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Ozet

In-vitro maturasyon (IVM)'un basarisini arastirmak
amactyla, farkli kiiltiir ve inkiibasyon modelleri kombine edile-
rek oosit kiiltiirii i¢in en uygun kiiltiir ortami1 ve serum destegi
bulunmaya galigild1.

GATA IVF merkezine bir yil i¢inde farkli zamanlarda
bagvuran 120 hastadan, kontrollii ovarian hiperstimiilasyon
(KOH) uygulanarak alinan olgunlagsmamis profaz I (PI) ve
metafaz [ (MI) oositler (n=970) farkli kosullarda ve farkli za-
manlarda kiltiire edildi. Farkli kiiltiir ve inkiibasyon model-
lerinde metafaz II (MII)'ye ulasan matiir oositlerin say1 ve
oranlar1 belirlendi.

37°C'de, %75-98 nem, %5 CO, inkiibatoér kosullarmda
(pH:7.4) farkli besi yerlerine, %10-15'lik f6tal kordon serumu
(FCS) eklenmesiyle olusturulan kiiltiir ortamlarinin, olgun-
lugunu tamamlayabilen (MII) oosit sayisini arttirdig1 icin, en
basarili model oldugu gozlendi.
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Summary

The best culture models and serum support for oocyt
culture by combining different incubation models to research
in-vitro maturation (IVM) success have been tried to be found.
By using controlled ovarian hyperstimulation (COH) immature
prophase I (PI) and metaphase I (MI) oocytes (n=970) taken
from 120 patients who applied to GATA IVF center in diffe-
rent periods in one year were cultured in various time and con-
ditions. The number and rate of mature oocytes which could
reach to metaphase II (MII) in different culture and incubation
were determined.

At the incubator conditions of 37 °C, 75-98% humidity
and 5% CO, (pH:7.4), the cultural environments produced by
adding 10-15% fetal cord serum (FCS) to the different media
are found as the most successful model, increasing the mature
oocytes number that could complete their maturity.
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Yardimet tireme tekniklerin (YUT)'de, kontrol-
lii ovarian hiperstimulasyondan (KOH) sonra,
genellikle 16-25 mm c¢apindaki follikiillerden
toplanan olgun oositlerde, inseminasyon zamant,
oosit toplama (oocyte pick-up) isleminden sonraki
ilk 4-6 saatler arasindadir. Bu zaman aralig1 gebelik
sansini arttiran bir faktordiir (1,2).
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Genellikle 16 mm'den kiiciik ¢apli follikiiller-
den toplanan germinal vezikiil (GV)'lin goriildigi
immatiir (Profaz I) ve intermediate (Metafaz I)
oositlerin ise olgunlagma siireleri, kiiltiir ortami
icinde, in-vitro olarak devam eder. Matiir olmayan
bu oositlerin in-vitro maturasyon (IVM) siirecinden
gecmeleri gerekmektedir. In-vitro fertilizasyonda
(IVF) basarisizlik oraninin biiyiik bir kismin1 oosit
immatiiritesi olusturmaktadir (3-6).

IVM i¢in kiiltiir sistemlerinin basarisinin fark-
I1 parametrelerin dogru kombinasyonuna bagli
oldugu bilinmektedir (7). Bu amagla, farkl kiiltiir
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ve inkiibasyon modelleri kombine edilerek oosit
kiiltiirii i¢in en uygun kiiltiir ortami ve serum
destegi bulunmaya calisildi.

Gerec ve Yontem

GATA IVF merkezine 1997-1998 yillarinda
farkli zamanlarda bagvuran 72 hastadan, kontrollii
ovarian hiperstimiilasyon (KOH) uygulanarak ali-
nan olgunlagsmamis oositlerden profaz I (PI) ve
metafaz I (MI) oositler (n=970) farkl1 kosullarda ve
farkli zamanlarda kiiltiire edildi.

Oositler, hCG uygulamasindan 34-36 saat son-
ra ultrasonografi (Kretz-Miinih) esliginde tek ya da
cift lumenli aspirasyon ignesi (Cook 1735 G) ile
follikiil aspirasyonu yapilarak toplandi. Embriyolo-
ji laboratuvarina aspirasyon sivisinin iginde gelen
oositler, laminar flowda (K-System-Holten,
Danimarka), stereomikroskop (Leica Wild MZS§ -
Almanya) altinda incelendi. Hastanin tahmin edilen
oosit sayisina gore bir giin 6nceden hazirlanmisg
Petri dishlerindeki dengelenmis kiiltiir stvisina cam
Pasteur pipeti yardimiyla alinan immatiir oositler
ayrildi.

Oosit kiiltiirii i¢in, Ham's F-10 (Seromed-Berlin-
Almanya) IVF-50 (Scandinavian IVF Science-AB,
Isve¢), Medi= Cult (Danimarka), Menezo B2
(Fransa) HTF (USA)v.b. gibi farkli besiyerleri
(mediumlar) kullanildi1 (Tablo 1). pH'nin 7.4 ve os-
molaritenin 280-284 mosmol olmasina 6zen goste-
rildi ve calismanin ayr1 basamaklarinda, pHmetre
(PHU-92) ve Osmometre (Knauer) ile kontrol edil-
di. Ham's F-10 tozu hazir alinarak kendi laboratu-
var sartlarimizda besiyeri hazirlandi. Buna %10-15
maternal serum ya da fotal kordon serumu 56°C’da
kompleman inaktivasyonundan sonra filtre edilip
eklendi. 500 ml i¢ine 0.03mg penisillin G (Sigma-
ABD), 0,025 mg streptomisin (Sigma ABD) katildu.
Diger besiyerleri hazir ticari sekilleriyle kullanildi.
Serum kullanilmasi1 gerektiginde, hastadan ya da
dogum yapanlarin fotal kordonlarindan alian kan
ornekleri santrifiije edilip serumlar1 ayristirildi, da-
ha sonra 56 °C'daki su banyosunda 30 dakika inak-
tive edilerek kullanildi.

Ayristirilan  oositler inkiibatdre (Salvis-
Biocenter 2001) kaldirildi. Inkiibatér, 37°C'de,
%75-98 nem ve %5 CO, konsantrasyonunu
ayarlayacak sekilde diizenlendi (Tablo 1). Farkli
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mediumlara katilan cesitli serumlarla elde edilen
orneklerin birlestirilmesi ile hazirlanan farkl kiiltiir
ve inkiibasyon modellerinde MII'ye ulasan matiir
oositlerin istatistiksel say1 ve oranlar1 belirlendi.

Bulgular

Farkli parametrelerin kombinasyonu ile oosit
kiiltiirtinde, IVM basarisint arastirmak amaciyla,
olgunlasmamis (PI ve MI) oositler farkli kosullarda
ve farkli zamanlarda kiiltiire edildi. Orneklerin bir-
lestirilmesi ile elde edilen bulgular Tablo 1'de
goriilmektedir.

Tablo 1'den de goruldiigii gibi, Ham's F-10,
Medi= Cult, IVF-50 Scandinavian, Menezo B2 ve
FAS ile IVM basarisi nisbeten daha yiiksek bulun-
du. Beklendigi gibi medium kalitesinin hiicre
kiiltiiriiniin bagarisin1 énemli derecede etkiledigi
gozlendi.

Kullanilan besi yerlerine FCS'mun eklen-
mesiyle basarinin arttig1 goriildii. MS ya da sentetik
HSA eklenmesiyle de basarinin goreceli olarak art-
t181, buna karsin, BSA ile yapilan caligmalarda
basar1 oraninin daha diisiik kaldig1 saptandi. Baz1
mediumlarda ise basari ¢ok diisiik bulundu.

Tartisma ve Sonug¢

IVM i¢in kiiltiir sistemlerinin basaris1 farkli
parametrelerin dogru kombinasyonuna baglidir
(1,2,4,7). YUT'de toplanan PI ve MI oositlerin dol-
lenebilme yetenegi bulunmamaktadir (7-10).
Dolayisiyla oosit immatiiritesi [VF'de basarisizlik
oraninin biiyiilk bir kismini1 olusturmaktadir
(3,4,10,11). Calismamizda, farkli kiiltiir ve
inkiibasyon modelleri denenerek immatiir oosit-
lerin IVM'lan1 arastirilmistir. Bu amagcla, farkli or-
tam kosullar1, mediumlar ve bunlara farkli serumlar
eklenerek (HAS, BSA,MS,FCS) ya da ko-
kiiltiirasyon saglanarak calisilmistir.

En 1iyi ¢alisgan model, 37 °C 1s1, %98 nem ve
%5 CO, fizyolojik sartlar1 ile, Fotal Kordon
Serumu (FCS) igeren, pH's1t 7.4, osmolaritesi 284
mOsmol olan kiltlir sartlar1 olmustur. Maternal
Serum (MS) ve HTF kullanilmasiyla da buna yakin
sonuglar alinmistir. %10-15'lik FCS'u, HSA
(Human serum albumin)'e; kiyasla daha basarili,
HSA de Bovine Serum Albumin (BSA)a gore daha
iyl sonuglar vermistir.
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Tablo 1. Farkli kiiltiir ve inkiibasyon modellerinde IVM'nun goézlenmesi ve elde edilen bulgular (n=970)

Ortam Kosullar1 Medium Serum Ko-kiiltiir IVM'a M Il'ye ulasan
Hiicreleri birakilan oosit
00sit sayisi Sayist Oran

(n=970) n=322) %
%5 CO,, 37°C, Ham'S F-10 HSA - 104 42 40

%98 Nem BSA - 86 8 9
MS %15'lik - 42 10 23
MS %10'Tuk - 70 22 31
FCS - 76 38 50
FCS Follikiil Epitel 78 24 30

Hiicreleri

Medi=Cult FCS - 54 26 48

Fert=Cult HSA - 36 2 5
Earle's Solution BSA - 30 6 20
IVF-50 Grantiloza hiicreleri 76 34 45

Scandinavian

%35 CO,, 37°C, Menezo B, HSA Grantiloza hiicreleri 22 10 45
%75 Nem Menezo B, BSA Grantiloza hiicreleri 20 4 20
B, ART HSA - 28 4 14
MEM %15 MS - 92 34 37
MEM %10 MS - 24 6 25
%5 CO,, %5 0, Sentetik HTF HSA Epitel hiicreleri 38 12 32
%90 N, 37°C, FAS %10 FCS - 50 24 48
%75 Nem FAS %15 FCS - 24 8 33
FAS - Grantiloza hiicreleri 20 8 40

HSA: Human Serum Albumin

BSA: Bovine Serum Albumin

MS : Maternal Serum

FCS: Fetal Cord Serum (Fétal Kordon Serumu)
HTF: Human Tubal Fluid

FAS: Follikiil Aspirasyon Sivisi

Ayni amagla FAS (follikiil aspirasyon sivisi) (8)
kullanildiginda sonuglar goreceli olarak iyi bulun-
mustur. Ko-kiiltiir hiicreleri olarak graniiloza
hiicrelerinin ortama eklenmesi follikiil ve epitel
hiicrelerine gore daha iyi sonuglar vermistir.
Ortamda serum veya FAS'm bulunmasimin, kumu-
luslarin matiirasyondaki rollerini tetikledigi kanisini
tasiyoruz. Ozellikle, FCS kullanilmas: ile kiiltiire
edilen oositlerden meydana gelen embriyonlarin
kalitesinin daha yiiksek oldugu gozlenmistir. FCS
yerine digerlerinden biri kullanilacaksa, tercih sirasi
HSA, MS ve BSA seklinde olmalidir.

IVM ig¢in kiiltiir sistemlerinin basarisinin fark-
I1 parametrelerin dogru kombinasyonuna bagli
oldugu goriilmistiir. Farkli birgok parametrenin
degisik kombinasyonlariyla yapilan ¢alismadan el-
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de edilen verilerimizin, ilerde yapilacak arastir-
malara 151k tutarak YUT'nin basarisina katkida bu-
lunacagini imit ediyoruz.
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