
Oosit In Vitro Maturasyonunda 
Fosfatidilinositol 4,5- Bifosfat (PIP2) Kullanımının Etkisi

The Effect of Phosphatidylinositol 4,5-Biphosphate (PIP2) 
on In Vitro Maturation Process of Oocytes 

Filiz Tepeköy
Altınbaş Üniversitesi, Tıp Fakültesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı

  

Yazışma Adresi / Correspondence: 
Filiz Tepeköy

Altınbaş Üniversitesi, Tıp Fakültesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı, İstanbul 
T: +90 212 709 45 28 / 5215           E-mail : filiztepekoy@gmail.com    

Geliş Tarihi / Received : 27.04.2020                                 Kabul Tarihi / Accepted : 03.09.2020

Orcid :
Filiz Tepeköy https://orcid.org/ 0000-0003-1901-3787

( Sakarya Tıp Dergisi / Sakarya Med J 2020, 10(3):474-483 )   DOI: 10.31832/smj.728050

ARAŞTIRMA MAKALESİ / Research Article

Öz

Amaç Hücresel protein dengesi üzerinde etkili olduğu bilinen fosfatidilinositol 4,5- bifosfat (PIP2)’nin, 8-13 yaş aralığındaki sığır oositlerinin in vitro maturasyon (IVM) 
sistemine farklı konsantrasyonlarda eklenmesinin, farklı IVM sürelerinde oosit canlılığı ve olgunlaşması üzerindeki etkisinin belirlenmesi amaçlanmıştır.

Gereç ve 
Yöntemler

Mezbahada kesimi gerçekleşen sığırlardan elde edilen ovaryumlardan aspire edilen kumulus oosit komplekslerinden kumulus hücrelerinin mekanik olarak 
uzaklaştırılmasıyla soyulan oositler IVM medyumu içerisine alınarak 6 saat ve 24 saat süreyle kültüre edilmiştir. IVM medyumu içerisine 0,1µM (P1), 0,5 µM (P2), 1 
µM (P3) ve 5 µM (P4) konsantrasyonlarda PIP2 eklenmiştir. Kültür sürecinin sonunda tüm gruplardaki 1. mayoz bölünmeyi tamamlayabilen olgunlaşmış oositlerin, 
olgunlaşmamış ancak canlılığını korumuş oositlerin ve ölü oositlerin oranları belirlenmiştir.

Bulgular 6 saatlik IVM sonrasında en yüksek olgunlaşma oranının P1 grubunda olduğu, ölü oosit oranının ise P4 grubunda en yüksek olduğu belirlenmiştir. 24 saatlik IVM 
sonrasında da en yüksek olgunlaşma oranı P1 grubunda görülmüş, P4 grubunda ölü oosit oranının en fazla, P1 grubunda ise en düşük düzeyde olduğu saptanmıştır. 

Sonuç PIP2’nin düşük konsantrasyonlarda IVM medyumuna eklenmesi oosit olgunlaşma ve sağ kalım oranlarını artırmaktadır.

Anahtar 
Kelimeler

oosit; oosit toplama; in vitro oosit olgunlaştırma teknikleri; fosfatidilinositol 4,5-bifosfat

Abstract

Objective The aim of the current study was to determine the effects of addition of different concentrations of phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2), which is known to effect cellular protein balance, 
into the in vitro maturation (IVM) system of bovine oocytes between the ages of 8-13,  in terms of oocyte viability and maturation rates at different times of IVM. 

Materials 
and methods

Ovaries were harvested from the bovine that were sacrificed in a slaughterhouse. The cumulus oocyte complexes were aspirated from the ovaries and oocytes were denuded by mechanical 
detachment of cumulus cells. The oocytes were placed in the IVM medium and incubated for 6 and 24 hours. 0.1µM (P1), 0.5 µM (P2), 1 µM (P3) ve 5 µM (P4) concentrations of PIP2 was 
added to the IVM medium. At the end of the culture period, rates of the matured oocytes that were able to complete the first meiotic division, the immature but viable oocytes and dead oocytes 
were determined in each group.

Results After 6 hours of IVM, the highest maturation rate was seen in P1 group and the rate of dead oocytes was the highest in P4 group. After 24 hours of IVM, the highest maturation rate was also 
seen in P1 group and the rate of dead oocytes was determined to be the highest in P4 and lowest in P1 groups. 

Conclusion The addition of PIP2 at low concentrations to the IVM medium, increases the maturation and viability rates of the oocytes. 

Keywords oocytes; oocyte collection; in vitro oocyte maturation techniques; phosphatidylinositol 4,5-biphosphate
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GİRİŞ
Oosit maturasyonu (olgunlaşması), I. mayoz bölünmenin 
profaz aşamasının diploten evresinde bekleyen, germinal 
vezikül (GV) oosit olarak adlandırılan oositlerin, germinal 
vezikül yıkımının ardından I. mayoz bölünmeyi tamam-
layarak  II. mayoz bölünmenin metafaz aşamasına (MII) 
kadar ilerlediği süreci kapsar.1 İnfertilite tedavisinde uygu-
lanan yardımcı üreme teknolojilerinden (YÜT) biri olan 
in vitro maturasyon (IVM), GV aşamadaki olgunlaşmamış 
oositlerin uygun kültür koşullarında MII aşamaya kadar 
olgunlaştırılması ve fertilizasyona hazır hale getirilmesidir. 
IVM, folikül aktivasyonu ve ovulasyon indüksiyonu son-
rasında çok az oosit elde edilebilen hastalar için iyi bir se-
çenektir. Ayrıca, IVM yöntemi sırasında, hastaya hormon 
indüksiyonu yapılmadığından, hormon tedavisine hassa-
siyet gösteren polikistik over sendromu (POS) ve ovaryan 
hiperstimulasyon sendromu (OHSS) olan hastalarda kul-
lanılmaktadır.2 IVM yöntemi infertil popülasyonun potan-
siyelini yaş ve cinsel olgunluktan bağımsız olarak gelişti-
rebilir.3 Bu nedenle IVM, kültür koşullarının daha kaliteli 
oosit geliştirmek üzere optimize edilmesi ile döllenme ve 
embriyonik gelişim potansiyeli yüksek oositlerin gelişimi 
için ideal bir yöntemdir.

YÜT uygulamaları sırasında elde edilen oositlerden yak-
laşık %15’inin olgunlaşmamış olduğu belirlenmiştir.4 IVM 
ile elde edilen oositlerin olgunlaşma oranı, doğal siklus ile 
elde edilenlere göre oldukça düşüktür. Bunun nedeninin 
IVM protokollerinin en uygun şekilde gerçekleşmemiş ol-
ması veya toplanan oositlerin içsel etkenlerinin olgunlaş-
ma için yetersiz kalması olduğu düşünülmektedir.5 Mevcut 
protokoller ile oldukça düşük olan IVM oranları, maternal 
yaşın ilerlemesi ile birlikte belirgin bir şekilde azalmakta-
dır.6 Memelilerde doğurganlık ve fizyolojik yaş ters oran-
tılıdır.7 Yaş ile ilişkili üremede gerçekleşen gerileme çok 
etkenlidir ve büyük ölçüde mevcut oosit sayısındaki azal-
maya bağlıdır;8 ancak azalmış memeli doğurganlığı aynı 
zamanda oosit kalitesi ve oositin gelişimsel potansiyeli ile 
de ilişkilidir.7 Maternal yaşın artışı ile birlikte oosit kalitesi 
düşmektedir.9 Düşük oosit kalitesinin potansiyel nedenleri 

azalmış ooplazma kalitesi, mitokondriyal bozukluklar ve 
mayoz anomalileridir.7 Yaş ile bağlantılı olarak oositte yer 
alan organellerin yapısal ve işlevsel açıdan bozulması, oo-
sit kalitesinin azalması ile ilişkilendirilmiştir.10, 11 
 
Stres koşulları ve fizyolojik dengesizlikler protein katlan-
masına neden olur ve hücresel protein dengesini (proteos-
tazis) bozarlar.12,13 Hücre içinde yanlış katlanmış proteinle-
rin organize bir şekilde aktif olarak ayrılması  için protein 
dengesini koruyucu stratejiler gereklidir.14 Çözünebilir 
yanlış katlanmış proteinlerin uzaklaştırılması hücredeki 
sitotoksik etkilerini ortadan kaldırabilir.15,16 C.elegans oo-
sitlerinde yapılan çalışmalar, oosit sitoplazmasında biriken 
protein agregatlarının mayoz bölünmede hatalara neden 
olabildiğini göstermiştir.17 Protein agregatlarının oluşu-
munun önlenmesi ve oluşan agregatların ortadan kaldırı-
labilmesi için vakuolar tip adenozin trifosfataz (V-ATPaz) 
proton pompalarının sağlayacağı asiditeye ihtiyaç duyul-
maktadır.18 Protein kinaz C (PKC) aktivatörlerinin hor-
mon bağımlı ya da hormon bağımsız yolaklar aracılığı ile 
V-ATPaz proton pompalarını aktive ettiği daha önce farklı 
hücrelerde yapılan çalışmalarda gösterilmiştir.19,20 Ayrıca 
fosfatidilinositol 4,5- bifosfat (PIP2)’ın da V-ATPaz proton 
pompalarında domain etkileşimini stabilize ederek V-AT-
Paz pompasını aktive ettiği bilinmektedir.21 

Hem fiziksel hem de etik nedenlere bağlı olarak genç ve 
yaşlı sağlıklı kadınlarda oosit kalitesinin karşılaştırılması 
güç olmaktadır. Bu nedenle oosit ile ilgili yapılan çalış-
malarda hayvan modelleri kullanılması idealdir. Sığırların 
üreme periyodu (yaklaşık 13 yıl), rodentler de dahil olmak 
üzere diğer model hayvanlara göre daha uzundur22 ve in-
sanlarınkine benzer foliküler dalgalanma, folikül seçimi, 
ovulasyon paterni ve yaşa bağlı hormonal değişiklik göste-
rirler.23,24 Ayrıca, mezbahada kesimi yapılan sığırlardan alı-
nan ovaryumlardan kolaylıkla oosit elde edilebilmektedir. 
Bu nedenle insanlarda üreme yaşlanması çalışmaları için, 
sığırların iyi bir hayvan modeli olduğu düşünülmektedir.
  
Çalışmamızın amacı, V-ATPaz aktivasyonu sağlayarak 
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hücresel asiditeyi artırdığı bilinen PIP2’nin, 8-13 yaş aralı-
ğındaki yaşlı sığır oositlerinin IVM kültür ortamına farklı 
doz ve sürelerde eklenmesinin oosit canlılığı ve olgunlaş-
ması üzerindeki etkisinin belirlenmesidir.

GEREÇ ve YÖNTEMLER
Bu çalışma, mezbahada kesimi yapılan sığırlardan elde 
edilen ovaryumlardan toplanan oositlere deneysel araş-
tırma yöntemleri uygulanarak laboratuvar ortamında ger-
çekleştirilmiştir.

Sığır ovaryum eldesi
Sığır ovaryum eldesi, İstanbul’da yer alan Narmanlar ET 
kombinasında veteriner hekim kontrolü altında yapılan 
kesimlerin hemen ardından gerçekleştirilmiştir. Yaş ara-
lıkları 8 ile 13 arasında değişen yaşlı sığırlardan alınan 
ovaryumlar, 38,50C’ye ısıtılmış fosfat tamponlu tuz (PBS) 
çözeltisi içeren, sıcaklığı koruyan termoslar içerisine ak-
tarılmıştır. Bu şekilde sıcaklığı muhafaza edilen ovaryum-
ların laboratuvara transferi yaklaşık 2 saat içerisinde sağ-
lanmıştır.

Ovaryumlardan oosit eldesi
Oositler, sığır ovaryum foliküllerinden (Şekil-1a) 18G iğne 
yardımı ile aspire edilmiş, enjektöre folikül sıvısı ile bir-
likte çekilen kumulus-oosit kompleksleri medyum içeren 
cam petri kaplarına aktarılmıştır. Oosit toplama medyu-
mu olarak, amfoterisin B (2.5 mg/ml), penisilin-strepto-
misin (50 mg/ml) destekli, HEPES içeren M199 medyumu 
kullanılmıştır. Oositler, IVM medyumu içeren damlacık-
lar içerisine aktarılmadan önce stereomikroskop altında 
kumulus hücreleri ağız pipeti yardımıyla mekanik olarak 
uzaklaştırılmıştır.

In vitro maturasyon (IVM)
GV aşamadaki oositler, piruvat (0,25 mM), glukoz (5,5 
mM), penisilin/streptomisin (%1), FCS (%10), LH (75 
mIU/ml), FSH (75 mIU/ml), östradiol (1 μg/ml), ITS (%1) 
destekli L-Glutamin içeren M199 medyumuna aktarıl-
mıştır. Polistiren steril petri kapları içerisinde 38,50C’de 

6 saat ve 24 saat sürelerle inkübasyon gerçekleştirilmiştir 
(Şekil-1b).

Şekil-1: a) Folikül aspirasyonu öncesi sığır ovaryumunun 
genel görünümü. Ok: Ovaryum folikülleri b) In vitro matu-
rasyon (IVM) medyumu içeren polisitiren steril petri kapla-
rı. Kontrol: Fosfatidilinositol 4,5- bifosfat (PIP2) içermeyen 
medyum. P1: 0,1µM PIP2 içerir. P2: 0,5 µM PIP2 içerir. P3: 
1 µM PIP2 içerir. P4: 5 µM PIP2 içerir.

IVM sürecinde PIP2 uygulaması 

V-ATPaz aktivasyonu sağlayarak hücresel asiditeyi artırdı-
ğı bilinen PIP2, sığır oositlerine uygulanan IVM medyumu 
içerisine 0,1µM (P1), 0,5 µM (P2), 1 µM (P3) ve 5 µM (P4) 
konsantrasyonlarda eklenmiştir. Kontrol grubunda (K) yer 
alan oositlerin IVM medyumuna PIP2 eklemesi yapılma-
mıştır. IVM sürecinin 6. ve 24. saatlerinde tüm gruplara 
ait oositler invert mikroskop altında gözlemlenmiş, olgun-
laşmamış (polar cisimcik atılımı gerçekleşmeyen ve MII 
aşamasından önceki aşamalarda bulunan), olgunlaşmış 
(polar cisimcik atılımını tamamlamış ve MII aşamasında 
bulunan) ve canlılığını koruyamayan oosit sayıları belir-
lenmiştir. Bu deneyler, mezbahadan 3 farklı günde alınan 
örnekler ile 3 kez tekrar edilmiştir. 3 farklı deneyden elde 
edilen oosit sayıları tüm gruplar için ayrı ayrı toplanarak 
elde edilen toplam oosit sayıları Tablo- 1’de belirtilmiştir. 
Her bir grupta yer alan (K, P1, P2, P3 ve P4) canlı - olgun-
laşmamış, canlı - olgunlaşmış ve ölü oosit yüzdeleri belir-
lenmiştir (Tablo -1).
 
İstatistiksel analiz
K, P1, P2, P3 ve P4 gruplarında yer alan canlı - olgunlaş-
mamış, canlı - olgunlaşmış ve ölü oosit yüzdelerinin belir-
lenmesiyle elde edilen veriler Sigma Stat programı (Sigma 
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Stat for Windows, version 3.0, Jandel Scientific Corp., San 
Rafael, CA, USA) ile istatistiksel açıdan değerlendiril-
miştir. Veriler “One-way ANOVA” Holm Sidak testi ile 
değerlendirilmiş, biyomedikal araştırmalarda çoklu karşı-
laştırma prosedürleri içerisinde yalın, güvenli ve güçlü bir 
yöntem olarak tanımlanması nedeniyle bu test tercih edil-
miştir.25 Uygulanan bu test ile canlı - olgunlaşmamış, canlı 
– olgunlaşmış ve ölü oosit oranları açısından tüm gruplar 
(K, P1, P2, P3 ve P4) birbirleri ile karşılaştırılmış ve istatis-

tiksel anlamlılık p < 0,001 olarak tanımlanmıştır. 6 saatlik 
IVM sonucu elde edilen canlı - olgunlaşmamış (Tablo-2), 
canlı - olgunlaşmış (Tablo-3) ve ölü (Tablo-4) oositlerin 
farklı gruplardaki oranlarının birbirleri ile karşılaştırıl-
ması ile elde edilen p değerleri ilgili tablolarda belirtilmiş-
tir. Aynı şekilde 24 saatlik IVM sonucu elde edilen canlı 
- olgunlaşmamış (Tablo-5), canlı - olgunlaşmış (Tablo-6) 
ve ölü (Tablo-7) oositlerin farklı gruplardaki oranlarının 
birbirleri ile karşılaştırılması ile elde edilen p değerleri de 

Tablo- 2: 6 saatlik IVM sürecinin ardından kontrol (PIP2 içermeyen grup), P1 (0,1µM PIP2), P2 (0,5 µM PIP2), P3 (1 µM PIP2) ve P4 
(5 µM PIP2) gruplarında yer alan canlı – olgunlaşmamış oosit yüzdelerinin “One-Way ANOVA” Holm Sidak yöntemi ile karşılaştırıl-
ması ile elde edilen p değerleri

Kontrol 
(6 saat) P1 (6 saat) P2 (6 saat) P3 (6 saat) P4 (6 saat) Ortalama Standart 

Sapma

Kontrol (6 saat) --- p=0,183 p=0,161 p=0,009 p<0,001 48,710 1,960

P1 (6 saat) p=0,183 --- p=0,942 p=0,183 p<0,001 35,480 5,503

P2 (6 saat) p=0,161 p=0,942 --- p=0,207 p<0,001 28,000 7,915

P3 (6 saat) p=0,009 p=0,183 p=0,207 --- p<0,001 36,360 4,523

P4 (6 saat) p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 --- 4,160 0,528

Tablo- 3: 6 saatlik IVM sürecinin ardından kontrol (PIP2 içermeyen grup), P1 (0,1µM PIP2), P2 (0,5 µM PIP2), P3 (1 µM PIP2) ve P4 
(5 µM PIP2) gruplarında yer alan canlı – olgunlaşmış oosit yüzdelerinin “One-Way ANOVA” Holm Sidak yöntemi ile karşılaştırılması 
ile elde edilen p değerleri

Kontrol 
(6 saat) P1 (6 saat) P2 (6 saat) P3 (6 saat) P4 (6 saat) Ortalama Standart 

Sapma

Kontrol (6 saat) --- p<0,001 p=0,056 p=1,000 p=1,000 0,000 0,000

P1 (6 saat) p<0,001 --- p<0,001 p<0,001 p<0,001 6,450 3,769

P2 (6 saat) p=0,056 p<0,001 --- p=0,056 p=0,056 2,000 1,508

P3 (6 saat) p=1,000 p<0,001 p=0,056 --- p=1,000 0,000 0,000

P4 (6 saat) p=1,000 p<0,001 p=0,056 p=1,000 --- 0,000 0,000

Tablo-1: 6 saat ve 24 saatlik IVM sürecinin ardından kontrol (PIP2 içermeyen grup), P1 (0,1µM PIP2), P2 (0,5 µM PIP2), P3 (1 µM 
PIP2) ve P4 (5 µM PIP2) gruplarına ait canlı – olgunlaşmamış, canlı – olgunlaşmış ve ölü oosit sayıları ve yüzde oranları

Canlı – olgunlaşmamış oositler Canlı – olgunlaşmış oositler Ölü oositler

Sayı Yüzde Sayı Yüzde Sayı Yüzde

Kontrol (6 saat) 19 48,71 0 0 20 51,28

Kontrol (24 saat) 5 12,82 1 2,56 33 84,61

P1 (6 saat) 11 35,48 2 6,45 18 58,06

P1 (24 saat) 8 25,80 3 9,67 20 64,51

P2 (6 saat) 14 28,00 1 2,00 35 70,00

P2 (24 saat) 9 18,00 1 2,00 40 80,00

P3 (6 saat) 16 36,36 0 0 28 63,63

P3 (24 saat) 8 18,18 0 0 36 81,81

P4 (6 saat) 2 4,16 0 0 46 95,83

P4 (24 saat) 0 0 0 0 48 100
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Tablo- 4: 6 saatlik IVM sürecinin ardından kontrol (PIP2 içermeyen grup), P1 (0,1µM PIP2), P2 (0,5 µM PIP2), P3 (1 µM PIP2) ve P4 
(5 µM PIP2) gruplarında yer alan ölü oosit yüzdelerinin “One-Way ANOVA” Holm Sidak yöntemi ile karşılaştırılması ile elde edilen 
p değerleri

Kontrol 
(6 saat) P1 (6 saat) P2 (6 saat) P3 (6 saat) P4 (6 saat) Ortalama Standart 

Sapma

Kontrol (6 saat) --- p=0,717 p=0,597 p=0,043 p<0,001 51,280 1,960

P1 (6 saat) p=0,717 --- p=0,374 p=0,018 p<0,001 58,060 9,271

P2 (6 saat) p=0,597 p=0,374 --- p=0,129 p<0,001 70,000 9,422

P3 (6 saat) p=0,043 p=0,018 p=0,129 --- p<0,001 63,630 4,523

P4 (6 saat) p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 --- 95,830 0,528

Tablo- 5: 24 saatlik IVM sürecinin ardından kontrol (PIP2 içermeyen grup), P1 (0,1µM PIP2), P2 (0,5 µM PIP2), P3 (1 µM PIP2) 
ve P4 (5 µM PIP2) gruplarında yer alan canlı - olgunlaşmamış oosit yüzdelerinin “One-Way ANOVA” Holm Sidak yöntemi ile 
karşılaştırılması ile elde edilen p değerleri

Kontrol (24 
saat) P1 (24 saat) P2 (24 saat) P3 (24 saat) P4 (24 saat) Ortalama Standart 

Sapma

Kontrol (24 saat) --- p=0,658 p=0,344 p=0,091 p<0,001 12,820 3,015

P1 (24 saat) p=0,658 --- p=0,613 p=0,035 p<0,001 25,800 4,975

P2 (24 saat) p=0,344 p=0,613 --- p=0,009 p<0,001 18,000 9,799

P3 (24 saat) p=0,091 p=0,035 p=0,009 --- p<0,001 18,180 4,975

P4 (24 saat) p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 --- 0,000 0,000

Tablo- 6: 24 saatlik IVM sürecinin ardından kontrol (PIP2 içermeyen grup), P1 (0,1µM PIP2), P2 (0,5 µM PIP2), P3 (1 µM PIP2) ve 
P4 (5 µM PIP2) gruplarında yer alan canlı - olgunlaşmış oosit yüzdelerinin “One-Way ANOVA” Holm Sidak yöntemi ile karşılaştırıl-
ması ile elde edilen p değerleri

Kontrol (24 
saat) P1 (24 saat) P2 (24 saat) P3 (24 saat) P4 (24 saat) Ortalama Standart 

Sapma

Kontrol (24 saat) --- p<0,001 p=0,749 p=0,114 p=0,114 2,560 1,884

P1 (24 saat) p<0,001 --- p<0,001 p<0,001 p<0,001 9,670 5,653

P2 (24 saat) p=0,749 p<0,001 --- p=0,204 p=0,204 2,000 1,508

P3 (24 saat) p=0,114 p<0,001 p=0,204 --- p=1,000 0,000 0,000

P4 (24 saat) p=0,114 p<0,001 p=0,204 p=1,000 --- 0,000 0,000

Tablo- 7: 24 saatlik IVM sürecinin ardından kontrol (PIP2 içermeyen grup), P1 (0,1µM PIP2), P2 (0,5 µM PIP2), P3 (1 µM PIP2) 
ve P4 (5 µM PIP2) gruplarında yer alan ölü oosit yüzdelerinin “One-Way ANOVA” Holm Sidak yöntemi ile karşılaştırılması ile elde 
edilen p değerleri

Kontrol (24 
saat) P1 (24 saat) P2 (24 saat) P3 (24 saat) P4 (24 saat) Ortalama Standart 

Sapma

Kontrol (24 saat) --- p<0,001 p=0,013 p=0,962 p=0,127 84,610 1,206

P1 (24 saat) p<0,001 --- p=0,350 p<0,001 p<0,001 64,510 10,628

P2 (24 saat) p=0,013 p=0,350 --- p=0,014 p<0,001 80,000 11,307

P3 (24 saat) p=0,962 p<0,001 p=0,014 --- p=0,116 81,810 4,975

P4 (24 saat) p=0,127 p<0,001 p<0,001 p=0,116 --- 100,000 0,000
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ilgili tablolarda belirtilmiştir.

BULGULAR
6 saatlik IVM sonucunda PIP2’nin farklı konsantras-
yonlarının oosit canlılığı ve olgunlaşma oranlarına etkisi 
IVM’in 6. saati sonunda hiçbir grupta yer alan oositler-
de partenogenetik aktivasyon gözlemlenmemiştir. Invert 
mikroskop altında incelenen oositlerden (Şekil-2), canlılı-
ğını koruyan ancak I. mayoz bölünmeyi tamamlayarak po-
lar cisimcik atılımı gözlemlenmeyen, olgunlaşmamış oosit 
oranları kontrol grubunda %48,71 (n=19), P1 grubunda 
%35,48 (n=11), P2 grubunda %28,00 (n=14), P3 grubun-
da %36,36 (n=16) ve P4 grubunda %4,16 (n=2) olarak 
belirlenmiştir. Canlılığını koruyan ve 1. mayoz bölünme-
yi tamamlayarak polar cisimcik atılımı gözlemlenen, MII 
aşamaya gelen olgun oositler, IVM’in 6. saatinin sonunda 
sadece P1 ve P2 gruplarında gözlemlenmiş ve olgunlaşma 
oranları sırasıyla %6,45 (n=2) ve %2,00 (n=1) olmuştur. 
P3 ve P4 gruplarında ise olgunlaşmış oosite rastlanma-
mıştır. Canlılığını koruyamayan oosit oranları ise kontrol 
grubunda %51,28 (n=20), P1 grubunda %58,06 (n=18), P2 
grubunda %70,00 (n=35), P3 grubunda %63,63 (n=28) ve 
P4 grubunda %95,83 (n=46)’tür. (Şekil-3).

Şekil-2: In vitro maturasyon (IVM) medyumunda 6 ve 24 
saat süreyle farklı konsantrasyonlarda PIP2 varlığında kül-
türe edilen oositlerin invert mikroskop görüntüleri. Ok: po-
lar cisimcik. P1:0,1µM, P2:0,5µM P3:1µM P4:5µM Fosfati-
dilinositol 4,5- bifosfat (PIP2) içermektedir.

Şekil-3: In vitro maturasyon (IVM) uygulanan oositlerden 6 
saat sonunda canlılığını koruyan ancak 1. mayoz bölünmesi-
ni tamamlayarak, polar cisimcik oluşumu gözlemlenmeyen, 
olgunlaşmasını tamamlamamış (canlı- olgunlaşmamış), 
1. mayoz bölünmeyi  tamamlayarak polar cisimcik atılımı 
görülen olgun (canlı - olgunlaşmış) ve ölü oosit oranlarını 
(%) gösteren grafikler. Farklı harfl er istatistiksel anlamlılığı 
ifade etmektedir (P < 0,001) (One way anova, Holm Sidak 
yöntemi). P1:0,1µM, P2:0,5µM P3:1µM P4:5µM Fosfatidili-
nositol 4,5- bifosfat (PIP2) içermektedir.

6 saatlik IVM süreci sonunda en yüksek olgunlaşma ora-
nının 0,1µM PIP2 uygulanan P1 grubunda olduğu görül-
müştür ve bu oran tüm diğer gruplar ile karşılaştırıldı-
ğında istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,001) (Tablo- 3). 
Canlılığını koruyamayan oositlerin oranının en yüksek 
olduğu grup ise 5µM PIP2 uygulanan P4 grubu olarak be-
lirlenmiş, canlı oositlerin oranlarının da bu grupta diğer 
gruplara göre anlamlı şekilde düşük olduğu görülmüştür 
(p<0,001) (Tablo-2 ve 4).

24 saatlik IVM sonucunda PIP2’nin farklı konsantras-
yonlarının oosit canlılığı ve olgunlaşma oranlarına etkisi 
IVM’in 24. saati sonunda da hiçbir grupta partenogenetik 
aktivasyona uğrayan oosite rastlanmamıştır. Invert mik-
roskop altında incelenen oositlerden (Şekil-2), canlılığı-
nı koruyan ancak olgunlaşmamış oosit oranları kontrol 
grubunda %12,82 (n=5), P1 grubunda %25,80 (n=8), P2 
grubunda %18,00 (n=9) ve P3 grubunda %18,18 (n=8) 
olarak belirlenmiş, P4 grubunda 24 saatlik IVM sonunda 
canlı oosit gözlemlenmemiştir. Kültür süreci sonunda can-
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lılığını koruyan ve olgunlaşmış oositler kontrol, P1 ve P2 
gruplarında gözlemlenmiş ve olgunlaşma oranları sırasıy-
la %2,56 (n=1), %9,67 (n=3) ve %2,00 (n=1) olmuştur. P3 
ve P4 gruplarında 24 saatlik IVM sürecinin sonunda da 
olgunlaşmış oosit gözlemlenmemiştir. En yüksek olgun-
laşma oranı 24 saatlik IVM sonucunda da P1 grubunda 
elde edilmiştir ve bu oran tüm diğer gruplar ile karşılaş-
tırıldığında istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,001) (Tab-
lo-6). Canlılığını koruyamayan oosit oranları ise kontrol 
grubunda %84,61 (n=33), P1 grubunda %64,51 (n=20), P2 
grubunda %80,00 (n=40), P3 grubunda %81,81 (n=36) ve 
P4 grubunda %100 (n=48)’dür (Şekil-4). Canlılığını ko-
ruyamayan oosit oranının P1 grubunda en az olduğu, P1 
grubundaki ölü oosit oranlarının kontrol, P3 ve P4 grupla-
rına göre istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük oldu-
ğu görülmüştür (p<0,001) (Tablo-7).

Şekil-4: In vitro maturasyon (IVM) uygulanan oositler-
den 24 saat sonunda canlılığını koruyan ancak 1. mayoz 
bölünmesini tamamlayarak, polar cisimcik oluşumu göz-
lemlenmeyen, olgunlaşmasını tamamlamamış (canlı- ol-
gunlaşmamış), 1. mayoz bölünmeyi tamamlayarak polar 
cisimcik atılımı görülen olgun (canlı - olgunlaşmış) ve ölü 
oosit oranlarını (%) gösteren grafikler. Farklı harfl er ista-
tistiksel anlamlılığı ifade etmektedir (P < 0,001) (One way 
anova, Holm Sidak yöntemi). P1:0,1µM, P2:0,5µM P3:1µM 
P4:5µM Fosfatidilinositol 4,5- bifosfat (PIP2) içermektedir.

TARTIŞMA
Kadınlara özgü üreme yaşlanması sorunları uzun süren 
oogenez sürecinden kaynaklanmaktadır: Primordial oo-
sitler fetal dönemde oluşurlar ancak ovulasyon sırasında 
döllenebilir oositlere olgunlaşırlar.26 YÜT uygulamaları 
kapsamında döllenme yeterliliği olan, olgun insan oositi 
elde edebilmek üzere uzun süreli oosit dondurma ve oo-
sit bağışı yöntemleri kullanılabilmektedir.27 Ancak hem 
oosit dondurma hem de oosit bağışının kendilerine ait 
teknik ve etik güçlükleri bulunmaktadır ve buna ek ola-
rak her iki yöntemin de uygulanmaları konusunda kısıtlı-
lıklar vardır. Bu nedenle GV aşamadaki oositlerin uygun 
gelişimsel yeterliliklerini ve potansiyellerini kaybetmeden 
IVM yöntemi ile MII aşamaya kadar olgunlaştırılabildiği 
kültür sistemlerinin geliştirilebilmesi oldukça önemlidir. 
Uygulanan IVM sistemi, oositin 1. mayoz bölünmeyi ger-
çekleştirmesine olanak sağlayan nuklear olgunlaşmasını 
ve sitoplazmik farklanmasını destekleme özelliğine sahip 
olmalıdır,28 böylece döllenme ve embriyonik gelişimin 
başarıyla gerçekleşmesi sağlanabilir. Oositlerde yaşa bağlı 
olarak gerçekleşen sitoplazmik bileşenlerdeki değişiklikler, 
oositin nuklear olgunlaşmasına engel oluşturabilmektedir.
Sığırda daha önce yapılan çalışmalarda, yaşlı sığırların fo-
likül sayılarının ve ovaryumların hormon yanıtının daha 
düşük olduğu belirlenmiştir.29 Yaşlı sığırlardan alınan oo-
sitlerde reaktif oksijen türleri (ROS) seviyelerinin yüksek 
olduğu ve mitokondriyal DNA (MtDNA) kopya sayısı ve 
gelişim yeteneğinin azaldığı görülmüştür.30,31 Mitokondri-
yal fonksiyon bozukluğunun genç sığır oositlerinde mito-
kondriyal biyogenezi aktive ettiği ancak yaşlı sığır oositle-
rinde bu esnekliğin kaybolduğu ortaya konmuştur.32 Yaşlı 
sığırlardan elde edilen oositlerin nuklear olgunlaşmayı ta-
mamlama ve döllenme yeteneğinin düşük olduğu belirlen-
miştir.33 Ayrıca genç ve yaşlı sığır oositlerindeki gen ifade 
farklılıklarının oksidatif fosforilasyon ve mitokondriyal 
fonksiyon bozukluğunu ile ilişkili olduğu gösterilmiştir.33 

Gerçekleştirilen bu çalışmada PIP2, yaşlı sığır oositlerine 
IVM sürecinde farklı dozlarda ve sürelerde uygulanmış 
ve özellikle 0,1µM konsantrasyonda uygulandığında oo-
sit olgunlaşma oranlarının daha yüksek konsantrasyonlar 
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içeren gruplara ve PIP2’nin uygulanmadığı kontrol grubu-
na göre daha fazla olduğu görülmüştür. Farklı hücrelerde 
hücresel asiditeyi artırarak, protein agregatlarını ortadan 
kaldırdığı bilinen PIP2’nin,20,21 mevcut çalışmadaki oosit 
olgunlaşmasını artırdığının belirlenmesi, bu molekülün 
oositlerde de sitoplazmik kompozisyon açısından benzer 
bir etki yarattığını düşündürmektedir. PIP2’nin belirli fos-
folipaz C izoformları tarafından katalize edilen hidrolizi 
sonucunda  diaçilgliserol (DAG) ve inositol-3 fosfat (IP3) 
oluşumu gerçekleşmektedir.34 Bu hidroliz ürünlerinden 
DAG doğrudan protein kinaz C (PKC) aktivasyonuna ne-
den olmaktadır.35 IP3 ise endoplazmik retikulum memb-
ranında yer alan Ca+2 kanallarının açılmasını sağlamakta 
ve Ca+2 artışı ile PKC aktivasyonunu gerçekleştirmekte-
dir.36 Dolayısıyla PIP2’nin varlığı DAG ve IP3 aracılığıyla 
PKC aktivasyonu ile ilişkilidir. PKC’nin aktivasyonunun 
ise sığır oosit maturasyonu sürecinde nuklear maturas-
yonu artırıcı yönde etki yaptığı daha önceki çalışmalarda 
belirlenmiştir.37 Fare ovaryumunda daha önce gerçekleş-
tirdiğimiz çalışmalarda belirli PKC izotiplerinin (PKCε) 
özellikle oositlerde yerleşim gösterdiği belirlenmiş,38 bu 
nedenle PKC’nin belirli izotiplerinin memeli oosit matu-
rasyonu üzerinde etkili olabileceği düşünülmüştür. Ayrıca 
fare ovaryum folikül kültürü modelinde, konvensiyonel 
PKC izotiplerinden PKCα ve PKCβI’in FSH ile indükle-
nen fare oosit maturasyonunun tamamlanmasında EGFR 
aktivasyonu gerçekleştirerek etkili olduğu belirlenmiştir.39 
Önceki yıllarda gerçekleştirdiğimiz sığır ovaryum folikül 
kültürü modelinde de PKC ile etkileşimi olduğu bilinen 
Akt ve mitojen ile aktive olan protein kinazların (MAPK) 
foliküler aktivasyon ile de ilişkili olabileceği belirlenmiş-
tir.40 Dolayısıyla, mevcut çalışmada PIP2’nin sığır oosit 
maturasyonu üzerindeki etkisinin, oosit maturasyonunda 
rol oynadığı düşünülen PKC sinyalinin ve ilişkili yolakla-
rın aktivasyonuna katkı sağlayarak gerçekleşmiş olabilece-
ği düşünülmektedir.

Oosit olgunlaşması sırasında mayoz bölünmenin devamlı-
lığı için gerekli olan siklin bağımlı kinaz-1(CDK1) – siklin 
B kompleksinin  olgunlaşmamış deniz yıldızı oositlerinde 

agregatlar halinde bulunduğu ve olgunlaşma sırasında bu 
kompleks aktif hale geldiği anda agregatın dağıldığı belir-
lenmiştir.41 Protein agregatlarının oluşumunun önlenmesi 
ve oluşan agregatların ortadan kaldırılarak oosit sitoplaz-
masının protein dengesinin korunmasının lizozomlara 
bağlı olduğu ve lizozomların asiditesinin korunmasının 
lizozomun bu dengeyi sağlama konusundaki etkinliğini 
artırdığı gösterilmiştir.17 Lizozomlarda, düşük pH seviye-
lerinde (pH  4.5–5.5) optimum aktivite gösteren proteazlar 
bulunur.18 Lizozomlardaki bu düşük pH düzeyi membra-
na bağlı proton pompaları ile sağlanmaktadır.42 Lizozom 
asiditesinin sağlanması için proton pompalarının aktive 
edilmesi gerekmektedir. Progesteron ile aktive edilen X. 
laevis oositlerinin çok sayıda asidik lizozoma sahip olduğu 
gösterilmiştir.17 Bu mekanizmanın memeli türlerinde de 
korunmuş olabileceği düşünülmektedir. Lizozom asiditesi, 
lizozom membranında yer alan V-ATPaz proton pompa-
larının aktivasyonu ile sağlanabilmektedir.21 ATP hidrolizi 
ile proton pompasında yer alan proteolipid c-halkasının 
dönmesi sonucu proton hareketi gerçekleşmekte ve H+ 
konsantrasyonu bu şekilde düzenlenmektedir.20 Mevcut 
çalışmada proton pompası aktivasyonu gerçekleştirdiği 
bilinen PIP2’nin oosit olgunlaşması üzerindeki olumlu 
etkisi, PIP2’nin oositlerde lizozomal aktivasyon aracılığı 
ile oositlerin protein dengesi üzerinde etkili olabileceğini 
göstermektedir. Yaşlı oositlerde özellikle artış gösterdiğini 
düşünülen protein agregatlarının43 ortadan kaldırılması 
için lizozomların asiditesinin proton pompası aktivatörle-
ri aracılığıyla yüksek düzeye ulaştırılması, bu oositlerdeki 
olgunlaşma oranının artırılması için önem taşımaktadır. 

IVM işleminin uygun sürelerde gerçekleşmesi oositin en 
uygun şekilde olgunlaşmasını etkilediği kadar, IVM ile 
elde edilen oositlerden gelişen embriyoların gelişim sü-
recine de etki etmektedir. Birinci polar cisimcik atılım 
oranı IVM’in daha erken saatlerinde gerçekleşirken, en 
iyi embriyo gelişiminin 18 saat süresince IVM uygulanan 
oositler ile gerçekleştiği belirlenmiştir.44 IVM’in uygun ol-
mayan sürelerde gerçekleştirilmesi anormal kromatin olu-
şumu, oosit yaşlanması ve gelişimsel yeterliliğinin ortadan 
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kalkmasına neden olabilmektedir.44 Memeli oositlerinin 
ovulasyon sonrası yaşlanmasının da hem in vivo hem in 
vitro koşullarda mayoz bölünmenin metafaz evresinde 
duraklamanın gerçekleşmemesine, anormal iğ gelişimi, 
kromozomların yanlış yerleşim göstermesine, organellerin 
bozulmasına ve gelişimsel yeterliliğin kaybolmasına neden 
olan diğer hücresel bozukluklara yol açtığı belirlenmiştir.45 
IVM süresinin kısaltılmasının, uzun süreler uygulanan 
IVM’e göre oositlerin gelişimsel yeterliliğini anlamlı dere-
cede artırdığı belirlenmiştir.46 Mevcut çalışmada 6 saat sü-
reli kısa IVM protokolünde 24 saat süreli uzun IVM proto-
kolüne göre oosit olgunlaşma oranları daha düşük olmakla 
birlikte, canlılığını koruyan oositlerin oranı çok daha yük-
sektir. Her iki koşulda da PIP2’nin düşük konsantrasyon-
larda oosit olgunlaşma oranlarını artırdığı görülmektedir.
In vitro yaşlanma sırasında lizozomların hücrede belir-
li bölümlere ayrılmasının oosit sağlığı açısından önemli 
olduğu ortaya konmuştur, ayrıca lizozom boyutlarının da 
ilerleyen kültür sürecinde arttığı belirlenmiştir.45 Bu çalış-
madan elde edilen verilere göre de uzun kültür sürecinde 
PIP2’nin özellikle 0,1 µM konsantrasyonda hem oosit can-
lılık hem de olgunlaşma oranlarını artırmış olmasının, bu 
aşamada oositin lizozomal aktivasyon ihtiyacını karşılaya-
bilmesinden kaynaklandığını düşündürmektedir.

Oositlerde nuklear olgunlaşması başarılı bir şekilde ger-
çekleşmiş olsa bile, gelişimsel yeterliliğin düşük düzeyde 
olması, oositin sitoplazmik olgunlaşmasının doğru şekilde 
gerçekleşmediğinin göstergesi olabilmektedir.46 Bu neden-
le, sitoplazmik olgunlaşmanın sağlıklı bir şekilde gerçekle-
şebilmesi için IVM sistemine çeşitli antioksidanlar ve geli-
şim faktörleri eklenebilmektedir.47 IVM medyumuna PIP2 
uygulaması yapılan bu çalışmada, PIP2’nin oositin protein 
dengesine etki ederek sitoplazmik olgunlaşmayı olumlu 
yönde etkilendiği ve buna bağlı olarak nuklear olgunlaşma 
oranlarında artış görülebildiği düşünülmektedir.
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