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Farkli buyukluklerdeki sigir oositlerinin maturasyonu
uzerine insulin benzeri buyume faktoru- 1’in (IGF-1)
etkisi*

Oz: Bu ¢alismanm amaci farkli biiyiikliikler-
deki oositlerin maturasyonu iizerine insiilin ben-
zeri blytime faktorii-1’in etkisinin aragtirilmasidir.
Calismada 360 adet A kalite oosit kullanilmistir.
Caligma materyali; Grup I uygulama (%50 ng/
ml IGF-1), Grup II kontrol grubu olmak tiizere 2
gruba ayrilmis ve her grup oosit ¢aplarma gore 3
alt gruba ayrilmistir. Grup I’de TCM-199 vasatina
50ng/ml IGF-1 eklemis, kontrol grubuna ek fakor
eklenmemistir. Oosit ¢ap1 gozetmeksizin Grup
I’de 973,33, kontrol grubunda %63,33 maturas-
yon oranlar1 elde edilmis ve gruplar arasindaki
fark 6nemli bulunmustur (p0,001) oosit ¢aplarina
gOre gruplar arasinda, grup ve alt gruplar arasinda
maturasyon yiizde oranlarinda bir artig saptanmis
ise de fark istatistiksel agidan 6nemsiz bulunmus-
tur. Caligma sonunda maturasyon vasatina eklenen
IGF-1’in maturasyon oranini arttirdigi kanisina
varilmistir.

Anahtar kelimeler: 1GF-1, maturasyon, oosit,
s1g1r

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 11
(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 11, 63,33%. The difference betwe-

* Ayni adli doktora tez ¢alismasindan ozetlenmistir.

Duygu Burcu TOPUZOGLU**

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.

Key Words: 1GF-1, maturation, oocyte, bovine
Giris
Son yillarda ciftlik hayvanlarinda oositlerin in
vitro maturasyonu ve fertilizasyonu tizerine yogun
arastirmalar yapilmaktadir. Bu ¢alismalar sonu-
cunda ¢ok dnemli agsamalar saglanmis ve oositler
in vivo veya in vitro ortamda kiiltiire edildikten
sonra elde edilen embriyolarin tasiyici hayvanla-
ra nakledilmesiyle gebelik oranlarindaki artiglarin

goriilmesiyle yontemlerin basarisi ispatlanmistir
(19,21).

Ciftlik hayvanlarinda oositlerin in vitro or-
tamda gelisimlerinin iyi olabilmesi i¢in iyi kalite-
li oositlerin se¢ciminde follikiil biyiikliigii, atrezi
asamasi, follikiiler sividaki progesteron seviyesi
gibi bir ¢ok kriter bulunmaktadir. Bununla bera-
ber yapilan c¢alismalar kumulus oosit komplek-
sinin morfolojisinin, corona radiata hiicrelerinin
morfolojisinin ve follikiil biiyilikliigiiniin de oosit
gelisimi ile ilgili oldugunu gostermistir. Oosit bii-
ylmesi sirasinda RNA sentezinin bu asamada yo-
gun olmasindan dolayi, oositin biiyiikliigii, oosit
biliylimesi i¢in bir indikator oldugu belirtilmistir
(4,11,13) . Oosit ¢ap1 ve in vitro maturasyon sira-
sinda oositin mayoz boliinmeye gitmesi ve bunu
sonlandirmasi arasindaki iligki insan, sigir, man-
da, domuz ve kopek gibi birgok canli tiiriinde or-
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taya konmustur. Sigirlarda periferal follikiillerden
elde edilen oositler, cap1 ne olursa olsun benzer
mayotik yetenek gosterirken, kortikal follikiiller-
den elde edilen oositler biiyiikliikleriyle iliskili bir
yetenek gostermislerdir. Buna gore, daha kiiglik
oositler, mayotik maturasyon i¢in anormal bir yol
izleme egilimi ve buna bagl olarak maturasyon
siirecinde bozukluk gostermislerdir. Sigirlarda, in
vitro maturasyon ve in vitro fertilizasyon sirasinda
follikiil biiyiikliigiiniin oosit performansi ve oosit
ve follikiil blyiikliigii arasindaki iliski daha 6nce
de ortaya konmustur. Domuzlarda, hem follkiil
hem de oosit ¢ap1 oositlerdeki niikleer maturasyon
derecesi ile iliskilidir (22).

Yapilan galismalarda, memelilerde follikiiloge-
nezis lizerine IGF-1’in rolii genis bir sekilde aras-
tirtlmig (15,18) ve yapilan arastirmalar IGF-1’in
sigirlarda oosit maturasyonu, erken embriyonik
gelisim ve gebelik oranlar1 tizerine etkisi oldugunu
gostermektedir (16).

Bu caligmanm amaci1 farkli biiytikliiklerdeki
oositlerin maturasyonu iizerine insiilin benzeri bii-
yiime faktori—1 (IGF-1)’in etkisini arastirmaktir.

Gere¢ ve Yontem
Ovaryumlarin toplanmasi

Calismada kullanilan oositlerin  toplandig
ovaryumlar Ankara ili, Cubuk belediye mezbaha-
sinda kesilen inek ve diivelerden elde edildi. Kar-
kaslardan alinan ovaryumlar ¢evre dokularindan
uzaklagtirildi. Tagima vasati olarak 35°C’ye ayar-
lanmis termos ile antibiyotik—antimikotik soliisyon
katkili 9%0,9’Iuk NaCl kullanildi. Ovaryumlarin
karkastan alinip, oositlerin maturasyon vasatina
konulmasina kadar olan siirenin 4 saati gegmeme-

0.087 mm

.
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sine 6zen gosterildi. In vitro fertilizasyon labora-
tuvarina getirilen ovaryumlar, kandan ve tasima
vasatindan uzaklagtirilmak amaciyla 30°C’deki
%0,9°luk NacCl ile yikanip, i¢inde %0,9’Iuk NaCl
bulunan behere alindi.

QOosit aspirasyonu ve oositlerin secimi

Aspirasyon iglemi 18 G’luk kaniiller takilmis 5
ml’lik contasiz plastik tek kullanimlik enjektorler-
le gerceklestirildi. Aspirasyon i¢in 2—8 mm ¢apin-
daki follikiiller tercih edildi. Elde edilen follikiil
stvilart 15 ml’lik santrifiyj tiiplerinde biriktirildi.
Oositlerin ¢okmesi igin tiipler 38,5°C ayarlan-
mis etiivde 10 dakika siire ile bekletildi. Bu siire
sonunda Ustteki siipernatant atilarak iizerine bir
miktar daha 6nceden hazirlanan oosit arama vasati
(%1 fotal buzagi serumu (FCS) i¢eren laktatli rin-
ger soliisyonu) eklenerek oositlerin ¢okmesi igin
10 dakika daha beklendi.

Etlivden ¢ikarilan tiip, iizerindeki siipernatant
tekrar uzaklastirilarak, tliptin kalan kismina arama
vasat1 eklenip karistirillarak, igerik daha 6nceden
hazirlanmis olan 90 mm’lik petriye aktarildi. Zu-
elke ve Brackett’nin (1993) (25) tarif ettigi sekilde
secgilen oositler, iginde arama vasati bulunan 60
mm’lik petriye aktartildi. Daha sonra i¢inde ma-
turasyon vasati (TCM-199+%35 FCS) bulunan 35
mm’lik 3 ayn petride yikanan oositler Lucas ve
ark. (2002)’nin (13) tarif ettigi sekilde, Leica App-
lication Suite 2.8.1. programi kullanilarak zona
kalinligin1 da dahil edilerek, caplarina gore ayrildi
(<110 m, 110-150 m, >150 m), her 100 pl’sinde
20 oosit olacak sekilde hazirlanan, gruplarina gore
biliyiime faktori eklendi (IGF-1 50 ng/ml). Diger
grup ise sadece TCM-199 ile kontrol grubu olarak
birakildi.

0.191 mm

Sekil 1: Oosit ¢ap1 6lgiimleri
Figure 1: Oocyte diameter measurements
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Tablo 1: Gruplar
Table 1: Groups
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Grup n Oosit capr (um) Uygulama
60 <110
Grup I 60 110-150 TCM-199 + IGF-1(50ng/ml)
(IGF-1) 60 >150
60 <110
Grup II 60 110-150 TCM-199
(TCM-199) 4o >150

Ekilibrasyon ve Kiiltiir Sartlar

Tiim gruplarda kullanilan vasatlar, oositler maturasyona basglamadan 1 giin 6nce veya en az 12 saat
once %5 CO2’ 1i 38,5°C’ de ve maksimum nem ortaminda ekilibrasyona birakildu.

Maturasyon Kriterlerinin degerlendirilmesi

Sekil 2: Maturasyon dncesi ve sonrasi oositler
Figure 2: Oocytes before and after maturation

Maturasyon siiresinin tamamlanmasinin ardin-
dan oositlerin kumulus ekspansiyonlar1 kaydedil-
mistir. Maturasyon oraninin belirlenmesi i¢in ku-
mulus ekspansiyonu goriilen oositler pipetasyon
islemi ile kumulus hiicrelerinden tamamen ayril-
mis ve stereo mikroskop altinda 1.kutup hiicresi-
nin atilimi agisindan incelenmistir. 1.kutup hiicresi
atan oositler matur olarak degerlendirilip bu oosit-
lerin tiimiine in vitro fertilizasyon uygulanmustir.

istatistiksel analiz

Verilerin, gruplar arasi oosit ¢aplarina ve kulla-
nilan biiyiime faktorlerine gére maturasyon oran-
lar1 grup i¢i ve gruplar aras1 farkliligin istatistiksel
degerlendirilmesinde Statistic Packet of Social
Science (SPSS) 14 Paket Programi kullanilarak

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

Caligma siiresince 2-8 mm biiyiikliigiindeki
follikiillerin aspirasyonu sonucunda elde edilen A
kalitedeki 360 adet oosit kullanilmistir,

IGF-1 ilave edilmis ve kontrol grubunun oosit
cap1 gdzetmeksizin maturasyona etkisi

Oosit ¢apr gozetmeksizin farkli ¢alisma grup-
larindaki oositlerin ortalama maturasyon oranlari
Tablo 2’de belirtilmistir. Inkubasyon sonras1 grup-
lar arasinda sekillenen maturasyon oranlart Grup
I’de ve Grup II’de sirasiyla %73,33 ve %63,33
olarak belirlenmis ve gruplar arasi farkin dnemli
oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 2: IGF-1 ilave edilmis ve kontrol grubunun oosit ¢ap1 gézetmeksizin maturasyona etkisi
Table 2: IGF-1 added and control group maturation rates excluding oocyte diameter

Mature olan oosit sayisi
Grup . n _ %

Matur Immatur
Grup I (IGF-1) 180 132 48 73,33
Grup 11 (TCM-199) 180 114 60 63,33°
p<0,001
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Sekil 3: IGF-1 ilave edilmis ve kontrol grubunun oosit ¢ap1 gézetmeksizin maturasyona etkisi
Figure 3: IGF-1 added and control group maturation rates excluding oocyte diameter

IGF-1 ve kontrol grubunun farkl oosit cap-
laria gore maturasyona etkisi

Grup I’de IGF-1 ilave edilen maturasyon vasat-
larinda farkli oosit ¢aplarina gore sekillenen matu-
rasyon oranlar1 Tablo 3’te belirtilmistir. Buna gore
sirastyla maturasyon oranlari ¢apt 110 pm’ den
kiiciik oositlerde %66,66, 110-150 um olan oosit-
lerde % 75,0 ve 150 pm’ den biiyiik olan oositler-
de % 78,33 olarak belirlenmistir. Oosit ¢aplarina
gore IGF-1" in maturasyon oranlar {izerine etkisi
istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir (p>0,05)

Kontrol grubunda TCM-199 kullanilarak ma-
turasyona birakilan oositlerin maturasyon oranla-

Tablo 3: Oosit ¢aplarina gére maturasyon oranlari
Table 3: Maturation rates including oocyte diameters

11 verilmistir (Tablo 3). Maturasyon oranlar1 ¢api
110 um’ den kiigtik oositlerde % 51.66, 110-150
um arasinda ¢apa sahip oositlerde % 68.33 ve 150
pum’ den biiyiik capli oositlerde % 70,0 olarak be-
lirlenirken, bu oranlarin gruplar arasi istatistiksel
farki ¢ap1 110-150 pm ve 150 um’ den biiyiik oo-
sitlerde 110 um’ den kiiciik olanlar ile karsilastiril-
diginda 6nemli bulunmustur (p<0,06).

Grup I ile kontrol gruplarinin, alt gruplarini
kendi aralarinda istatistiksel karsilastirilmasi ya-
pildiginda yilizde oranlari olarak farklilik goziik-
se bile istatistiksel olarak bir fark bulunmamastir.
(p>0,05).

Grup . n . Oosit cap1 (nm) Mature ola'n oosit
Matur Immatur %
Grup I (IGF-1) 60 <110 40 20 66,66
60 110-150 45 15 75,0
60 >150 47 13 78,33
Grup II (Kontrol) 60 <110 31 29 51,66
60 110-150 41 19 68,33
60 >150 42 18 70,0
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Sekil 4: IGF-1 eklenmis grupta oosit ¢aplar

ma gore maturasyon oranlari

Figure 4: Maturation rates in IGF-1 added group according to oocyte diameters
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Sekil 5: Kontrol grubunda oosit ¢aplarina gére maturasyon oranlari
Figure 5: Maturation rates in control group according to oocyte diameter

Tartisma ve Sonug¢

Sunulan ¢aligmada toplanan ovaryumlarin sak-
lanmasi ve transportu amaci ile 350C 1s1da, izoto-
nik sodyum kloriir kullanilmig ve her bir mililit-
reye bir mikrolitre dozunda penisilin streptomisin
kombinasyonu antibiyotik ilave edilmistir. Kul-
lanilan transport medyumdan kaynaklanan toksi-
kasyon ya da oositlerde morfolojik bozulmalara
rastlanmamistir. Ovaryumlarin elde edilmesinden
laboratuara kadar taginmasi arasindaki gecen 4-6
saatlik siire dnceden 25-30 °C’ye ayarlanmis izo-
tonik sodyum kloriir ve antibiyotik ilavelerinin bu
amagla giivenle kullanilabilirligi kanitlanmistir.

Evcil memelilerde oositlerin in vitro maturas-
yonu amacit ile ¢esitli katki maddeleri ve hormonlar
kullanilmaktadir (2,8,10,17). Maturasyon vasatla-
1 basit ve komplike olarak ikiye ayrilmaktadir.

Basit vasatlar genellikle sodyum bikarbonat veya
HEPES soliisyonu ile tamponlanan ve ultrasaf su
icinde ¢ozdiiliiren kimyasallardir. Bu calismada
maturasyon amaci ile HEPES tamponlu doku kiil-
tiiri—199 (TCM-199) vasatina %5 oraninda ilave
edilen fotal buzagir serumu katkili vasat kullanil-
mustir. Sunulan calismada kullanilan TCM-199
kiiltiir vasatinin maturasyon amaci ile giivenle kul-
lanilabilirligi bir kez daha kanitlanmaistir.

IGF-I, memelilerde oosit maturasyonunu uya-
ran ve embriyo gelisimini saglayan bir faktordiir.
IGF-I” in embriyo gelisimi sirasinda preimplantas-
yon yetenegini arttirmasi IGF-I reseptdrlerine yiik-
sek egilimle ger¢eklesmektedir. IGF-I’in kiiltiir
medyumlarina eklenmesinin, insan, fare ve tavsan
embriyolarinda hiicre proliferasyonunu arttirmasi
ve apoptozisi diisiirerek preimplantasyon sansini
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arttirmasi gibi yararlar oldugu belirtilmistir (14).
Wang ve ark., (2009) (24) yaptiklar1 ¢alismada,
maturasyon vasatina 50 ng/ml IGF-1 eklemisler
ve maturasyon oranlarini kontrol grubu ve IGF-1
eklenmis gruplarda sirasiyla %51.2 ve %56,5 ola-
rak bildirmiglerdir. Stefanello ve ark. (2006) (23),
IGF-1 eklenen vasatlarda maturasyon oranlarini,
% 80,6 olarak bildirmiglerdir. Demeestere ve ark
(2004)(5) IGF-1’ in degisik dozlarimi kullanarak
(10 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml) oosit maturasyo-
nu tizerine etkilerini arastirmisglar ve 50 ng/ml do-
zunda IGF-1 kullanilan grupta diger gruplara gore
daha yiiksek (%64,6) maturasyon oranlar1 tespit
etmislerdir. Dhali ve ark. (2000) (6) yaptiklar1 bir
caligmada ¢ap1 3 mm’ den biiyiik sigir ovaryumu
follikiillerinden kazandiklar1 oositleri in vitro ola-
rak kiiltiire etmigler ve IGF-1 kullanilan grupta 2-4
hiicreli embriyo bdliinme oranlarii % 66,4, blas-
tosist oranlarini ise % 21,1 olarak bildirmislerdir.
Block ve ark. (2008) (3) ise IGF-1 kullandiklar
grupta kontrol grubuna oranla daha diisiik erken
boliinme oranlarini (%81,9) ancak blastosist geli-
siminde ise IGF-1’in daha etkili oldugunu bildir-
mislerdir (%29,4). Sunulan bu ¢aligmada IGF-1’in
kullanildig1 grupta oosit ¢cap1 gozetmeksizin diger
arastirmacilarla karsilastirildiginda %73,33 olarak
tespit edilmis ve kontrol grubuyla karsilastirildi-
ginda istatistiksel olarak dnemsiz bulunmustur.

Degisik tiirler lizerinde yapilan bir¢ok calisma
oosit ¢cap1 ile oositin gelisim yetenegi ve embri-
yo olusumu arasinda dogrudan bir iliski oldugunu
gostermektedir (1, 7, 9, 12, 19, 22, 20).

Hyttel ve arkadaslar1 (1997) (9), 110 um c¢apin-
daki s181r oositlerinin maturasyon oranlarinin, 110
um ve daha biiytik captaki oositlere gore (%60)
daha diisiik oldugunu bildirmektedirler. Bu calis-
mada da, bliytime faktorii ilave edilen vasatlardaki
maturasyon oranlarinin oosit ¢api biiyiidiik¢e artti-
g1 saptanmis ancak bu oranlari kontrol grubunda
da ayn1 oranda artis géstermesine karsilik alt grup-
lar arasi istatistiksel degerlendirmelerde bu artis
Onemsiz bulunmustur.

Calisma sonucunda maturasyon vasatina ek-
lenen IGF-1’in oosit ¢ap1 gozetmeksizin ve oosit
cap1 arttikga maturasyon yiizde oranlarmi da art-
tirdig1 kanisina varilmistir.
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