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Ozet

In-vitro fertilizasyon (IVF)'da basarisizlik oranimin
biiyiik bir kismini oosit immaturitesi olusturmaktadir. Bunlarin
in-vitro matiirasyon (IVM) siirecinden gegmeleri gerekmekte-
dir. Caligmada maturasyon, fertilizasyon ve boliinebilme ilis-
kisi irdelenerek, oositlerin in-vitro maturasyon ve fertilizasyon
yeteneklerinin belirlenmesi amaglandi.

GATA IVF merkezine farkli zamanlarda bagvuran 32 has-
tadan follikiil aspirasyonu yapilarak toplanan 150 immatiir
(PI), 176 intermediate (MI), 435 matiir (MII) olmak iizere
toplam 761 insan oositi incelendi. 6 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda insemine edilen matiir oositlerde fertlizasyon orani
%92 iken, IVM i¢in 6-48 saat siireyle inkiibe edilen immatiir
oositler grubunda bu oran, profaz I (PI) olanlarda %48,
metafaz [(MI)'lerde %74 olarak bulundu. Fertilize olan oosit-
lerin boliinebilme oranlari ise, olgun oositlerde (MII) %84
iken, PI oositlerde %34 MI oositlerde %62.5 olarak gozlendi.
Sonug olarak, matiirasyon ilerledikge fertilizasyon yetenegi
artmaktadir. MII evresindeki oositler, fertilizasyon yetenegi en
yiiksek oositlerdir.

Anahtar Kelimeler: Oosit, in-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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Yardimer Ureme Teknikleri(YUT)'nde fertili-
zasyon, inseminasyondan 18-20 saat sonra 2 pro-
niikleusun (2PN) goriilmesi olarak tanimlanmak-
tadir (1,2). Fertilizasyonun olmayisi cins hiicrele-
rinden birinde reseptor yoklugundan dolay1 spermi-
umun zonaya baglanamamasindan kaynaklanabilir.
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Baglandiktan sonra ise zonadaki glikozaminogli-
kanlarin yapisindaki bozukluklar nedeniyle zonay1
gecememesine bagl olabilir. Zonay1 gegen spermi-
um yap1 bozukluklarindan dolay1 oosit zarin1 gece-
meyebilir, hatta zar1 gegse bile kromatin yapisinda-
ki bozukluk ya da temasi (dekondensasyonu) in-
diikleyen oosit faktdrlerinin olmayis1 nedenleriyle
2PN olusamayabilir.

YUT'de fertilizasyonun olmamasi, belli bir
stirede 2PN goriilememesi ile saptanir, ancak ferti-
lizasyon mekanizmasinin hangi basamagindaki
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bozukluktan kaynaklandigin1 anlamak giictiir (3).
IVF'deki fertilizasyon basarisizliklarindan bir kis-
mi1 da spermium faktoriine baglidir. Oligozoosper-
mia, astenozoospermia, teratozoospermia ya da
bunlarin birarada bulunmasi fertilizasyon oranini
diisiirtir. Sadece akrozom reaktif spermiumlar oosit
ile fiizyon olabilir ve erkek proniikleusu olustura-
bilirler.

Fertilizasyonda spermium kalitesinin yanisira
oosit kalitesi ve olgunlugu da 6nem tasir (4,5).
YUT'de indiiksiyonun arkasindan genellikle gap1
16 mm.'den biiyiik olan follikiillerden ovulasyon
Oncesi (preovulatuar) oositler aspire edilmektedir.
Bunlardan fertilizasyon yetenegi yiiksek olanlar
1.kutup hiicresinin goriilebildigi matiir metafaz 11
(MII) oositlerdir. Toplanan oositlerden immatiir ve
intermediate olanlarin déllenebilme yeteneginin ol-
mayisi fertilizasyon oraninin diisiik olmasina neden
olmaktadir. Bunlarin in-vitro matiirasyon (IVM)
stirecinden ge¢meleri gerekmektedir.

Matiirasyonunu in-vitro olarak tamamlayan
germinal vezikiil (GV) evresindeki profaz I (PI) ve
metafaz [ (MlI-intermediate) oositlerin dol-
lenebildigi rapor edilmistir (6-10). Oositin in-vitro
maturasyonu konusunda basdondiiriicii ¢aligmalar
yapilmaktadir. Son yillarda hayvanlarda, in-vitro
olarak RNA gen transferi ile oosit aktive edilerek,
IVM'nu saglanmaya caligsilmaktadir (11). Bu calis-
mada maturasyon ve fertilizasyon ve boliinebilme
iligkisi irdelenerek, matiir ve immatiir oositlerin, in-
vitro maturasyon ve fertilizasyon yeteneklerinin
belirlenmesi ve bdliinenlerin embriyo kalitelerinin
incelenmesi amaglandi.

Gere¢ ve Yontem

GATA IVF merkezine farkli zamanlarda
bagvuran 32 hastadan follikiil aspirasyonu
yapilarak toplanan 150 immatiir (PI), 176 interme-
diate (MI), 435 matiir (MII) olmak iizere toplam
761 insan oositi incelendi.

Ayristirilan  oositler inkiibatore (Salvis-Bio-
center 2001) kaldirild:. Inkiibator, sabit olarak, 181y1
37°C, nemi %90 ve karbondioksit konsantras-
yonunu %S5 diizeyinde olacak sekilde diizenlendi.
pH'nin 7.4 ve osmolaritenin 280-284 mOsmol ol-
masina 6zen gosterildi ve calismanin ayr1 basamak-
larinda, pHmetre (PHU-92) ve Osmometre
(Knauer) ile kontrol edildi.
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Ham's F-10 tozu hazir alinarak kendi laboratu-
var sartlarimizda besiyeri hazirlandi. Buna %10-15
maternal serum ya da f6tal kordon serumu 56°C da
filtre edilip eklendi. 500 ml i¢ine 0.03mg penisillin
G (Sigma-ABD), 0.025 mg streptomisin (Sigma
ABD) katild1.

Toplanan oositler, oosit maturasyon indeksin-
deki parametreler kullanilarak siniflandirildi. Oosit
cevresindeki kumulus-korona hiicre kompleksi
(OKK)’nin histolojik yapisi, GV'lin pargalanip
parcalanmadigi ve birinci kutup hiicresinin atilip
atilmadigina bakilarak olgunluk derecelerine gore
ayrildi. 4-6 saat inkiibasyondan sonra, eslerinin
swim-up yontemi uygulanmis spermiumlart ile in-
semine edildi.

Mikroenjeksiyonu planlanan hastalardan ali-
nan oositlerin olgun olanlar, iki saatlik
preinkiibasyondan sonra, sitoplazmalarini goriin-
tillemek ve c¢ekirdek statiilerini saptayabilmek i¢in,
bir dakika siireyle hyaliironidaz (Hyase-10x-
Scandinavian IVF Science AB) enzimiyle muamele
edildi. Bu yolla kimyasal temizligin ardindan,
alevde inceltilmis Pasteur pipetleri yardimiyla ku-
mulus ve korona hiicreleri mekanik olarak uzak-
lastirilip denudasyon saglandi. Boylece sitoplazmik
olgunlasma daha net degerlendirildi. Oositlerin
IVM, fertilizasyon ve bdoliinme periyodundaki
kaliteleri Sony Color Video Printer-Thermal
Kamera kullanilarak goriintiilendi.

Bulgular

IVM'nu saglanmaya calisilan, 150 immatiir
(PI) ve 176 intermadiate (MI) oositin 435 matiir
(MII) oosite kiyasla, dollenebilirlik agisindan bir
kargilagtirmasi Tablo 1'de goriilmektedir.

Tablodan da goriilecegi iizere, 6 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda insemine edilen olgun
(MII) oositlerde fertilizasyon orani %92 iken, [IVM
icin 6-48 saat siireyle inkiibe edilen olgun olmayan
oositler grubunda, bu oran, PI olanlarda %48,
MTI'lerde %74.4 idi (t=9.96; p<0.001).

Fertilize olan oositlerin boliinebilme oranlari
ise, olgun oositlerde %84 iken, Profaz I oositlerde
%34 Metafaz I oositlerde %62.5 olarak gozlendi.
Olgun olmayan oositlerde, poliploidi orani nisbeten
daha ytiiksek bulundu (t=10.55; p<0.001).
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Sekil 1. (a) PI oositi gosteren mikrograf. GV secilmektedir. (b)MII oosit. Ayn1 oositin 28 saat sonraki olgun hali. 1. kutup hiicresi
atilmustir. (c) Ayni oositin pick-up’tan 36, inseminasyondan 16 saat sonraki TII statiisii. Tkinci kutup hiicresi atilmugtir. (d) Ayni
oositin pick up’tan 39, inseminasyondan ise 22 saat sonraki, fertilize oldugunu gosteren mikrofotograf. Iki proniikleus secilmekte-
dir. (e) Ayn1 oositten gelisen iki blastomerli orta kalite (Grade III) embriyonun mikrofotograf. (f) Ayn1 oositten gelisen dort blas-
tomerli kot kalite (Grade 1V) embriyonun mikrofotograf.

MI oositlerin fertilizasyon ve boliinebilme olarak PI oositlerden yiiksek oldugu goriildii. PI
(yariklanma=cleavage) oranlarinin da goreceli oositlerin %62’si, MI oositlerin %86’s1, IVM'nu

T Klin J Med Sci 2001, 21 79




Mehmet CINCIK ve Ark.

Sekil 2. (a) MII oositin ddllenmesi ile gelisen iyi kalite em-
briyo drnegi. 2 blastomerli asama. B: Blastomer, C: Blastomer
¢ekirdegi, ZP: Zona pellusida, PVA: Perivitellin aralik (b) Isik
mikroskobunda 5 blastomerli embriyo goriintiisii (c) Faz kon-
trast mikroskobunda 4 blastomerli embriyonun goriintiisii.

tamamladi (t=5.059; p<0.01). Gelisen embriyo
kaliteleri agisindan skorlandiginda, PI ve MI oosit-
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Sekil 3. (a) MII oositin dollenmesi ile gelisen normal fertili-
zasyon (2PN). (b-c) PI oositlerin [IVM'dan sonra insemine
edilmeleri sonucu gelisen anormal fertilizasyon Ornekleri
(3PN-poliploidi).

lerin IVM'ndan sonra gelisen embriyolarin genelde
yeterli kaliteye ulasamadigi gozlendi. Olgun
oositlerden (MII) gelisen embriyolarin skorlari ise
daha yiiksek bulundu (Sekil 1,2). Immatiir
oositlerde poliploidi orani da daha yiiksekti (Tablo
1, Sekil 3).

Tartisma ve Sonug¢

Matiirasyon ilerledikge fertilizasyon yetenegi
artmaktadir (7). MII evresindeki oositler fertili-
zasyon yetenegi en yiiksek olanlardir (6,12,13).
Mayotik statiiniin MII'de olmasi ve spermiumun
zona pellusida (ZP) ile oosit zar1 engelini gegerek
sitoplazma i¢ine girmesi de ddllenme i¢in her za-
man yeterli degildir (14-16).

YUT'de toplanan PI ve MI oositlerin dél-
lenebilme yetenegi bulunmamaktadir (6,10,17).
Dolayisiyla oosit immatiiritesi [VF'de basarisizlik
oraninin biiylik bir kismint olusturmaktadir (7,9).
Bununla birlikte, matiirasyonlarini in-vitro olarak
tamamlayan PI ve MI oositlerin dollenebildigi bil-
dirilmistir (10,18). Calismamiz bu goriisii destekle-
mektedir.

Mandebaum ve arkadaslari(19) anfertilize
oositlerde 42 saat sonunda yaptiklar1 sitogenetik
analizlerde, %26 oraninda kromozom anomalisine
rastlamiglardir (%38'i >35 yas, %24'0 geng).
YUT'lerinde, en sik rastlanan fertilizasyon anoma-
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Tabloe 1. PI, MI ve MII oositlerin maturasyon-fertilizasyon iliskisinin incelenmesi
Oositin Evresi Immatiir Inter- Matiir

(PD) %  mediate (MI) % M 1) %
Toplam Oosit Sayist 150 176 435
In Vitro olarak matiirasyonunu tamamlayamayanlar 58 38 24 15 - -
In vitro olarak matiirasyonunu tamamlayanlar 92 62 152 86 - -
IVM'nunu tamamlayan ancak fertilize olmayanlar 20 133 21 11.9 351 8
Fertilize olanlar 72 48 131 74.4 400 92
Poliploidi gozlenenler 11 7.3 12 6.8 24 5.5
Déllenmelerine karsin boliinmeyip 2PN asamasinda 10 6.6 9 5.1 10 2.5
kalanlar
Déllenip boliinerek (yariklanma: cleavage) transfer 51 34 110 62.5 366 84

edilenler

lilerini triploidi ve prematiir spermium kromozom
kondensasyonu (PCC) olarak bildirmislerdir
(20,21). Calismamizda, biz de fertilizasyon anoma-
lisi olarak PI oositlerde %7.3, MI oositlerde %6.8
ve MII oositlerde ise %5.5 oraninda poliploidiye
rastladik.

Matiirasyon, fertilizasyon ve boliinebilme ilis-
kisini irdeledigimiz calismamizda, YUT'lerde dol-
lenememenin olasi1 nedenleri arasinda; mayotik
irregiilarite (immatiirite, niikleer defektler, sito-
plazmik faktorler, kortikal graniil reaksiyonunun
olmayis1, GV'iin yikilamamasi, 1. kutup hiicresinin
atilamayis1 gibi), kromozom anomalileri (diploidi,
triploidi, 2. kutup hiicresinin atilamamasi gibi) ile,
sperm ve oositteki aktivasyon kaybinin olabilecegi-
ni degerlendirmekteyiz.

Blerkom ve arkadaglar1 stimiilasyonla toplanan
oositlerin, sitoplazmasinda agraniiler endoplazmik
retikulum (AER) artisinin gecikebilecegini ve
dolayisiyla sitoplazmik matiirasyon ile c¢ekirdek
matiirasyonu arasindaki eszamanliligi ortadan
kaldirabilecegini bildirmislerdir (22,23). Calis-
mamizda 1. kutup hiicresini atmis olsa bile MII
oositlerin bir kisminin déllenememesinin nedeninin
bu eszamansizliktan kaynaklandigi kanisindayiz.

Fukui ve arkadaglarmin (24) %26-40 olarak
bildirdigi IVM orani, ¢galismamizda PI oositler i¢in
%62, MI oositler i¢in %86 olarak bulunmustur
(t=5.059; p<0.01). L. Veeck ve arkadaslarinin (25)
IVM'nu saglanmis oositlerde %82 olarak bildirdigi
fertilize olan oosit orani da c¢alismamizda, PI
oositler i¢in %48, MI oositler i¢in %74.4 olarak bu-
lunmustur (Tablo 1).
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MII oositlerde ise fertilizasyon orant %92 bu-
lunmustur. Ancak, bunlarin fertilizasyondan sonra
boliinebilme ve transfer edilebilme oranlari, PI
oositlerde %34, MI oositlerde %62.5'da kalmistir.
MII oositlerde bu oranin %84 olmasi, IVM ile
matiir hale getirilen oositlerden embriyon elde etme
potansiyelinin daha diisiik oldugunun kanitidir.
IVM'lar1 saglanan immatiir oositlerin fertilize ol-
malart  (2PN), bdliinebilmeleri ve transfer
edilebilmelerinin saglanmasi, YUT'lerin basarisini
arttiracaktir. IVM siirecinden sonra fertilize olup
embriyo gelisebilmekle birlikte bunlarin kalitesinin
arttirllmasina yonelik c¢aligmalara gereksinim
duyulmaktadir.
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