
Yardýmcý üreme teknikleri (YÜT)'nin baþarýsý yeterli
sayýda olgun oositin ve saðlýklý embriyonun elde edilmesine
baðlý bulunmaktadýr. Toplanan ovulasyon öncesi oositlerin
mayotik statülerinin metafaz II (MII)'de olmasý, normal fer-
tilizasyon ve embriyonik geliþme þansýný belirleyen en can
alýcý nokta olmaktadýr. Olgunluðunu tamamlamamýþ profaz
I (PI) ve metafaz I (MI) oositlerin döllenebilme yetenek-
lerinin bulunmamasý fertilizasyon oranýnýn düþük kalmasý-
na neden olmaktadýr. Bunlarýn in-vitro maturasyon
(IVM)'larý saðlanabilirse YÜT'lerin  baþarýsý artacaktýr.

Sitoplazma olgunlaþmasý ve oosit aktivasyonu çekir-
dek maturasyonu ile paralel yürür. Kumulus hücrelerinin
etkisi ile oositte protein sentezi uyarýlýr, özellikle steroid
salýnýmý artar. Spermiumla karþýlaþýnca MII'deki oositin
sitoplazma olgunlaþmasý daha da indüklenir. Bu olaylar
dizisi oosit aktivasyonu olarak tanýmlanýr (1).

Granüloza hücrelerinde preovulatuvar dönemde FSH
ve LH reseptör sayýsý artarak follikül geliþimi uyarýlýr. Bu
etki ilk önce granüloza hücrelerinde yapýlan E2 ile
kuvvetlenir (2). Ýnsülin-like Growth Faktörler (IGF I,II) de
FSH etkisi ile kuvvetlenmektedirler. IGF'ler granüloza
hücre fonksiyonunda mitojen olarak etkilidir ve go-
nadotropinlerin etkilerini de arttýrýrlar. IGF'lerin biyolojik
aktivitelerinde baðlayýcý proteinlerin (IGF BP 1-6) de rolü
önem taþýmaktadýr. IGF I'in sistemik dolaþýmdan, IGF II'nin
ise lokal olarak granüloza hücrelerinden kaynaklandýðý gös-
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Özet
Kumulus hücrelerinin in-vitro olarak oosit maturasyonunu

ne ölçüde etkilediðini araþtýrmak amacýyla GATA IVF merkezine
farklý zamanlarda baþvuran 40 hastadan follikül aspirasyonu
yapýlarak toplanan 80 immatür (PI), 100 intermediate (MI) olmak
üzere toplam 180 insan oositi incelendi. Oositler rastgele iki gruba
ayrýldý.

Ýlk grubun kumulus ooforuslarý temizlendi (kumulussuz),
2. grup ise kumuluslarý temizlenmeksizin (kumuluslu) çalýþýldý. Ýn
vitro maturasyon süreçleri 4'er saat arayla 36. saate kadar gözlen-
di. Farklý sürelerde maturasyonunu tamamlayarak MII'ye ulaþan
kumuluslu ve kumulussuz oositler belirlendi. IVM'a ulaþan kumu-
lussuz oosit oraný %24.4 (22/90) olduðu halde, kumuluslu olanlar-
da bu oran %60 (54/90) bulundu (t=5.159, p<0.01). En yüksek
IVM oranýna 12-16. saatler arasýnda (%17.7) ve kumuluslu olarak
inkübe edilen oositlerde rastlandý.

Bu bulgular ýþýðýnda, kumulus hücrelerinin varlýðýnýn
IVM'da çok önemli bir rol oynadýðý söylenebilir.
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In-vitro maturasyon
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Summary
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.

Key Words: Oocyte, Cumulus oophorus,
In-vitro oocyte maturation

T Klin J Med Sci 2001, 21:161-165

T Klin J Med Sci 2001, 21 161



terilmiþtir (3,4). Artan IGF I'in etkisi ile; FSH etkisiyle bir-
likte progesteron ve östrojen sentezi artar, LH reseptörleri
artar. Yeterli LH reseptörü oluþunca, LH direkt olarak
granüloza hücrelerine etki ederek luteinizasyona ve proges-
teron yapýmýna yol açar. Ýnhibinin LH aktivitesini
kuvvetlendirmesi sonucu androjen ve östrojen sentezi artýþ
gösterir (5).

Teka hücrelerinde  LH etkisi ile yapýlan androjenler
(testosteron ve androstenedion) granüloza hücrelerine
taþýnýr ve FSH'ýn aromataz enzimlere etkisi ile burada östro-
jenlere (estradiol ve östron) dönüþür (Two-cell teori) (6,7).

Granüloza hücrelerinin (kumulus ooforus ve korona
radiata) oositin in-vitro matürasyonuna da pozitif etkileri
vardýr. Bu hücreler salgýladýklarý gonadotropinlerle resep-
törler aracýlýðýyla oositin ilk etkileþimini saðlamaktadýrlar
(8-13). Kumulus hücrelerinin in-vitro olarak oosit matu-
rasyonunu ne ölçüde etkilediðini görmek amacýyla bu çalýþ-
ma yapýlmýþtýr.

Gereç ve Yöntem

GATA IVF merkezine farklý zamanlarda baþvuran 40
hastadan follikül aspirasyonu yapýlarak toplanan 80 im-
matür (PI), 100 intermediate (MI) olmak üzere toplam 180
insan oositi  incelendi. Bu oositlerin yarýsýnýn kumuluslarý,
0.5-1 dakika süre ile hiyalüronidaz enzimi ile muamele
edilerek (Hyase 10, Scandinavian, Ýsveç) temizlendi, yarýsý
ise kumuluslarý temizlenmeksizin (kumuluslu) býrakýldý.

Toplanan oositler oosit maturasyon indeksindeki para-
metreler kullanýlarak 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 

40 Adet PI ve 50 adet MI oosit kumuluslu olarak (cu-
mulus intact=cumulus enclosed), ayný sayýda oositler de ku-
mulussuz olarak (cumulus free=CF) inkube edildi. Çalýþma
süresince hepsi için ayný oosit kültür inkübasyon modeli
(37°C sýcaklýk, %98 nem ve  %5 karbondioksit kon-
santrasyonu) ve ayný kültür sývýsý (Scandinavian IVF-20
Ýsveç) kullanýldý. pHmetre (PHU-92) ve Osmometre
(Knauer) ile kontrol edilerek pH 7.4 ve osmolarite 280-284
mOsmol tutulduý. 

4'er saat arayla 36. saatte kadar, germinal vezikülün
parçalanmasý ve daha sonra 1. kutup hücresinin atýlmasý
açýsýndan (IVM süreçleri) gözlendi. Farklý sürelerde MII'ye
ulaþan kumuluslu ve kumulussuz oositler belirlendi
(Þekil 1,2).

Bulgular

Kumuluslu ve kumulussuz olarak, 40'ar adet PI ve
50'þer adet MI olarak inkübe edilen oositlerin IVM süreçleri
Tablo 1 ve 2'de verilmiþtir.

IVM'a ulaþan kumulussuz oosit oraný %24.4 (22/90)
olduðu halde, kumuluslu olanlarda bu oran %60 (54/90) bu-

lundu. Kumulussuz PI oositlerin %20'si IVM'unu tamam-
larken, kumuluslu PI oositlerin %60'ýnýn IVM'unu tamam-
ladýðý görüldü. MI oositlerde ise IVM oranlarý kumuluslu
grupta %60 iken kumulussuz grupta ancak %28 idi.
Görüldüðü gibi, kumuluslarý temizlenmeksizin kültüre
edilenlerde olgunluða ulaþma (M II) oraný çok daha yüksek
bulundu (t=5.159, p<0.01).

Tablo 2'de bunlarýn kültür sürelerine göre IVM oran-
larý görülmektedir. Buna göre kumuluslularda %17.7, ku-
mulussuzlarda %8.8 en yüksek IVM oranýna 16. saatte
ulaþýldý.

Kültür süresine göre kümülatif IVM oranlarý ise Tablo
3'deki gibiydi.

Þekil 1a. Kumuluslu olarak inkübasyona býrakýlan ve PI oositi içeren
oosit-korona-kumulus kompleksi (OCC). Germinal vezikül (GV)
seçilmektedir (ok).

Þekil 1(b). Ayný oositin OCC'nin 10 saat sonraki MI mikrofotografý.
(GV yýkýlmýþtýr).
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Grafikte en yüksek IVM oranýna kumuluslu hücre-
lerde rastlandýðý ve bunun 12-16. saatler arasýnda hýzlý bir
artýþla (%17.7) karakterize olduðu daha net görülmektedir. 

Tartýþma ve Sonuç

Kumulus ooforus hücreleri, sitoplazmik uzantýlarýyla
zona pellusidayý geçerek oosit plazmalemmasýna ulaþýrlar
ve böylelikle oosit maturasyonunda gerekli substanslarýn
bir kýsmýný saðlarlar. Bu hücreler hem endokrin hem de
parakrin özellik taþýmaktadýrlar (14).

Þekil 1c. b'deki oositin 16. saatte MII'ye ulaþtýktan sonra, inseminas-
yonu takiben görünümü. Kumulus hücrelerine penetre olmuþ spermi-
umlar seçilmektedir.

Þekil 1d. Ayný oositin 26. saatte (inseminasyondan 10 saat sonra) çek-
ilmiþ TII mikrografýdýr. Kumulus hücrelerinin yarýsý uzaklaþtýrýlmýþ
olup, 1. ve 2. kutup hücreleri seçilebilmektedir.

Þekil 2a. Kumulus hücreleri denude edilmiþ PI oosit. Ortada GV þef-
faf olarak seçilmektedir. b. Ayný oositin 12 saat sonraki MI evresini
gösteren mikrofotografý (Matür oosit). 1. kutup hücresi seçilmektedir.

Þekil 2c. Ýnseminasyonu takiben, inkübasyonun 30. saatinde TII evre-
si. 1. ve 2. kutup hücreleri perivitellin aralýkta (PVA) seçilmektedir.

Þekil 2d.
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Kumulus hücrelerinin yüzey arttýrýcý mikrovillus ve
sitoplazmik çýkýntýlarýnýn ZP üzerinde oosit sitoplazma
zarýnýn mikrovilluslarý ile gap-junction ve desmozom tipi
baðlantýlarla oosite küçük moleküllerin (proteoglikanlarýn)
ve kendi salgýladýklarý az miktardaki gonadotropinlerin
transportunu saðlayarak, ayrýca reseptör artýþýný indükle-
mek suretiyle östrojen, progesteron ve kýsmen de androjen
salgýsýnda artýþa yol açarak bunun yanýsýra IGF II salgýla-
yarak oosit olgunlaþmasýna katkýda bulunduklarý bilinmek-
tedir (11-16).

IVM için kültür sistemlerinin baþarýsýnýn farklý para-
metrelere baðlý olduðu bilinmektedir. Oositlerin IVM'nu
kumulus-korona-oosit kompleksinin bütün elemanlarýnýn
katýldýðý, morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal deðiþiklik-
lerin bir sonucudur.

YÜT'de toplanan PI ve MI oositlerin döllenebilme
yeteneði bulunmamaktadýr (15,18,19). Dolayýsýyla oosit
immatüritesi IVF'de baþarýsýzlýk oranýnýn büyük bir kýsmýný
oluþturmaktadýr (20,21). Bununla birlikte, matürasyonlarýný
in-vitro olarak tamamlayan PI ve MI oositlerin döl-
lenebildiði bildirilmiþtir (19,22). 

Matürasyon ilerledikçe fertilizasyon yeteneði artmak-
tadýr (20). MII evresindeki oositler fertilizasyon yeteneði en
yüksek olanlardýr (15,23,24). Mayotik statünün MII'de ol-
masý ve spermiumun ZP ile oosit zarý engelini geçerek sito-
plazma içine girmesi de döllenme için her zaman yeterli
deðildir (25-27).

Tablo 1. Kültür süresi dikkate alýnmaksýzýn kumulus hücrelerinin  IVM'a etkileri

Kumuluslu Kumulussuz

Oositin Evresi Oosit sayýsý Oosit sayýsý
(Oosit-korona-kumulus MII'e ulaþanlarýn (Kumuluslarý M II'e ulaþanlarýn 

kompleksi) oraný % temizlenmiþ) oraný %

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. Kültür süresine göre kumuluslarýn IVM'a etkileri

IVM'a ulaþanlar

Kumuluslu Kumulussuz

Kültür Süresi MII'e MII'e ulaþanlarýn MII'e MII'e ulaþanlarýn 
(saat) ulaþanlar toplama oraný % ulaþanlar toplama oraný %

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
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Tablo 3. Kumulus ooforus hücrelerinin kültür süresine göre
kümülatif IVM oranlarý

Kültür süresi (Saat)
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Halen IVM baþarýsýný arttýrmak için farklý serumlar
(HSA, BSA, FCS vb.) ve hormonlar (FSH,LH,E2 vb.)
ekleyerek inkübasyon modelleri denenmekle birlikte doyu-
rucu bir baþarý elde edilememiþtir. Ortama folliküler aspi-
rasyon sývýsý eklenmesi ya da ko-kültürasyon (Follikül epi-
tel hücreleri, granüloza hücreleri vb.)  için hücre eklenmesi
ile baþarý arttýrýlmaya çalýþýlmaktadýr. Özellikle nükleer
maturasyona katkýda bulunabilecek bu tür çalýþmalarýn art-
týrýlmasýnýn yararlý olacaðý inancýndayýz.

Armstrong ve arkadaþlarý kumuluslu inkübasyondan
sonra IVM'u saðlanan oositlerin oranýnýn düþük olduðunu,
bunlardan fertilize olanlarda yarýklanma ve preimplantas-
yon oranlarýnýn daha da düþtüðünü bildirmiþlerdir (28).
Bizim çalýþmamýzda ise kumuluslu inkübasyon periyodun-
dan sonra IVM oranlarý anlamlý olarak daha yüksek bulun-
muþtur (t=5.159, p<0.01). Çalýþmamýzda ayrýca IVM
süreleri ile olan iliþki de gözden geçirilmiþtir.  12-16 saatin
yeterli olduðu sonucuna varýlmýþtýr.

Kumuluslarýn özellikle çekirdek maturasyonu ve ileri-
ki geliþme kapasitesi için gerekli olduðu görüldü.
Kumuluslarý temizlenen oositlerde IVM'nun düþük olmasý,
gerekli substanslarýn  oosite taþýnmasýnýn yeterince saðlana-
madýðýný düþündürmektedir.
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