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Ozet

Summary

Kumulus hiicrelerinin in-vitro olarak oosit maturasyonunu
ne Olgiide etkiledigini aragtirmak amaciyla GATA IVF merkezine
farkli zamanlarda basvuran 40 hastadan follikiil aspirasyonu
yapilarak toplanan 80 immatiir (PI), 100 intermediate (MI) olmak
tizere toplam 180 insan oositi incelendi. Oositler rastgele iki gruba
ayrildi.

Ik grubun kumulus ooforuslar1 temizlendi (kumulussuz),
2. grup ise kumuluslari temizlenmeksizin (kumuluslu) calisildi. In
vitro maturasyon siiregleri 4'er saat arayla 36. saate kadar gozlen-
di. Farkli siirelerde maturasyonunu tamamlayarak MII'ye ulasan
kumuluslu ve kumulussuz oositler belirlendi. [IVM'a ulagan kumu-
lussuz oosit orani %24.4 (22/90) oldugu halde, kumuluslu olanlar-
da bu oran %60 (54/90) bulundu (t=5.159, p<0.01). En yiiksek
IVM oranina 12-16. saatler arasinda (%17.7) ve kumuluslu olarak
inkiibe edilen oositlerde rastlandi.

Bu bulgular 1s1ginda, kumulus hiicrelerinin varliginin
IVM'da ¢ok onemli bir rol oynadig: sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Oosit, Kumulus hiicreleri,
In-vitro maturasyon
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The objective of this study was to investigate the effects of
cumulus oophorus cells on in vitro oocyte maturation. A total of
180 oocytes (80 immature - prophase I and 100 intermediate -
metaphase I) were collected from 40 patients. These oocytes were
randomly distributed into 2 groups.

The first group oocytes were denuded and seperated from
cumulus oophorus cells (cumulus free). No denudation was done
in the second group. During the incubation period the stage of the
in vitro maturation of the cumulus free and intact oocytes were ob-
served every 4 hours up to 36 hours. The undenuded (cumulus in-
tact) oocytes in the first group, were found to reach metaphase II
stage 60% (54/90) whereas, denuded oocytes reached 24%
(22/90). The peak for reaching metaphase II stage were observed
in the undenuded group of oocytes at 12-16 hours.

It is obvious that the presence cumulus oophorus cells play a
very important role for in-vitro maturation.
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Yardimci iireme teknikleri (YUT)'nin basaris1 yeterli
say1da olgun oositin ve sagliklt embriyonun elde edilmesine
bagli bulunmaktadir. Toplanan ovulasyon 6ncesi oositlerin
mayotik statiilerinin metafaz IT (MII)'de olmasi, normal fer-
tilizasyon ve embriyonik gelisme sansini belirleyen en can
alic1 nokta olmaktadir. Olgunlugunu tamamlamamis profaz
I (PI) ve metafaz I (MI) oositlerin dollenebilme yetenek-
lerinin bulunmamas: fertilizasyon oraninin diisiik kalmasi-
na neden olmaktadir. Bunlarin in-vitro maturasyon
(IVM)'lar1 saglanabilirse YUT'lerin basaris1 artacaktir.
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Sitoplazma olgunlagsmasi ve oosit aktivasyonu g¢ekir-
dek maturasyonu ile paralel yiiriir. Kumulus hiicrelerinin
etkisi ile oositte protein sentezi uyarilir, 6zellikle steroid
salinimi artar. Spermiumla karsilasinca MII'deki oositin
sitoplazma olgunlagsmas1 daha da indiiklenir. Bu olaylar
dizisi oosit aktivasyonu olarak tanimlanir (1).

Graniiloza hiicrelerinde preovulatuvar donemde FSH
ve LH reseptor sayisi artarak follikiil gelisimi uyarilir. Bu
etki ilk Once graniiloza hiicrelerinde yapilan E, ile
kuvvetlenir (2). Insiilin-like Growth Faktorler (IGF LII) de
FSH etkisi ile kuvvetlenmektedirler. IGF'ler graniiloza
hiicre fonksiyonunda mitojen olarak etkilidir ve go-
nadotropinlerin etkilerini de arttirirlar. IGF'lerin biyolojik
aktivitelerinde baglayici proteinlerin (IGF BP 1-6) de rolii
onem tagimaktadir. IGF I'in sistemik dolasimdan, IGF II'nin
ise lokal olarak graniiloza hiicrelerinden kaynaklandigi gos-
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terilmistir (3,4). Artan IGF I'in etkisi ile; FSH etkisiyle bir-
likte progesteron ve Ostrojen sentezi artar, LH reseptorleri
artar. Yeterli LH reseptorii olusunca, LH direkt olarak
graniiloza hiicrelerine etki ederek luteinizasyona ve proges-
teron yapimina yol acar. Inhibinin LH aktivitesini
kuvvetlendirmesi sonucu androjen ve dstrojen sentezi artis
gosterir (5).

Teka hiicrelerinde LH etkisi ile yapilan androjenler
(testosteron ve androstenedion) graniiloza hiicrelerine
tasiir ve FSH'in aromataz enzimlere etkisi ile burada 6stro-
jenlere (estradiol ve dstron) doniisiir (Two-cell teori) (6,7).

Graniiloza hiicrelerinin (kumulus ooforus ve korona
radiata) oositin in-vitro matiirasyonuna da pozitif etkileri
vardir. Bu hiicreler salgiladiklar1 gonadotropinlerle resep-
torler araciligiyla oositin ilk etkilesimini saglamaktadirlar
(8-13). Kumulus hiicrelerinin in-vitro olarak oosit matu-
rasyonunu ne Sl¢iide etkiledigini gérmek amaciyla bu ¢alig-
ma yapilmustir.

Gere¢ ve Yontem

GATA TVF merkezine farkli zamanlarda bagvuran 40
hastadan follikiil aspirasyonu yapilarak toplanan 80 im-
matiir (PI), 100 intermediate (MI) olmak iizere toplam 180
insan oositi incelendi. Bu oositlerin yarisinin kumuluslari,
0.5-1 dakika siire ile hiyaliironidaz enzimi ile muamele
edilerek (Hyase 10, Scandinavian, Isveg) temizlendi, yarist
ise kumuluslart temizlenmeksizin (kumuluslu) birakildi.

Toplanan oositler oosit maturasyon indeksindeki para-
metreler kullanilarak oosit ¢evresindeki kumulus-korona
hiicre kompleksi (OKK) nin histolojik yapisi, GV'in
pargalanip par¢alanmadig ve birinci kutup hiicresinin atilip
atilmadigma bakilarak olgunluk derecelerine gore ayrildi

40 Adet PI ve 50 adet MI oosit kumuluslu olarak (cu-
mulus intact=cumulus enclosed), ayn1 sayida oositler de ku-
mulussuz olarak (cumulus free=CF) inkube edildi. Caligma
siiresince hepsi i¢in ayni oosit kiiltiir inkiibasyon modeli
(37°C sicaklik, %98 nem ve %5 karbondioksit kon-
santrasyonu) ve ayni kiiltlir sivist (Scandinavian IVF-20
Isveg) kullanildi. pHmetre (PHU-92) ve Osmometre
(Knauer) ile kontrol edilerek pH 7.4 ve osmolarite 280-284
mOsmol tutuldui.

4'er saat arayla 36. saatte kadar, germinal vezikiiliin
pargalanmasi ve daha sonra 1. kutup hiicresinin atilmasi
acisindan (IVM siirecleri) gozlendi. Farkli siirelerde MII'ye
ulasan kumuluslu ve kumulussuz oositler belirlendi
(Sekil 1,2).

Bulgular

Kumuluslu ve kumulussuz olarak, 40'ar adet PI ve
50'ser adet MI olarak inkiibe edilen oositlerin IVM siire¢leri
Tablo 1 ve 2'de verilmistir.

IVM'a ulasan kumulussuz oosit orani %24.4 (22/90)
oldugu halde, kumuluslu olanlarda bu oran %60 (54/90) bu-
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Sekil 1a. Kumuluslu olarak inkiibasyona birakilan ve PI oositi igeren
oosit-korona-kumulus kompleksi (OCC). Germinal vezikil (GV)
secilmektedir (ok).

2 a . " -
Sekil 1(b). Ayni oositin OCC'nin 10 saat sonraki MI mikrofotografi.
(GV yikilmigtir).

lundu. Kumulussuz PI oositlerin %20'si IVM'unu tamam-
larken, kumuluslu PI oositlerin %60'1in IVM'unu tamam-
ladig1 goriildii. MI oositlerde ise IVM oranlart kumuluslu
grupta %60 iken kumulussuz grupta ancak %28 idi.
Gorildigi gibi, kumuluslart temizlenmeksizin kiiltiire
edilenlerde olgunluga ulasma (M II) orani ¢ok daha yiiksek
bulundu (t=5.159, p<0.01).

Tablo 2'de bunlarin kiiltiir siirelerine gére IVM oran-
lar1 goriilmektedir. Buna gére kumuluslularda %17.7, ku-
mulussuzlarda %8.8 en yliksek IVM oranma 16. saatte
ulagildi.

Kiiltiir siiresine gore kiimiilatif IVM oranlari ise Tablo
3'deki gibiydi.

T Klin Tp Bilimleri 2001, 21



KUMULUS HUCRELERININ OOSIT iIN-VITRO MATURASYONU UZERINE ETKILERI Mehmet CINCIK ve Ark.

o 3 5 = i A Al e
Sekil 1c. b'deki oositin 16. saatte MII'ye ulastiktan sonra, inseminas-
yonu takiben goriinimii. Kumulus hiicrelerine penetre olmus spermi-
umlar segilmektedir.

Sekil 1d. A1 ositin 26. saatte (inseminasyondan 10 saat sonra) qe-
ilmis TII mikrografidir. Kumulus hiicrelerinin yaris1 uzaklastirilmig
olup, 1. ve 2. kutup hiicreleri segilebilmektedir.

Sekil 2a. Kumulus hiicreleri denude edilmis PI oosit. Ortada GV sef-
faf olarak secilmektedir. b. Ayni oositin 12 saat sonraki MI evresini
gosteren mikrofotografi (Matiir oosit). 1. kutup hiicresi se¢ilmektedir.
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Sekil 2¢. Inseminasyonu takiben, inkiibasyonun 30. saatinde TII evre-
si. 1. ve 2. kutup hiicreleri perivitellin aralikta (PVA) secilmektedir.

Grafikte en yliksek IVM oranina kumuluslu hiicre-
lerde rastlandigi ve bunun 12-16. saatler arasinda hizli bir
artisla (%17.7) karakterize oldugu daha net goriilmektedir.

Tartisma ve Sonug¢

Kumulus ooforus hiicreleri, sitoplazmik uzantilariyla
zona pellusiday1 gegerek oosit plazmalemmasina ulasirlar
ve boylelikle oosit maturasyonunda gerekli substanslarin
bir kismin1 saglarlar. Bu hiicreler hem endokrin hem de
parakrin 6zellik tasimaktadirlar (14).
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Tablo 1. Kiiltiir stiresi dikkate alinmaksizin kumulus hiicrelerinin IVM'a etkileri

Kumuluslu

Kumulussuz

Oositin Evresi Oosit sayis1

Oosit sayis1

(Oosit-korona-kumulus MII'e ulaganlarin (Kumuluslart M II'e ulaganlarin

kompleksi) orant % temizlenmis) orant %
PI 40 24/40 60 40 8/40 20
MI 50 30/50 60 50 14/50 28
TOPLAM 90 54/90 60 90 22/90 24.4

T=5.159 ; p<0.01
Tablo 2. Kiiltiir siiresine gore kumuluslarin IVM'a etkileri
IVM'a ulasanlar
Kumuluslu Kumulussuz

Kiltiir Siiresi Mlil'e MII'e ulasanlarin Mlil'e MII'e ulasanlarin
(saat) ulaganlar toplama orani % ulaganlar toplama orani %
4 4 4/90 4.4
8 4 4/90 4.4
12 6 6/90 6.6 6 6/90 6.6
16 16 16/90 17.7 8 8/90 8.8
20 10 10/90 11.1 2 2/90 2.2
24 6 6/90 6.6 6 6/90 6.6
28 6 6/90 6.6
32 2 2/90 2.2
36 - -
TOPLAM 54 54/90 60 22 22/90 24.4

Kumulus hiicrelerinin yiizey arttirict mikrovillus ve
sitoplazmik ¢ikintilarinin ZP {izerinde oosit sitoplazma
zarinin mikrovilluslari ile gap-junction ve desmozom tipi
baglantilarla oosite kiigiik molekiillerin (proteoglikanlarin)
ve kendi salgiladiklar1 az miktardaki gonadotropinlerin
transportunu saglayarak, ayrica reseptdr artigini indiikle-
mek suretiyle dstrojen, progesteron ve kismen de androjen
salgisinda artisa yol agarak bunun yanisira IGF 1II salgila-
yarak oosit olgunlasmasina katkida bulunduklari bilinmek-
tedir (11-16).

IVM igin kiiltlir sistemlerinin bagarisinin farkli para-
metrelere bagli oldugu bilinmektedir. Oositlerin IVM'nu
kumulus-korona-oosit kompleksinin biitiin elemanlarinin
katildig1, morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal degisiklik-
lerin bir sonucudur.

YUT'de toplanan PI ve MI oositlerin déllenebilme
yetenegi bulunmamaktadir (15,18,19). Dolayisiyla oosit
immatiiritesi IVF'de basarisizlik oraninin biiyiik bir kismini
olusturmaktadir (20,21). Bununla birlikte, matiirasyonlarini
in-vitro olarak tamamlayan PI ve MI oositlerin dol-
lenebildigi bildirilmistir (19,22).
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Tablo 3. Kumulus ooforus hiicrelerinin kiiltiir siiresine gore
kiimtilatif IVM oranlar1
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% Maturasyon
w
=

Kiiltiir siiresi (Saat)

Matiirasyon ilerledikce fertilizasyon yetenegi artmak-
tadir (20). MII evresindeki oositler fertilizasyon yetenegi en
yiiksek olanlardir (15,23,24). Mayotik statiiniin MII'de ol-
masi ve spermiumun ZP ile oosit zar1 engelini gegerek sito-
plazma igine girmesi de ddllenme i¢in her zaman yeterli
degildir (25-27).
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Halen IVM basarisini arttirmak i¢in farkli serumlar
(HSA, BSA, FCS vb.) ve hormonlar (FSH,LH,E, vb.)
ekleyerek inkiibasyon modelleri denenmekle birlikte doyu-
rucu bir basar1 elde edilememistir. Ortama follikiiler aspi-
rasyon sivisi eklenmesi ya da ko-kiiltiirasyon (Follikiil epi-
tel hiicreleri, graniiloza hiicreleri vb.) igin hiicre eklenmesi
ile basar1 arttirilmaya calisilmaktadir. Ozellikle niikleer
maturasyona katkida bulunabilecek bu tiir caligmalarin art-
tirllmasinin yararli olacagi inancindayiz.

Armstrong ve arkadaglar1 kumuluslu inkiibasyondan
sonra [VM'u saglanan oositlerin oraninin diisiik oldugunu,
bunlardan fertilize olanlarda yariklanma ve preimplantas-
yon oranlarinin daha da distiiglinii bildirmislerdir (28).
Bizim ¢aligmamizda ise kumuluslu inkiibasyon periyodun-
dan sonra IVM oranlari anlamli olarak daha yiiksek bulun-
mustur (t=5.159, p<0.01). Calismamizda ayrica IVM
stireleri ile olan iliski de gézden gegirilmistir. 12-16 saatin
yeterli oldugu sonucuna varilmistir.

Kumuluslarin 6zellikle ¢ekirdek maturasyonu ve ileri-
ki gelisme kapasitesi i¢in gerekli oldugu gorildii.
Kumuluslar1 temizlenen oositlerde IVM'nun diisiik olmasi,
gerekli substanslarin oosite taginmasinin yeterince saglana-
madigini diisiindiirmektedir.
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