
Araştırma Makalesi / Research Article

www.vethekimder.org.tr/dergi 15

Vet Hekim Der Derg 82(1): 15-21, 2011

* Aynı adlı doktora tez çalışmasından özetlenmiştir.
** Ankara Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Doğum ve Jinekoloji AD.

Öz: Bu çalışmanın amacı farklı büyüklükler-
deki oositlerin maturasyonu üzerine insülin ben-
zeri büyüme faktörü-1’in etkisinin araştırılmasıdır. 
Çalışmada 360 adet A kalite oosit kullanılmıştır. 
Çalışma materyali;  Grup I uygulama (%50 ng/
ml IGF-1), Grup II kontrol grubu olmak üzere 2 
gruba ayrılmış ve her grup oosit çaplarına göre 3 
alt gruba ayrılmıştır. Grup I’de TCM-199 vasatına 
50ng/ml IGF-1 eklemiş, kontrol grubuna ek fakör 
eklenmemiştir. Oosit çapı gözetmeksizin Grup 
I’de %73,33, kontrol grubunda %63,33 maturas-
yon oranları elde edilmiş ve gruplar arasındaki 
fark önemli bulunmuştur (p0,001) oosit çaplarına 
göre gruplar arasında, grup ve alt gruplar arasında 
maturasyon yüzde oranlarında bir artış saptanmış 
ise de fark istatistiksel açıdan önemsiz bulunmuş-
tur. Çalışma sonunda maturasyon vasatına eklenen 
IGF-1’in maturasyon oranını arttırdığı kanısına 
varılmıştır.

Anahtar kelimeler: IGF-1, maturasyon, oosit, 
sığır 

Investigation of the insulin-like growth fac-
tor-1 (IGF-1) on maturation of different sized 
bovine oocytes

Abstract: The aim of this study is to investiga-
te the effects of insulin like growth factor-1 (IGF-
1) on different sized bovine oocytes. In this study 
360 A quality oocytes were used. Main groups 
were divided into 2 groups; Group I and Group II 
(control) and each group was divided into 3 subg-
roups according to the oocyte size. In Group I 50 
ng/ml IGF-1 was added and in control group no 
growth factor was added. Excluding the oocyte di-
ameter,  rates in were observed as in Group I 73,33 
% and in Group II, 63,33%.  The difference betwe-

en maturation rates were found statistically signifi-
cant (p 0,001). However, induced maturation rates 
were observed both in between main groups and 
subgroups according to the oocyte diameters, sta-
tistically no difference was observed. In the end of 
the study, we concluded that the addition of IGF-1 
to the maturation mediums, was induced the ma-
turation rates. 
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Giriş

Son yıllarda çiftlik hayvanlarında oositlerin in 
vitro maturasyonu ve fertilizasyonu üzerine yoğun 
araştırmalar yapılmaktadır. Bu çalışmalar sonu-
cunda çok önemli aşamalar sağlanmış ve oositler 
in vivo veya in vitro ortamda kültüre edildikten 
sonra elde edilen embriyoların taşıyıcı hayvanla-
ra nakledilmesiyle gebelik oranlarındaki artışların 
görülmesiyle yöntemlerin başarısı ispatlanmıştır 
(19,21).

Çiftlik hayvanlarında oositlerin in vitro or-
tamda gelişimlerinin iyi olabilmesi için iyi kalite-
li oositlerin seçiminde follikül büyüklüğü, atrezi 
aşaması, folliküler sıvıdaki progesteron seviyesi 
gibi bir çok kriter bulunmaktadır. Bununla bera-
ber yapılan çalışmalar kumulus oosit komplek-
sinin morfolojisinin, corona radiata hücrelerinin 
morfolojisinin ve follikül büyüklüğünün de oosit 
gelişimi ile ilgili olduğunu göstermiştir. Oosit bü-
yümesi sırasında RNA sentezinin bu aşamada yo-
ğun olmasından dolayı, oositin büyüklüğü, oosit 
büyümesi için bir indikatör olduğu belirtilmiştir 
(4,11,13) . Oosit çapı ve in vitro maturasyon sıra-
sında oositin mayoz bölünmeye gitmesi ve bunu 
sonlandırması arasındaki ilişki insan, sığır, man-
da, domuz ve köpek gibi birçok canlı türünde or-
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taya konmuştur. Sığırlarda periferal folliküllerden 
elde edilen oositler, çapı ne olursa olsun benzer 
mayotik yetenek gösterirken, kortikal folliküller-
den elde edilen oositler büyüklükleriyle ilişkili bir 
yetenek göstermişlerdir. Buna göre, daha küçük 
oositler, mayotik maturasyon için anormal bir yol 
izleme eğilimi ve buna bağlı olarak maturasyon 
sürecinde bozukluk göstermişlerdir. Sığırlarda, in 
vitro maturasyon ve in vitro fertilizasyon sırasında 
follikül büyüklüğünün oosit performansı ve oosit 
ve follikül büyüklüğü arasındaki ilişki daha önce 
de ortaya konmuştur. Domuzlarda, hem follkül 
hem de oosit çapı oositlerdeki nükleer maturasyon 
derecesi ile ilişkilidir (22). 

Yapılan çalışmalarda, memelilerde folliküloge-
nezis üzerine IGF-1’in rolü geniş bir şekilde araş-
tırılmış (15,18) ve yapılan araştırmalar IGF-1’in 
sığırlarda oosit maturasyonu, erken embriyonik 
gelişim ve gebelik oranları üzerine etkisi olduğunu 
göstermektedir (16).

Bu çalışmanın amacı farklı büyüklüklerdeki 
oositlerin maturasyonu üzerine insülin benzeri bü-
yüme faktörü–1 (IGF-1)’in etkisini araştırmaktır. 

Gereç ve Yöntem

Ovaryumların toplanması

Çalışmada kullanılan oositlerin toplandığı 
ovaryumlar Ankara ili, Çubuk belediye mezbaha-
sında kesilen inek ve düvelerden elde edildi. Kar-
kaslardan alınan ovaryumlar çevre dokularından 
uzaklaştırıldı. Taşıma vasatı olarak 35ºC’ye ayar-
lanmış termos ile antibiyotik–antimikotik solüsyon 
katkılı %0,9’luk NaCl kullanıldı. Ovaryumların 
karkastan alınıp, oositlerin maturasyon vasatına 
konulmasına kadar olan sürenin 4 saati geçmeme-

sine özen gösterildi. İn vitro fertilizasyon labora-
tuvarına getirilen ovaryumlar, kandan ve taşıma 
vasatından uzaklaştırılmak amacıyla 30°C’deki 
%0,9’luk NaCl ile yıkanıp, içinde %0,9’luk NaCl 
bulunan behere alındı.

Oosit aspirasyonu ve oositlerin seçimi 

Aspirasyon işlemi 18 G’luk kanüller takılmış 5 
ml’lik contasız plastik tek kullanımlık enjektörler-
le gerçekleştirildi. Aspirasyon için 2–8 mm çapın-
daki folliküller tercih edildi. Elde edilen follikül 
sıvıları 15 ml’lik santrifüj tüplerinde biriktirildi. 
Oositlerin çökmesi için tüpler 38,5°C ayarlan-
mış etüvde 10 dakika süre ile bekletildi. Bu süre 
sonunda üstteki süpernatant atılarak üzerine bir 
miktar daha önceden hazırlanan oosit arama vasatı 
(%1 fötal buzağı serumu (FCS) içeren laktatlı rin-
ger solüsyonu) eklenerek oositlerin çökmesi için 
10 dakika daha beklendi. 

Etüvden çıkarılan tüp, üzerindeki süpernatant 
tekrar uzaklaştırılarak, tüpün kalan kısmına arama 
vasatı eklenip karıştırılarak, içerik daha önceden 
hazırlanmış olan 90 mm’lik petriye aktarıldı. Zu-
elke ve Brackett’nin (1993) (25) tarif ettiği şekilde 
seçilen oositler, içinde arama vasatı bulunan 60 
mm’lik petriye aktartıldı. Daha sonra içinde ma-
turasyon vasatı (TCM-199+%5 FCS) bulunan 35 
mm’lik 3 ayrı petride yıkanan oositler Lucas ve 
ark. (2002)’nın (13) tarif ettiği şekilde, Leica App-
lication Suite 2.8.1. programı kullanılarak zona 
kalınlığını da dâhil edilerek, çaplarına göre ayrıldı 
(<110 m, 110-150 m, >150 m), her 100 µl’sinde 
20 oosit olacak şekilde hazırlanan, gruplarına göre 
büyüme faktörü eklendi (IGF-I 50 ng/ml). Diğer 
grup ise sadece TCM-199 ile kontrol grubu olarak 
bırakıldı.
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Şekil 1: Oosit çap ölçümleri 
Figure 1: Oocyte diameter measurements 

 
 

Şekil 1: Oosit çapı ölçümleri
Figure 1: Oocyte diameter measurements
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Ekilibrasyon ve Kültür Şartları

Tüm gruplarda kullanılan vasatlar, oositler maturasyona başlamadan 1 gün önce veya en az 12 saat 
önce %5 CO2’ li 38,5°C’ de ve maksimum nem ortamında ekilibrasyona bırakıldı.

Tablo 1: Gruplar
Table 1: Groups
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Şekil 2: Maturasyon öncesi ve sonras oositler 
Figure 2: Oocytes before and after maturation 

 

Maturasyon süresinin tamamlanmasnn ardndan oositlerin kumulus ekspansiyonlar 

kaydedilmiştir. Maturasyon orannn belirlenmesi için kumulus ekspansiyonu görülen oositler 

pipetasyon işlemi ile kumulus hücrelerinden tamamen ayrlmş ve stereo mikroskop altnda 

1.kutup hücresinin atlm açsndan incelenmiştir. 1.kutup hücresi atan oositler matur olarak 

değerlendirilip bu oositlerin tümüne in vitro fertilizasyon uygulanmştr. 

Grup n Oosit çap (μm) Uygulama 

60 ≤110 

60 110-150 

 

Grup I 

(IGF-1) 60 ≥150 

TCM-199 + IGF-1(50ng/ml) 

60 ≤110 

60 110-150 

 

Grup II 

(TCM-199) 60 ≥150 

TCM-199 

Maturasyon kriterlerinin değerlendirilmesi

Şekil 2: Maturasyon öncesi ve sonrası oositler
Figure 2: Oocytes before and after maturation
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Maturasyon süresinin tamamlanmasının ardın-
dan oositlerin kumulus ekspansiyonları kaydedil-
miştir. Maturasyon oranının belirlenmesi için ku-
mulus ekspansiyonu görülen oositler pipetasyon 
işlemi ile kumulus hücrelerinden tamamen ayrıl-
mış ve stereo mikroskop altında 1.kutup hücresi-
nin atılımı açısından incelenmiştir. 1.kutup hücresi 
atan oositler matur olarak değerlendirilip bu oosit-
lerin tümüne in vitro fertilizasyon uygulanmıştır.

İstatistiksel analiz
Verilerin, gruplar arası oosit çaplarına ve kulla-

nılan büyüme faktörlerine göre maturasyon oran-
ları grup içi ve gruplar arası farklılığın istatistiksel 
değerlendirilmesinde Statistic Packet of Social 
Science (SPSS) 14 Paket Programı kullanılarak 

ki-kare testi uygulanmıştır. (p<0,05)
Bulgular

Çalışma süresince 2-8 mm büyüklüğündeki 
folliküllerin aspirasyonu sonucunda elde edilen A 
kalitedeki 360 adet oosit kullanılmıştır.

IGF-1 ilave edilmiş ve kontrol grubunun oosit 
çapı gözetmeksizin maturasyona etkisi

Oosit çapı gözetmeksizin farklı çalışma grup-
larındaki oositlerin ortalama maturasyon oranları 
Tablo 2’de belirtilmiştir. İnkubasyon sonrası grup-
lar arasında şekillenen maturasyon oranları Grup 
I’de ve Grup II’de sırasıyla %73,33 ve %63,33 
olarak belirlenmiş ve gruplar arası farkın önemli 
olduğu tespit edilmiştir.
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Tablo 2: IGF-1 ilave edilmiş ve kontrol grubunun oosit çapı gözetmeksizin maturasyona etkisi
Table 2: IGF-1 added and control group maturation rates excluding oocyte diameter
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Tablo 2: IGF-1 ilave edilmiş ve kontrol grubunun oosit çap gözetmeksizin maturasyona 
etkisi 

Mature olan oosit says 
Grup n 

Matur İmmatur 
% 

Grup I (IGF-1) 180 132 48 73,33a 

Grup II (TCM-199) 180 114 60 63,33b 

p<0,001 
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Şekil 3: IGF-1 ilave edilmiş ve kontrol grubunun oosit çap gözetmeksizin maturasyona etkisi 
Figure 3: IGF-1 added and control group maturation rates excluding oocyte diameter 
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IGF-1 ve kontrol grubunun farklı oosit çap-
larına göre maturasyona etkisi

Grup I’de IGF-1 ilave edilen maturasyon vasat-
larında farklı oosit çaplarına göre şekillenen matu-
rasyon oranları Tablo 3’te belirtilmiştir. Buna göre 
sırasıyla maturasyon oranları çapı 110 µm’ den 
küçük oositlerde %66,66, 110-150 µm olan oosit-
lerde % 75,0 ve 150 µm’ den büyük olan oositler-
de % 78,33 olarak belirlenmiştir. Oosit çaplarına 
göre IGF-1’ in maturasyon oranları üzerine etkisi 
istatistiksel olarak önemli bulunmamıştır (p>0,05)

Kontrol grubunda TCM-199 kullanılarak ma-
turasyona bırakılan oositlerin maturasyon oranla-

rı verilmiştir (Tablo 3). Maturasyon oranları çapı 
110 µm’ den küçük oositlerde % 51.66, 110-150 
µm arasında çapa sahip oositlerde % 68.33  ve 150 
µm’ den büyük çaplı oositlerde % 70,0 olarak be-
lirlenirken, bu oranların gruplar arası istatistiksel 
farkı çapı 110-150 µm ve 150 µm’ den büyük oo-
sitlerde 110 µm’ den küçük olanlar ile karşılaştırıl-
dığında önemli bulunmuştur (p<0,06).

Grup I ile kontrol gruplarının, alt gruplarını 
kendi aralarında istatistiksel karşılaştırılması ya-
pıldığında yüzde oranları olarak farklılık gözük-
se bile istatistiksel olarak bir fark bulunmamıştır. 
(p>0,05).
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Tablo 3: Oosit çaplarna göre maturasyon oranlar 

Mature olan oosit 
Grup n Oosit çap (μm) 

Matur İmmatur 

 

% 

60 ≤110 40 20 66,66 

60 110-150 45 15 75,0 

Grup I (IGF-1) 

60 ≥150 47 13 78,33 

60 ≤110 31 29 51,66 

60 110-150 41 19 68,33 

Grup II (Kontrol) 

60 ≥150 42 18 70,0 

 
 

 

Figure 4: Maturation rates in IGF-1 added group according to oocyte diameters 
 
 

 
 

Figure 5: Maturation rates in control group according to oocyte diameter 
 

 
 
 
 

Tablo 3: Oosit çaplarına göre maturasyon oranları
Table 3: Maturation rates including oocyte diameters
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Şekil 4: IGF-1 eklenmiş grupta oosit çaplarına göre maturasyon oranları
Figure 4: Maturation rates in IGF-1 added group according to oocyte diameters
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Tablo 3: Oosit çaplarna göre maturasyon oranlar 
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Figure 5: Maturation rates in control group according to oocyte diameter 
 

 
 
 
 

Şekil 5: Kontrol grubunda oosit çaplarına göre maturasyon oranları
Figure 5: Maturation rates in control group according to oocyte diameter
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60 ≤110 31 29 51,66 

60 110-150 41 19 68,33 

Grup II (Kontrol) 

60 ≥150 42 18 70,0 

 
 

 

Figure 4: Maturation rates in IGF-1 added group according to oocyte diameters 
 
 

 
 

Figure 5: Maturation rates in control group according to oocyte diameter 
 

 
 
 
 

Tartışma ve Sonuç

Sunulan çalışmada toplanan ovaryumların sak-
lanması ve transportu amacı ile 35oC ısıda, izoto-
nik sodyum klorür kullanılmış ve her bir mililit-
reye bir mikrolitre dozunda penisilin streptomisin 
kombinasyonu antibiyotik ilave edilmiştir. Kul-
lanılan transport medyumdan kaynaklanan toksi-
kasyon ya da oositlerde morfolojik bozulmalara 
rastlanmamıştır. Ovaryumların elde edilmesinden 
laboratuara kadar taşınması arasındaki geçen 4–6 
saatlik süre önceden 25-30 °C’ye ayarlanmış izo-
tonik sodyum klorür ve antibiyotik ilavelerinin bu 
amaçla güvenle kullanılabilirliği kanıtlanmıştır.

Evcil memelilerde oositlerin in vitro maturas-
yonu amacı ile çeşitli katkı maddeleri ve hormonlar 
kullanılmaktadır (2,8,10,17). Maturasyon vasatla-
rı basit ve komplike olarak ikiye ayrılmaktadır. 

Basit vasatlar genellikle sodyum bikarbonat veya 
HEPES solüsyonu ile tamponlanan ve ultrasaf su 
içinde çözdülüren kimyasallardır. Bu çalışmada 
maturasyon amacı ile HEPES tamponlu doku kül-
türü–199 (TCM-199) vasatına %5 oranında ilave 
edilen fötal buzağı serumu katkılı vasat kullanıl-
mıştır. Sunulan çalışmada kullanılan TCM-199 
kültür vasatının maturasyon amacı ile güvenle kul-
lanılabilirliği bir kez daha kanıtlanmıştır.

IGF-I, memelilerde oosit maturasyonunu uya-
ran ve embriyo gelişimini sağlayan bir faktördür. 
IGF-I’ in embriyo gelişimi sırasında preimplantas-
yon yeteneğini arttırması IGF-I reseptörlerine yük-
sek eğilimle gerçekleşmektedir. IGF-I’in kültür 
medyumlarına eklenmesinin, insan, fare ve tavşan 
embriyolarında hücre proliferasyonunu arttırması 
ve apoptozisi düşürerek preimplantasyon şansını 
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arttırması gibi yararları olduğu belirtilmiştir (14). 
Wang ve ark., (2009) (24) yaptıkları çalışmada, 
maturasyon vasatına 50 ng/ml IGF-1 eklemişler 
ve maturasyon oranlarını kontrol grubu ve IGF-1 
eklenmiş gruplarda sırasıyla %51.2 ve %56,5 ola-
rak bildirmişlerdir. Stefanello ve ark. (2006) (23), 
IGF-1 eklenen vasatlarda maturasyon oranlarını, 
% 80,6 olarak bildirmişlerdir. Demeestere ve ark 
(2004)(5)  IGF-1’ in değişik dozlarını kullanarak 
(10 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml) oosit maturasyo-
nu üzerine etkilerini araştırmışlar ve 50 ng/ml do-
zunda IGF-1 kullanılan grupta diğer gruplara göre 
daha yüksek (%64,6) maturasyon oranları tespit 
etmişlerdir. Dhali ve ark. (2000) (6) yaptıkları bir 
çalışmada çapı 3 mm’ den büyük sığır ovaryumu 
folliküllerinden kazandıkları oositleri in vitro ola-
rak kültüre etmişler ve IGF-1 kullanılan grupta 2-4 
hücreli embriyo bölünme oranlarını % 66,4, blas-
tosist oranlarını ise % 21,1 olarak bildirmişlerdir. 
Block ve ark. (2008) (3) ise IGF-1 kullandıkları 
grupta kontrol grubuna oranla daha düşük erken 
bölünme oranlarını (%81,9) ancak blastosist geli-
şiminde ise IGF-1’in daha etkili olduğunu bildir-
mişlerdir (%29,4). Sunulan bu çalışmada IGF-1’in 
kullanıldığı grupta oosit çapı gözetmeksizin diğer 
araştırmacılarla karşılaştırıldığında %73,33 olarak 
tespit edilmiş ve kontrol grubuyla karşılaştırıldı-
ğında istatistiksel olarak önemsiz bulunmuştur.

 Değişik türler üzerinde yapılan birçok çalışma 
oosit çapı ile oositin gelişim yeteneği ve embri-
yo oluşumu arasında doğrudan bir ilişki olduğunu 
göstermektedir (1, 7, 9, 12, 19, 22, 20).

Hyttel ve arkadaşları (1997) (9), 110 µm çapın-
daki sığır oositlerinin maturasyon oranlarının, 110 
µm ve daha büyük çaptaki oositlere göre (%60) 
daha düşük olduğunu bildirmektedirler. Bu çalış-
mada da, büyüme faktörü ilave edilen vasatlardaki 
maturasyon oranlarının oosit çapı büyüdükçe arttı-
ğı saptanmış ancak bu oranların kontrol grubunda 
da aynı oranda artış göstermesine karşılık alt grup-
lar arası istatistiksel değerlendirmelerde bu artış 
önemsiz bulunmuştur.  

Çalışma sonucunda maturasyon vasatına ek-
lenen IGF-1’in oosit çapı gözetmeksizin ve oosit 
çapı arttıkça maturasyon yüzde oranlarını da art-
tırdığı kanısına varılmıştır.
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