
Yardýmcý Üreme Teknikleri(YÜT)'nde fertili-
zasyon, inseminasyondan 18-20 saat sonra 2 pro-
nükleusun (2PN) görülmesi olarak tanýmlanmak-
tadýr (1,2). Fertilizasyonun olmayýþý cins hücrele-
rinden birinde reseptör yokluðundan dolayý spermi-
umun zonaya baðlanamamasýndan kaynaklanabilir.

Baðlandýktan sonra ise zonadaki glikozaminogli-
kanlarýn yapýsýndaki bozukluklar nedeniyle zonayý
geçememesine baðlý olabilir. Zonayý geçen spermi-
um yapý bozukluklarýndan dolayý oosit zarýný geçe-
meyebilir, hatta zarý geçse bile kromatin yapýsýnda-
ki bozukluk ya da temasý (dekondensasyonu) in-
dükleyen oosit faktörlerinin olmayýþý nedenleriyle
2PN oluþamayabilir.

YÜT'de fertilizasyonun olmamasý, belli bir
sürede 2PN görülememesi ile saptanýr, ancak ferti-
lizasyon mekanizmasýnýn hangi basamaðýndaki
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Özet
Ýn-vitro fertilizasyon (IVF)'da baþarýsýzlýk oranýnýn

büyük bir kýsmýný oosit immaturitesi oluþturmaktadýr. Bunlarýn
in-vitro matürasyon (IVM) sürecinden geçmeleri gerekmekte-
dir. Çalýþmada maturasyon, fertilizasyon ve bölünebilme iliþ-
kisi irdelenerek, oositlerin in-vitro maturasyon ve fertilizasyon
yeteneklerinin belirlenmesi amaçlandý.

GATA IVF merkezine farklý zamanlarda baþvuran 32 has-
tadan follikül aspirasyonu yapýlarak toplanan 150 immatür
(PI), 176 intermediate (MI), 435 matür (MII) olmak üzere
toplam 761 insan oositi incelendi. 6 saatlik inkübasyon süresi
sonunda insemine edilen matür oositlerde fertlizasyon oraný
%92 iken, IVM için 6-48 saat süreyle inkübe edilen immatür
oositler grubunda bu oran, profaz I (PI) olanlarda %48,
metafaz I(MI)'lerde %74 olarak bulundu. Fertilize olan oosit-
lerin bölünebilme oranlarý ise, olgun oositlerde (MII) %84
iken, PI oositlerde %34 MI oositlerde %62.5 olarak gözlendi.
Sonuç olarak, matürasyon ilerledikçe fertilizasyon yeteneði
artmaktadýr. MII evresindeki oositler, fertilizasyon yeteneði en
yüksek oositlerdir. 

Anahtar Kelimeler: Oosit, Ýn-vitro maturasyon,
Fertilizasyon
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Summary
The big part of the unsuccessful rate at IVF is composed

of oocyt immaturity. These must pass through IVM phase. In
this study, it is aimed to explain the abilities of in-vitro matu-
ration, fertilization and cleavage of oocytes by discussing the
relationship between them.

Total 761 oocytes (150 immature, 176 intermediate, 435
mature) picked up by performing follicle aspiration from the
32 patients who applied to GATA IVF center in different peri-
ods were inspected. While the fertilization rate is 92% on in-
seminated mature oocytes at the end of a six hour incubation
period, for IVM on the immature oocytes groups incubated 6-
48 hours, this rate was found 48% on prophase I (PI), 74% on
metaphase I (MI). The rate of cleavage of fertilized oocytes
was found 84% on mature oocytes (MII), while it was seen
34% on PI oocytes and 62.5% on MI oocytes.

As a result, the more maturation proceeds the more fer-
tilization ability increases. Oocytes on MII phase are the ones,
which have the most fertilization ability.

Key Words: Oocyt, In-vitro maturation,
Fertilization
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bozukluktan kaynaklandýðýný anlamak güçtür (3).
IVF'deki fertilizasyon baþarýsýzlýklarýndan bir kýs-
mý da spermium faktörüne baðlýdýr. Oligozoosper-
mia, astenozoospermia, teratozoospermia ya da
bunlarýn birarada bulunmasý fertilizasyon oranýný
düþürür. Sadece akrozom reaktif spermiumlar oosit
ile füzyon olabilir ve erkek pronükleusu oluþtura-
bilirler.

Fertilizasyonda spermium kalitesinin yanýsýra
oosit kalitesi ve olgunluðu da önem taþýr (4,5).
YÜT'de indüksiyonun arkasýndan genellikle çapý
16 mm.'den büyük olan folliküllerden ovulasyon
öncesi (preovulatuar) oositler aspire edilmektedir.
Bunlardan fertilizasyon yeteneði yüksek olanlar
1.kutup hücresinin görülebildiði matür metafaz II
(MII) oositlerdir. Toplanan oositlerden immatür ve
intermediate olanlarýn döllenebilme yeteneðinin ol-
mayýþý fertilizasyon oranýnýn düþük olmasýna neden
olmaktadýr. Bunlarýn in-vitro matürasyon (IVM)
sürecinden geçmeleri gerekmektedir.

Matürasyonunu in-vitro olarak tamamlayan
germinal vezikül (GV) evresindeki profaz I (PI) ve
metafaz I (MI-intermediate) oositlerin döl-
lenebildiði rapor edilmiþtir (6-10). Oositin in-vitro
maturasyonu konusunda baþdöndürücü çalýþmalar
yapýlmaktadýr. Son yýllarda hayvanlarda, in-vitro
olarak RNA gen transferi ile oosit aktive edilerek,
IVM'nu saðlanmaya çalýþýlmaktadýr (11). Bu çalýþ-
mada maturasyon ve fertilizasyon ve bölünebilme
iliþkisi irdelenerek, matür ve immatür oositlerin, in-
vitro maturasyon ve fertilizasyon yeteneklerinin
belirlenmesi ve bölünenlerin embriyo kalitelerinin
incelenmesi amaçlandý.

Gereç ve Yöntem
GATA IVF merkezine farklý zamanlarda

baþvuran 32 hastadan follikül aspirasyonu
yapýlarak toplanan 150 immatür (PI), 176 interme-
diate (MI), 435 matür (MII) olmak üzere toplam
761 insan oositi incelendi.

Ayrýþtýrýlan oositler inkübatöre (Salvis-Bio-
center 2001) kaldýrýldý. Ýnkübatör, sabit olarak, ýsýyý
37°C, nemi %90 ve karbondioksit konsantras-
yonunu %5 düzeyinde olacak þekilde düzenlendi.
pH'nýn 7.4 ve osmolaritenin 280-284 mOsmol ol-
masýna özen gösterildi ve çalýþmanýn ayrý basamak-
larýnda, pHmetre (PHU-92) ve Osmometre
(Knauer) ile kontrol edildi.

Ham's F-10 tozu hazýr alýnarak kendi laboratu-
var þartlarýmýzda besiyeri hazýrlandý. Buna %10-15
maternal serum ya da fötal kordon serumu 56°C da
filtre edilip eklendi. 500 ml içine 0.03mg penisillin
G (Sigma-ABD), 0.025 mg streptomisin (Sigma
ABD) katýldý.

Toplanan oositler, oosit maturasyon indeksin-
deki parametreler kullanýlarak sýnýflandýrýldý. Oosit
çevresindeki kumulus-korona hücre kompleksi
(OKK)�nin histolojik yapýsý, GV'ün parçalanýp
parçalanmadýðý ve birinci kutup hücresinin atýlýp
atýlmadýðýna bakýlarak olgunluk derecelerine göre
ayrýldý. 4-6 saat inkübasyondan sonra, eþlerinin
swim-up yöntemi uygulanmýþ spermiumlarý ile in-
semine edildi.

Mikroenjeksiyonu planlanan hastalardan alý-
nan oositlerin olgun olanlarý, iki saatlik
preinkübasyondan sonra, sitoplazmalarýný görün-
tülemek ve çekirdek statülerini saptayabilmek için,
bir dakika süreyle hyalüronidaz (Hyase-10x-
Scandinavian IVF Science AB) enzimiyle muamele
edildi. Bu yolla kimyasal temizliðin ardýndan,
alevde inceltilmiþ Pasteur pipetleri yardýmýyla ku-
mulus ve korona hücreleri mekanik olarak uzak-
laþtýrýlýp denudasyon saðlandý. Böylece sitoplazmik
olgunlaþma daha net deðerlendirildi. Oositlerin
IVM, fertilizasyon ve bölünme periyodundaki
kaliteleri Sony Color Video Printer-Thermal
Kamera kullanýlarak görüntülendi.

Bulgular
IVM'nu saðlanmaya çalýþýlan, 150 immatür

(PI) ve 176 intermadiate (MI) oositin 435 matür
(MII) oosite kýyasla, döllenebilirlik açýsýndan bir
karþýlaþtýrmasý Tablo 1'de görülmektedir.

Tablodan da görüleceði üzere, 6 saatlik
inkübasyon süresi sonunda insemine edilen olgun
(MII) oositlerde fertilizasyon oraný %92 iken, IVM
için 6-48 saat süreyle inkübe edilen olgun olmayan
oositler grubunda, bu oran, PI olanlarda %48,
MI'lerde %74.4 idi (t=9.96; p<0.001).

Fertilize olan oositlerin bölünebilme oranlarý
ise, olgun oositlerde %84 iken, Profaz I oositlerde
%34 Metafaz I oositlerde %62.5 olarak gözlendi.
Olgun olmayan oositlerde, poliploidi oraný nisbeten
daha yüksek bulundu (t=10.55; p<0.001).
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MI oositlerin fertilizasyon ve bölünebilme
(yarýklanma=cleavage) oranlarýnýn da göreceli

olarak PI oositlerden yüksek olduðu görüldü. PI
oositlerin %62�si, MI oositlerin %86�sý, IVM'nu

Þekil 1. (a) PI oositi gösteren mikrograf. GV seçilmektedir. (b)MII oosit. Ayný oositin 28 saat sonraki olgun hali. 1. kutup hücresi
atýlmýþtýr. (c) Ayný oositin pick-up�tan 36, inseminasyondan 16 saat sonraki TII statüsü. Ýkinci kutup hücresi atýlmýþtýr. (d) Ayný
oositin pick up�tan 39, inseminasyondan ise 22 saat sonraki, fertilize olduðunu gösteren mikrofotograf. Ýki pronükleus seçilmekte-
dir. (e) Ayný oositten geliþen iki blastomerli orta kalite (Grade III) embriyonun mikrofotograf. (f) Ayný oositten geliþen dört blas-
tomerli kötü kalite (Grade IV) embriyonun mikrofotograf.
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tamamladý (t=5.059; p<0.01). Geliþen embriyo
kaliteleri açýsýndan skorlandýðýnda, PI ve MI oosit-

lerin IVM'ndan sonra geliþen embriyolarýn genelde
yeterli kaliteye ulaþamadýðý gözlendi. Olgun
oositlerden (MII) geliþen embriyolarýn skorlarý ise
daha yüksek bulundu (Þekil 1,2). Ýmmatür
oositlerde poliploidi oraný da daha yüksekti (Tablo
1, Þekil 3).

Tartýþma ve Sonuç
Matürasyon ilerledikçe fertilizasyon yeteneði

artmaktadýr (7). MII evresindeki oositler fertili-
zasyon yeteneði en yüksek olanlardýr (6,12,13).
Mayotik statünün MII'de olmasý ve spermiumun
zona pellusida (ZP) ile oosit zarý engelini geçerek
sitoplazma içine girmesi de döllenme için her za-
man yeterli deðildir (14-16).

YÜT'de toplanan PI ve MI oositlerin döl-
lenebilme yeteneði bulunmamaktadýr (6,10,17).
Dolayýsýyla oosit immatüritesi IVF'de baþarýsýzlýk
oranýnýn büyük bir kýsmýný oluþturmaktadýr (7,9).
Bununla birlikte, matürasyonlarýný in-vitro olarak
tamamlayan PI ve MI oositlerin döllenebildiði bil-
dirilmiþtir (10,18). Çalýþmamýz bu görüþü destekle-
mektedir.

Mandebaum ve arkadaþlarý(19) anfertilize
oositlerde 42 saat sonunda yaptýklarý sitogenetik
analizlerde, %26 oranýnda kromozom anomalisine
rastlamýþlardýr (%38'i >35 yaþ, %24'ü genç).
YÜT'lerinde, en sýk rastlanan fertilizasyon anoma-

Þekil 2. (a) MII oositin döllenmesi ile geliþen iyi kalite em-
briyo örneði. 2 blastomerli aþama. B: Blastomer, Ç: Blastomer
çekirdeði, ZP: Zona pellusida, PVA: Perivitellin aralýk (b) Iþýk
mikroskobunda 5 blastomerli embriyo görüntüsü (c) Faz kon-
trast mikroskobunda 4 blastomerli embriyonun görüntüsü.

Þekil 3. (a) MII oositin döllenmesi ile geliþen normal fertili-
zasyon (2PN). (b-c) PI oositlerin IVM'dan sonra insemine
edilmeleri sonucu geliþen anormal fertilizasyon örnekleri
(3PN-poliploidi).
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lilerini triploidi ve prematür spermium kromozom
kondensasyonu (PCC) olarak bildirmiþlerdir
(20,21). Çalýþmamýzda, biz de fertilizasyon anoma-
lisi olarak PI oositlerde %7.3, MI oositlerde %6.8
ve MII oositlerde ise %5.5 oranýnda poliploidiye
rastladýk.

Matürasyon, fertilizasyon ve bölünebilme iliþ-
kisini irdelediðimiz çalýþmamýzda, YÜT'lerde döl-
lenememenin olasý nedenleri arasýnda; mayotik
irregülarite (immatürite, nükleer defektler, sito-
plazmik faktörler, kortikal granül reaksiyonunun
olmayýþý, GV'ün yýkýlamamasý, 1. kutup hücresinin
atýlamayýþý gibi), kromozom anomalileri (diploidi,
triploidi, 2. kutup hücresinin atýlamamasý gibi) ile,
sperm ve oositteki aktivasyon kaybýnýn olabileceði-
ni deðerlendirmekteyiz.

Blerkom ve arkadaþlarý stimülasyonla toplanan
oositlerin, sitoplazmasýnda agranüler endoplazmik
retikulum (AER) artýþýnýn gecikebileceðini ve
dolayýsýyla sitoplazmik matürasyon ile çekirdek
matürasyonu arasýndaki eþzamanlýlýðý ortadan
kaldýrabileceðini bildirmiþlerdir (22,23). Çalýþ-
mamýzda 1. kutup hücresini atmýþ olsa bile MII
oositlerin bir kýsmýnýn döllenememesinin nedeninin
bu eþzamansýzlýktan kaynaklandýðý kanýsýndayýz.

Fukui ve arkadaþlarýnýn (24) %26-40 olarak
bildirdiði IVM oraný, çalýþmamýzda PI oositler için
%62, MI oositler için %86 olarak bulunmuþtur
(t=5.059; p<0.01). L. Veeck ve arkadaþlarýnýn (25)
IVM'nu saðlanmýþ oositlerde %82 olarak bildirdiði
fertilize olan oosit oraný da çalýþmamýzda, PI
oositler için %48, MI oositler için %74.4 olarak bu-
lunmuþtur (Tablo 1).

MII oositlerde ise fertilizasyon oraný %92 bu-
lunmuþtur. Ancak, bunlarýn fertilizasyondan sonra
bölünebilme ve transfer edilebilme oranlarý, PI
oositlerde %34, MI oositlerde %62.5'da kalmýþtýr.
MII oositlerde bu oranýn %84 olmasý, IVM ile
matür hale getirilen oositlerden embriyon elde etme
potansiyelinin daha düþük olduðunun kanýtýdýr.
IVM'larý saðlanan immatür oositlerin fertilize ol-
malarý (2PN), bölünebilmeleri ve transfer
edilebilmelerinin saðlanmasý, YÜT'lerin baþarýsýný
arttýracaktýr. IVM sürecinden sonra fertilize olup
embriyo geliþebilmekle birlikte bunlarýn kalitesinin
arttýrýlmasýna yönelik çalýþmalara gereksinim
duyulmaktadýr.
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