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PICSI DISHI ILE SECILEN SPERM iLE ELDE EDILEN EMBRiYOLARIN KALITESI
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KISA OZET

IVF’ de en onemli islemlerden birisi transfer icin en iyi kalitedeki embriyolarin seg¢imidir.
Geleneksel olarak tiip bebek merkezlerinde, cesitli klivaj sathasindaki embriyolar morfolojik
ozelliklerine gore degerlendirilerek secilmektedir. Fakat embriyo morfolojisinin, implantasyon

potansiyeli ve gebelik oranlar1 hakkinda bilgi verip vermedigi kesin degildir.

Intrastoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) teknolojik ilerleme ile bir yumurtaya tek bir spermin
etkin bir sekilde enjekte edilmesi i¢in kullanilir. PICSI dishi ICSI uygulamasinda olgun sperm
secimi icin kullanilan bir yontemdir.PICSI dishi hyaluronan (HA) eklenmis steril plastik kiiltiir
dishi’dir.PICSI ile secilen HA-bagli spermlerde aneuploidi oraninin diisiik oldugu savunulmakla
birlikte bu yontem ile daha iyi kalitede embriyo gelisimi ve gebelik oranlar1 iizerinde olumlu

etkisi oldugu diigiiniilmektedir

Bu calisma; Erciyes Universitesi Tip Fakultesi Tiip Bebek Unitesinde infertilite sebebi
aciklanamayan 25-35 yas arast kadin ile normozoo (20 milyon ve iistii) sperme sahip erkek
lerden olusmaktadir.50 ciften olusan bu ¢alismada 24 hastaya embriyolog tarafindan gorsel
olarak secilmis sperm ile ICSI yapilmis ,diger 26 hastaya PISCI dishinde HA iceren bolgeye
yapisan HA-bagli sperm ile ICSI yapilmistir.Bu iki grup embriyo gelisimi ve gebelik oranlari
bakimindan kiyaslandi.

Calismamizda embriyo gelisimleri benzer oldugu,gebelik oranlarinin ICSI’de %37.5 PICST’de

ise %42 olarak belirlenmistir.

Sonug olarak, HA bagh spermle yapilan ICSI ile sonrasinda gelisen embriyolarn daha iyi

kalitede oldugu ve gebelik oranlarim artiracagi kanisindayiz.

Anahtar kelimeler: ICSI,PICSI,Insan spermi, HA-bagli,embriyo morfolojisi
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THE QUALITY OF THE EMBRYOS OBTAINED WITH SPERM SELECTED
THROUGH DISHI AND ITS EFFECT ON PREGNANCY RATE
Esin SIDAR YALCINOGLU
Erciyes University, Institute of Health Sciences
Histology and Embryology Department
Thesis of Postgraduate Study, February 2012
Thesis Advisor : Prof. Dr. Birkan YAKAN

ABSTRACT

One of the most important processes in IVF is the selection of embryos of the highest quality for
transfer. Conventionally in invitro fertilization centers embryos in various stages of cleavage are
assessed according to their morphological features before they are selected. However it is not
certain whether or not embryo morphology provides information as regards implantation

potential and pregnancy rates.

Intracytoplasmic sperm injection(ICSI), together with technological progress is used to inject a
single sperm into an embryo effectively, PICSI dishi is a method used selecting mature sperms
in ICSI PICSI dishi is a sterile plastic culture dish to which hyluronan(HA) has been added.
Although it is argued that the aneuploidi proportion in HA-bound sperm selected with PICSI is
low this method is thought to offer superior embryo development with positive effect on

pregnancy rates.

Our study group consists of women, aged 25-35 years, the causes of whose infertility could not
be explained in the invitro fertilization Unit of the Medical Faculty of Erciyes University, and
men with normozoo (20 million and above) sperms. In this study comprised of 50 couples, 24
patients were exposed to ICSI with sperms selected visually by an embryologist and the
remaning 26 patients to ICSI with HA-bound sperms attached to HA containing site in PICSI

dish. These two groups were compared in terms of embryo development and pregnancy rates.

In our study it was observed that embryo development was similar and the pregnancy rates were

37,5% and 42% with ICSI and PICSI respectively.

In conclusion, we are of the opinion that ICSI with HA-bound sperms and the subsequent
embryo development would be of superior quality and therefore would contribute to increasing

pregnancy rates.

Key words : ICSI, PICSI, Human sperm, HA-bound, Embryo morpholgy



viii

ICINDEKILER
Sayfa no
ICKAPAK ..ottt aan i
BILIMSEL ETIGE UYGUNLUK SAYFASI .....cooouiiiiiiiiiniiniicieiesiesississieee e i
YONERGEYE UYGUNLUK SAYFASL......cooiuiiiiiiiieieiiieieseiieseiessisie e ssees iii
KABUL VE ONAY SAYFAST ...ttt st iv
TESEKKUR ..ottt ettt ettt s et n e v
OZET ..o vi
ABSTRACT ...ttt ettt ettt ettt ettt et sttt sttt st vii
ICINDEKILER .......cocoiiiiiiiteieeeeeeeeeeeeeee ettt viii
KISALTMALAR ...ttt s sttt st st s s X
TABLO, SEKIL VE RESIM LISTESI.......cooviiiiiiieeee e xi
L.GIRIS VE AMACGC ..ottt 1
2.GENEL BILGILER .....ccoociiiiiiiiiiiiiii ettt 3
2. LINFERTILITE ...t 3
2.2.YARDIMLA UREME TEKNIKLERI ........ccccoiiiiiiiniiniieieiensccese s 4
2.2.1 OO0SIt LOPIANINAST ....eeeeiniiieeiiiiiee ittt ettt e et e et e e eaereeeseeeee 4
2.2.1.1 OOSIT Temizlik ISIemi.......co.oiveiieieeieiiiieieiieeeee e 5
2.2.2 Semen Orneginin Alinmasi, Degerlendirilmesi ve Hazirlanmast............................. 7
2.2.2.1 Semen Orneginin ANNMAST .............coorrrereeeieeeeeeeeeeeseseeeeeeeeesesenesesenenan 7
2.2.2.2 Semen Orneginin Degerlendirilmesi...............cocoeveveveveveverereeeeeieeeeeesnean 7
2.2.2.3 Semen Orneginin Hazirlanmas 11
2223 1 Y1KAMA .ot 11
2.2.2.3.2. Hareketli Sperm Izolasyonu.............cccoeviveiinniieenniieeenniieeene. 12
2.2.2.3.3 Gradient Uygulamalari ..............ceevniieiiniiieeiniieeeiieeeeieeeeee 13
2.2.3 Konvansiyonel IVE.......ccociiiiiiiiiiiiiiic e 14
2.2.4 Mikroenjeksiyon islemi (Icsi) 14
2.2.5 10 Vitro FertiliZaSyon ............ccceveveviuieiereiereseseeeesesesesesesesesesesesesesesese s 16
2.2.6 EMDIiyo Transferi.......coooeiiiiiiniiiiiiciiceicete et 17



ix

Sayfa no
2.3 EMBRIYO SECIM KRITERLERI .......c.cccviiiiiiiiiiiicccccce e 17
2.3.1. Boliinme Evresi Degerlendirilmesi .......cooveerveeriiieniieiniieeniecnieceeceee e 17
2.3.1.1 Erken BOIINME .......ccooouiiiiiiiieiiiie ettt e e 17
2.3.1.2.BOIUNME HIZI ..ot 18
2.3.1.3.Blastomer BUylKIGZU .....cccovveeermiieerniiiieniiieeenieeeeeceeee e 18
2.3.1.4. Fragmantasyon DEIECEST ........eeeruiiieriiiiiiiiiieieniitee ettt 18
2.3.1.5.Blastomerlerin Niiklear OzelliKIEri...........coovvrveveviervereiierieiesieeieieseeeaee. 19
2.3.1.6.Sitoplazmik GOTUNUIM .....cccouvveiiiiiiiiiiiiee ettt 19
2.3.1.7. Perivitellin Alan ve Zona Pellusida OzelliKIeri .............cocoevevrrerrererrinnnnn. 19
2.4, PICSIDISHI ..ottt sttt naees 19
3. GEREC VE YONTEM.......cooiuiuiiiiiiiieieieieeeeeeeeeee et 21
3.1 GEREGLER ..ottt ettt ettt et et ettt et e eae e 21
3.1.1 Demirbas MalZemeler ..........coecvuiiiiieeiiiiiieiee e e eeciiiteee e e e eeriitee e e e e e e sserrreeeeeessnaees 21
3.1.2. Sarf MalZemeElEr .......oeiuiiiiiiiiiiiiiii e 21
3.2 YONTEMLER ...ttt 22
3.2.1 HAStA SECIM...eeeeiutieeeiiiieeeiittee ettt e ettt e ettt e ettt e sttt e e et e e e saeteeeenabbeeeeabreeesnaeeee 22
3.2.2 PICST ProS@diri........ceeeuvieniieiiieiiieiiii ettt et 22
3.2.2. 1 Oosit ve spermin toplanmasi ve degerlendirilmesi ............ceeeveveeennieeennnns 22
3.2.2.2 PICSI dishinin hazirlanmasi ..........cccccoocviiniiiiiiiiniiiiniiicciccceccec e 23
3.2.2.3  MELOG ..ttt 24
3.2.3.Embriyo Gelisiminin Degerlendirilmesi...........ccccueeerniiiiinniieiiniiieiniieceeice e 25
3.3. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME .........ccccoiiiiiiiiiiieiiieninnineicieeesie i 31
4. BULGULAR ...ttt ettt ettt ettt et ettt et e et eteeaeeneens 32
S.TARTISMA VE SONUC .....coociiiiiiiiiiintenteste sttt ettt ettt ettt st s 41
6. KAYNAKLAR ..ottt ettt ettt ettt ettt et ettt sttt st 46

EKLER
OZGECMIS



ICSI
IVF
UYT
YUT
OPU
ET
DNA
HA
WHO
SUZI
PGD

IUI

KISALTMALAR

: Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
: In vitro fertilizasyon

: Uremeye yardimci teknikler

: Yardimla iireme teknikleri

: Oosit pick up (Yumurta toplama islemi)
: Embriyo transferi

: Deoksiriboniikleik asit

: Hyaliironik asit

: Diinya Saglik Orgiitii

: Subzonal inseminasyon

: Preimplantasyon genetik tani

: Intrauterin inseminasyon



X1

TABLO LISTESI
Sayfa No

Tablo 3.1. 3.giin embriyo skorlama tabloSU ..........c.eeiiriiieieiiiiee e 26
Tablo 4.1 ICSI ve PICSI dishinde gelisen embriyo kalitesi ve gebeliklerinin

KarstlaStrilmas ......cc.evvvieieeeeieiiiiiteee et e e e e e et e e e e e e ettt e e e e e e e e abraaaeaeeeas 33
Sekil 2.1: J\Y (1721 22720 | U U S TP RUUPUUUTRRRRURE 6
Sekil 2.2: IMELATAZ T ..oviieiiiiie e e e e e et a e e e e eeaans 6
Sekil 2.3: Germinal vezZiKiil 1CEIeN 00SIt ......ccouuriiriiiiiiiiiii ettt 6
Sekil 2.4: Normal morfolojiye Sahip SPerm........coocveiiriiiiiiniiiiiiiiee i 9
Sekil 2.5: Bag anomalisine Sahip SPeIm.......c.ccuueieiiiiiiriiiiiiiiiee et 10
Sekil 2.6: Boyun anomalisine Sahip SPEeIML.........ceerureeeriiiereniiieeeniiieeeniteeeeiireeeeireeeeireeens 10
Sekil 2.7: Kuyruk anomalisine sahip sperm 10
Sekil 2.8 Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) ..........cccooveveveuiiieieieecceeeeeeeeea 16
Sekil 2.9: Ooplazmasinda 2 pronukleus izlenen fertilize olmusg bir 00Sit...........ceevvuveeernnneen. 16
Sekil 2.10: Yirmibesinci saatte erken boliinen 2 hiicreli bir embriyo .........cccevvvveeinniieennneeen. 17
Sekil 2.11. a) ikinci giinde 4 hiicreli bir embriyo b)Uciincii giinde 8 hiicreli bir

CINDITIYO .ottt et ettt e ettt e et e et e e naaaeee s 18
Sekil 2.12. PICST diShi. . .veuiiiiiieiiieiiieiieitee et 20
Sekil 3.1. a)Elektron mikroskobunda PICSI dishi HA bolgesine baglanan spermler

b)Invert mikroskobunda PICSI dishi HA bélgesine baglanan spermler ................. 24
Sekil 3.2 BIASTOKIST ....uvvvieieeeeeeeiiee e ettt e e et e e e e et e e e e e e e e e et a e e e e e e e e eeaararaeaeeaaan 27
Sekil 3.3: SBB-Hatching blastoKiSt.........c..ueiiiiiiiiniiiieiiice ettt 28
Sekil 3.4: SBA-Hatching BIastOKISt ......cccuuveeiiiiiiiniiieeeiiiee ettt 28
Sekil 3.5: 4AA-Genislemis DIASTOKIST......eeeeurriiiieeeeiiiiiieee e e ettt e e e e eesiirreeeeeeessearareeeeeenns 29
Sekil 3.6: 1 Erken DIastOKISt.......cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeec e 29
Sekil 3.7: 2CC-BIaStOKISE......cceeeeeeeeeeeeeeeee e e 30
Sekil 3.8: 3BB-D0lU DIAStOKIST.....uvvieeeiiiieeeiieeeeiiee e et e e et e e e eeeeeeeneteeeeneeeeseneeeeeeneeeeeanes 30
Sekil 4.1: PICST ile gelisen embriyo G L.....c.cccoooiiiiiiiniiiiiiiiciceieceeceec e 35
Sekil 4.2: Gorsel ICSI ile gelisen embriyo G L......coceeviiiiiiiiiniiiniiiiiiiceececeecee e 35
Sekil 4.3: PICST ile secilen embriyo G IL........cccccooiiiimiiiiiiiiiniiiieenieceec e 36

Sekil 4.4: Gorsel ICSI ile segilen embriyo G IT.......cccoceiiiiiiniiiniiiniieiiceceecceeeee e 36



Sekil 4.5:
Sekil 4.6:
Sekil 4.7:
Sekil 4.8:
Sekil 4.9:
Sekil 4.10:
Sekil 4.11:

Xii

Sayfa No
PICST ile secilen embriyo G IIL........c.cccooviiiriiiiiniiiniciicenieceec e 37
Gorsel ICSI ile segilen embriyo G IIL........coceeeiiiiniiiniiiniiiiieeeceeceeeeee e 37
PICSI ile secilen embriyo G IV .....occciiiiiiiiiiiiiiiicceeec e 38
PICSI ile secilen embriyo BLAST SBA ....ccooiiiiiiiiiiiiiieeeceeeeceece e 38
Gorsel ICSI ile secilen embriyo BLAST 4BB ....cc.ooiiiiiiiiiiiiiiicceiiceeeen 39
PICSI ile secilen embriyo BLAST(3BB)....cccoouiiiiiiiiiiiiiiiieceeicceeeeeenn 39

Gorsel ICSI ile secilen embriyo BLAST(3BB)..cccoouiiiiiniiiiiiiiiiicceiiceeeen 40



1.GIRIS VE AMAC

Fertilizasyon intrauterin inseminasyon’da (IUI) oldugu gibi ya kadin viicudu icerisinde
(in vivo) ya da in vitro fertilizasyon ve intra sitoplazmik sperm enjeksiyonun’daki
(IVF/ICSI) gibi laboratuvar ortaminda (in vitro) gelisebilir. Uremeye Yardimci
Teknikler’de (UYT) kadmin hazirlanmasinda gonadotropinler kullanilarak hormonal
stimiilasyon ~ ile  siliperovulasyonun saglanmasi, yani kontrolli  ovariyan

hiperstimiilasyon, cogu UYT" lerde kritik rol oynar.

Giiniimiizde 3 cesit UYT uygulamasi yapilmaktadir.Bunlar IUI, IVF ve ICSI’dir. IUI
spermin yikanarak iyi motilite ve morfolojideki spermatozoanin konsantre halde uterus
icerisine bir kaniil vasitasiyla verilmesi islemidir. Konvansiyonel IVF ise, kadindan
toplanan oositlerin bir petri kabi icerisinde spermatozoa ile 24-48 saat inkiibe edilmesi,
arkasindan olusan embriyolarin uterus kavitesine transferini igerir. ICSI'nin
uygulanmaya baslamasindan sonra konvansiyonel IVF daha az yapilir duruma gelmistir.

ICSI; tek bir spermatozoanin oosit icerisine mikroskop altinda mikroenjeksiyonudur.

ICSI isleminde oosit igerisine enjekte edilen spermatozoa mikroskobik olarak en iyi
morfolojiye sahip spermatozoadir.Mikroskop altinda en iyl morfolojiye sahip
spermatozoalar bas (akrozom, nukleus), boyun ve kuyruk durumuna gore

degerlendirilir.
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ICSI islemi yiiksek biiyiitmeli mikroskop altinda yapilmasmna karsilik bu biiyiitme

spermin tam olarak morfolojik yapisin1 gérmemizde yetersiz kalabilmektedir.

PICSI dishinde ise hyaluronan enzimi iceren 0zel noktaciklar bulunur. Hyaluronan
iceren spermler bu 0zel noktaciklara bas kismindan kivrak kuyruk hareketiyle
yapisirlar.Bu noktaya yapisan HA-baglh spermin oositi dolleme kapasitesinin ve

embriyo gelisimin daha iyi oldugu diisiiniilmektedir.

Bu c¢alismada embriyolog tarafindan mikroskobik biiyiitmede en iyi morfolojiye sahip
spermler secilerek yapilan ICSI iglemi ile PICSI dishinde bulunan 6zel noktaciklara
baglanan HA-bagli spermler ile yapilan ICSI isleminin embriyo gelisimi ve gebelik

izerine olan etkisini karsilastirdik.



2. GENEL BILGILER

2.1.INFERTILITE

Istem dis1 ¢ocuk sahibi olamama veya infertilite, ciftlerin yaklasik %10-20'sini etkileyen
bir problem olup, korunmasiz ve diizenli cinsel iliskiye ragmen bir yillik siire sonunda
gebelik olusmamas1 olarak tanimlanmaktadir (1). Infertilite iki sinifta degerlendirilir;
daha once hi¢ gebe kalamayanlar primer infertilite, daha 6nce gebelik olusmasina
ragmen bagka bir gebeligin olusmamasi durumu ise sekonder infertilite olarak

adlandirilir (2). Gebe kalma durumundaki imkansizlik sterilite olarak adlandirilir (3).

Infertil ¢iftlerin degerlendirilmesinde etiyolojiyi ve fertilite prognozunu belirlemek cok

onemlidir. Tan1 ve prognozu saptarken bazi faktorler tizerinde durulmaktadir (3).

Fertiliteyi etkileyen en onemli faktorlerden biri yas faktoriidiir. Kadinda fertilitede
azalma 35 yasmdan sonra goriiliir. Yas ilerledikce overlerdeki follikiillerin kalitesi
azalmaktadir. Fertilize olan ovumun, abortus orani artmaktadir (3). Pelvik infeksiyon,
endometriozis gibi fertiliteyi etkileyebilecek bazi hastaliklarin goriilme sikligi otuzlu

yaslardan sonra artmaktadir (3).

Diger bir faktor, infertilite hikayesinin siiresidir. Infertilite arastirilmaya baslanirken
gebelige maruz kalabilme siiresi de belirlenmelidir. Korunulmayan cinsel iliskinin ilk
aymda yaklasik olarak kadinlarin %25°1 gebe kalabilir. Bir yilin sonunda gebe kalma
stireleri ilk 6 ayda %63, ilk 9 ayda %75, bir yilin sonunda %80-90 iken bunu takip eden
6 aylik bir siirede ise sadece %3-5’lik bir artis olur (3).
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Sonug olarak, korunmasiz bir yillik iligki sonucunda gebeligin olusmamasi arastirmanin
baslamas1 i¢in yeterlidir. Kadmin yas1 ve infertiiitenin siiresi problemin agirligini

belirleyen prognostik belirtilerdir (3).

Ciftlerde infertilite kadin, erkek veya her ikisinde birlikte bulunan problemlere bagli
olabilir. infertil ¢iftlerin %30’u kadina bagl, %30’u erkege bagl nedenlerden dolayi
cocuk sahibi olamamaktadir. Ciftlerin %40’inda ise, infertilite her ikisindeki

problemlere bagli olmaktadir (4).
2.2.YARDIMLA UREME TEKNiKLERi

Overden oosit alinmasini takiben yapilan islemlere, Yardimla Ureme Teknikleri (YUT)
ad1 verilir. 25 Haziran 1978 tarihinde, fizyolog Robert Edwards ve jinekolog Patrick
Steptoe ilk IVF bebegi olan Louise Brown’un dogumunu bildirdiler. Bu olayin ardindan

tireme tibbinda cok hizli gelismeler kaydedildi.

YUT de basariy1 etkileyen en 6nemli faktor, hasta se¢imidir. Baslangicta tubal faktor
icin kullanilan IVF, zamanla yayginlagarak giiniimiizde geleneksel tedavi yontemleriyle
basar1 saglanamamis tiim infertil ciftlerde kullanilir hale gelmistir. YUT’nin

uygulanmasinda temel kisitlayici etken kadin yasi ve buna baglh azalan over rezervidir
(5).
2.2.1 Oosit Toplanmasi

IVF de ilk hedef yeterli sayida fertilizasyon yetenegine sahip oosit elde edebilmektir.
Dogal sikluslarda bir oosit elde edilir ve siklus iptal oranlar1 yiiksektir. Bu nedenle IVF
sikluslarinda, kontrollii ovaryen hiperstimiilasyon (KOH) yapilmaktadir. Optimal sayida
ve kalitede oosit elde etmek icin, her hastanin kendi 6zelliklerine uygun KOH protokolii
diizenlenmektedir (6-8). Ovaryan stimiilasyon swrasinda follikiiler gelisim, ultra-
sonografi Olctimleri ve es zamanli olarak yapilan Ostrojen (E;) takibiyle izlenir.Oosit
pick-up’dan (OPU) 6nce follikiillerden en az ii¢ tanesinin 17 mm. ve {izerinde olmasi ve
bu donemde her bir follikiil icin E, degerinin 800-1000 pmol/L. olmasi halinde;
ovulasyon, IM hCG uygulamasi ile tetiklenir. hCG uygulamasi ile oosit ve graniiloza
hiicreleri arasindaki hiicresel iliskiler yikilir, ooplazmadaki kortikal graniiller
merkezden perifere dogru go¢ eder, oosit 1. mayoz bdliinmenin profaz evresini ta-
mamlayarak 2. mayoz boliinmenin metafaz evresine gecer ve bu evrede kalir. Bu son

gelismelerin sonucunda cekirdek zari1 yikilir ve 1. kutup cisimcigi atilir. Sayilan
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gelismeler 36 saatlik bir siirecte tamamlandigindan OPU, hCG enjeksiyonundan 35-36

saat sonraya planlanmalidir.

Oosit toplama prosediirlerinde yasanan bir diger Onemli degisiklik de oositlerin
laparoskopi  ile  degil;  transvajinal  yolla  ultrasonografi  rehberliginde
gerceklestirilmesidir (6). Aspire edilen oositler spesifik kiiltiir ortaminda yikanarak

embriyolog tarafindan matiirasyonuna gore degerlendirilerek derecelendirilir.

Klasik IVF’de oosit-kumulus-korona  kompleksinin  (Oocyte-Cumulus-Corona
Compleks, OCCC) degerlendirilmesi sadece oositlerin matiirasyonu hakkinda bilgi

vermekte, morfolojik yapilar1 konusunda ise yeterince aydinlatici olmamaktadir.

ICSI islemi yapilacak ise bu islemden once oositin ¢evresindeki hiicreler kimyasal ve
mekanik yontemlerle uzaklastirildigi icin oosit matiirasyonu ve yapisal ozellikleri daha

net olarak gozlenebilmektedir (7).
2.2.1.1 Oosit Temizlik islemi

Kullanilan hyaliironidaz (HYASE™-10X) kumulus ve korona hiicrelerinin oosit
etrafindan enzimatik yolla uzaklastirilmasim1 saglayacaktir. Kumulus kompleksi
ayristirilarak temizlenen oositler, embriyolog tarafindan matiirasyon

degerlendirilmesine alinir.

1. Polar cisimcigini atmis homojen goriiniimlii sitoplazmasi olan oosit Metafaz-11

olarak degerlendirilir (Sekil 2.1 ).
2. Polar cisimcigi olmayan oositler Metafaz-I olarak tanimlanir (Sekil 2.2 ).

3.  Birinci polar cisimcigi olmayan ve germinal vezikiil (GV) iceren oositler

immatiir olarak siniflanirlar (Sekil 2.3).



Sekil 2.1: Metafaz I1

Sekil 2.2: Metafaz I

Sekil 2.3: Germinal vezikiil iceren oosit



2.2.2 Semen Orneginin Ahnmasi, Degerlendirilmesi ve Hazirlanmasi
2.2.2.1 Semen Orneginin Ahnmasi

Semen analizinden saglikli sonug alabilmek i¢in cinsel perhiz siiresinin en az iki en fazla
sekiz giin olmas1 gerekmektedir. Bu siirenin kisalmasi say1 ve voliimii; uzamasi ise
hareketliligi olumsuz etkileyecektir. Ornek, mastiirbasyon yoluyla ya da spermisid
icermeyen Ozel prezervatifler kullanilarak cinsel iliski sonrasinda toplanabilir. Ancak
giinlimiizde mastiirbasyon ile 6rnek alinmasi tercih edilmektedir, 6rnegin verilmesinden
itibaren ejakiilatin 5-30 dakika igerisinde likefiye olmasi (sivilagmasi) gerekir. Semenin
koagiile olmasina neden olan faktorler seminal vezikiil; likefiye olmasini saglayan

proteolitik enzimler ise prostat kaynaklidir.
2.2.2.2 Semen Orneginin Degerlendirilmesi
- Sperm Sayimi

Ejakiilatta bulunan sperm sayist likefaksiyonunu tamamlamis ornekte iki yontemle
degerlendirilebilir: 1) Spermlerin hepsi immobilize edilerek sayim yapilir ya da 2)
Hareketli ve hareketsiz spermler birlikte degerlendirilir. Sperm sayimi icin
hemositometre (Hausser Scientific), microcell (Conception Technologies), CellVU
(Millennium Sciences Inc.), Standard Count (Humagen), Makler (Sefi-Medical
Instrument) gibi cesitli sayim kamaralar1 tanimlanmis olmakla birlikte giiniimiizde
yaygin olarak Makler sayim kamarasi1 kullanilmaktadir .Saglikli bir sonug¢ alabilmek
icin 100 karelik alan igerisinden en az on karede sayim yapilir ve on karede saptanan

say1 milyon/ml. olarak sonug verir.
- Sperm Hareketliligi (Sperm Motilitesi)

Isinin, sperm motilitesini etkileyen ©nemli bir faktor olmasi nedeniyle sayim
kamaralarinin hareketlilik degerlendirmesinden 6nce 37°C’de tutulmasima dikkat edil-
melidir. Hareketlilik; progressif hareketli sperm, hareketli sperm ve hareketsiz sperm
olarak 3 ana grupta degerlendirilmelidir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan ya-
yinlanan ve semen analizini standardize etmeye yonelik laboratuvar kilavuzu sperm
hareketliligini a,b,c,d olmak iizere 4 kategoride degerlendirmektedir. Giinlimiizde
androloji laboratuvarlar1 tarafindan siklikla kullanilan smiflandirma da bu temele

dayanmaktadir.



Buna gore;
a) Hizli, progressif hareketliliktir.
b) Yavas ya da duraklayarak hareket eden spermleri tanimlar,
¢) Yerinde hareketlilik (Spm./saniyelik siiratle hareketi belirler),
d) Hareketsiz spermleri ifade eder.
-Sperm morfolojisi

Semen analizinde degerlendirilen en ©Onemli kriter, spermin yapisal Ozelliklerinin
incelenmesine dayanan morfolojik simniflandirmadir. Ancak sperm formlarindaki
cesitlilik, sperm morfolojisi degerlendirmesini zorlagtiran bir unsur olarak kabul
edilmektedir. Sperm morfolojisi ile ilgili ilk caligmalar normal ve anormal formlarin
tanimlanmas1 seklinde olmustur. In vivo kosullarda ejakiilasyon sonrasinda servikal
mukus bariyeri ile karsilasan sperm burada bir anlamda filtre edilmekte ve ancak
fertilizasyon kapasitesi yiiksek oldugu diisiiniilen spermler bu bariyeri gecebilmektedir.
Bu nedenle normal formlarin tanimlanmasi post koital testlerden elde edilen 6rneklerle
ve zona pellusidaya baglanan spermlerin yapisal 6zellikleriyle tanimlanmistir (8-11).
Diinya saglik Orgiitii'niin 6nceleri %50, daha sonra %30 olarak verdigi normal sperm
morfolojisine ait alt sinira karsilik; Kruger kriterleri ile degerlendirmede bu alt sinirin
aslinda %5 oldugu ortaya koyulmustur. Sperm morfolojisi ile ilgili yapilan ¢alismalar
ozellikle zona pellusidaya baglanan spermlerin morfolojik degerlendirilmesi sonrasinda
tanimlanmis ve bu calismalar Kruger kriterlerinin belirlenmesinde 6ncii olmustur. Konu
ile ilgili yapilan ¢aligsmalar, IVF olgularinda fertilizasyon yiizdeleri ile ve ayrica fertil
erkek popiilasyonu iizerindeki caligmalarla giiclenmis ve sonugta WHO kriterleri ile
degerlendirilen sonuclarin Kruger kriterlerinden daha zayif tanisal degeri oldugu
gozlenmistir (12-16). Morfolojik degerlendirme yaparken kullanilan boyama yontemine
gore spermler farkli boyutlarda goriilebilir, c¢iinkii boyama 6ncesi yapilan fiksasyon
sirasinda spermler bir miktar biiziiliir. Diff Quik yonteminde fiksasyon ve boyama
islemi kisa siirdiigiinden spermler gercek boyutlarina yakin goriinimdeyken
Papanicolau ya da Spermac ile yapilan boyamalarda daha kiiciik goriinecektir (17).

Normal morfolojiye sahip spermler (Sekil 2.4). asagidaki kriterlere sahip olmalidir.



.
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Sekil 2.4: Normal morfolojiye sahip sperm

Bas: 2-3 um. en ve 4-5 um. boyda, konturlar1 diizgiin, oval, akrozom, basin %40-
%70’ini kaplayacak sekilde olmali ve vakuol icermemeli, ekvatoriyal segment de
konturlara uygun olmalidir. Bas anomalileri kii¢iik, biiyiik, yuvarlak, uzamis, amorf,
vakuollii olarak siiflandirilabilir, bu anomalilere tek tek rastlanabilecegi gibi birkaci bir
arada da bulunabilir. Ozelikle total teratozoospermi, globozoospermi ve
megalozoospermi  gibi ciddi morfolojik anomalilerin fertilizasyon, gebelik ve
implantasyon iizerine olumsuz etkisi gosterilmekle birlikte; ICSI’nin erkek infertilitesi
tedavisinde kullanilmasiyla koétii sperm profillerinin sayilan parametrelerdeki 6nemi
azalmistir (18-23). Ciinkii, kadin genital organlarindaki servikal mukus gibi bariyerlerin
gecilmesi ve spermin zona pellusidaya baglanmasinda etkili bir parametre olan spermin
normal olmas1 gerekliligi; ICSI’de tiim bu dogal gelismelerin bypass edilmesi nedeniyle
gecerliligini kaybetmistir (24-25). Ayrica, mikroenjeksiyon Oncesi fertilizasyon, gebelik
ve implantasyona engel olabilecegi tahmin edilen ciddi morfolojik anomaliye sahip
spermler ICSI iglemi sirasinda embriyolog tarafindan se¢ilmeyen hiicreler
olacaktir.Ancak yine de; ICSI isleminde kullanilan mikroskobik biiyiiltme, morfolojik
olarak en iyi spermin se¢ilmesine yetmeyebilecegi gibi (26), morfolojik inceleme ile
goriilemeyen, sperm organellerindeki bazi anomaliler ICSI sonuglar1 iizerine etkili
olabilmektedir (52). Bas anomalilerinden ozellikle globozoospermi ve megalo bas
anomalisi, klinik yaklagim acisindan en 6nemli morfolojik anomalileri olusturmaktadir

(27) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5:Bas anomalisine sahip sperm

Boyun: 4-5 pum. uzunlugunda ve diizgiin olmali ve basin alt kismina, aksiller konumda
baglanmalidir. Boyun bolgesinde bulunabilen sitopazmik cisimcik (sitoplazmik droplet)
basin yansindan daha biiyilk olmamalidir. Kaim ya da irregiiler boyun anomalileri

goriilebilir (Sekil 2.6).

Sekil 2.6:Boyun anomalisine sahip sperm

Kuyruk: 50-55 pm. uzunlukta, diizgiin kivrimli, boyun kismindan daha ince olmali ve
son kisma dogru giderek incelmelidir. Kisa, kirik, birden fazla kuyruk, kendi ekseni

etrafinda kivrilmis, kalin kiit goriintimlii kuyruklar kuyruk anomalilerine isaret eder .

Giiniimiizde erkek infertilitesini ortaya koyan en onemli parametre; kesin kriterlerle
saptanan yapisal Ozelliklerle progressif sperm sayisinin birlikte degerlendirilmesidir

(28) (Sekil 2.7).

Sekil 2.7:Kuyruk anomalisine sahip sperm
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2.2.2.3 Semen Orneginin Hazirlanmasi

In vitro fertilizasyon uygulamalarmm ilk yillarinda tiim dikkatler oosit iizerinde
yogunlastirilmis olup, semen igerisindeki sperm hiicrelerinin her kosulda fertilizasyonu
gerceklestirebilecegi diisiiniilmiistiir. YUT son 20 yil icerisindeki gelisimi sayesinde
gametler, fertilizasyon ve erken embriyo gelisimi ile ilgili 6nemli bilgiler edinilmistir.
Insan spermlerinin in vitro kosullarda fertilizasyon yetenegi, semen icerisindeki
enzimler ve/veya sperm hiicresi testis dokusundan izole ediliyorsa, in vivo kosullar ile
dogru orantilidir. Koitus sonrasi vajinaya birakilan semen igerisindeki sperm hiicreleri
servikal mukus tarafindan siiziiliir ve fertilizasyon potansiyeli en yiiksek olan spermler
fertilizasyonun gerceklesecegi Fallop tiiplerine ulasir. In vitro kosullarda ise bu siireg
sperm hazirlama protokollar1 ile gerceklestirilir. Bu amagla yillar icerisinde in vitro
kosullarda IUI , IVF ya da ICSI islemleri icin bircok sperm hazirlama protokollari
denenmigtir. Bu protokollar igerisinde en cok kullanilanlar; yiizdiirme (swim-up)(29),
swim-down (30), sedimantasyon (31), cam yiiniinden filtrasyon (32), Percoll (33) ya da
Nycodenz (34) gibi viskoz maddeler arasindan siizme yontemleridir. Tim
yontemlerdeki ortak amac; seminal plazma ve igerisindeki sperm dis1 hiicreler ve
biyokimyasal ajanlarin uzaklastirilip, fertilizasyon kapasitesi en yiiksek spermlerin
ayristirilmasidir.Sperm hiicrelerinin inseminasyon i¢in hazirlanmasi sirasmda miimkiin
oldugunca az hasar gormesi gerektiginden semenden ayristirilan sperm hiicreleri in vivo

kosullara yakin 6zellikleri tagiyan kiiltiir sivilar1 icerisine alinmalidir.
Hazirlama Protokollarn

Giiniimiize dek tanimlanmis sperm hazirlama protokollari igcerisinden sadece yikama,
yiizdiirme ve gradient uygulamalar1 genis kullanim alan1 bulmustur. Bu teknikler zaman
zaman tek basina, zaman zaman kombine olarak kullanildiginda basarili sonuglar

vermektedir.
2.2.2.3.1.Yikama

En basit protokoldiir. Santrifiij sonrasinda spermlerin miimkiin oldugunca kiigiik bir
hacimde toplanmasmi saglamak amaci ile konik dipli, 14 ml. hacimli steril tiipler
kullanilir. Ejakiilat 1/2 (vol/vol) oraninda kiiltiir s1vist ile diliie edilir. 300g de 10 dakika
santrifiij edildikten sonra dipte kalan pelet bozulmayacak sekilde iistteki sivi yavasca

pipete edilir. Pelet iizerine 3 ml. kiiltiir sivis1 konulur, pelet ile yavasca karistirilir ve
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tekrar santrifiij uygulanir. Santrifiij sonrasi iist kisim pipete edilip atilir ve tiipiin dibinde

kalan pelet 0,5 ml. kiiltiir sivisi ile diliie edilir (35).
2.2.2.3.2.Hareketli Sperm izolasyonu

Yikama protokollarinda semen igerisindeki tiim hiicreler hazirlanmis olmasina ragmen,
onemli olan bu hiicreler igerisinden inseminasyon icin gerekli motil ve morfolojik
olarak normal sperm popiilasyonunun izolasyonudur. Bu amagcla tanimlanmis olan
swim-up, swim down gibi degisik ylizdiirme protokollar1 ile hareketli spermlerin temiz

kiiltiir ortamlar1 igerisine yiizdiiriilmesi saglanir.

Yikama asamasindan gegirilmis orneklerin {izerine 1 ml. kiiltiir s1vis1 eklenerek temiz
medium icerisine spermlerin ylizdiiriilmesi (swim-up) en sik kullanilan yOntemdir.
Yikama sonrasinda elde edilen 0,5 ml.lik 6rnek yavasca pipete edilerek homojen bir
karisim elde edilir. 1 ml. kiiltiir s1vis1 bu karisimin iizerine yavasca birakilarak, 2 ayri
katman olusumu saglanmalidir. Teknigin basarili olabilmesi icin alt ve iist katmanlarin
birbirine karistirilmamasi gerekir. Spermlere yiizebilecekleri maksimum yiizey alani
saglamak icin konik dipli tiipe 45 derece egim verilerek %5 CO,,’li inkiibatore yer-
lestirilir ve 1 saat inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasinda iist kisimdaki sivinin 3/4’ii
(yaklasik 0,75 ml.) dikkatli bir sekilde pipete edilerek steril bir tiip igerisine alinip bu

ornekten sayim yapilir.

Yiizdiirme protokollarmdan bir digeri de swim-dowdur. Bu kez konik tiipler icerisine
konmus 1 ml. kiiltiir sivis1 iizerine semen Ornegi katmanlandirilip inkiibe edilir ve

dipteki sivinin 3/4°# alinarak sayim yapilir ve inseminasyon icin kullanilir.

Total motil sperm sayisi cok diisiik ve / veya morfolojinin %5’in altinda oldugu
olgularda yiizdiirme yontemlerinin basaris1 kisithdir. Bu nedenle 6zellikle mik-
roinseminasyon (ICSI) uygulanacak vakalarda yikama sonrasinda elde edilen sperm
hiicrelerini iceren pelet 0,3 ml. kiiltiir sivis1 ile diliie edildikten sonra ufak petri
kaplarinin ortasina yerlestirilir. Kenarlara koyulacak 20 ml. temiz kiiltiir sivilarindan
uzantilar hazirlanir ve kiiltiir kab1 parafin yagi ile kapatilarak %5 CO;’li, inkiibatoriine
yerlestirilir, 1 saatlik inkiibasyon sonrasinda temiz sivilara dogru yiizen spermler, ince
cekilmis Pasteur pipeti ile ya da mikromanipiilasyon pipetleri ile toplanarak

inseminasyon icin kullanilir.
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2.2.2.3.3 Gradient Uygulamalar

Gilinlimiizde en sik kullanilan yontemdir. Teknik kisaca; Percoll, albumin, Nycodenz,
Ficoll ve siikroz polimerleri gibi malzemelerle gradientler olusturup sperm hiicrelerinin
santrifiij yardimi ile bu sivi kolonlardan siizdiiriilmesidir (36). Ozellikle suboptimal
sperm Orneklerinde tercih edilir. Polivinilpirolidon (Polyvinylpirolidonne, PVP) ile
kapl kolloidal silika partikiilleri iceren Percoll soliisyonu bu yontemde kullanilan ilk
materyaldir. Giliniimiizde Kkiiltiir ortamlar1 ireticileri degisik isimlerde gradientler
tiretirler ve tiimiindeki ortak 6zellik, kolloidal silika partikiilleri icermeleridir. Percoll,
gecmiste yaygin kullanim alam1 bulmus olmasina ragmen endotoksin kontaminasyonu

olasilig1 nedeniyle giiniimiizde Nycodenz iceren soliisyonlar tercih edilmektedir.

Gradient uygulamalarinda 2 katman kullanilir, gradient konsantrasyonlar1 azaldikca elde
edilen sperm sayis1 daha fazla olmasina ragmen, normal ve dolayisi ile fonksiyonel olan
spermler daha yogun oldugundan alt katmanin konsantrasyonu yiiksek tutulmalidir.
Yapilan caligmalarda alt katman konsantrasyonlar1t %72 ile %95 arasinda denenmis
%80 esik deger olarak kabul edilmis ve alt tabakada en az %80 konsantrasyonun
kullanilmas1 onerilmistir (37). Uygulamalarda genellikle %90 gradient konsantrasyonu

tercih edilir.

Santrifiij hiz1 300g olarak uygulanmalidir. Santrifiij siiresi ile ilgili calismalarda; siirenin
uzamasi ve santrifiij hizinin yiikselmesine baglh olarak spermin hasar gorme ihtimalinin
arttig1 gozlemlenmistir (38).Bu nedenle uygulamalarda g giicli, sperm degerleri g6z

Oniine alinarak santrifiij uygulama protokolii belirlenmelidir.

Steril konik dipli 14 ml. hacimli tiipe %90 konsantrasyonda 1 ml. soliisyon konulur.
Uzerine 1 ml. %50’ 1ik konsantrasyondaki soliisyon tiip kenarindan yavasca akitilarak
eklenir ve tabakalar olusturulur. Bu tabakalarin {izerine en fazla 2 ml. semen eklenerek
20 dakika santrifiij edilir. Rutin olarak gradient islemlerinde 18 dakika 600 g
uygulanmaktadir. Santrifiij sonrasi dipte kalan 0,5 ml. disindaki kisim tiip disina
almarak dipte kalan kismin iizerine 3 ml. Kkiiltiir sivis1 eklenerek yikama islemi
uygulanir, bol miktarda kiiltiir sivis1 ile yikamadaki amag; silika partikiillerinin
uzaklastirilmasin1 saglamaktir. Supernatan uzaklastirilirken pelete dokunmamaya ve
pipetleme sirasinda anafor olusturmamaya 6zen gosterilmelidir. Bu amagla bu islem i¢in

otomatik pipetorlerin kullanilmasi uygundur.
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Semen hazirhigindan sonra sperm sayist ve hastanin Ozgecmisine bakilarak

konvansiyonel IVF yada ICSI yapilacagina karar verilir.
2.2.3 Konvansiyonel IVF

Oosit toplama islemi tamamlandiktan ve oositlerin matiirasyon degerlendirmesi
yapildiktan sonra insemine edilecek oositler tek tek temiz kiiltiir dropletine alinir,
oositlerin kumuluslar1 ignelerle hafifce, ¢ok dikkatlice, oositlere zarar vermeden
ayristirilir. Buradaki amag fertilizasyon sansini artirmaktir. Daha sonra hizli bir sekilde
20-50 IVF™-50 droplet igerisinde her bir oosit basma 50.000- 250.000 motil sperm/ml
olabilecek sekilde asagidaki gibi belirlenmis ve hesaplanmis sperm 6rnegi mikropipetor
ile yavasca oositlerin yanma birakilir. Biitiin bu ¢alisma mineral oil altmda yapilir.
Inseminasyon icin 50.000 sperm/ml’in altinda bir konsantrasyon kullanilmas1 optimal
degildir. Cok yiiksek konsantrasyonda sperm kullanilmasi da polispermik fertilizasyona
neden olabilecegi gibi ortamda metabolik yikim {iiriinlerinin artmasina neden olarak

oosit ve gelisecek olan embriyolarin vitalitelerini etkileyebilir.
2.2.4 Mikroenjeksiyon Islemi (ICSI)

ICSI tek bir sperm hiicresinin oosit icerisine enjeksiyonu islemidir. islem x400 biiyiitme
altinda inverted mikroskobun 1sitilmis tablas1 (heating stage) iizerinde gerceklestirilir.
Oosit ve PVP icerisinde spermleri iceren ICSI dropletlerini kapsayan dish inverted mik-
roskobun onceden 1sitilmig tablasi iizerine yerlestirilir. PVP dropletinin spermlerin
yogun olarak bulundugu kenar kism1 ve enjeksiyon pipeti net olarak goriintiiye getirilir
ve enjeksiyon pipetine az miktarda PVP cekilir. Hareketli ve nispeten morfolojisi
normal olan bir sperm secilir ve mikropipet yardimiyla enjeksiyon pipetinin u¢ kismi
sperm kuyrugunun iizerine getirilir. Spermin kuyrugu, pipet ile dishin tabanmi arasinda
sikistirilarak immobilizasyonu saglanir. Bu uygulama sperm membranin destabilize
ederek spermin motilitesinin bozulmasina yol agtig1 gibi, sitoplazmada bulunan oosit
aktive edici faktoriin de salinmasini sagladigir belirtilmektedir. Bu islem sirasinda
spermin, hiicre boliinmesi agamasinda kromozomlarin gogii icin hayati dneme sahip
olan, sentriolii iceren boyun kismia hasar verilmemesi ¢cok onemlidir. Kuyruk kismimin
sikistirilmasi isleminin yetersiz olmasi yani immobilizasyon isleminin yeterince agresif
yapilmamasimin fertilizasyon oranlarim1 azalttigi  bildirilmektedir. Daha sonra
immobilize olan sperm Once kuyruk kismi pipete girecek sekilde enjeksiyon pipetinin

icerisine aspire edilir. Spermi iceren mikroenjeksiyon pipeti PVP igerisinden ¢ikarilarak
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enjeksiyon yapilacak olan ilk oositi iceren droplet goriintiiye getirilir. Oosit goriintiide
iken tutucu pipet (holding pipet) goriintiiye getirilir ve mikropipet yardimiyla yaratilan
negatif basin¢ ile saat 9 hizasindan oosit tutulur ve stabilize edilir. Bu sekilde polar
cisimcigin saat 6 ya da 12 hizasinda bulunmasi saglanir. Bu sayede polar cisimcigin
hemen alt kisminda mayoz igcikleri ve kromozomlarin ICSI isleminden en az zarari
gorecegi diisiiniilmektedir. Spermi igceren enjeksiyon pipeti goriintiiye getirilerek
holding pipetin aksi tarafindan saat 3 hizasindan oosite yaklastirilir. Mikroenjeksiyon
islemi x400 biiyiitme altinda yapilir. Pipet i¢indeki sperm pipetin u¢ kismindaki fazla
PVP soliisyonu disar1 cikarillacak sekilde pipetin u¢ kismina kadar hareket
ettirilir. Boylece miimkiin oldugunca az miktarda PVP oosit icerisine enjekte edilecektir
ve mikromanipiilator yardimiyla enjeksiyon pipeti oosit igerisine ilerletilir . Pipetin
kars1 tarafa dogru esneyen oosit membrani (oolemma) gecilip sitoplazma (ooplazma)
icerisine girilene kadar ilerletilmesi gerekir. Bu asamada mikropipete uygulanan az
miktardaki negatif basing ile oosit membrani1 kirilincaya kadar sitoplazma pipet icerisine
aspire edilir (sitoplazmanin aspirasyonu basarili bir fertilizasyon ic¢in gerekli olan oosit
aktivasyonunu saglamaktadir). Oosit membrani kirilir kirilmaz mikromanipiilatoriin
mikrovidas1 aksi yonde hareket ettirilerek aspire edilen sitoplazma ile birlikte pipet

icerisindeki sperm oosit icerisine birakilir.

ICSI prosediiriiniin temeli oosit ve sperm manipiilasyonlarina dayanmaktadir. Ik olarak
sperm penetrasyonunu kolaylastirmak amaciyla parsiyel sperm zona diseksiyonu (PZD)
gelistirilmistir (39-40). Zona pellucida tarafindan olusturulan fertilizasyon bariyeri
mekanik olarak inceltilerek insemine edilmis sperm hiicrelerinin oositin perivitellin
araligina direkt olarak gecisi saglanir. Bu teknigi takiben subzonal inseminasyon (SUZI)
yontemi gelistirilmistir (41-42). SUZI islemi yiiksek sayida motil sperm hiicrelerinin bir
enjeksiyon pipeti yardimiyla perivitellin araliga direkt olarak birakilmasini
saglamaktadir. ICSI prosediiriinde SUZI isleminden farkli olarak tek bir sperm zona
pellucidadan sonra ikinci bir bariyeri; oolemmay1 gecerek enjekte edildigi i¢in daha

invaziv bir yontemdir (43).
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Sekil 2.8 Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI)

Insanlarda ICSI yontemi ile elde edilen ilk gebelikler 1992 yilinda gerceklestirilmistir.
ICSI prosediiriiniin ortaya ¢ikisindan ¢ok kisa bir siire sonra fertilizasyon oranlarinin,
gelisen embriyo sayisinin ve implantasyon oranlarinin SUZI’ye gore daha yiiksek
oldugu gosterilmistir (44-45). Giintimiizde ICSI uygulamasi1 siddetli oligoasteno-
teratozoospermik vakalar ve testikiiler disfonksiyon ya da ekskretuar kanallarda
obstriiksiyon sebebiyle ortaya c¢ikabilen azospermik vakalarda tiim diinyada yaygin

olarak uygulanan tek tedavi bigimidir (46).
2.2.5 in Vitro Fertilizasyon

Fertilizasyon  kontrolii klasik IVF’de inseminasyondan 18-20 saat sonra,ICSI
uygulamalarinda ise 14-18 saat sonra yapilir.Oositlerin sitoplazmasinda iki pronukleus
(2PN) ve perivitellin aralikta iki kutup cisimciginin goriilmesi fertilizasyonun
gerceklestigi anlamma gelir.Incelenen hiicrenin iic boyutlu olmasi nedeniyle kutup
cisimcikleri her zaman goriis alaninda olmayabilir. Bu nedenle oositin iki pronukleus

icermesi halinde fertilizasyonun gergeklestigi kabul edilmelidir (47)(Sekil 2.9).

Sekil 2.9:0oplazmasinda 2 pronukleus izlenen fertilize olmus bir oosit
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2.2.6 Embriyo Transferi

Laboratuvar ortaminda elde edilerek ,secilen en iyi kalitedeki embriyolarin bir katatere
yiiklenerek uterusa birakilmasi,embriyo transferi (ET) olarak tanimlanir (48-49).IVF
‘deki ulagilan basar1 oranlari,embriyonun tranfer edildigi doneme ve kalitesine bagh
olarak degismekle birlikte; 2ve3.giin embriyo transferinde gebelik orant %?20-40,
implantasyon oran1 %10-20; Sve 6.giin ET basmna gebelik oran1 >%60,implantasyon
oram%50 olarak bildirilmektedir (50).

2.3 EMBRIYO SECIiM KRITERLERIi
2.3.1. Boliinme Evresi Degerlendirilmesi

Embriyo skorlama sistemlerinde, yiiksek implantasyon potansiyeline sahip embriyolar1
secebilmek icin, proniiklear evre ile birlikte boliinme evresi de degerlendirilmelidir.
Boliinme evresinde erken boliinmenin (early cleavage, EC) saptanmasi ve daha sonra
boliinme hizi, blastomerlerin sekli ve boyutu, fragmantasyon orani, blastomerlerdeki
niikleus sayisi, sitoplazmik goriintii, perivitellin alan ve zona pellusida ozellikleri gibi

kriterler degerlendirilmektedir .
2.3.1.1 Erken Boliinme

Fertilize olmus bir oosit, yaklasik 20 saat sonra ilk mitotik boliinmeye baslayarak 2
hiicreli bir embriyo olusturmaktadir (Sekil 2.10). Yirmibesinci saatte fertilize olmus
oositlerin' yaklasik %20’si 2 hiicreli evreye ulasirlar. Bu embriyolar, erken boliinen
embriyo olarak adlandirilir. Yapilan arastirmalar erken boliinen embriyolarin daha

yiiksek gebelik ve implantasyon potansiyeline sahip olduklarmi gostermistir (51).

Sekil 2.10: Yirmibesinci saatte erken boliinen 2 hiicreli bir embriyo



18

2.3.1.2.Boliinme Hizi

Iyi kalitedeki bir embriyonun, ikinci giinde (42-44. saat) 4-5 blastomere ve iigiincii

giinde (66-68.saat) en az 7 blastomere sahip olmas1 gerekmektedir (52).

Sekil 2.11.a) Ikinci giinde 4 hiicreli bir Sekil 2.11 .b) Ugiincii giinde 8 hiicreli

embriyo bir embriyo

2.3.1.3.Blastomer Biiyiikliigii

Esit olmayan hiicresel boliinme, embriyo kalitesi ve embriyonun gelisim kapasitesi ile
ilgili bilgi veren bir diger 6nemli parametredir. Yapilan caligmalar, esit bolinmeyen
embriyolarin transferiyle gebelik ve implantasyon oranlarinin olumsuz ydnde
etkilendigini gostermistir.

Bunun da protein, mRNA, mitokondri ve diger hiicre organellerinin iki kardes hiicreye

esit olarak aktarilamamasindan kaynaklandigi ileri siiriilmektedir (53).
2.3.1.4.Fragmantasyon Derecesi

Boliinme hizi ve blastomer boyutuyla birlikte embriyo fragmantasyonu da embriyo
secim kriterleri arasinda yer almaktadwr. Nukleus igermeyen fragmanlarin say1 ve
miktarmin embriyo hacmine orani, embriyo kalitesi degerlendirilirken belirlenmelidir.
Hiicre fragmantasyonunun nedeni ve embriyo gelisimine etkisi tam olarak bilinmemekle
birlikte hem embriyo hem de hastaya spesifik bir durum olarak ortaya c¢ikabilmektedir.
Fragmantasyonun, apopitozisten (programli hiicre Olimii) kaynaklandigr goriisi

yaygindir (54).



19

2.3.1.5.Blastomerlerin Niiklear Ozellikleri

Embriyolarin implantasyon potansiyelini belirleyen diger bir morfolojik parametre ise
blastomerlerde go6zlenen multiniikleasyondur. Blastomer multiniikleasyonunu, bir
blastomerin icinde iki veya daha cok sayida ya da fragmante olmus niikleusun

bulunmasi ile karakterizedir (52).
2.3.1.6.Sitoplazmik Goriiniim

Embriyoda blastomerlerin sitoplazmasi agik renkli, seffaf ya da hafif graniilasyona
sahipse, normal olarak degerlendirilir (55). Yapilan caligmalarda bazi 3. giin
embriyolarinin sitoplazmasinda graniilasyon ve kiiciik noktasal yapilarin arttigi
gosterilmis ve bu durumun blastomerin sitoplazmik aktivitesinin yeterli oldugunun bir
gostergesi oldugu ileri siiriilmiistiir. Sitoplazmik goriintiiniin embriyo gelisim
potansiyeli {izerine etkisini arastiran bir ¢alismada gebelik ve implantasyon oranlarini

etkilemedigi sonucuna ulasilmistir (56).
2.3.1.7. Perivitellin Alan ve Zona Pellusida Ozellikleri

Embriyolarin degerlendirilmesi sirasinda perivitellin aralikdaki genislik,darlik ve
inkliizyonlar not edilmelidir.Ayrica zona pellusida yapist ve kalinhigi da

degerlendirilmelidir.
2.4.PICSI DISHI

PICSI dishi, infertil ¢iftlerin ICSI tedavisinde miroenjeksiyon icin olgun sperm
seciminde kullanilir. PICSI dishi 6zel noktaciklarinda hyaluronan iceren bir petri

kabidir.

PICSI dishi tabanin i¢ kismina {i¢ mikro nokta halinde hyaluronan eklenmis plastik bir
dishtir. Taban kisminda mikro noktalarin yerini belirlemek icin kabartma seklinde ii¢
tane ¢izgi bulunmaktadir. Mikro noktalar belirleme cizgilerinin bittigi yerde olup

yaklasik 2 mm genisliginde ve 3 mm uzunlugundadirlar.



20

PICSI®

Sperm Selection Device

Sekil 2.12.PICSI dishi

Hyaluronan oositi ¢evreleyen cumulus oophorus tabakasinin ana bilesenlerinden biridir.
Olgun bir spermin bas kismi spermin hyaluronana baglanmasini saglayan hyaluronana
0zel reseporler barindirir (61). Spermatogenez sirasinda plazma membranin yeniden
sekillenmesi ile diizenlenmekte olan sperm-zona baglanma alani ile HA reseptoriiniin
bicimlenme alaninin benzer oldugu ve matiir spermatozoanin HA alaninin secebilmekte
oldugu farz edilmektedir. Spermin zona pellusida’da oldugu gibi HA’ya baglanma
bolgesinde bas kismudir (57). Geleneksel ICSI uygulamalarinda enjeksiyon icin
secilecek sperm gorsel olarak morfolojileri ve motiliteleri baz alinarak secilir. Fakat bu
yaklagim spermin genomik biitiinliigiinii ve zigota en iyi kalitsal 6zellikleri saglayacagi
anlamina gelmez. PICSI dish olgun spermlerin hyaluronan hydrajele baglanma 6zelligi
sayesinde sperm se¢ciminde etkin bir aractir. PICSI; dogal dollenmenin 6nemli bir se¢im
asamasi olan,spermin cumulus oophorous’a baglanmasini taklit eder. HA baglanmasi ile
bu yeni sperm se¢im yonteminin gelisimi, spermatogenezis sirasinda spermin baglanma
bolgesinin taninmasina, zona pellusida’ya baglanmasinin plazma membraninin yeniden
sekillenmesi ile formasyonuna ve HA baglanma bdlgesinin genel olarak diizenlenerek

taninmasina dayalidir (63-65).

Membranin yeniden sekillenmesinde basarisiz olan immatiir sperm immobilize edilmis

HA’ya baglanmakta yetersiz kaldig diisiiniilmektedir (66,67).



3. GEREC VE YONTEM

3.1 GERECLER
3.1.1 Demirbas Malzemeler
1. Laminar air flow
2. Invert mikroskop
3. Isik mikroskop
4. Faz-konsantrasyon mikroskop
5. Vorteks
6. Santrifiij
7. Buzdolab1
8. Otomatik pipet
9. Etiv
10. Inkiibator
3.1.2. Sarf malzemeler
1. ICSI pipet
2. Holding pipet
3. PICSI dishi
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4. Falcon petri kab1

5. Cam pastor pipetleri

6. Falcon konik tiipler

7. Mops (hepes)

8. Fertilizasyon medyumu

9. Clivaj medyumu

10. Blastokist medyumu

11. Ovoil

12. Gradient soliisyonlar1 (%90 ve %50’lik)

13.Pvp
3.2. YONTEMLER
3.2.1 Hasta secimi

Bu calisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tiip Bebek Unitesinde infertilite tanisi
alarak tiip bebek uygulamasina alinan infertilite sebebi agiklanamayan 25-35 yas arasi
kadin ve normospermiye (20x10° /ml ve iistii) sahip erkek ciftlerden olusmaktadir. Bu
caligma 50 hasta’dan olugmaktadir.Hastalar tez c¢alisma projesi hakkinda
bilgilendirilmistir.

3.2.2 PICSI Prosediirii

3.2.2. 1 Oosit ve spermin toplanmasi ve degerlendirilmesi

a) Oositin toplanmasi: Tiip bebek tedavisine baslayan hastalara belirli bir ovulasyon
indiiksiyonundan sonra istenilen biiyiikliige ve sayiya ulasan folikiillere hcg uygulanur,
hcg ile ovulasyon tetiklenir. HCG enjeksiyonundan sonraki 35-38 saatleri arasinda OPU
yapilir. Aspire edilen sivi icerisinde bulunan oositler laminar flow igerisinde pipet
yardimiyla alinarak ovoil kapli MOPS (HEPES) medyumu icerisine aktarilir. OPU
islemi bittikten sonra hepesin i¢inde temizlenen oositler kiiltiir medyumuna aktarilarak
9%5C02,%5 02,%90N, iceren inkiibatore kaldirilir. Iki saatlik inkiibasyondan sonra
oositlerin kumulus hiicrelerini temizleme islemi yapilir. Bu islem kimyasal (hyaz) ve

mekanik(farkli biiyiikliikteki pipet yardimiyla) yolla yapilir. Oosit temizleme
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isleminden sonra metafaz 2 sathasindaki olgun oositler esit sayida ikiye bdliinerek

ICSI i¢in inkiibatore kaldirilir.

b) Semen 6rneginin alinmasi ve hazirlanmasi: OPU giinii 2-3 giinliik cinsel perhiz
sonrast mastiirbasyon ile alinan semen Ornegi  laboratuvara ulastiktan sonra 10-30
dak.37°C’de likefiye olana kadar bekletilir. Diger bir tarafta 1smmasi igin farkli
konsantrasyonlarda (%90 ve%50) gradient soluyonu hazirlanir. Falcon konik tiiplere
alta yogun olan %90’lik soliisyondan 1 ml,iiste az yogun olan %50 lik soliisyondan 1ml
olacak sekilde hazirlanir.Bu soliisyonlarin 1isinmasindan sonra likefiye olan ve sayica
degerlendirilen (20 milyon iistii) semen O6rneginden 2 ml alinrak (2 gradientin toplami1
kadar semen 6rnegi konulur)yavas bir sekilde gradient soliisyonlarin iizerine eklenir.
Daha sonra 2000 devirde 10 dak santrifiij edilir. Santrfiij sonrasi supernatant atilarak
pellet iizerine 2ml fertilizasyon medyumu eklenerek tekrar 2000 devirde 10
dak.santrifiij edilir. ikinci santrifiijden sonra yine iist kistm alinip atilir, pellete 2-3

damla fertilizasyon medyumu eklenerek esit miktarda ikiye boliip inkiibatore kaldirilir.
3.2.2.2 PICSI dishinin hazirlanmasi

PICSI dishi tabanin i¢ kismina {i¢ mikro nokta halinde hyaluronan eklenmis plastik bir
dishtir. Taban kisminda mikro noktalarin yerini belirlemek i¢in kabartma sekilinde ii¢

tane cizgi bulunmaktadir.

Belirleme c¢izgilerinin ucundaki her mikro noktaya 10-ul damla HTF (Human Tubal
Fluid) damlatilir. Ayni anda spermi manipiile etmek i¢in kullanilan PVP’yi dishin diger

kismma damlatip kiiltiir yagi1 ekleyerek kullanima hazir hale getirilir.

Sperm eklemeden 6nce mikro noktalar1 sulandirmak, hyaluronana kabarmasi i¢in zaman
kazandirir. Kabarma ve sperm baglanmasi normal sartlarda 5 dakikada veya daha dnce
gerceklesir. Bes dakikalik 1sinma siiresinden sonra HTF’ye ayni oranda yani 10-ul
sperm eklenir ve sonra sulandirma soliisyonu ile derhal karistirip ve karisimin mikro
noktadan uzaklagsmamasi saglanir. Eger sperm miktar1 sulandirma soliisyonundan az
olursa spermlerin soliisyon boyunca yiiziip mikro noktaya ulagsmasi uzun siire alabilir.
Bu siireyi sperm sayisina gore wuzatip kisaltabiliyoruz, maksimum baglanma
gozlemlenmesi i¢in 30 dakika veya daha uzun siire inkiibe edilmesi gerekiyor.
Sulandirilmis mikro noktalar saatlerce stabil kalirlar. Bir kez baglandiktan sonra
baglanan spermler kolaylikla tanimlanabilir. Spermler kuvvetli kuyruk hareketlerine

ragmen ilerleyici bir hareket sergileyemezler (Sekil 3.1).



24

Baglanmis spermleri toplamak i¢in ICSI mikropipeti spermin yanma getirip ve
etrafindaki sivi ile birlikte pipetin i¢ine c¢ekip, isleme 20-50 sperm yakalayana kadar
devam edildi Yakalanan spermler ICSI islemine hazirlamak (kuyrugun inaktivasyonu,
morfoloji ve hareketligin yeniden degerlendirilmesi) i¢in bir sperm yavaslatma
medyumu olan PVP icine birakip buradan spermleri tekrar morfolojik olarak se¢mek

gerekir.

Sekil 3.1.a) Floresan mikroskobunda PICSI dishi HA bolgesine baglanan spermler

b) Invert mikroskobunda PICSI dishi HA bolgesine baglanan spermler

3.2.2.3.Metod

Alinan oosit ve spermler esit sayida boliinlip yarist belirli bir miktarda direk pvp
icerisine konularak embriyolog tarafindan yiiksek biiylitmeli mikroskop altinda
morfoljik olarak en iyi goriinen spermi secerek ICSI islemi i¢in hazir hale getirip ICSI
islemi yapilir. Diger yarisi yine belirli bir miktarda PICSI dishinde bulunan 6zel
noktaciklar konulup bu noktaciklara kuvvetli kuyruk hareketi ile bas kismindan

baglanan HA bagh spermler ICSI pipet yardimiyla alimarak pvp icerine konulup daha
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sonra embriyolog tarafindan yiiksek biiylitmeli mikroskop altinda morfolojik olarak
tekrar secilip ICSI i¢in hazir hale getirilir ve ICSI islemi yapilir. Yapilan bu islemler

arasinda embriyo gelisimi ve bunun gebelik iizerine etkisini gozlemledik.
3.2.3.Embriyo Gelisiminin Degerlendirilmesi

Embriyolarin morfolojileri inverted mikroskop altinda asagidaki kriterlere gore

degerlendirilmistir;
¢ Embriyo blastomer sayisi (hiicre sayis1)
¢ Embriyo blastomer biiyiikliigii (blastomerlerin esit ya da esit olmamasi)

e Fragmantasyon varligi ve yiizdesi (hiicre boliinmesi sirasinda ortaya cikan

cekirdeksiz hiicre parcaciklari)

Bu kriterlere gore asagidaki embriyo skorlama sistemi kullanilmistir (S.Kahraman ve

ark.2002) (Tablo 3.1.).



Tablo 3.1. 3.giin embriyo skorlama tablosu
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GRADE I
8=< hiicre sayis1
< % 10 fragmantasyon
Blastomer caplart esit

GRADE 11
8=< hiicre say1s1
% 10- 20 fragmantasyon
Blastomer caplar esit

GRADE III
5- 7 hiicre veya
% 20 fragmantasyon veya
Blastomer caplar1 esit degil

GRADE 1V
4- 6 hiicre veya daha fazla
> % 20 fragmantasyon veya
Blastomer caplar1 esit degil

GRADE V
<=4 hiicre sayis1 veya
> % 50 fragmantasyon
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Blastokist gradeleme sistemi ( Gardner ve ark. )
¢ 1- Erken blastokist: blastosdl hacmi embriyonun yarisindan daha az.
e 2- Blastokist: blastosol biiyiik yada embriyonun hacminin yarisina esittir.
¢ 3- Dolu blastokist: blastosol, embriyoyu tamamen doldurur.

¢ 4- Genislemis blastokist: blastosdl hacmi, erken embriyodan daha biiyiik ve zona

pellusida ince.

e 5- Hatching blastokist: trofoektoderm, zona pellusida {izerinden c¢ikmaya

baglamistir
e 6- Hatched blastokist: blastokist, zona pellusidadan tamamen kurtulmustur.

Blastokist grade sistemleri altiya ayrildigi gibi, i¢ hiicre kiitlesi ve trofoektoderm

gelisimi bagska tiirliilde degerlendirilmistir.
I¢ hiicre kiitlesi (ICM) grade:
® A- sikica sarilmis, ¢ok fazla hiicre.
e B- gevsek gruplu, birkag hiicre.
e (- ¢ok az hiicre.
Trofoektoderm grade:
® A- bir ¢ok hiicrenin bir diizen ile olusturdugu epitel.
e B- az hiicre.

® (- ¢ok az hiicrenin olusturdugu gevsek epitel.

Sekil 3.2 Blastokist



Sekil 3.3: 5 BB-Hatching blastokist

Sekil 3.4: SBA-Hatching blastokist
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Sekil 3.5: 4AA-Genislemis blastokist

Sekil 3.6: 1 Erken blastokist
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Sekil 3.7: 2CC-Blastokist

Sekil 3.8: 3BB-Dolu blastokist
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3.3. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

infertilite sebebi aciklanamayan 25-35 yas arasi kadin ile normozoo (20x10° /ml ve
listii) sperme sahip erkeklerden olusan 50 hastayi iceren bir calismadan PICSI dishinde
HA bagli sperm ile yapilan ICSI ile embriyolog tarafindan gorsel olarak yapilan ICSI
arasindaki embriyo kalitesi ve gebelik oranlarmm karsilastirilmasmda X*  testi
kullanilmustir. Istatistiksel karsilastirmalar SPSS 15.0 ile yapildi. P<0.05 olmasi anlaml
olarak kabul edildi.



4. BULGULAR

Bu caligma infertilite sebebi aciklanamayan 25-35 yas arasi kadn ile normozoo (20x10°
/ml ve iistil) sperme sahip erkeklerden olusan 50 hastalik bir calismay1 kapsamaktadir.
PICSI dishinde HA bagl sperm ile yapilan ICSI ile embriyolog tarafindan gorsel olarak
yapilan ICSI arasinda ki embriyo kalitesi ve gebelik oranlar1 arasindaki farka

bakilmustir.

Toplam 50 hastada yapilan bu calismada, 26 hastaya PICSI yontemiyle gelisen
embriyolar, 24 hastaya da gorsel olarak secilen spermle elde edilen embriyolar transfer
edilmistir. 26 PICSI hastasindan 11 hasta gebe kalmistir.24 gorsel ICSI’den 9 gebelik
elde edilmistir. Gebelik oranlar1 %42 -%37.5 dir.

PICSI ve gorsel ICSI arasinda embriyo kalitesi ve gebelik oranlar1 arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamli bulunamadi (P>0.05).



Tablo 4.1 ICSI ve PICSI dishinde gelisen embriyo kalitesi ve gebeliklerinin karsilastiriimasi

Hasta Sayis1 | Hasta Yas1 | Uygulanan Yontem | Embriyo Morfolojisi Gebelik

1 32 PICSI GII POZITIF
2 31 ICSI GII POZITIF
3 25 ICSI BLAST(3BB) NEGATIF
4 30 PICSI GII NEGATIF
5 34 ICSI GII NEGATIF
6 31 PICSI GII POZITIF
7 30 PICSI GIII NEGATIF
8 34 ICSI GI NEGATIF
9 33 ICSI GII NEGATIF
10 32 PICSI BLAST (5BA) POZITIF
11 25 ICSI BLAST (3BB) NEGATIF
12 28 PICSI BLAST (4BB) NEGATIF
13 33 ICSI BLAST (4AA) POZITIF
14 29 ICSI BLAST (4BB) POZITIF
15 31 ICSI BLAST (3BB) NEGATIF
16 25 ICSI BLAST (5BA) NEGATIF
17 34 PICSI G III NEGATIF
18 31 PICSI BLAST (5BA) POZITIF
19 28 ICSI BLAST (3BA) NEGATIF
20 30 ICSI BLAST (5BA) NEGATIF
21 25 ICSI BLAST (4BA) POZITIF
22 31 PICSI G 1l NEGATIF
23 34 PICSI BLAST (3BB) NEGATIF
24 33 ICSI GII NEGATIF
25 29 PICSI BLAST (5BA) NEGATIF
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Hasta Sayis1 Hasta Yas1 | Uygulanan Yontem | Embriyo Morfolojisi Gebelik

26 31 ICSI GII POZITIF
27 29 ICSI G 1l NEGATIF
28 29 ICSI GII NEGATIF
29 30 ICSI GII NEGATIF
30 32 ICSI GII NEGATIF
31 26 PICSI GIV POZITIF
32 29 ICSI GI POZITIF
33 28 PICSI GI POZITIF
34 29 PICSI GI POZITIF
35 30 PICSI GI NEGATIF
36 32 PICSI GI NEGATIF
37 28 PICSI GI NEGATIF
38 23 PICSI GI NEGATIF
39 32 PICSI GII NEGATIF
40 26 ICSI GII POZITIF
41 33 PICSI GIII NEGATIF
42 32 PICSI GIV NEGATIF
43 28 PICSI GII NEGATIF
44 26 ICSI GII POZITIF
45 33 PICSI BLAST (4BA) POZITIF
46 32 PICSI GII POZITIF
47 28 ICSI GII NEGATIF
48 25 ICSI BLAST (4BB) POZITIF
49 26 PICSI BLAST (5BB) POZITIF
50 28 PICSI GII POZITIF




Sekil 4.1: PICSI ile gelisen embriyo G |

Sekil 4.2: Gorsel ICST ile gelisen embriyo G I
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Sekil 4.3: PICSI ile segilen embriyo G II

Sekil 4.4: Gorsel ICSI ile secilen embriyo G II
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Sekil 4.5: PICSTI ile segilen embriyo G 111

Sekil 4.6: Gorsel ICSI ile secilen embriyo G III
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Sekil 4.7: PICSI ile segilen embriyo G IV

Sekil 4.8: PICSI ile secilen embriyo BLAST 5BA
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Sekil 4.9: Gorsel ICSI ile segilen embriyo BLAST 4BB

Sekil 4.10: PICSI ile secilen embriyo BLAST (3BB)
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Sekil 4.11: Gorsel ICSI ile secilen embriyo BLAST (3BB)
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5. TARTISMA VE SONUC

Mikroenjeksiyon tekniginde labaratuvar sartlarinda se¢ilmis olan en iyi morfolojiye
sahip sperm, yine se¢ilmis olgun bir yumurta i¢ine sperm enjekte edilerek fertilizasyon
meydana getirilmektedir ve bu ilk olusuma zigot denilmektedir. Morfolojik ozellige

gore en iyi kalitedeki tek embriyo secilerek anne rahmine transfer edilmektedir.

En iyi embriyoyu olusturmak i¢in sperm ve oosit 6nemli bir faktordiir. ICSI i¢in sperm
seciminde morfolojik secim giivenilir bir metod degildir. Sperm kromozomal
anomalileri ve sperm morfolojisi arasindaki tutarsiz iligki; yiiksek mikroskobik
goriintiilemeye dayali olarak ICSI i¢in sperm se¢im uygulamalar1 ile zithk

gostermektedir.

Goriintiileme teknikleri ile spermin se¢ciminde DNA biitiinliigii, histonlarin varligi ve
sperm kromozomlarin yapis1 aneuploidi iizerine heniiz herhangi bir calisma

bulunmamaktadir.

Spermatogenez sirasinda plazma membranin yeniden sekillenmesi ile diizenlenmekte
olan sperm-zona baglanma alani ile HA reseptoriiniin bicimlenme alaninin benzer
oldugu ve matiir spermatozoanin HA alaninin secebilmekte oldugu farz edilmektedir.

Spermin zona pellusida da oldugu gibi HA’ya baglanma bolgeside bas kismidir (57).
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Zona pellusida’ya baglanan spermlerde oldugu gibi Kruger simniflandirilmasi sonucu
normal olarak degerlendirilen ayni sekille spermlerin HA’ya baglanan spermlerle ayni

ozellikte oldugu saptanmaktadir (58).

Spermatozoa HA bdlgesine ilk olarak bas kismindaki akrozom bolgesiyle baglanir,
akrozom reaksiyonu ve kapasitasyonunun ileri safhasindaki spermatozoa HA

baglanmasini gostermez (59).

HA bagh matiir sperm ile ilgili daha ileri ¢alismalar sunu gostermektedir; HA ile
secilmis spermatozoa gecerli spermatozoadir. HA bagh spermatozoa sitoplazmik
defektlerden, siirekli histonlardan, DNA fragmantasyonlarinda ve apoptik bir marker
olan Caspace-3’den yoksundur. Bu ozellikler, niikleer ve sitoplazmik immatiirite icin
olduk¢a onemlidir. Ozellikle DNA fragmantasyonunun varlig1 spermin zigota, babaya

ait kot etkileri gegirdigi bilinmektedir (60).

Hyaluronan oositi ¢cevreleyen cumulus oophorus tabakasinin ana bilesenlerinden biridir.
Olgun bir spermin bas kism1 spermin hyaluronana baglanmasini saglayan hyaluronana
0zel reseporler barindirir (61). Olgun olmayan spermler baglanamazlar. Olgun sperm
yilksek DNA biitiinliigii, normal frekans araliginda kromozomal anéploidi sergiler ve
zigota, normal dollenmede zona pellucida tarafindan seg¢ilen sperme esit oranda babadan

gelen ozelliklerin iletimini saglar (62).

Geleneksel ICSI uygulamalarinda enjeksiyon icin segilecek sperm gorsel olarak
morfolojileri ve motiliteleri baz alinarak secilir. Fakat bu yaklagim spermin genomik
biitlinliigiinii ve zigota en iyi kalitsal ozellikleri saglayacagi anlamima gelmez. PICSI
dish olgun spermlerin hyaluronan hydrajele baglanma o©zelli§i sayesinde sperm
seciminde etkin bir aractir. PICSI; dogal dollenmenin 6nemli bir se¢im asamasi

olan,spermin cumulus oophorousa baglanmasini taklit eder.

HA baglanmasi ile bu yeni sperm se¢im yonteminin gelisimi, spermatogenezis sirasinda
spermin baglanma bolgesinin taninmasina, zona pellusida’ya baglanmasinin plazma
membraninin yeniden sekillenmesi ile formasyonuna ve HA baglanma bdlgesinin genel

olarak diizenlenerek taninmasina dayalidir (63-65).

Membranin yeniden sekillenmesinde basarisiz olan immatiir sperm immobilize edilmis

HA’ya baglanmakta yetersiz kaldig diisiiniilmektedir (66,67).
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ICSI i¢in kullanilacak olan spermin in vitro olarak se¢imi preimplantasyon Oncesi

embriyogenez i¢in kritiktir ve direkt etkiye sahiptir (68).
Hyaluronan cumulus matriksinin major birlesenidir (69).

PICSI dishi in vitro fertilizasyon sirasinda fonksiyonel olarak yetkin spermin se¢iminde

onemli bir rol oynayabilmektedir (70,71).

HA bagh sperm artmis seviyede gelisimsel olgunluk ve sperm kromatin biitiinliigiine

sahiptir. (72).

HA baglanmig sperm ve fonksiyonel olarak yeterli kalitedeki sperm arasindaki iliski,

ICSI hastalarinin tedavisinde son yillardaki ¢calismalarda arastirilmaktadir (73).

Aziz ve arkadaslar1 2006 yilinda fertilite tedavisine optimize etmek icin erkek
infertilitesi ve sperm fonksiyonunun objektif olarak degerlendirilmesine sperm HA

baglanma deneyinin katkida bulunacagini ongormektedir (74).

Sperm hemizona deneyine gore sperm HA testi daha hedefe yoneliktir. Ciinkii fertilize
olmamis insan oositlerinin biitiinliigiindeki cesitlilige karsilik olarak HA slaytlar1 ayni

kaliteye sahiptir (74).

Sanchez ve arkadaslari, 2005 ESHRE presantasyonunda 18 gebelikle ilgili bir data
rapor etmislerdir. ICSI i¢in gorsel olarak secilmis spermatozoa ile ( n=84 ), HA
baglanmig sperm ( n=18 )’in fertilizasyon oranlar1t %69.7 %67.0 ; iyi kalitedeki
embriyo %56.6 %51.7 ; gebelik oranlar1 %45.3 %33.0 ;diisiik oranlar1 %7 %0 ; eve
bebek gotiirme oranlar1 % 46.5 % 39.0 olarak gézlemlenmistir (75).

Worrilow ve arkadaslar1 2006 yilinda 26 hasta ile ( 273 oositten ICSI ile 177 embriyo )
bir ¢alisma yapmislardir. HA ile gorsel olarak secilmis spermin fertilizasyon oranlari
benzerdir. ET yapilan 22 cift arasindan 8 cift gorsel olarak secilmis sperm ile ET
yapilmis, 8 ¢ifte HA baglanmis sperm ile ET yapilmis, diger 7 ¢ifte ise her iki yontemle
gelisen embriyolar transfer edilmis. Gebelik oranlar1 % 25.0 , % 57.1, % 57.1 . Yani iki
grupta gebelik oranin yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Diisiik oranlar1 gorsel olarak

secilmis spermlerde daha yiiksektir ( P=0.013)(76).

Jonssens ve arkadaslar1 tarafindan 2006 yilinda 20 hastay: igeren bir caligmada en az
8M2 elde edilmis kardes oositlere HA-bagh ve gorsel olarak se¢ilmis spermler enjekte
edilmistir (n=146,145).
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Fertilizasyon oram1 %72,9 %66,9 oosit dejenerasyon oranlar1 %9,6 %13,8 ; embriyo
clivaj oranlar1 (hiicre boliinmesi) embriyo kalitesi ET ve cryopreservasyon oranlari

benzer oldugu gozlenmis (77).

Jonssens ve arkadaslari sunu ongdrmektedir; ICSI’deki sperm se¢imini kolaylagtirmak
icin HA baghh spermin kullanilmasi sperm secim teknikleri ile ilgili olabilecek
embriyonun kromozal durumuna etki edebilecek PGD uygulanacak hastalar icin HA

bagl sperm faydali olabilir (77).

Park ve arkadaslarinin 2005 yilinda yaptigi bir calisma ile ICSI basar1 oranlarinin ; HA
baglanma oranlar1 ile erken embriyonik mortalite (6liim) azalmasi ve kromozomol
olarak normal embriyonun iiretilmesi ile HA bagl sperm se¢iminin gorsel olarak secilen

spermden daha iistiin oldugu gozlemlenmistir (78).

Parmegiani ve arkadaslarmm 2010 yilinda Italya’da yaptigi bir calismada Italya IVF
kurallarina gore hasta basina smirl sayida (1-3 adet) ICSI yapilmustir.

HA baglanmis sperm ile 293 hasta 331 ICSI yapilmis gorsel olarak se¢ilmis sperm ile
86 hasta 97 ICSI yapilmis. HA bagli spermler ile yapilan ICSI grubunda en iyi
kalitedeki (Grade I) embriyo oram1 ©6nemli oranda yiiksek bulunmustur (%?35,2
P=0,011). Gorsel sperm grubunda ise %22,3 implantasyo oranit énemli oranda HA

grubunda yiiksek olarak bulundu. HA-ICSI ( %17,1 - %10,3 P=0,047).

Gerci bu farkliliklar istatistiksel olarak onemli olmasa da transfer basina gebelik orani

daha yiiksek goriilmektedir ( %32,8 - %21,6) (79).

Sonug olarak, HA’nin sperm secim ozellikleri IVF’de ki zona pellusida’nin se¢imi ile
aynidir. Olgun spermatazoo seciminde HA baglanma testinin giicii gecerli olmakla

birlikte apotosiz ve siirekli histonlardan yoksundur.

HA bagli olgun sperm DNA fragmantasyonu gostermemektedir. Bu spermatozoanin
paternal etkisini ve erken gebelik kayiplarini azaltarak gebelige ulasmaktaki ICSI

etkinligini gelistirmektedir.
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Bizim calismamizda infertilite sebebi aciklanamayan 25-35 yas arast kadin ile
normozoo (20x10° /ml ve iistii) spermiye sahip erkeklerden olusan 50 hastalik bir
calismay1 kapsamaktadir. HA baglh sperm ile yapilan ICSI ile gorsel olarak yapilan
ICSI arasindaki embriyo Kkalitesi ve gebelik oranlar1 arasinda anlamli bir fark
bulunamamigtir. HA baglh (n=26) ve gorsel olarak secilmis sperm ile ICSI islemi goren

vakalarin (n=24) gebelik oranlar1t %42 ve %37,5 dir (p=0.395).

Bu konuda kesin bir kanaate varabilmek icin ¢ok merkezli, daha fazla sayida hasta

iceren metaanaliz ¢alismalarina ihtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz.
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PICSI dishi hyaliiranik asit(HA) igeren 6zel noktaciklar bulunan bir kaptir.

Normal déllenme sirasinda yumurtanin etrafinda yani corona radiata tabakasinda hyaliiranik
asit bulunur ve dollenmek i¢in hyaliiranaz enzimi igeren spermler gelir yumurtanin bu
bolgesine  baglanir.Baglanmayan  spermlerin azalmus hareketlilife ve artmig genetik
anormallige sahip olduklan diisiiniilmektedir.Bu klinik galismanmn amac1 hyaliiranaz enzimi
igeren spermlerin PICSI dishinde hyalaniiranik asit igeren bblgeye baglanmasi ve bu bolgeden
secilen sperm ile embriyolog tarafindan morfolojik olarak en iyi kalitede segilen spermlerin
embriyo gelisimi ve gebelik oranlar iizerine etkilerini kargilagtirmaktir.

PICSI dishi’nin in vitro fertilizasyon sirasinda fonksiyonel olarak yetkin spermin segiminde
6nemli bir rol oynadig diigtiniilmektedir.

Son yillarda yapilan galismalarda , tiip bebek hastalarinin tedavisinde HA baglanmis sperm ve
fonksiyonel olarak yeterli kalitedeki sperm arasindaki iliski aragtirilmaktadir.

Tiip bebek uygulamalarinda embriyolar 2.-6. giinler arasinda segilerek anne adayina transfer
edilmektedir. Genellikle, goriiniimlerine (morfoloji) gére en iyi kalitede tek embriyo digerleri
arasindan segilerek transfer edilmektedir.

Bu proje 50 cift igeren bir arastirma grubunu kapsamaktadir.
Bu projenin siiresi 1 yildir.

Siz bir aragtirma projesine katiliyorsunuz. Caligmaya katilmakta tamamen 6zgiirsiiniiz. Bu
galisma ic¢in sizden toplamilan olgun (metafaz II) yumurta ve esinizden alinan sperm
rnekleri kullanilacaktir . Baska bir masrafa gerek yoktur. Sizden bagka herhangi bir sey talep
edilmeyecektir.Toplanan yumurtalar (oosit) ve esinizden alinan sperm ornekleri esit iki
pargaya bolinerek bir kismu geleneksel olarak yapilan embriyolog tarafindan morfolojik
olarak segilen en iyi kalitedeki spermlerle intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu(ICSI)
yapilacak, diger kisim ile de 6nceden PICSI dishinde HA-bagh bélgeye yapisan spermler
alinarak dig goriiniislerine gore yeniden segilerek ICSI islemi yapilacaktir. Bu islemlerin her
ikisinde de biitiin agamalar aymidir.PICSI dishinde HA-bagli sperm de yine embriyolog
tarafindan morfolojisine bakilarak segilecektir.Bu proje yumurta,sperm ve embriyolarinizi hi¢
bir gekilde olumsuz yonde etkilemeyecektirBu aragtirma sonucunda morfolojik olarak
secilen en iyi kalitedeki embriyo transfer edilecektir.



Fakiiltemiz Etik Kurulu bu ¢aligmamin Helsinki Deklerasyonu’nda belirtilen maddelere gére
ahlaki, vicdani ve t1ibbi kurallara uygun oldugunu onaylams olup ¢aligma denetime agiktir.

Caligma 6ncesinde bu tibbi uygulama ile ilgili tedaviyi istediginize dair bir evrak imzalamaniz
gerekmektedir.

Bu ¢alismaya katilmakta 6zgiirsiiniiz. Baglangigta kabul edip daha sonra fikir degistirip,
higbir gerekge gostermeden ¢aligmadan aynlabilirsiniz. Bu durumda sizinle ilgili tibbi 6zende
bir degisiklik olmayacaktir.

KATILIMCI ONAMI

Asafida imzast bulunan ben,”PICSI dishi ile segilen sperm ile elde edilen embriyolarm
kalitesi ve bunun gebelik oram iizerine etkisi” adli tibbi uygulamayla yapilmas: planlanan,
klinik ¢ahsma hakkinda, Prof. Dr. Birkan YAKAN’ dan tam olarak bilgi aldigim beyan
ederim. Bu tibbi uygulamanin etik agidan Diinya Saghk Orgiiti (WHO)’nun kurallarma
uygun olarak incelendigini ve planlanan yontemin insanlara uygulanmasimn sakincali
olmayacag bana anlatildi. Ayrica bana, bu ¢alismanin tibbi olarak gegerli oldugu ve en son
bilimsel yontemlere uygun olarak yapilacag bildirildi.

Bunun, denetime agik bir ¢alisma oldugu bana anlatild1.

Beni muayene eden doktora, daha onceki ve su andaki tiim hastaliklarimi ve su anda
uygulanan tedaviyi bildirdigimi teyid ederim. Son dort haftada herhangi bir ¢alismada yer
almadim.

Asagida imzasi bulunan doktordan bu bilgileri aldiktan sonra ben, yapilmasi planlanan
galismanin  6zelliklerini ve sonuglarim anliyorum. Bana verilen bu bilgiler temelinde,
istedigim herhangi bir zaman, higbir sakinca olmadan, ¢alismadan gekilebilecegimi teyid
ediyorum.

Aragtirma sonuglarnin egitim ya da bilimsel amaglarla kullanilmasi sirasinda mahremiyetime

saygl gosterilecegine inaniyorum. Bu sartlar altinda s6z konusu arastirmaya kendi rizamla,
higbir baski ve zorlama olmaksizin katiimay1 kabul ediyorum.
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