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Ozet

GATA IVF merkezine basvuran 28 hastadan toplam 216
adet profaz I(PI) ve metafaz I(MI) oositlerin oosit-korona-ku-
mulus (OKK) kompleksi toplandi. Bunlarin Oosit Maturasyon
Indeksine (OMI) gére, in-vitro maturasyon (IVM)'larim en ide-
al olarak kag saatte tamamladiklar1 arastirild.

PI oositler (n=114) i¢in uygun inkiibasyon zaman aralig1
22-36 saat, bu zaman araliginda olgunluga ulagma(MII) orani
%66.5, telofaz II(TI)'ye ulagsma orani1 %33 olarak bulundu. MI
oositler (n=102) i¢in uygun inkiibasyon zaman araligr 10-22
saat olarak bulundu. Bu zaman araliginda, olgunluga ulasma
(MII) orant %69, TIl'ye ulagsma oran1 %42.3 olarak belirlen-
di.

PI oositler i¢in uygun inkiibasyon zaman araliginin 22-36
saat, MI oositler igin 10-22 saat olmasi halinde IVM oranini
yiikseltecegi degerlendirildi.
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Summary

Oocyte-corona-cumulus complex (OCC) of totally 216
prophase I (PI) and metaphase I (MI) oocytes were obtained
from 28 patients who applied to GATA IVF center. It has been
researched that PI and MI oocytes could complete their in-vit-
ro maturation's (IVM) within how many hours ideally, based
on Oocyte maturation index (OMI).

It was found that the appropriate incubation time phase
is 22-36 hours for PI oocytes (n=114), in the same period the
rate of maturation (MII) is 65.5%, the rate of having telophase
II (TII) is 33%. It was also found that the reasonable incuba-
tion time phase is 10-22 hours for MI oocytes (n=102). In the
same period, it was determined that the rate of maturation
(MII) is 69% and having TII is 42.3%.

It was suggested that IVM rates would be higher if rea-
sonable incubation time phase for PI oocytes 22-36 hours and
10-22 hours for MI oocytes.
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Yardimci iireme tekniklerin(YUT)'de insemi-
nasyon ya da mikroenjeksiyon oOncesi uygun
preinkiibasyon siiresini saptamak i¢in, her bir oosit
olgunlugunun dogru degerlendirilmesi 6nem tasi-
maktadir. Bunun i¢in oosit olgunlugunu siiflayan
sistemler (Oosit Matiirasyon Indeksi) gelistiril-
mistir (1).

Olgun follikdiliin yirtilmasiyla metafaz IT (MII)
evresinde atilan sekonder oosit olgun (matiir) oosit

Gelis Tarihi: 15.02.2000

Yazisma adresi: Dr. Mehmet CINCIK
GATA Tibbi Histoloji ve Embriyoloji AD,
06018 Etlik, ANKARA

T Klin J Med Sci 2000, 20

olarak tanimlanir. Etrafinda zona pellusida (ZP),
1sinsal diizenli korona radiata ve kumulus ooforus
tabakasiyla sarilmis olarak oosit-korona-kumulus
kompleksini (OKK) yapar. Yardimci {iireme
tekniklerin (YUT)'de follikiil ile beraber bu kom-
pleks aspire edilir.

Ovulasyondan yaklagik 4 giin 6nce (dogal sik-
lusta LH pikinden; indiiklenen sikluslarda hCG en-
jeksiyonundan Once) estradiol seviyesi yiikselir,
korona ve kumulus hiicreleri daha yogun hale gelir-
ler. Merkezde yerlesik ¢ekirdek bir germinal kese
(Germinal Vezikil-GV) seklinde goriiniir. Cekir-
dek, belirgin bir ¢ekirdekgige sahiptir. LH piki
ya da indiiklenenlerde hCG'den sonra GV perifere
hareket eder (2-5).
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Tablo 1. Oosit matiirasyon indeksi (OMI)

FARKLI MAYOZ EVRELERINDEKI OOSITLERIN IN-VITRO MATURASYON SURELERININ DEGERLENDIRILMESI

Oosit statiisii Evre Mayotik statii Niiklear Statii Morfolojik Ozellikler
Immatiir
(Olgunlagmamis) I Profaz I GV goriiliir. Yogun korona hiicreleri
1.kutup hiicresi heniiz Sadece birkag tabakadan
atilmamustir. ibaret kumulus hiicreleri
Intermediate I Metafaz I GV yirtilmis oldugundan Korona radiata hiicrelerinin
(Ara) secilemez. yogunlugu azalmistir.
1.kutup hiicresi Kumulus daginiktir.
heniiz g6zlenemez.
Matiir 111 Metafaz II Perivitellin aralikta Ooplazma berrak, diizenlidir.
(Olgun) 1.kutup hiicresi gozlenir. ZP kolay segilir.

Graniiloza hiicreleri kumulus
ve korona radiatanin genislemesine
yol agacak sekilde dagilmistir.

GV: Germinal Vezikiil.

GV'in yikilmasit (Germinal Vesicule Break
Down-GVBD) 22-25 saatte olur. Baz1 kaynaklara
gore clomiphene HMG-HCG sikluslarinda bu 15.
saatte olaylanir (6). Metafaz I(MI)'den 4 saat sonra
kromozomlar birinci mayoz ipliginin metafaz plag
boyunca dizilirler ve sonra kutuplara hareket eder-
ler (Anafaz I). 34 saat gecince ¢ogu oosit Mll'ye
ulagir. 1. Kutup hiicresi atilir ve kromozom sayisi
yartya indirilir. Ardindan ikinci mayoz ipligi olusur.
Kumulus ve korona hiicrelerinin genislemesi
(ekspansiyonu) da ¢ekirdek maturasyonunu izler
(2,4,5,7). MI'den Mll'e gegerken kumuluslar da
proteoglikan salgilar ve ZP'daki porlar1 doldururlar.
Boylece spermiuma karsi direng (rezistans) diiser.
Bu nedenle de MII'deki oosite spermiumun penet-
rasyonu ve ooplazmaya girmesi (inkorporasyonu)
sanst1 artar (3).

YUT'de immatiir oositlerin in-vitro maturas-
yonlar1 (IVM) saglanabilirse basar artacaktir. Bu
nedenle farkli mayoz evrelerindeki oositlerin in-
vitro matiirasyon siirelerinin iyi bilinmesine ihtiyag
vardir. Bu c¢alismada PI ve MI oositlerin en ideal
inkiibasyon zaman aralifina ulasilmaya calisil-
mistir.

Gerec ve Yontem
GATA IVF merkezine farkli zamanlarda
bagvuran 28 hastadan, hCG uygulamasindan 34-36
saat sonra ultrasonografi (Kretz-Miinih) esliginde
tek ya da ¢ift lumenli aspirasyon ignesi (Cook 1735
G) ile follikiil aspirasyonu yapilarak toplanan
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toplam 216 immatiir insan oositi, embriyoloji labo-
ratuvarina aspirasyon sivisinin iginde getirildi, la-
minar flowda (K-System-Holten, Danimarka),
stereomikroskop (Leica Wild MZS8 - Almanya) al-
tinda incelendi. PI ve MI oositlerin, [IVM'larini or-
talama ka¢ saatte tamamladiklarini anlamak igin,
farkli sikluslarda toplanan oosit-korona-kumulus
kompleksi, Oosit Matiirasyon Indeksine (OMI)
gore siniflandirildi (Tablo 1).

Ayristirilan  oositler inkiibatore (Salvis-
Biocenter 2001) kaldirildi. inkiibator, sabit olarak,
1siy1 37°C, nemi %90 ve karbondioksit kon-
santrasyonunu %5 diizeyinde ayarlayacak sekilde
diizenlendi. pH'nin 7.4 ve osmolaritenin 280-284
mOsmol olmasma 6zen gosterildi ve ¢alismanin
ayr1 basamaklarinda, pHmetre (PHU-92) ve
Osmometre (Knauer) ile kontrol edildi.

MII oositler 4-6 saat inkiibasyondan sonra, es-
lerinin swim-up yontemi uygulanmig spermiumlari
ile insemine edildi ya da erkek faktdrii varsa
mikroenjeksiyona tabi tutuldu. Olgun olmayan
oositlerin IVM periyodu sonundaki durumlar tes-
bit edildi. Sony Color Video Printer-Thermal
Kamera kullanilarak polaroid fotograflari ¢ekildi.

Bulgular

IVM'larmi ortalama kag saatte tamamladik-
larm1 anlamak igin, farkli sikluslarda toplanan
oosit-korona-kumulus kompleksi Oosit Maturas-
yon Indeksine (OMI) gore smiflandirilarak goriin-
tillendi (Sekil 1,2).
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Sekil 1. (a) PI oosit mikrografidir. Oosit korona kumulus kom-
pleksinde germinal vezikiil (GV) belirgin olarak segilmekte-
dir. S: sitoplazma, Kor: Korona hiicreleri, Kum: Kumulus
hiicreleri (b) Korona-Kumulus hiicreleri temizlendikten sonra-
ki PI oosit. GV: Germinal vezikiil, ZP:Zona Pellusida, S: sito-
plazma. (c) PI oositin faz-kontrast mikroskobundaki goriin-
tiistiniin mikrografidir. Z:Zar, GV: Germinal vezikiil.
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Sekil 2. MI oositin mikrografidir. (a) Korona-Kumulus kom-
pleksi ile birlikte MI oosit (b) Korona-Kumulus hiicreleri
uzaklastirildiktan sonra MI oosit. Germinal vezikiil yikilmustir.

(c) Aynu oositin faz kontrast goriintiisiidiir.




Mehmet CINCIK ve Ark.

Sekil 3. (a) Olgun (MII) oositin mikrografidir. Germinal
vezikill yikilmistir. 1. kutup hiicresi (KH1) net olarak
secilmektedir. S: Sitoplazma, ZP: Zona Pellusida (b) MII
oositin faz kontrast mikrografidir. KH1: 1. kutup hiicresi,
S: Sitoplazma, ZP: Zona pellusida (c) intrasitoplazmik sper-
mium enjeksiyonu (ICSI) mikrografidir. Sp: Spermium,
Mp: Mikroenjeksiyon pipeti, Hp: Holding pipet, Zona pellusi-
da (ZP) gecilmis, zar (Z) heniiz gegilmemistir.
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MII oositler 4-6 saat inkiibasyondan sonra, es-
lerinin swim-up yontemi uygulanmig spermiumlari
ile insemine edildiler ya da erkek faktorii varsa
mikroenjeksiyona tabi tutuldular (Sekil 3).

Olgun olmayan oositler Tablo 2'de belirtilen za-
man araliklarinda, %90 Nem, %5 CO0, ve 37°C'de
inkiibe edildiler. 4 saat araliklarla mayotik statiilerinde
bir degisiklik olup olmadigina bakildi. Gozlem
sirasinda 1. kutup hiicresini attig1 goriilenler, ayr petri
dishlere almarak 4 saat sonra eslerinin spermleriyle
insemine edildiler. Bunlardan da ne kadarmin telofaz
II (TTD) evresine ulastigina bakildi (Sekil 4).

Farkl1 sikluslarda toplanip ayn1 ortam kosullari
ve medium i¢inde gozlenen oosit érneklerinin bir-
lestirilmesi ile asagidaki Tablo 2 ve 3 olustu.

»

Sekil 4. (a) TII evresindeki oositin mikrografidir (solda).
Birinci ve ikinci kutup hiicreleri (kh1 ve kh2) perivitellin ara-
likta net olarak secgilmektedir. kh2 nin goériilmesi oositin dol-
lendiginin ve 2. Mayoz béliinmenin siirdiigiiniin bir isaretidir.
(b) TII oositin faz kontrast mikrografidir. kh1: 1.kutup hiicre-
si, kh2: 2. Kutup hiicresi, PVA: perivitellin aralik, ZP: Zona
pellusida, S: Sitoplazma.
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anda fotograflanmis olup germinal vezikiil (GV) secilmekte-
dir. (b) (a)'daki oositin olgunlagsma siirecini gdsteren mikro-
graftir. A: 12 saat sonra germinal vezikiil kaybolmustur (altta-
ki oosit). B: 22 saat sonra 1. kutup hiicresi (KH1) atilmustr.
(c) (a)'daki oositin 26. Saatteki TII durumunu gosteren mikro-
graftir. 2. kutup hiicresi de atilmistir. KH1: 1. kutup hiicresi,
KH2: 2. kutup hiicresi.

T Klin J Med Sci 2000, 20

Sekil 5. (a) PI oositi gosteren bir mikrograftir. Aspire edildigi
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Profaz I oositler i¢in en uygun inkiibasyon za-
man aralig1 22-36 saat olarak bulundu (Tablo 2). Bu
zaman araliginda olgunluga ulasma (MII) orani
%66.5, TIl'e ulasma oran1 %33 olarak bulundu
(Sekil 5).

MI oositler i¢in en uygun inkiibasyon zaman
araligi 10-22 saat olarak bulundu. Bu zaman ara-
liginda, olgunluga ulasma (MII) oran1 %69, TII'ye
ulagma orani %42.3 olarak saptandi (Tablo 3).

Tartisma ve Sonug

YUT'de toplanan PI ve MI oositlerin dol-
lenebilme yetenegi bulunmamaktadir (2,8,9,10).
Matiirasyon ilerledikge fertilizasyon yetenegi art-
maktadir (11). MII evresindeki oositler fertilizas-
yon yetenegi en yiiksek olanlardir. Mayotik
statiiniin MII'de olmasi1 ve spermiumun ZP ile oosit
zar1 engelini gegerek sitoplazma igine girmesi de
dollenme icin her zaman yeterli degildir
(2,9,12,13). Dolayisiyla oosit immatiiritesi IVF'de
basarisizlik oranmin biiyiik bir kismini olugturmak-
tadir (11,14). Bununla birlikte, matiirasyonlarint in-
vitro olarak tamamlayan PI ve MI oositlerin dol-
lenebildigi bildirilmistir (10,15). Immatiir oosit-
lerin IVM'larmin saglanmasi YUT'nin basarisini
arttiracak ve immatiir, matiir ve postmatiir oosit-
lerin oranlarinin bilinmesi her hastanin indiiksiyona
vermis oldugu cevabin degerlendirilmesini sagla-
yacaktir.

Inseminasyon oncesi uygun preinkiibasyon
stiresini tesbit i¢in her bir oositin olgunlugunun
dogru degerlendirilmesi ¢ok Onem tagimaktadir.
Genellikle 16 mm'den kiigiik ¢apli follikiillerden
toplanan GV'iin gorildiigli immatiir (PI) ve inter-
mediate (MI) oositlerin ise olgunlagma siireleri,
kiiltiir ortamu iginde, in-vitro olarak devam ettigin-
den inseminasyon zamanlar1 iyi bilinmemektedir.
Bunlarin IVM'undan sonra déllenebildiklerine ve
gebelik olustuguna dair raporlar bildirilmis olmasi-
na ragmen, inkiibasyon siireleri ve inseminasyon
zamant konusunda bir uzlagsma saglanabilmis
degildir (9,16).

Daha oOnce yapilan caligmalarda, olgun ol-
mayan oositlerin IVM siirelerini Sathananthan ve
arkadaslart 12-20 saat, L. Veeck ve arkadaslari
22-34 saat, Edwards ve arkadaslar1 40-48 saat
olarak bildirmislerdir (17,18). L. Veeck ve arkadas-
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Tablo 2. Profaz [ (GV goriilen) oositlerin IVM stireleri ve ulastiklar1 evreler

GV. goriilen IVM siiresi sonunda ulagtiklari evre
Kiiltiir Stiresi (Saat) Oosit sayis1 MI % MII % TII %
1-10 25 14 56 - - - -
10-22 32 23 72 18 56.2 - -
22-36 18 15 83 12 66.5 6 33
36-48 27 19 70 15 55.5 3 11
48-72 12 8 66 5 41.6 - -
TOPLAM 114 79 69.2 50 43.8 9 7.8

Tablo 3. MI oositlerin IVM stireleri

Kiiltiir MI Oosit IVM siiresi sonunda ulastiklari evre

siiresi (Saat) sayist MII % T %
1-10 16 10 62.5 - -
10-22 26 18 69 11 423
22-36 22 13 59 5 22.7
36-48 25 9 36 - -
48-72 13 4 30.7 - -
TOPLAM 102 54 52.9 16 15.6

lar1 22-34 saatlik inkiibasyonla oositleri matiir hale
getirmeyi bagarmiglardir. Immatiir 74 oositten

mikroenjeksiyon yapilacaksa bu siirelere uyulmasi
basariy arttiracaktir.

44'iniin [VM'nun tamamladigini ve bunlardan

8 gebelik elde edildigini bildirmislerdir. L.Veeck ve
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