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 ÖZET 

 Bu derlemede, in vitro koşullarda sığır embriyosu elde edilmesinde önemli bir adım olan in vitro oosit 
maturasyonuna etki eden faktörler konu edilmiştir.  
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 SUMMARY 

 In vitro maturation is an important step for in vitro production of bovine embryos. In this review, how to realize  in 
vitro bovine oocytes maturation and factors affecting on this procedure were discussed.  
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GİRİŞ 

Hayvansal biyoteknoloji konusunda 

sağladığı büyük avantaja rağmen pek çok 

laboratuvarda in vitro sığır embriyosu elde 

etme oranı  %25-50 arasında kalmaktadır. 

Bunun başlıca nedeni kültür koşullarının ve in 

vitro oosit maturasyonunun önündeki 

problemlerin aşılamamış olmasındandır. Henüz 

başarı düzeyi tatmin edici olmasa da in vitro 

fertilizasyon konusu, gelişmiş ülkelerin pek 

çoğunda hayvan ıslahı dalındaki yerini çoktan 

almıştır. Hayvansal gıdalardan yararlanma 

oranının gelişmiş ülkelere kıyasla oldukça 

düşük kaldığı ülkemizde, hayvansal protein 

açığını kapatmak için bu gibi tekniklerin 

hayvancılığa verebileceği katkılar gözardı 

edilmemelidir. Bu çalışmada, in vitro oosit 

maturasyonuna etki eden faktörler irdelenerek 

bu konuyla ilgilenen araştırıcılara faydalı 

bilgiler verilmeye çalışılmıştır.  

Oosit Maturasyonu 

Sığır oositi, nükleer ve sitoplazmik 

maturasyon evrelerinden geçerek fertilizasyona 

hazır hale gelir. Nükleer maturasyon, oosit 

nükleusunun germinal vezikül aşamasından 

metafaz-2 (M-II) safhasına ulaşması durumu-

dur. Bu gelişim, germinal vezikül yıkımlanması 

(Germinal Vesicle Break Down-GVBD), kro- 

 

mozom kondenzasyonu, birinci metafazın iğ 

iplikçiklerinin oluşumu, homolog kromozom-

ların polar cisimcik vasıtasıyla atılması ve M-II 

durumuna geçilmesi olgularını kapsar. Ardın-

dan da redüksiyon bölünmesiyle birlikte 

kromozom sayısı haploid (n=30) duruma gelir 

(31).  

Sitoplazmik maturasyon ise, oositin 

GV safhasından M-II safhasına, olgun bir oosit 

oluncaya kadar geçirmiş olduğu ultrastrüktürel 

değişimleri ifade eder. Bu değişimler, oositin 

normal fertilizasyonu, bölünmeye başlaması ve 

blastosist safhasına kadar ulaşmasında indirekt 

olarak etkilidir.  

Maturasyonu destekleyici faktör (Matu-

ration Promotion Factor-MPF), mayoz kilitlen-

mesi (Meiotic Arrest), foliküler apoptozis, 

inhibitörler, foliküler sıvı oositin in vivo 

maturasyonunu az ya da çok etkileyen faktörler 

arasındadır.  

İn vitro Maturasyona Etki Eden 
Faktörler 

Oosit Vericisinin Fizyolojik Durumu  

Pubertaya ulaşmış düveler oosit vericisi 

olabilir. Bunun için tek gereksinim, 

ovaryumlarda antral foliküllerin bulunmasıdır. 
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Hipoplastik ovaryumlara sahip, postpartum 

dönemde olan ve doğuma çok az bir süre 

kalmış hayvanların donor olarak kullanılması 

uygun değildir.  Sayı ve kalite olarak 

vericilerden toplanan oositlerde büyük farklılık 

vardır. Bunun nedeni vericilerin genetik 

karakterleri, bakım ve beslenme şartlarındaki 

farklılıklardır. Sağlık durumları, çevresel 

koşulları ve beslenme şartları iyi olan 

vericilerden toplanan oosit sayı ve kalitesi 

yüksek olmaktadır (17). 

Hayvanlardan puberta öncesi oosit 

toplanabilirse de elde edilen oositlerde henüz 

yeteri düzeyde hormon reseptörü 

bulunmayışından dolayı bunların maturasyon 

yetenekleri sınırlı kalmaktadır (39). Sıcaklık 

stresi altındaki sığırların ovaryumlarından elde 

edilen oositlerin, maturasyon ve embriyo 

oluşturma yetenekleri sınırlı kalmaktadır (3). 

Östrus Siklusu ve Foliküler 

Dalgalanma 

Ovaryumlardan toplanan oosit miktarı, 

bunların gelişim ve fertilizasyon yetenekleri 

seksüel siklusun evreleriyle yakından ilgilidir. 

Örnek olarak, ovaryumda korpus luteum 

bulunması durumunda en yüksek oranda, 

korpus luteum ile birlikte dominant folikül 

bulunması durumunda daha düşük oranda oosit 

toplanmıştır. Yalnızca dominant folikülün yer 

aldığı ovaryumlardan toplanan oosit sayısı en 

düşük seviyede kalmıştır (55). Atrezi safhasına 

giren foliküllerin in vitro gelişim  kapasiteleri 

düşük olmaktadır. Bu bakımdan, henüz 

foliküler fazda yani atrezi dönemine girilmeden 

önceki safhada oosit toplanmasının daha çok 

maturasyon oranı sağladığı söylenebilir (22, 26, 

37).  

Folikül Büyüklüğü 

İn vitro embriyo üretimi amacıyla 2-6 

mm çapındaki foliküller kullanılır. Antral 

foliküllerden çapı 2 mm’ye kadar olanlarda 

gelişim için gerekli mikro çevre şartları henüz 

oluşmadığından maturasyon yetenekleri çok 

düşüktür. Bunun bir nedeni de büyüme 

sürecinde olan oositin yeteri düzeyde RNA 

sentezi yapamamış olmasıdır (1).   

Folikül büyüklüğünün artmasıyla 

maturasyon yeteneği artmaktadır. Ancak  

folikül büyüklüğü, oositin kaliteli embriyo 

haline gelmesi için tek ölçüt değildir. Büyük bir 

folikül zayıf gelişim kabiliyeti gösterebildiği 

gibi orta büyüklükte bir folikül de iyi bir 

gelişim gösterebilmektedir (48). Araştırıcılar 

arasındaki yaygın kanaat folikül büyüdükçe 

gelişim yeteneklerinin arttığı yönündedir. 

Büyük foliküllerin sitoplazmik maturasyonu 

tamamlamış olmaları buna en büyük gerekçedir 

(34, 42).  

Kumulus Oosit Kompleksi (COC) 

Granuloza ve teka hücreleri mayotik 

dinlenme süreci içinde oositin ihtiyaçlarının 

karşılanmasına, maturasyona başlayan oositlerin 

gelişim kabiliyeti kazanmasına yardım ederler. 

Granuloza hücreleriyle birlikte oosite Kumulus 

Oosit Kompleks (COC) denmektedir (51). 

Bütün bu hücreler ve oosit parakrin, otokrin 

hormonlar ve büyüme faktörleri sayesinde 

indirekt olarak ilişki halindedirler. Ayrıca 

kumulus hücreleri ile oosit, gap junction adı 

verilen ve birbirine çok yakın hücreler arasında 

iyon geçişinin sağlandığı özel bölgeler 

sayesinde direkt olarak bağlantı halindedir (22).  

Kumulus hücreleri, oositin yeterli 

gelişim kapasitesine ulaşması ve beslenmesi 

açısından kritik role sahiptir. İmmature oositte 

glutasyon oranı düşüktür. Bu oran maturasyon 

süreci içerisinde yükselir ve ikinci metafaz 

safhasında en yüksek seviyesine ulaşır. 

Glutasyon, spermatozoon kromatinlerinin 

dekondenzasyonu ve histonlar tarafından 

protaminlerin yer değiştirmesi süresince disülfit 

bağlarının azaltılmasından sorumludur. Ayrıca 

kumulus hücreleri RNA sentezinde regülatör 

bir role sahiptir (20, 25).  
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Oosit Kalitesi 

Doğru oosit seçimi in vitro embriyo 

üretiminde başarının anahtarı durumundadır 

(Tablo 1).  

Bazı araştırıcılara göre oosit, kumulus 

hücreleri ve oosit sitoplazması birlikte 

değerlendirmeye alınır. Buna göre, (1, 2, 3, 4) 

şeklinde dört farklı sınıflama yapılır. Yalnızca 

kumulus hücrelerinin morfolojik durumuna 

bakılarak A, B, C ve D şeklinde de 

sınıflandırma yapılmaktadır. Bu sınıflamalara 

göre yalnız dördüncü grup çok düşük in vitro 

maturasyon yeteneğindedir. Homojen 

görünümlü bir sitoplazma, oositi çevreleyen, 

bozulmamış ve kompakt yapıda kumulus 

hücreleri, immature oositin maturasyon ve 

embriyonik gelişim yeteneğinin en önemli 

işaretlerindendir (10, 25) (Şekil 1).  

 Bazı araştırıcılar ise, sitoplazması 

homojen görünüşte, zona pellusidaya sıkıca 

tutunmuş ve kompakt yapıda kumulusa sahip 

oositleri “Gelişime uygun”, heterojen 

sitoplazmalı ve ekspanse olmuş kumulus 

hücrelerine sahip oositleri de “gelişime uygun 

olmayan” oositler şeklinde 

sınıflandırmaktadırlar (57). 

 

Tablo 1. Kumulus Morfolojisine göre sınıflandırılan oositlerin bölünme yetenekleri (47) 

Kategori Maturasyona alınan Bölünen Bölünme oranı 

A 364 232 63.7 

B 122 36 29.5 

C 158 28 17.7 

 

              
                               Şekil 1. Kalite sınıflandırmasına göre şematik COC görünümleri 
 

Maturasyon Süresi 

İn vitro maturasyona alınan immature 

sığır oositlerinde 0-6.6. saatlerde GV oluşumu, 

6.6-8.0. saatlerde germinal vezikül yıkımı 

(GVBD), 8.0-10.3. saatlerde kromozom dekon-

denzasyonu, 10.3-15.4. saatler arasında birinci 

metafaz, 15.4-18.0. saatler arasında birinci 

anafaz ile telofaz ve 18.0-24.0. saatler arasında 

da ikinci metafaz aşamaları geçilir. GVBD ve 

birinci polar cisimciğin atılması, kumulus 

hücrelerinin ekspansiyonu ile  yakından  ilişki- 

 

lidir.  İnek oositlerinin in vitro maturasyonun-

da, maturasyon zamanı olarak 18 saatten 27 

saate kadar değişik süreler bildirilmekle 

birlikte çoğunlukla 22-24 saat kullanılmaktadır 

(1, 8, 20).  

Sıcaklık, Nem ve Çevresel Gaz 

Bileşimleri 

GVBD ve birinci metafazın son 

safhaları oosit maturasyon sürecinde en hassas 
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dönemlerdir. Düşük sıcaklık düzeylerinde 

mayoz iğ iplikçiklerinin oluşumu durmaktadır. 

İn vitro maturasyon süreci içerisinde, 39oC’ye 

yakın sıcaklık değerlerinde normal iğ 

iplikçikleri morfolojisinin korunduğu ve 

maturasyon oranının optimum olduğu bildiril-

mektedir (41).  İnkubatör ortamında, maturas-

yon mediumunun evaporasyonla derişiminin 

ve pH sının değişmemesi amacıyla çevresel 

nemin   % 95’in üzerinde olması gerekir (39).  

Oksijen, memeli hücrelerince enerji 

üretimi için esansiyel öneme sahiptir. Kültür 

ortamlarında kullanılan oksijen miktarına bir 

de hücrelerce üretilen, süperoksit, hidrojen 

peroksit, ve hidroksil radikalleri gibi reaktif 

oksijenler eklendiğinden, bu hücreler oksidatif 

strese maruz kalmaktadırlar. Reaktif oksijenler, 

lipit peroksidasyonu vasıtasıyla membran 

bozunması, enzim inaktivasyonu, DNA’larda 

yapısal hasarlar yapar ve sonuçta hücre 

ölümüne neden olurlar.  Yaygın olarak kulla-

nılan %5 CO2 ve hava sistemlerinde, yaklaşık 

olarak %20 kadar oksijen bulunmaktadır. Bu 

oran pek çok memeli embriyosunun gelişi-

minde olumsuz bir etki yapar. Oosit maturas-

yonu için yüksek konsantrasyondaki oksijenin, 

oositler üzerindeki olumsuz etkisini  azaltmak 

amacıyla konu edilen gaz ortamına alternatif 

olarak %5 CO2, %5 O2 ve %90 N2  bileşimi 

kullanılmaktadır. Yüksek oksijen konsantras-

yonu oosit maturasyonunu bloke etmektedir. 

Bu bakımdan in vitro kültür koşullarında %20 

oksijen oranı yüksek kabul edilmekte ve %5-

10 oksijen düzeylerinin en uygun maturasyon 

oranı sağladığı kaydedil-mektedir (52, 54).  

Maturasyon Ortamlarının Ozmotik 

Değeri 

İn vitro kültür şartlarının oosit için 

optimum olması gerekmektedir. Bu amaçla 

kullanılan mediumların ozmotik basıncı, vücut 

sıvılarının sahip olduğu değere (308 mOsm) 

yakın olarak hazırlanmalıdır. Hiperozmotik 

maturasyon mediumu içerisinde kültürün 

ardından belirgin oranda dejenere oosit varlığı 

gözlenmektedir. Bu tür oositler düzensiz 

kromozom morfolojisi, düzensiz ve transparent 

bir sitoplazma ile karakterize olurlar. Düşük 

ozmotik seviyelerde ise ikinci polar cisimcik 

oluşumunun baskılanması ve ilk bölünmenin 

gecikmesi söz konusu olmaktadır (5). Ozmotik 

basınç, sığır oositlerinin germinal vezikül ve 

ikinci mayoz safhalarında gelişim yetenekleri 

üzerinde önemli derecede etkilidir (2). Yüksek 

osmolariteye sahip mediumlarda oosit inkubas-

yonu sonucu, oositin gelişim yeteneğinin 

önemli oranda düştüğü görülmüştür. Oositin 

canlılığını devam ettirebilmesi bakımından 

mediumların uygun ozmolaritede hazırlanması 

gerekir (18, 32).  

İn vitro Maturasyon Sistemleri 

 Oositler, maturasyon mediumlarına 

değişik şekillerde yerleştirilerek  inkube edil-

mektedir. Genel olarak bu amaçla; 35 mm petri 

kutularında 50-100µl medium/ 10-20 oosit 

tarzı kullanırken, pH’ın daha stabil 

tutulabildiği 600µl medium/100 oosit tarzı da 

kullanıl-maktadır (25).  

Bazı araştırıcılar ise; 2ml medium/20 

oosit oranının kullanıldığı “statik flaks sistem” 

adı verilen yöntemleri tercih etmektedirler. 

Aslında statik sistemler ko-kültürün kullanıl-

madığı, statik olmayan sistemler ise foliküler 

hücrelerin ko-kültür amacıyla kullanıldığı 

sistemler olarak bilinir (39).  

Maturasyon İçin Kullanılan 

Mediumlar 

Yapılan çalışmalar, mediumun oosit 

maturasyonunda özel öneme sahip olduğunu 

göstermektedir. Maturasyon amacıyla kullanı-

lan medium, yalnızca sığır oositlerinin ikinci 

metafaza ulaşmasına değil, aynı zamanda nor-

mal fertilizasyon gerçekleştirebilecek yeteneğe 

ulaşmasına ve embriyo oluştuktan sonra 

gösterdiği gelişim performansına da etki 

etmektedir (6).  
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 Sığır oositlerinin maturasyonunda 

kullanılan mediumlar, basit (simple) ve 

kompleks (complex) olarak sınıflandırılır. 

Basit maturasyon mediumları, bikarbonat 

tampon sistemlerinin kullanıldığı temel 

fizyolojik tuzlardan oluşan sistemlerdir. 

Bunlara piruvat, laktat tuzları ve glukoz da 

ilave edilebilir (1). 

 Kompleks maturasyon mediumları, 

basit medium içeriklerine ilave olarak amino 

asitler, vitaminler, pürinler ve serum içerisinde 

mevcut diğer substansları içermektedirler. 

Kompleks maturasyon mediumlarından en 

yaygın olarak kullanılanı TCM-199’dur 

(Tissue Culture Medium). TCM-199 içerisine 

HEPES (N-2-hidroksietil- piperazin-N’-2-

etanosülfonik asit) ve bikarbonat tamponlar 

katılabilmektedir. Ham’s F-10, Menezo-B2 

mediumu ise kompleks maturasyon medium-

larına verilecek diğer yaygın örneklerdir (9, 

28).  

 Gerek basit, gerekse kompleks 

maturasyon mediumlarında ortak nokta, oositin 

temel düzeyde ihtiyaçlarının karşılanmasıdır. 

Bütün maturasyon mediumların hazırlanması 

için kullanılması gereken su, ilk ve en önemli 

basamağı oluşturur.  Bu amaçla en başta, her 

türlü mikroorganizma kontaminasyonundan, 

hücrelere zarar verebilecek, katı, sıvı ve gaz 

formundaki yabancı maddelerden uzak olması 

şarttır. Hücre kültürü amacıyla bütün bu 

sayılanları ultra saf su ile elde etmek 

mümkündür. Medium yapımına uygun en yük-

sek  kalitede saf suyun elde edilmesi amacıyla, 

saflaştırma, distilasyon, deionizasyon, revers 

ozmoz, adsorbsiyon ve ultrafiltrasyon gibi bir 

seri işlem gerekir ve elde edilen suyun elektrik 

iletkenliği yaklaşık 0.06 µS-1 olmalıdır (20). 

Maturasyon Mediumuna Yapılan 

Katkılar 

1.Hormon Katkıları 

Gonadotropik Hormonlar 

Gonadotropik hormonların oosit 

maturasyonu, fertilizasyonu ve erken embriyo 

gelişimi üzerine olan etkileri farklıdır. LH, 

oosit maturasyonunu değil, daha çok in vitro 

fertilizasyon sonrası erken embriyonik gelişim 

yeteneğini artırmaktadır (15, 59). Nakagawa ve 

Leibo (41), tek başına LH’ın kullanıldığı 

durumlarda maturasyon oranının önemli 

düzeyde arttığını vurgulamıştır. 

Kültür ortamına katılan LH oositin 

besinsel çevresini değiştirmekte ve kumulus 

hücrelerinin yardımıyla oositin glukoz 

kullanımı artırmaktadır. Yani glukoz bulunan 

maturasyon ortamında pirüvik asit yapımını 

körüklemektedir. Yükselen mitokondriyal gli-

koz oksidasyonunun ardından hücrede gliko-

lizis uyarılmaktadır. LH oosit içinde glutamin 

metabolizmasını da hızlandırmaktadır. Bütün 

bu olayların gerçekleşebilmesi için oositle 

birlikte kumulus hücrelerinin (COC) olması 

gerekir çünkü, LH etkisini gösterebilmek için 

teka hücrelerinde mevcut LH reseptörlerine 

ihtiyaç duyar (59). 

FSH, granuloza hücrelerindeki aroma-

taz aktiviteyi canlandırarak foliküler mikroçev-

renin androjen karakterden östrojene dönüş-

mesini sağlar. FSH’nın, in vivo koşullarda 

ovaryumdan östrojen ve inhibin salınımını 

uyardığı bilinmektedir. Ancak in vitro şartlarda 

FSH’ın bu işlevi oldukça düşüktür.   FSH’ın in 

vitro maturasyonda, en büyük rolünün kumulus 

hücre ekspansiyonu ve sperm kapasitasyonu ile 

fertilizasyon aşamasında olduğu kaydedil-

mektedir.  Maturasyon mediumuna katılan 

FSH erken embriyonik gelişim aşamasında 

daha etkili olurken, mayotik gelişimde ve 

fertilizasyonda da etkili olmaktadır (13).   

Oosit maturasyonu amacıyla daha çok 

FSH ve LH kombinasyonu kullanılmakta ve 

pek çok araştırıcı, bunların mediuma katılması 

halinde iyi derecede maturasyon ve fertili-

zasyon sonucu aldıklarını bildirmektedirler (7, 

16, 29).  
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Östrojen 17-β (E2) ve Progesteron 

İn vitro oosit maturasyonunun uyarıl-

ması amacıyla, kültür ortamına östrojen ve 

progesteron katılmaktadır. Sinerjik etkileri 

bakımından çoğunlukla gonadotropinlerle 

birlikte kullanılmaktadırlar (36).  

Östradiol 17-β (E2), in vitro koşullarda 

epitel mitogenezis, sekretorik protein yapımı, 

apoptozis gibi durumlarda epitel hücrelerinin 

başkalaşım seyri ve epitel hücrelerinin sahip 

oldukları progesteron reseptörleri üzerinde 

düzenleyici rol oynarlar. Hedef organlardaki 

etkisini reseptörler yardımıyla gerçekleştirir. 

Epitel proliferasyonunda, E2 ile birlikte 

büyüme faktörleri de (GF) gelişim sürecine 

dahil olurlar ve epidermal büyüme 

faktörlerinin (EGF) ve onların reseptörlerinin 

sayıca artmasını sağlarlar (12).   

Foliküler gelişim ve ovulasyonda, 

östradiolün önemli rol oynadığına inanılır. 

Granuloza hücrelerinin gonadotropinlere karşı 

cevabıyla steroit sentezi artmakta, bu da folikül 

hücrelerinin proliferasyon ve farklılaşmasını 

sağlamaktadır. Ovulatör LH yükselişi, oositin 

folikül içerisinde mayotik maturasyonunu 

başlatır. Ovulasyonun ardından östradiol 

düzeyi zamanla düşmeye ve progesteron 

düzeyi artmaya başlar. Oosit maturasyonu için 

östradiol/progesteron dengesinin büyük önemi 

vardır. Östradiol, oosit maturasyonuna olan 

olumlu etkilerinden dolayı doğrudan ya da 

dolaylı olarak maturasyon mediumuna ilave 

edilmektedir.  Proöstrus ve östrustaki inek ve 

düvelerin serumlardaki E2’den dolaylı olarak 

yararlanmak amacıyla elde edilen bu serumlar 

kültür ortamına  %5-10-20 oranlarında veya 

hazır östradiol preparatları, 1µg E2/1ml 

maturasyon mediumu olacak şekilde katıla-

bilirler.  Daha yüksek E2 düzeyinin iğ 

iplikçikleri ve polar cisim oluşumuna zıt etkide 

olduğu belirtilmektedir (20). 

İn vitro maturasyon mediumuna 

östradiol katılması, sığır oositlerinin  nükleer 

ve sitoplazmik maturasyonunu artırmaktadır. 

LH ve FSH ile birlikte kullanıldığında ise 

maturas-yon, fertilizasyon ve 4-8 hücreli 

embriyo oluşumuna yardımcı olmaktadır. Adı 

geçen etkiler, önemli oranda maturasyona 

alınan oositlerin kompakt kumulus yapısına 

sahip olmasına bağlıdır (16, 57).  

Prolaktin 

Prolaktin hormonu, maturasyon medi-

umunun bileşimine bağlı olarak, in vitro oosit 

mayozunu desteklemektedir. Bu hormon, erken 

gelişim dönemindeki oositte, Ca++ seviyesini 

kontrol ettiğinden bazı kromozom dejena-

rasyonlarını da önlediği bildirilmektedir (27). 

Büyüme Faktörleri (Bovine 

Somatotrophin) 

Maturasyon mediumuna katılan büyü-

me hormonu, granuloza hücreleri tarafından 

üretilen insülin benzeri büyüme faktörünün 

miktarını yükselterek etkili olmakta ve oositin 

sitoplazmik maturasyon  yeteneğini artırmak-

tadır (24).  

Yaygın olmamakla birlikte, sığır 

oositlerinin in vitro maturasyonunun destek-

lenmesinde, Tiroit Uyarıcı Hormon (TSH), 

insülin, oksitosin, follistatin, aktivin ve inhibin 

gibi hormon katkılarının yanı sıra, erkek 

pronükleus oluşumunu destekleyen ve 

glutasyonun bir alt komponenti olan sistein 

(cysteine) kullanılmaktadır. Bu katkı 

maddelerine ilave olarak, sitokinler (cytokins), 

etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), ticari 

sürfaktantlar gibi onlarca katkı maddesi de bu 

amaçla maturasyon mediumlarına ilave 

edilmektedir (33, 38, 53). Maturasyon 

mediumuna katılan insülin, kumulus 

hücrelerinden sperm kapasitasyonuna neden 

olan biyolojik ürünlerin salınmasını uyararak 

fertilizasyon oranını artırmaktadır (30). 
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2.Protein (Serum ve Albumin) 

Katkıları 

Kültür ortamlarına serum ve BSA 

katılması oositlerin maturasyonuna yardımcı 

olmaktadır. İn vitro fertilizasyon prosedüründe 

en çok kullanılan protein kaynağı sığır serumu 

ve sığır serum albuminidir (BSA) (19, 43).  

BSA, makromolekül düzeyinde 

gelişim komponentlerini içeren ve kristalize 

halde kullanılan bir üründür. Değişik 

fraksiyonları bulunmakla birlikte kültür 

medium katkısı olarak V-fraksiyonu 

kullanılmaktadır. Ancak pürifiye BSA veya 

yağ asitlerinden arındırılmış (Fatty acid free) 

BSA veya tavuk yumurtası albumini embriyo 

gelişimi açısından daha iyi sonuç vermektedir. 

BSA içerisinde düşük molekül ağırlığına sahip 

bileşenlerin olması oosit maturasyonunu 

olumsuz etkiler. BSA’nın kültür süresince 

oosit üzerinde oynadığı rol henüz 

aydınlanmamıştır. Bununla birlikte bilinen 

birkaç görevi, ağır metalleri albumin 

şelatlarına dönüştürmesi ve pH tamponu 

olmasıdır. BSA kullanımıyla oluşan bu 

olumsuzluklar, Polivinil pirrolidon (PVP-40) 

gibi sentetik makromoleküllerin kullanımıyla 

giderilebilir (4).  

İn vitro maturasyonda fötal buzağı 

serumunun (FCS), BSA’dan daha üstün olduğu 

kabul edilir, bununla birlikte LH ve östrustaki 

inek serumu (ECS) ile birlikte kullanılması 

durumunda elde edilen fertilizasyon oranının 

hayli yüksek olduğu, östrustaki inek serumu 

katkısıyla da ilk bölünme oranının önemli 

ölçüde arttığı bildirilmektedir (46, 58).  

Serumlar, maturasyon ortamlarına; 

fötal buzağı serumu (Fetal Calf Serum-FCS),  

proöstrus dönemindeki inek serumu (Proestrus 

Cow Serum-PECS), süperovulasyon oluşturul-

muş inek serumu (Superovulated Cow Serum-

SCS), kastre öküz serumu (Steer Serum-SS) 

olarak katılabilmektedir. Serum kaynağı olarak 

fötus, yeni doğan buzağı ve seksüel siklusunun 

değişik evrelerinde olgun inek ve düveler 

kullanılabilir. Ancak bu değişik dönemlerde, 

hayvanlardan elde edilen serum içeriği 

özellikle de hormon düzeyleri doğal olarak 

farklı olmaktadır. Örneğin fötusta kan 

parametreleri anne ile büyük oranda 

benzeşmektedir. Buzağı serumunda E2 içeriği 

doğumdan hemen sonra 28 pg/ml olurken, 

doğum gerçekleştikten bir hafta sonra E2 

oranındaki düşüş en belirgin seviyesine ulaşır 

ve 0.52 pg/ml olarak ölçülür. Buzağı yaklaşık 

6 haftalık yaşındayken, plazma E2 düzeyinde 

bir yükseliş daha gözlenir ve  yaklaşık1-2 

pg/ml olur (40).  

Serum kaynağı olarak kullanılan bütün 

hayvanlar, hastalıklardan ari olmalıdır. Bu 

hayvanlarda serumun bileşimini dolayısıyla 

oosit maturasyonunu olumsuz etkileyecek 

medikal uygulamalar yapılmamalıdır. Serum-

lara, kullanımlarından önce, 56oC’de 30 dakika 

ısıyla inaktivasyon işlemi uygulanır (29, 45). 

Bazı araştırıcılar ısıyla inaktivasyon işlemi 

sonunda oosit üzerinde toksik etkili serbest 

radikallerin oluştuğu ve serum içeriğindeki 

bazı yararlı komponentlerin yok olduğunu 

bildirmektedir (6).  

Maturasyon ve kültür aşamalarında 

serum kullanımı, bir çok riski de beraberinde 

getirmektedir. Serum gibi biyolojik ürünlerin 

kullanımıyla, viral kontaminasyonlar mümkün 

olmaktadır. İn vitro fertilizasyon gebelikle-

rinde, gebelik süresinin değişken olması, abort 

oranının yüksek olması ve normalden büyük 

fötus gelişimi, oositin maturasyon ve kültür 

sürecinde serum kullanımına bağlanmaktadır. 

Sayılan bu olumsuzlukların önlenmesi ama-

cıyla serumsuz kültür ortamları da 

geliştirilmiştir (23, 44).  

3.Antioksidan Katkılar 

İn vitro kültür ortamında oksijen 

bileşiminin yüksek olması, serbest oksijen 
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radikallerinin ve oksidatif ürünlerin ortaya 

çıkmasına neden olmaktadır. Oksijenin oositler 

üzerindeki bu olumsuz etkisini gidermek ama-

cıyla antioksidan maddeler kültür ortamlarına 

katılmaktadır. β-merkapto etanol, tokoferoller 

ve bazı antioksidanlar bu amaçla kullanılmak-

tadır (14, 49).  

4.Foliküler Sıvı Katkıları 

Foliküler sıvı, folikül hücrelerinin 

metabolik aktiviteleri sonucu bir takım deği-

şimlere uğramış; steroitleri, glikozaminogli-

kanları ve glikoproteinleri içeren, serum tran-

sudatıdır. Sığır foliküler sıvısı (Bovine 

Follicular Fluid-bFF) sığır oositlerinin in vitro 

maturasyon ortamına katıldığında nükleer ve 

sitoplazmik maturasyon oranını % 10-20 kadar 

artırdığı kaydedilmiştir (11). 

5.Hücresel Katkılar 

İn vitro kültür mediumuna hücresel 

katkı yapmak, hem ortamdaki serbest oksijen 

yoğunluğunun azaltılması hem de 8-16 hücre 

aşamasındaki embriyonun gelişiminin durma-

sını önlemek amacına yöneliktir. Bu amaçla 

farklı türlerin üreme organları dışındaki 

dokulardan elde edilen değişik hücre tipleri de 

kullanılmaktadır. Yaygın olarak kullanılan 

hücreler; granuloza, teka hücreleri, sığır 

oviduktu epitel hücreleridir (56). Folikül 

aspirasyonunun ardından, aspirasyon sıvısının 

santrifüj edilmesiyle granuloza hücreleri elde 

edilir ve ince bir tabaka halinde hormonsuz 

kültür ortamının tabanına 105/ml medium 

olacak şekilde yayılır. Bu yöntem kaliteli 

blastosist eldesinde oldukça etkindir. Bazı 

araştırıcılar ise, granuloza hücrelerinin FCS ile 

birlikte katılmasının, maturasyon oranı üzerine 

daha etkili olduğunu kaydetmişlerdir (15, 21).   

Granuloza hücrelerinin maturasyon 

ortamında kullanılması durumunda, bunların 

ürettikleri steroitlerin de katkısıyla oositler için 

en iyi gelişim ortamı oluşmaktadır (35). 

Bavister ve ark. (6), embriyo gelişimi 

açısından, kültür ortamına somatik hücre 

katılmasının gereksiz olduğunu buna alternatif 

olarak, protein katılmaksızın, büyüme 

faktörleri, vitaminler, hormonlar ve enerji 

kaynaklarıyla desteklenmiş kültür ortamlarının 

kullanılmasının uygun olacağını bildirmiştir. 

Maturasyon Ölçütleri  

 Maturasyon, kumulus hücrelerinin 

genişlemesi, oositin birinci metafaz safhasına 

girerek, germinal vezikülün yıkımlanmasını 

takiben, ilk polar cisimciğin çıkışı ve oositin 

metafaz 2 safhasına geçmesi olarak tanımlanır. 

Oositte maturasyonun değerlendirilmesi, 

kumulus hücre ekspansiyonuna ve ilk polar 

cisimciğin varlığına bakılarak yapılmaktadır 

(50) (Resim 1 ve 2). 

 

Resim 1 : 1. Polar cismi atılmış oosit 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 2 : Kumulus ekspansiyonu 
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