يا 

 الھييالوروندييزمعاملة بإنزيم عنوياً عند الكانت أقل ملبويضات الجاموس 

Hyal2 )والمعاملة ٨٦.٩البيئة القياسية (بكل من  %) مقارنة١.٤ (%
أن نسبة  %). كما أظھرت النتائج أيضاً ٨٦(بحمض الھيالورينيك 

المجموعات المعاملة أعلي معنوياً في  المتمددة كانتالبويضات غير 
والمعاملة  %)٠.٠ قياسية)البالبيئة  نةمقار Hyal2 الھييالوروندييزبإنزيم 

 استخدامنه عند أالنتائج  أوضحتكما  %).٦.٣بحمض الھيالورينيك (
مليجرام / مللي مع  ٠.٥مصدر خارجي إضافي لحمض الھيالورينيك 

لم يؤثر  Hyal2وحده دولية من إنزيم الھييالوروندييز  ٣٠٠المعاملة بـ 
حيث كانت نسبتھا  كليالنسبة المئوية للبويضات التي حدث لھا تمدد على 

 أعلي معنوياً نسبة البويضات غير المتمددة كانت و ،%)١.٨( أقل معنوياً 
الھيالورينيك.والمعاملة بحمض  البيئة القياسيةبكل من  نة%) مقار٨٧.٩(

  

لبويضات  خYيا الركاميةالأو كليھما على معدل تمدد  Hyal2أو العامل المكسر لحمض الھيالورينيك  حمض الھيالورينيكتـأثير إضافة  .٢جدول 
  .الجاموس

  % للبويضات غير المتمددة  % للبويضات ذات التمدد الجزئي  % للبويضات ذات التمدد الكلى العدد الكلي للبويضات المعامYت
  د٠.٠٠±٠٠.٠  أب ٠.٥٤±١٣.١  أ٠.٥٤±٨٦.٩ ٩١ القياسية

  حمض الھيالورينيك
 ميليجرام / مللي) ٠,٥(

  ج٠.٢٣±٦.٣  ج١.٣٥±٧.٧  أ١.٢٧±٨٦.٠ ٩٦

  إنزيم الھييالوروندييز
 وحده دولية/مللي) ٣٠٠(

  ب٠.٧٥±٨٣.٦  أ١.٤٩±١٥.٠  ب١.٣٩±١.٤ ٨٥

حمض الھيالورينيك + إنزيم 
 الھييالوروندييز

  أ١.٣٣±٨٧.٩  جب ١.٥٣±١٠.٣  ب١.٧٩±١.٨  ٩٩

  ٠.٠٠٠١  ٠.٠٠٩  ٠.٠٠٠١  قيمة اiحتمالية
   .تشير إلى اختYفات معنويةعمود الضمن نفس  دب، ج، الحروف الفوقية المختلفة أ،  
 

تأثير إضافة حمض الھيالورينيك أو العامل المكسر لحمض الھيالورينيك 
Hyal2  لبويضات الجاموس: النوويا?نضاج أو كليھما على معدل  

أو ) تأثير إضافة حمض الھيالورينيك، ٣يوضح الجدول رقم (
إلى بيئة اEنضاج  أو كليھما Hyal2العامل المكسر لحمض الھيالورينيك 

يتضح من لبويضات الجاموس.  النووي معدل اEنضاجالمعملي على 

) بين المعام.ت في نسبة ٣النتائج عدم وجود فروق معنويه (جدول رقم 
نكسار الحويصله إلمراحل (الحويصله الجرثومية، أو ا فيالبويضات التي 

الي ا4ول الجرثومية، أو الطور اiستوائي ا4ول، أو الطور اiنفص
بينما كان ھناك فروق معنويه في البويضات التي  والطور النھائي ا4ول).

حيث كانت (مرحلة النضج) وصلت إلى مرحلة الطور اiستوائي الثاني 
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وحده  ٣٠٠بتركيز ( Hyal2 الھييالوروندييزالبيئات المضاف إليھا إنزيم 
ومزيج مللي)  مليجرام /٠.٥حمض الھيالورينيك بتركيز ( )،دولية / مللي

وحده  ٣٠٠( Hyal2 مللي) +مليجرام / ٠.٥( حمض الھيالورينيك من
البيئة بالمقارنة ب المنضجهنسبة البويضات  فيمعنوياً  مللي) أعلىدولية / 
مصدر خارجي  استخدامنه عند أكما أظھرت النتائج أيضا  القياسية.

 ٣٠٠بـ مليجرام / مللي مع المعاملة  ٠.٥إضافي لحمض الھيالورينيك 
لم يؤثر بصوره معنويه  (Hyal2)وحده دولية من إنزيم الھييالوروندييز 

مرحلة الطور اiستوائي الثاني الي على نسبة البويضات التي وصلت 
  المعاملة بحمض الھيالورينيك. مقارنة بالبيئة

  

  .لبويضات الجاموس النوويأو كليھما على معدل ا?نضاج  Hyal2تأثير إضافة حمض الھيالورينيك أو العامل المكسر لحمض الھيالورينيك  .٣جدول 

 المعامYت
العدد الكلي 
 للبويضات

الحويصله 
  الجرثومية

انكسار 
الحويصله 
  الجرثومية

الطور 
  ا~ستوائي 

  ا�ول

  الطور
  ا~نفصالي 

  ا�ول 

  الطور
  النھائي  

  ا�ول

  الطور
  ا~ستوائي 

  الثاني 
 ب٠.٩٥±٨٢.٥ ٢.٢٧±٦.٤  ٠.٠٠±٠.٠ ٣.١٥±٧.٢ ٢.٢٦±٣.٨  ٠.٠٠±٠.٠ ٨٠ القياسية

  حمض الھيالورينيك
 ميليجرام / مللي) ٠,٥(

 أ١١.١٦±٩٣.٦ ١.٤٦±٣.٩  ٠.٠٠±٠.٠ ١.٥٩±٢.٤  ٠.٠٠±٠.٠  ٠.٠٠±٠.٠ ٩٣

  إنزيم الھييالوروندييز
 وحده دولية/مللي) ٣٠٠(

 أ١.٣٥±٩١.٠ ١.٣٧±٢.٧  ٠.٠٠±٠.٠ ١.٦٤±٤.٤ ١.٠٩±١.٩  ٠.٠٠±٠.٠ ٨٣

 إنزيمحمض الھيالورينيك + 
 الھييالوروندييز

 أ١.٠٢±٩٢.٢ ١.٨±٤.٣ ١.٣٢±١.٣ ١.٢٧±٢.١  ٠.٠٠±٠.٠  ٠.٠٠±٠.٠ ٩٠

  ٠.٠٠٠١  ٠.٥٧٢  ٠.٤٢٦  ٠.٣١٤  ٠.١٤٧  ٠.٠٠  قيمة اiحتمالية
  الحروف الفوقية المختلفة أ، ب ضمن نفس العمود تشير إلى اختYفات معنوية. 

  

  المناقشة
  

عملية ينيك أثناء حمض الھيالور تقييم دورالدراسة  ھذه في تملقد 
الخ.يا على كل من معدل تمدد لبويضات الجاموس  المعملياEنضاج 
حمض الھيالورينيك أو إنزيم  باستخدام النوويالنضج ومعدل الركامية 

  . معاً  كليھماأو  (Hyal2)الھييالوروندييز 
لقد أظھرت الدراسة الحالية أن إضافة حمض الھيالورينيك لم يؤثر 

ولكنه أثر على معدiت الخ.يا الركامية ى معدل تمدد بصوره معنوية عل
للبويضات (النسبة المئوية للبويضات التي وصلت لمرحلة النضج النووي 

والتي تم جمعھا من مبايض اناث الجاموس  الطور اiستوائي الثاني)
 (Marei et al., 2012)تتوافق تلك النتائج مع نتائج و. المذبوحة بالمجازر

قام بدراسة تأثير إضافة مستويات مختلفة من تركيز حمض  والذي
) مليجرام / مللي إلى بيئة اEنضاج ١و  ٠.٥، ٠.١الھيالورينيك (صفر، 

المعملي لبويضات ا4بقار على كل من تمدد خ.يا التراكم المبيضي والنضج 
النووي، والتي أظھرت انه لم يكن ھناك أي فروق معنوية بين التركيزات 

فة لحمض الھيالورينيك علي تمدد خ.يا التراكم المبيضي بالمقارنه المختل
بالمجموعة القياسية، وكذلك لم تكن ھناك أي فروق معنوية في نسبة 

بالمقارنه  الثاني اiستوائيوالتي وصلت لمرحله الطور  المنضجهالبويضات 
 مليجرام / ملل أدى لوصول ٠.٥بالمجموعة القياسية، ولكن وجد أن تركيز 

بينما وجد أن  الثاني اiستوائيأكبر نسبة من البويضات لمرحلة الطور 
مليجرام / مللي أدي ألي انخفاض عدد البويضات التي  ١المعاملة بتركيز 

بصوره معنوية بالمقارنة مع  الثاني اiستوائيوصلت لمرحله الطور 
 علىد يعتمالخ.يا الركامية تمدد مليجرام / مللي.   ٠.٥ المعاملة بتركيز

 والتي )Salustri et al., 1999( الخليةتوليف وترتيب المصفوفات خارج 
من كتلة من الخ.يا الحبيبية التي تحيط بالبويضة ويحدث لھا تمدد بعد تتألف 

عملية التبويض ويتم ذلك بسبب تفكك خليط البروتيوجليكان 
(proteoglycan)، ھذا يعتبر المكون الكربوھيدراتي الرئيسي في الذي و

و  (Ball et al., 1982) منحمض الھيالورينيك طبقاً لكل ھو الخليط 
(Salustri et al., 1999). الدراسات أشارت كثير من و(Kultti et al., 

 (Gutnisky et al., 2007)و (Kosaki et al.,1999)و (2009
 أنه بجانب   Rilla et al., 2004)و (Nakamura et al., 2007)و
للمصفوفة خارج الخلية المكون يالورينيك العنصر الرئيسي حمض الھ عتبارإ

نه يعتبر ضرورياً للنضج النووي إوالمطلوبة لتوسيع الخ.يا الركامية، ف
  البويضة.

 من ھذه الدراسة عليھا الحصولالتي تم  النتائج الحاليةأظھرت 
كمعاملة  (Hyal2)عن طريق معاملة البويضات بإنزيم الھييالوروندييز 

في بيئة  أو في وجود إضافة خارجية من حمض الھيالورينيك منفردة
ولكنھا الخ.يا الركامية اEنضاج حدوث تثبيط كبير في تمدد مصفوفات 

 ةات مقارنة بالمجموعمعدل النضج النووي للبويضأدت إلى زيادة 
في  (Marei et al., 2012)حيث تتوافق تلك النتائج مع نتائج . القياسية

المكسر لحمض  إضافة العاملقام فيه بدراسة تأثير  التي البحث الذي
وحدة دولية أو  ٣٠٠كمعاملة منفردة بتركيز  (Hyal2)الھيالورينيك 

 زوحدة دولية في وجود حمض الھيالورينيك بتركي ٣٠٠ إضافته بتركيز

إلى بيئة اEنضاج المعملي لبويضات ا4بقار على كل مليجرام/مللي  ٠.٥
راكم المبيضي والنضج النووي.  أظھرت النتائج من معدل تمدد خ.يا الت

في وجود حمض الھيالورينيك أو عدم وجودة منع  Hyal2أن استخدام 
 ـتماماً توسع وتمدد خ.يا التراكم المبيضي. ومع ذلك لم تؤثر المعاملة ب

Hyal2  بأي معنوية على النضج النووي للبويضات مقارنة بالمجموعة
وھو  الخلية،سطح  على ةعاد Hyal2الوروندييز الھيييقع إنزيم  القياسية.

 إلى الھيالورينيكبالنسبة لتكسير ا4جزاء الكبيرة من حمض  ا4ھميةبالغ 
 كيلو دالتون ٥٠-٢٠في متوسط  صغير زيئيذات وزن ج شظايا

(Lepperdinger et al.,1998)  و(Duterme et al., 2009).  
على Hyal2  لوروندييزالھييانزيم Eيمكن تفسير التأثير المثبط و

 Hyal2تأثير إنزيم الھييالوروندييز بأن  ،الخ.يا الركامية تمدد مصفوفات 

في الوزن الجزيئي من  المرتفعةا4جزاء الكبيرة  تكسرلمكسر يعمل علي ا
حمض الھيالورينيك والتي تنتجھا الخ.يا الركامية إلى أجزاء أصغر ، 

ويمكن أن تدعم  ة بيولوجياً ولكن ھذه الشظايا الصغيرة الناتجة نشط
وھذا يفسر عدم تأثيرھا علي معدل  ،معدiت نضج البويضة الطبيعية

إنزيم النضج النووي للبويضة، تكسير حمض الھيالورينيك من قبل 
بين التفاعل  إعاقةإلى شظايا أصغر يسبب  Hyal2 الھييالوروندييز 

إرسال بأ وھذا التفاعل يبد ،  CD44حمض الھيالورينيك ومستقب.ته
 ,.CD44 (Ohno-Nakahara et alاEشارات الخلوية عن طريق 

خ.يا الركامية عند التقاطع بين الفي  CD44يتم التعبير عن و. (2004
 Furnus et)و  (Kimura et al., 2002)والبويضات  يةخ.يا الركامال

al., 2003).  شارات عن طريقEتتابع إرسال اCD44  يمكن أن يزيد
)MAP kinases activated protein -mitogen Aمن فسفرة 

kinase) وAkt 2001) al., etSohara ( وك.ھما من الجزيئات ،
العامل  مطلوب لتنشيط   MAP kinase المنظمة لنضج البويضة.الھامة 

الحويصله الجرثومية عند بدء نضج  وتكسر (MPF) المحفز ل�نضاج
تكوين خيوط والدقيقة، ات يبميكانيكية ا4نيفي تنظيم  ويدخلالبويضة، 
النضج  ستوائي الثاني بعدستمرار البقاء في مرحلة الطور اEإالمغزل و 

نتقال من الطور يحفز اAKT E .(Tian et al., 2002)النووي 
 Tomek and)الثاني اEستوائي ا4ول إلي الطور اEستوائي 

Smiljakovic. 2005).  
ة يكون مطلوباَ Eعداد ومن المعروف أن تمدد الخ.يا الركامي

الظروف الم.ئمة من أجل التبويض الفعال، بالرغم من أن أھميتھا بالنسبة 
للنضج النووي لبويضات ا4بقار يعد أمراَ مثيراَ للجدل. وقد أقُترح مسبقاً أن 

 gap) مناطق اiتصالتوسع الخ.يا الركامية مطلوب Eعاقة ميكانيكية 
junction) .يا الركامية المحيطة والتي تعطل نقل عوامل بين البويضات والخ

إلى البويضة التي تشرع في النضج     cAMPاiختزالي، مثل اEنقسام تثبيط 
   في المقابل، أظھرت بعض الدراسات أن. (Zhang et al., 2007)النووي 

 خطوه مطلوبة مسبقاً  يةبين الخ.يا الركام (gap junction)التواصل  تثبيط
. (Chen et al., 1990)التمدد  قبل يةالركامخ.يا اللتبعثر  كمرحلة أولية

بواسطة  (gap junction)إعاقة التواصل بين الخ.يا وتثبيط 
cytochalasin B  بروتين  وتراكم يةتوسع الخ.يا الركاممنع يوالذي بدورة

  .(Sutovský et al., 1995)المصفوفات الخارجية 
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الخ.يا الركامية قة أن تثبيط توسع إلى حقي واستنادافي ھذه الدراسة، 
فإن  للبويضة،النووي نضج اللم يؤثر على  Hyal2إنزيم الھييالوروندييز من قبل 

والنضج النووي  يةالخ.يا الركام تمدد رتباطإعدم واضحا على  وفر دلي.ً ي كذل
  الجاموس.في  اتلبويضل

لركامية الخ.يا اوفي الختام، فإن إنتاج حمض الھيالورينيك بواسطة 
 خ.ل النضج أمر ضروري ليس فقط لتوسيع الخ.يا الركامية، ولكن أيضاً 

. وھذا التأثير i يعتمد على حجم جزيئات حمض للبويضات النوويللنضج 
  .الھيالورينيك

 

  الخYصة
  

حمض الھيالورينيك نستخلص من ھذه النتائج أن إضافة 
يؤثر على معدل تمدد  لمإلى بيئة اEنضاج المعملي غير إنزيمية  كإضافات

اEنضاج المعملي لبويضات  زيادة معدل أدي إليلكن و ،الركاميةالخ.يا 
كإضافات إنزيمية  (Hyal2)بينما إضافة إنزيم الھييالوروندييز  الجاموس

منع تماماً توسع وتمدد خ.يا التراكم المبيضي  إلى بيئة اEنضاج المعملي
i يوجد  وأنه ،ووي للبويضاتولكنھا أدت إلى زيادة معدل النضج الن

والنضج النووي لبويضات الخ.يا الركامية تمدد بين كل من  ارتباط
  .تحت نفس الظروف التجريبية معملياً  ةالمنضج الجاموس
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Effect of Maturation Media Supplemented with Hyaluronic Acid, Hayl2, or Both on 
Cumulus Cell Expansion and In Vitro Nuclear Maturation of Buffalo Oocytes. 
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ABSTRACT 
 

Hyaluronic acid (HA), is an important component of the extracellular matrix, plays a crucial role for cumulus cell 
expansion. Genes and proteins involved in HA synthesis and its receptor (CD44) expressed in cumulus oocyte complexes 
(COCs) in different animal species and increased during maturation. Hyaluronidase enzymes (Hyal) degrade HA into smaller 
biologically active HA fragments.  The main objective of this study was to investigate the effects of the molecular size and 
concentration of HA on cumulus cells expansion and in vitro nuclear maturation of buffalo oocytes, Studying the effect of 
addition of HA (0.5 mg/mL), Hyal2 (300 U/mL), or a combination of HA + Hyal-2. In oocyte maturation media, on cumulus cell 
expansion and in vitro nuclear maturation of buffalo oocytes. Oocytes collected from ovaries of slaughter animal. Only 
compacted oocytes were implanted in vitro maturation (TCM-199 medium supplemented with different treatments) for 22 h in 
CO2 incubator at 38.5 °C, 5% CO2 and 95% humidity.  Maturation rate was determined, in terms of degree of expansion of 
cumulus cells and oocytes at metaphase-II (nuclear maturation). Results revealed that Hyal2 inhibited cumulus cell expansion 
without affecting oocyte nuclear maturation.  Oocytes full expansion of cumulus cells in treatment was not affected by 
Hyaluronic acid (HA) treatment, while it significantly decreased (P<0.05) by Hyaluronidase enzyme (Hyal2) treatment as 
compared to control medium. As a combination both treatment had no effect in the rate of cumulus cells expansion. Maturation 
rate, in term of percentage of oocytes arrested at metaphase-II was significantly (P<0.05) higher for media supplemented with 
Hyaluronic acid (HA) and a combination of (HA+ Hyal2) and (Hyal2), respectively, compared to control medium.Conclusively, 
the present results may suggest that supplementation of maturation medium (TCM-199) with Hyaluronic acid (HA) did not effect 
on the cumulus cell expansion, but had a beneficial effect on Increasing rate of nuclear maturation of buffalo oocytes. There is no 
relationship between cumulus cells expansion and nuclear maturation of in vitro matured buffalo oocyte. 
Keywords: Buffalo, oocytes, in vitro maturation, Hyaluronic acid, Hyaluronidase enzyme. 


