
Yardýmcý üreme tekniklerin (YÜT)'de, kontrol-
lü ovarian hiperstimulasyondan (KOH) sonra,
genellikle 16-25 mm çapýndaki folliküllerden
toplanan olgun oositlerde, inseminasyon zamaný,
oosit toplama (oocyte pick-up) iþleminden sonraki
ilk 4-6 saatler arasýndadýr. Bu zaman aralýðý gebelik
þansýný arttýran bir faktördür (1,2).

Genellikle 16 mm'den küçük çaplý folliküller-
den toplanan germinal vezikül (GV)'ün görüldüðü
immatür (Profaz I) ve intermediate (Metafaz I)
oositlerin ise olgunlaþma süreleri, kültür ortamý
içinde, in-vitro olarak devam eder. Matür olmayan
bu oositlerin in-vitro maturasyon (IVM) sürecinden
geçmeleri gerekmektedir. Ýn-vitro fertilizasyonda
(IVF) baþarýsýzlýk oranýnýn büyük bir kýsmýný oosit
immatüritesi oluþturmaktadýr (3-6).

IVM için kültür sistemlerinin baþarýsýnýn fark-
lý parametrelerin doðru kombinasyonuna baðlý
olduðu bilinmektedir (7). Bu amaçla, farklý kültür
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Özet
Ýn-vitro maturasyon (IVM)'un baþarýsýný araþtýrmak

amacýyla, farklý kültür ve inkübasyon modelleri kombine edile-
rek oosit kültürü için en uygun kültür ortamý ve serum desteði
bulunmaya çalýþýldý.

GATA IVF merkezine bir yýl içinde farklý zamanlarda
baþvuran 120 hastadan, kontrollü ovarian hiperstimülasyon
(KOH) uygulanarak alýnan olgunlaþmamýþ profaz I (PI) ve
metafaz I (MI) oositler (n=970) farklý koþullarda ve farklý za-
manlarda kültüre edildi. Farklý kültür ve inkübasyon model-
lerinde metafaz II (MII)'ye ulaþan matür oositlerin sayý ve
oranlarý belirlendi.

37°C'de, %75-98 nem, %5 CO2 inkübatör koþullarýnda
(pH:7.4) farklý besi yerlerine, %10-15'lik fötal kordon serumu
(FCS) eklenmesiyle oluþturulan kültür ortamlarýnýn, olgun-
luðunu tamamlayabilen (MII) oosit sayýsýný arttýrdýðý için, en
baþarýlý model olduðu gözlendi.

Anahtar Kelimeler: Oosit, Ýn-vitro maturasyon,
Medium, Ýnkübasyon
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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% CO2 (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.

Key Words: Oocyt, In-vitro maturation,
Medium, Incubation

T Klin J Med Sci 2000, 20:291-294

T Klin J Med Sci 2000, 20 291



ve inkübasyon modelleri kombine edilerek oosit
kültürü için en uygun kültür ortamý ve serum
desteði bulunmaya çalýþýldý.

Gereç ve Yöntem
GATA IVF merkezine 1997-1998 yýllarýnda

farklý zamanlarda baþvuran 72 hastadan, kontrollü
ovarian hiperstimülasyon (KOH) uygulanarak alý-
nan olgunlaþmamýþ oositlerden profaz I (PI) ve
metafaz I (MI) oositler (n=970) farklý koþullarda ve
farklý zamanlarda kültüre edildi.

Oositler, hCG uygulamasýndan 34-36 saat son-
ra ultrasonografi (Kretz-Münih) eþliðinde tek ya da
çift lumenli aspirasyon iðnesi (Cook 1735 G) ile
follikül aspirasyonu yapýlarak toplandý. Embriyolo-
ji laboratuvarýna aspirasyon sývýsýnýn içinde gelen
oositler, laminar flowda (K-System-Holten,
Danimarka), stereomikroskop (Leica Wild MZ8 -
Almanya) altýnda incelendi. Hastanýn tahmin edilen
oosit sayýsýna göre bir gün önceden hazýrlanmýþ
Petri dishlerindeki dengelenmiþ kültür sývýsýna cam
Pasteur pipeti yardýmýyla alýnan immatür oositler
ayrýldý.

Oosit kültürü için, Ham's F-10 (Seromed-Berlin-
Almanya) IVF-50 (Scandinavian IVF Science-AB,
Ýsveç), Medi= Cult (Danimarka), Menezo B2
(Fransa) HTF (USA)v.b. gibi farklý besiyerleri
(mediumlar) kullanýldý (Tablo 1). pH'nýn 7.4 ve os-
molaritenin 280-284 mosmol olmasýna özen göste-
rildi ve çalýþmanýn ayrý basamaklarýnda, pHmetre
(PHU-92) ve Osmometre (Knauer) ile kontrol edil-
di. Ham's F-10 tozu hazýr alýnarak kendi laboratu-
var þartlarýmýzda besiyeri hazýrlandý. Buna %10-15
maternal serum ya da fötal kordon serumu 56°C�da
kompleman inaktivasyonundan sonra filtre edilip
eklendi. 500 ml içine 0.03mg penisillin G (Sigma-
ABD), 0,025 mg streptomisin (Sigma ABD) katýldý.
Diðer besiyerleri hazýr ticari þekilleriyle kullanýldý.
Serum kullanýlmasý gerektiðinde, hastadan ya da
doðum yapanlarýn fötal kordonlarýndan alýnan kan
örnekleri santrifüje edilip serumlarý ayrýþtýrýldý, da-
ha sonra 56 °C'daki su banyosunda 30 dakika inak-
tive edilerek kullanýldý.

Ayrýþtýrýlan oositler inkübatöre (Salvis-
Biocenter 2001) kaldýrýldý. Ýnkübatör, 37°C'de,
%75-98 nem ve %5 CO2 konsantrasyonunu
ayarlayacak þekilde düzenlendi (Tablo 1). Farklý

mediumlara katýlan çeþitli serumlarla elde edilen
örneklerin birleþtirilmesi ile hazýrlanan farklý kültür
ve inkübasyon modellerinde MII'ye ulaþan matür
oositlerin istatistiksel sayý ve oranlarý belirlendi.

Bulgular
Farklý parametrelerin kombinasyonu ile oosit

kültüründe, IVM baþarýsýný araþtýrmak amacýyla,
olgunlaþmamýþ (PI ve MI) oositler farklý koþullarda
ve farklý zamanlarda kültüre edildi. Örneklerin bir-
leþtirilmesi ile elde edilen bulgular Tablo 1'de
görülmektedir.

Tablo 1'den de görüldüðü gibi, Ham's F-10,
Medi= Cult, IVF-50 Scandinavian, Menezo B2 ve
FAS ile IVM baþarýsý nisbeten daha yüksek bulun-
du. Beklendiði gibi medium kalitesinin hücre
kültürünün baþarýsýný önemli derecede etkilediði
gözlendi.

Kullanýlan besi yerlerine FCS'nun eklen-
mesiyle baþarýnýn arttýðý görüldü. MS ya da sentetik
HSA eklenmesiyle de baþarýnýn göreceli olarak art-
týðý, buna karþýn, BSA ile yapýlan çalýþmalarda
baþarý oranýnýn daha düþük kaldýðý saptandý. Bazý
mediumlarda ise baþarý çok düþük bulundu.

Tartýþma ve Sonuç
IVM için kültür sistemlerinin baþarýsý farklý

parametrelerin doðru kombinasyonuna baðlýdýr
(1,2,4,7). YÜT'de toplanan PI ve MI oositlerin döl-
lenebilme yeteneði bulunmamaktadýr (7-10).
Dolayýsýyla oosit immatüritesi IVF'de baþarýsýzlýk
oranýnýn büyük bir kýsmýný oluþturmaktadýr
(3,4,10,11). Çalýþmamýzda, farklý kültür ve
inkübasyon modelleri denenerek immatür oosit-
lerin IVM'larý araþtýrýlmýþtýr. Bu amaçla, farklý or-
tam koþullarý, mediumlar ve bunlara farklý serumlar
eklenerek (HAS, BSA,MS,FCS) ya da ko-
kültürasyon saðlanarak çalýþýlmýþtýr.

En iyi çalýþan model, 37 oC ýsý, %98 nem ve
%5 CO2 fizyolojik þartlarý ile, Fötal Kordon
Serumu (FCS) içeren, pH'sý 7.4, osmolaritesi 284
mOsmol olan kültür þartlarý olmuþtur. Maternal
Serum (MS) ve HTF kullanýlmasýyla da buna yakýn
sonuçlar alýnmýþtýr. %10-15'lik FCS'u, HSA
(Human serum albumin)'e; kýyasla daha baþarýlý,
HSA de Bovine Serum Albumin (BSA)a göre daha
iyi sonuçlar vermiþtir.
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Ayný amaçla FAS (follikül aspirasyon sývýsý) (8)
kullanýldýðýnda sonuçlar göreceli olarak iyi bulun-
muþtur. Ko-kültür hücreleri olarak granüloza
hücrelerinin ortama eklenmesi follikül ve epitel
hücrelerine göre daha iyi sonuçlar vermiþtir.
Ortamda serum veya FAS'ýn bulunmasýnýn, kumu-
luslarýn matürasyondaki rollerini tetiklediði kanýsýný
taþýyoruz. Özellikle, FCS kullanýlmasý ile kültüre
edilen oositlerden meydana gelen embriyonlarýn
kalitesinin daha yüksek olduðu gözlenmiþtir. FCS
yerine diðerlerinden biri kullanýlacaksa, tercih sýrasý
HSA, MS ve BSA þeklinde olmalýdýr.

IVM için kültür sistemlerinin baþarýsýnýn fark-
lý parametrelerin doðru kombinasyonuna baðlý
olduðu görülmüþtür. Farklý birçok parametrenin
deðiþik kombinasyonlarýyla yapýlan çalýþmadan el-

de edilen verilerimizin, ilerde yapýlacak araþtýr-
malara ýþýk tutarak YÜT'nin baþarýsýna katkýda bu-
lunacaðýný ümit ediyoruz.
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Tablo 1. Farklý kültür ve inkübasyon modellerinde IVM'nun gözlenmesi ve elde edilen bulgular (n=970)

Ortam Koþullarý Medium Serum Ko-kültür IVM'a M II'ye ulaþan
Hücreleri býrakýlan oosit

oosit sayýsý Sayýsý Oran
(n=970) (n=322) %

%5 CO2, 37oC, Ham'S F-10 HSA - 104 42 40
%98 Nem BSA - 86 8 9

MS %15'lik - 42 10 23
MS %10'luk - 70 22 31
FCS - 76 38 50
FCS Follikül Epitel 78 24 30

Hücreleri

Medi=Cult FCS - 54 26 48
Fert=Cult HSA - 36 2 5
Earle's Solution BSA - 30 6 20
IVF-50 Granüloza hücreleri 76 34 45
Scandinavian

%5 CO2, 37oC, Menezo B2 HSA Granüloza hücreleri 22 10 45
%75 Nem Menezo B1 BSA Granüloza hücreleri 20 4 20

B2 ART HSA - 28 4 14
MEM %15 MS - 92 34 37
MEM %10 MS - 24 6 25

%5 CO2, %5 O2 Sentetik HTF HSA Epitel hücreleri 38 12 32
%90 N2, 37oC, FAS %10 FCS  - 50 24 48
%75 Nem FAS %15 FCS - 24 8 33

FAS - Granüloza hücreleri 20 8 40

HSA: Human Serum Albumin 
BSA: Bovine Serum Albumin
MS : Maternal Serum
FCS: Fetal Cord Serum (Fötal Kordon Serumu)
HTF: Human Tubal Fluid
FAS: Follikül Aspirasyon Sývýsý
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