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1. ÖZET 

 

Ġnfertilite bir çiftin korunmasız 1 yıl cinsel iliĢkiye rağmen gebelik elde 

edememesidir. Bu çiftler tedavi amacı ile yardımcı üreme tekniklerine  (YÜT) 

yönlendirilebilir. Bu yöntemlerden biri olan intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) 

sonrasında oositler uygun kültür mediumu içinde ve inkübatör ortamında kültüre edilir. 

Amaç in vitro ortamda implantasyon potansiyeli yüksek olduğu düĢünülen iyi kalitede 

embriyoların geliĢimini destekleyerek anne adayının uterusuna transfer etmektir. Bu 

süreçte kullanılan kültür ortamlarına „„medium‟‟ denmektedir. Primer protein kaynağı, 

mediumlara %5-20 arasında değiĢen oranlarda eklenmektedir. 

Bu çalıĢmada, insan serum albumin (HSA) konsantrasyonlarının (%5 ve %10)  ICSI 

sonrasında fertilizasyon, embriyo geliĢimi ve embriyo kalitesi ile iliĢkisi olup olmadığı 

incelendi. Bu amaçla, 1. gruptaki 50 olgudan toplanan metafaz II (MII) oositler, ICSI 

uygulandıktan sonra, transfer gününe kadar %5 HSA eklenmiĢ mediumda kültüre edildi. 2. 

gruptaki 50 olgudan toplanan MII oositler, ICSI uygulandıktan sonra, transfer gününe 

kadar %10 HSA eklenmiĢ mediumda kültüre edildi. ÇalıĢma gruplarının yaĢları, infertilite 

süreleri, toplanan oosit sayıları, MII oosit sayıları benzer bulundu. Gruplar arasında 

fertilizasyon ve klivaj oranları açısından anlamlı fark belirlenmedi. Transfer gününde 

oluĢan embriyolar kalitelerine göre 4 alt gruba ayrıldı (Grade 1, Grade 2, Grade 3, Grade 

4). Bu çalıĢma gruplarının embriyo kaliteleri arasında anlamlı fark belirlenmedi. 1. ve 2. 

çalıĢma grupları, transfer gününe göre 2. ya da 3. gün oluĢan embriyo kalitelerine göre yine 

4 alt gruba (Grade 1, Grade 2, Grade 3, Grade 4) ayrıldığında, 2. çalıĢma grubunun 3. 

günde yapılan embriyo transfer olgularında „„Grade 3 embriyo‟‟ geliĢimi daha fazla 

bulundu.  

Bu verilere dayanarak, hasta sayısının daha fazla olduğu, ayrıca embriyo transferi ve 

gebelik sonuçlarının da değerlendirilebildiği yeni çalıĢmaların yapılması, bundan sonraki 

araĢtırmalarda izlenecek yol olmalı kanaatindeyiz. 
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2. SUMMARY 

 

Infertility is defined as a couple can not obtain pregnancy although unprotected 

sexual intercourse for 1 year. These couples can be directed assisted reproduction 

techniques (ART) for treated. Oocytes are cultured in suitable culture medium and ambient 

of incubator after intracytoplasmic sperm injection (ICSI) which is one of the ART. The 

aim is to support development of good quality embryos through highest implantation 

potential in vitro environment and transfer to candidate mother‟s uterus. Using culture 

environments called „„mediums‟‟ in the process. Primer protein source is added at rates 

ranging from 5-20% into the medium. 

In this study, we investigated the effect of Human Serum Albumin (HSA) 

concentrations (5-10%) on the fertilization rates, embryo development rates and embryo 

quality after ICSI. For this purpose, picked-up metaphase II oocytes from 50 cases in grup 

1 cultured in medium included %5 HSA after ICSI to embryo transfer day. Picked-up 

metaphase II oocytes from 50 cases in grup 2 cultured in medium included %10 HSA after 

ICSI to embryo transfer day. Ages, times of infertility, picked-up oocytes numbers, M II 

oocytes numbers of study grups were found similarly. Fertilization and cleavages rates 

were not statistically different. Each groups were classified in 4 subgroup (Grade 1, Grade 

2, Grade 3, Grade 4) according to embryo quality in transfer day. In these study groups 

were found no statistically different according to embryo quality. The study groups were 

classified 4 subgroups (Grade 1, Grade 2, Grade 3, Grade 4) embryo quality in 2. or 3. day 

according to transfer day again. Grade 3 embryos development was found more in 3. day 

embryo transfer of study group 2.    

According to the given data, we believe that the followed way must have higher 

number of cases, further more embryo transfer and pregnancy results must evaluated in the 

next researches.  
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3. GĠRĠġ VE AMAÇ 

 

Ġnfertilite genel anlamda sağlıklı popülasyona göre daha az gebe kalabilme kabiliyeti 

olarak tanımlanırken, özgün anlamda bir çiftin korunmasız 1 yıl cinsel iliĢkiye rağmen 

gebelik elde edememesidir. Ġnfertilite için gerçekleĢtirilecek ilk tanısal testler; ovülasyonun 

takibini, tubaların açıklığının kontrolünü, uterus kavitesinin değerlendirilmesini ve semen 

analizini içermelidir (1). Test sonuçlarının değerlendirilmesiyle çift yardımla üreme 

teknikleri (YÜT)‟ ne yönlendirilebilir. Klasik in vitro fertilizasyon (IVF) ve 

intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) bu amaçla kullanılan yöntemlerdir (2). Her iki 

yöntem için de kadın hastanın overleri indüklenerek fazla sayıda oosit toplanması 

amaçlanmaktadır (3). Ġki yöntem arasındaki tek farklı aĢama fertilizasyon aĢamasında olup; 

klasik IVF‟ te sperm hücrelerinin arasına bırakılan oositin kendiliğinden döllenmesi 

beklenirken; ICSI her bir oosit içine bir sperm hücresinin enjeksiyon yapılmasıdır. 

Oosit/oositlerin döllenip zigot oluĢturması durumunda, embriyo geliĢimi takip edilerek, 

implantasyon potansiyeli en fazla olduğu düĢünülen embriyo/embriyoların morfolojik 

yapılarına göre en iyi kalitedekilerin seçilip transfer edilmesi ile tedavi     

sonuçlanmaktadır (4, 5). 

IVF  laboratuvarında in vitro kullanım amaçlı geliĢtirilmiĢ semen hazırlama, oosit 

aspirasyonu-temizliği-kültürü, inseminasyon, mikromanipülasyon iĢlemleri (ICSI, assisted 

hatching, defragmantasyon, embriyo biyopsisi), embriyo kültürü, embriyo transferi, 

embriyo dondurma ve çözme iĢlemlerinin çeĢitli basamaklarında kullanılan çeĢitli 

solüsyonlar ve kültür ortamları mevcuttur; bunlara „„medium‟‟ denmektedir (2,6). Bugüne 

kadar yapılan çalıĢmalarda, fare ve tavĢan embriyolarının kullanıldığı deneylerin sonuçları 

anahtar niteliğinde olup insan gamet ve embriyo kültürü için mediumların geliĢtirilmesi 

amacıyla kullanılmıĢtır (7). Türlere ait farklılıklardan dolayı, sonuçlar her zaman uyumlu 

ve biri diğeri için yol gösterici olmayabilir. Örneğin fare blastosistleri, bir hücreli 

öncülerine göre daha az protein içermeleri açısından farklılık göstermektedir (8). Temel 

olarak, insan embriyoları için kullanılacak mediumların fare, tavĢan ve hamster embriyo 

kültürleri için kullanılan mediumlardan daha zengin olması gerektiği kabul edilebilir (6). 

Ġnsan embriyo geliĢiminde metabolik aktivitelerini destekleyebilecek mediumların 

kullanılmasının gerekli olduğu temel bir faktör olarak gözlenmiĢ ve medium içeriklerinin 

kadın genital kanal salgılarının kompozisyonunda olması gerektiği vurgulanmıĢtır. Ġn vivo 
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embriyoların tuba uterina ve uterus sıvısı içinde geliĢimini sürdürmesi, embriyoların ileri 

geliĢimi için benzer özellikler taĢıyan mediumların kullanılması gerektiğini göstermiĢtir. 

Böylece tuba uterina ve uterus sıvıları içinde bulunan ve preimplante embriyoner geliĢimi 

destekleyen maddelerin ayırımı yapılarak konsantrasyonları belirlenmiĢ ve yeni üretilen 

mediumlar bu özelliklerde geliĢtirilmiĢtir. %99‟ u sudan oluĢan mediumlara eklenmesi 

gereken maddeler; temel inorganik iyonlar, karbonhidratlar, amino asitler, vitaminler, 

nükleik asit öncüleri, ağır metal iyonlarının Ģalesyon ajanları, antioksidanlar, protein ve 

makromoleküller,  hormonlar ve büyüme faktörleridir (9). 

Mediumlara primer protein kaynağı olarak, %5-20 arasında değiĢen oranlarda olmak 

üzere, ısıtılarak inaktive edilmiĢ anne (10) veya fetal kordon serumu (11) 

eklenebilmektedir; fakat öncelikle hepatit ve human immunodeficiency virus (HIV) 

yönünden araĢtırılmalıdır. Tuba uterinada en çok bulunan makromolekül olan albuminden 

dolayı insan serum albumin (HSA) (12, 13) veya bovine serum albumin (BSA) (13) en çok 

tercih edilen ürünler olmakla birlikte plazmanat (14), plazmatein ve sentetik serum 

vekilleri (SSS) (15, 16) gibi globulinden zenginleĢtirilmiĢ albumin solüsyonları da 

kullanılmaktadır. 

Embriyo kültür mediumlarında bulunan proteinin, embriyoların geliĢimi için sadece  

nitrojen kaynağı yaratmakla kalmayıp; aynı zamanda kültür ortamında kullanılan su, cam 

veya plastik malzemelerle geçebilen ve embriyo geliĢimini olumsuz etkileyen toksik metal 

iyonları için de bağlayıcı görev yaparak toksik etkilerini nötralize ettiği de       

gösterilmiĢtir (17). Ayrıca kültür ortamında bulunan proteinler embriyonun kültür 

kaplarına ve cam pipetlere yapıĢmasını önleyerek manipülasyonlarını kolaylaĢtırır (2, 6). 

Bu çalıĢmada insan serum albumin (HSA) konsantrasyonlarının (%5 ve %10)  

intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) sonrasında fertilizasyon, embriyo geliĢimi ve 

embriyo kalitesi ile iliĢkisi olup olmadığının incelenmesi amaçlanmıĢtır. 
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4. GENEL BĠLGĠLER 

 

 

4.1. ĠNFERTĠLĠTE 

 

Ġnfertilite korunmasız ve düzenli olarak cinsel iliĢkiye girilmesine rağmen bir yılı 

aĢan sürede çiftlerin çocuk sahibi olamamasıdır. Yapılan çalıĢmalarda çiftlerin %80-85‟ 

inin ilk yılın sonunda gebe kaldığı ve bu oranın 2. yılın sonunda %90‟ ı aĢtığı 

görüldüğünden, genç çiftlerde incelemeler baĢlamadan önce bekleme süresi 2 yıla 

çıkarılabilir. Ancak kadınlarda 35 yaĢ sonrasında ve özellikle 37 yaĢından sonra fertilite 

çok belirgin bir Ģekilde azalmaya baĢladığından ileri yaĢtaki kadınlarda bekleme süresinin 

uzatılmamasında yarar vardır (2). YaĢı genç olmasına rağmen over rezervi azalmıĢ kadın 

veya  Ģiddetli oligoastenoteratospermi (SOATS) ve ejakulatta sperm hücresi olmayan 

azospermik erkek faktörlerinde de tedavi için beklememek gerekir. 

Ġnfertilite, toplumun yaklaĢık %10-15‟ inde gözlenmesine karĢılık bu oranın giderek 

arttığı tahmin edilmektedir. 

Ġki tip infertilite vardır; primer infertilite çiftin daha önce çocuk sahibi olmaması, 

sekonder infertilite ise çiftin daha önce çocuk sahibi olması Ģeklinde tanımlanabilir. 

Ġnfertilitenin bağlı olduğu sorunlar kadına (%40-45) veya erkeğe (%40-45) bağlı 

olabileceği gibi her iki cinse (%15-20) bağlı sorunlar birarada bulunabilmekte; ya da bir 

sorun tespit edilememekte ve açıklanamayan infertilite olarak tanımlanmaktadır (2). Çocuk 

sahibi olamamanın nedeni ne olursa olsun, bunun yalnızca eĢlerden birine değil, her ikisine 

ait bir sorun olduğunu düĢünmek gerekmektedir. 

Ġnfertilite için gerçekleĢtirilecek ilk tanısal testler; ovülasyonun takibini, tubaların 

açıklığının kontrolünü, uterus kavitesinin değerlendirilmesini ve semen analizini 

içermelidir (1). Test sonuçlarının değerlendirilmesiyle çift yardımla üreme teknikleri 

(YÜT)‟ne yönlendirilebilir. Klasik IVF ve ICSI günümüzde bu amaçla kullanılan 

yöntemlerdir (2). 

Her iki yöntemde de anneden, overleri uyaran çeĢitli hormon ilaçları uygulanarak 

geliĢtirilen oositlerin toplanması ve babadan alınan sperm hücreleri ile in vitro ortamda 

döllenmesi, geliĢen embriyoların belli bir süre laboratuvar ortamında kültüre edildikten 
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sonra anne adayının uterusuna yerleĢtirilmesi söz konusudur. Ġki iĢlem arasındaki tek fark 

sperm hücresinin oositi dölleme Ģeklidir. 

 

4.2. YARDIMCI ÜREME TEKNĠKLERĠ 

 

4.2.1. Klasik Ġn Vitro Fertilizasyon (IVF) 

 

Klasik IVF, kumulus-oosit kompleksi ile sperm hücrelerinin in vitro ortamda, oosit 

baĢına 100 bin sperm hücresi olacak Ģekilde aynı kültür tabağına bırakılması ile 

gerçekleĢtirilir. Spermin zona pellusida engelini aĢarak döllenme iĢleminin dıĢarıdan 

müdahale edilmeden oluĢması beklenir ve geliĢen embriyolar anne adayının uterusuna 

yerleĢtirilir. 

Steptoe ve Edwards‟ ın uzun süren çalıĢmaları sonucunda 1978‟ de bilateral tubal 

blok bulunan bir hastanın doğal siklusunda laparoskopik elde edilen oositin in vitro 

döllenerek uterusa yerleĢtirilmesi ile ilk IVF bebeği olan Louise Brown dünyaya    

gelmiĢtir (2).    

Günümüzde tubal blok dıĢında açıklanamayan infertilite, erkek subfertilitesi, 

endometriyozis, immünolojik infertilite ve servikal faktörlere bağlı infertilite gibi 

durumlarda da yaygın olarak kullanılmaktadır (2). IVF uygulamasında ilk dikkat edilen 

parametreler sperm sayısı ve motilitesinin uygunluğudur. 

Sperm morfolojisinin %4‟ ün altında olduğu vakalarda IVF yöntemi ile 

fertilizasyonun düĢtüğü belirtilmiĢtir (18). 

Erkek subfertilitesinde kullanılsa da baĢarının sınırlı olması ve bu tekniğin Ģiddetli 

erkek infertilitesine çözüm olamaması nedeniyle araĢtırmacılar mikromanüplasyon 

tekniklerine yönelmiĢlerdir. 

Bunlar: 

1. Zona Drilling ve Parsiyel Zona Disseksiyonu (PZD): Zonada bir açıklık meydana 

getirildikten sonra klasik IVF‟ deki gibi sperm hücrelerinin yıkama sonrası kültür 

tabağına bırakılarak  fertilizasyonun beklenmesidir (19). 

2. Subzonal Ġnseminasyon (SUZĠ): Hareketli sperm hücrelerinin zona pellusidayı 

aĢmasına gerek kalmaksızın doğrudan perivitellin aralığa bırakılmasıdır (20). 
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3. Ġntra Sitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI): Tek bir sperm hücresinin mekanik 

yolla oosit sitoplazmasına enjekte edilmesidir (21). 

 

4.2.2. Ġntra Sitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI) 

 

ICSI iĢlemi manipülatör adı verilen, inverted mikroskoba monte edilmiĢ joy-stick 

sistemi ile yapılmaktadır. 

Tek bir sperm hücresinin mikroenjeksiyon pipeti içine alınarak, tutucu pipetle 

sabitlenmiĢ yumurtanın sitoplazmasının ekvatoryal bölgesine bırakılması esasına dayanır. 

Böylece sperm hücresi zona pellusida ve oolemma engelini aĢmak zorunda kalmaz (20). 

1992‟ de Palermo ve arkadaĢları tarafından ICSI ile ilk doğumların elde edilmesi 

Ģiddetli erkek infertilitesine çözüm olarak gösterilmiĢ ve IVF için uygun olamayan tüm 

çiftlerde rutin tedavi seçeneği olarak önerilerek YÜT‟ nde en önemli geliĢme olarak 

kaydedilmiĢtir (21, 22). 

Günümüzde ejakulattan sperm hücresi elde edilemeyen azospermik erkeklerden 

epididimal aspirasyon (Mikro Epididimal Sperm Aspirasyonu, MESA), testiküler sperm 

aspirasyonu (Testiküler Sperm Aspirasyonu, TESA) ve testiküler parça alınması 

(Testiküler Sperm Ekstraksiyonu, TESE) ile azospermik hastalar için ICSI yönteminin 

değeri bir kez daha vurgulanmıĢtır (23, 24). 

Özellikle sperm parametrelerinde Ģiddetli oligozoospermi (<2 milyon sperm/ml), 

Ģiddetli astenozoospermi (<%5 motil sperm) ve Kruger kriterleri‟ ne göre kötü sperm 

morfolojisi (<%4 normal form) gibi anomali belirlenen, cerrahi olarak sperm elde edilen ve 

önceki klasik IVF tedavilerinde baĢarısız sonuç alan hastalarda kullanılmaktadır (24, 25). 

ICSI‟ de fertilizasyon baĢarısızlık oranı yaklaĢık %3 olup genellikle yumurta 

sayısının az olduğu olgularda görülmektedir (26). Bunun da etkisiyle ICSI 

endikasyonlarına bir yenisi daha eklenmiĢ ve oosit sayısının az olduğu olgularda da erkek 

faktörüne bakılmaksızın ICSI uygulanması prensip olarak kabul edilmiĢtir (27). 

Çok sayıda oosit elde edebilmek için hastanın özgeçmiĢi de değerlendirilerek en 

uygun ovulasyon indüksiyon protokolü uygulanır. Ġlaç tedavisi süresince bazı günlerde 

yapılan ultrasonografi ile folikül boyutları oosit matürasyonu için yeterli seviyeye 

ulaĢtığında ve kandaki östrodiol miktarı istenilen düzeye geldiğinde hastaya yapılan insan 

koryonik gonadotropin (Human Chorionic Gonadotrophin, hCG) enjeksiyonu ile lutein 
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uyarıcı hormon (Luteizing Hormone, LH)‟ nun pik değere ulaĢmasıyla birlikte ovulasyon 

tetiklenir (2). hCG enjeksiyon uygulamasından 36 saat sonra vajinal yolla ultrasonografi 

eĢliğinde oositler toplanır. Toplanan oositleri, etraflarındaki kümülüs ve granüloza 

hücrelerinden ayırmak için hiyalurinidaz enzimi kullanılır. Oositleri soyma iĢlemi denilen 

bu uygulamadan sonra kutup cisimciği (Polar Body, PB) görülen olgun, metafaz II (MII) 

evresindeki oositler tespit edilir. Aynı gün erkekten alınan ejakulatın yıkanmasıyla elde 

edilmiĢ hareketli ve kaliteli sperm hücreleri ICSI iĢleminde kullanılır (20). 

ICSI iĢleminin yapılabilmesi için iĢlem öncesi kümülüs-korona hücrelerinin 

temizlenmesi gerekmektedir. Böylece oositlerin morfolojik özellikleri ve 

matürasyonlarının daha ayrıntılı bir Ģekilde incelenebilmesinin yanında oosite bağlı 

infertilite sorunları da daha net görülebilmektedir. 

YÜT‟ ndeki amaç tedavideki çiftin gebe kalmasını sağlamaktır. Hastanın gebe kalma 

olasılığını arttırmak için çok sayıda embriyonun transfer edilmesi de istenmeyen çoğul 

gebeliklere yol açmaktadır (28). 

Bunun için de implante olma potansiyeli yüksek olan kaliteli embriyo seçimi önem 

kazanmaktadır. Bu süreçte elde edilen oosit ve sperm hücresinin yapısal özelliklerinin 

değerlendirilmesinin ardından yapılan klasik IVF veya ICSI iĢlemi sonrasında 

fertilizasyonun oluĢması, in vitro kültür ortamında embriyonik geliĢim aĢamalarının 

zamanına uygun olarak ilerleyerek yaĢama potansiyeli yüksek olduğu görülen ve 

morfolojik değerlendirme ile kalitesinin iyi olduğu tespit edilen embriyoların transfer 

edilmek üzere seçilmesi gerekmektedir.   

 

4.3. ICSI / IVF  SONRASI DEĞERLENDĠRĠLEN PARAMETRELER  

 

Ġnseminasyondan 16-18 saat sonra biri diĢiye, diğeri erkeğe ait olan iki pronükleusun 

(PN) görülmesiyle belirlenen fertilizasyon kontrol edilir. Ġki pronükleusu görülen oosit 

„„zigot‟‟ olarak isimlendirilmektedir. IVF veya ICSI uygulamasından yaklaĢık 24 saat 

sonra zigot ilk bölünmesini gerçekleĢtirir ve iki blastomerli bir embriyo haline gelir. 

Ġn vitro ortamda uygun sıcaklık, nem ve gaz oranlarına sahip inkübatörlerde 

saklanarak bölünmeleri takip edilir. Embriyolar 48 saatte ikinci kez bölünüp 4 blastomerli 

hale gelir. Üçüncü gün 8 blastomer sayısına sahip olan embriyolar, 4. gün blastomerlerin 

sayılamadığı kompakt bir görünüm alır ve 5. günde de blastosist evresine ulaĢır (29).  
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4.3.1. Fertilizasyon ve Pronükleer Değerlendirme 

 

Fertilizasyon; sperm hücresinin oosite temasıyla baĢlayan ve zigotun birinci mitoz 

bölünmesinin metafaz evresinde, maternal ve paternal kromozomların kaynaĢmasıyla 

sonlanan bir olaylar dizisidir (30). 

Bir oositin fertilize olabilmesi için ovulasyonla birlikte 1. mayoz bölünmeyi 

tamamlayarak 1. kutup cisimciğini atması, sperm hücresinin ise kapasitasyon ve akrozom 

reaksiyonunu tamamlaması gerekir (30). 

Fertilizasyonun evreleri: 

 Sperm hücresinin akrozom enzimlerinden olan hiyalurinidaz etkisiyle ve kuyruk 

hareketi yardımıyla granüloza hücrelerinden meydana gelen korona radiatayı 

geçtiği düĢünülmektedir. 

 Akrozomdan salınan enzimlerden olan akrozin, zona pellusidada sperm hücresinin 

geçeceği bir yol açar (25). Sperm hücresi zona pellusidaya dokunduktan sonra hızla 

penetre olur ve baĢı oosit yüzeyi ile temas ettiğinde, zona pellusidanın içeriği 

değiĢir (31). Zona reaksiyonu denilen bu olaydan sonra zona pellusida, diğer 

spermlere karĢı geçirgenliğini kaybeder. Böylece polispermi önlenmiĢ olur. 

 Sperm hücresinin oosit hücre membranına temasıyla birlikte, iki plazma membranı 

hemen kaynaĢır. Sperm hücresinin baĢ ve kuyruk bölümü, plazma membranı 

dıĢarıda kalacak Ģekilde, oosit sitoplazmasına girer. 

 Sperm hücresinin oosit sitoplazmasına girmesiyle ikinci mayoz bölünmenin 

metafaz evresinde bekleyen oosit, bu bölünmeyi tamamlar ve olgun oosit ile 

perivitellin aralığa atılacak olan ikinci kutup cisimciği oluĢur. Bundan sonra oositin 

nükleusuna diĢi pronükleusu denir. Oosit sitoplazmasındaki sperm hücresinin 

nükleusu ise geniĢleyerek erkek pronükleusu oluĢturur. 

 Her iki pronükleus kendi deoksiribonükleik asit (DNA)‟ lerini replike ettikten sonra 

maternal ve paternal kromozomlar kaynaĢır ve diploid kromozom sayısı oluĢur, 

crossing over ile genetik çeĢitlilik meydana gelir (32). Embriyonun primer cinsiyeti 

belirlenir ve mitotik hücre bölünmesi için düzenlenir (33, 34). 

Ġn vivo ortamda genellikle tuba uterinanın en geniĢ ve uzun parçası olan ampullada 

gerçekleĢen fertilizasyon, klasik IVF veya ICSI iĢlemini takip eden 16-20. saatler arasında 

gerçekleĢir ve bunun göstergesi olarak her iki cinsiyete ait pronükleuslar belirgin hale 
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gelir. Her ikisi de haploid sayıda kromozom taĢıyan pronükleusların birbiri içine geçip 

kaynaĢması olayına  “singami” adı verilir. OluĢan yeni nükleus diploid sayıda kromozom 

taĢımaktadır. Fertilize oosite “zigot” adı verilir. Zigot, tek hücreli embriyodur (35). 

Ooplazmadaki nükleuslar fertilizasyonunun en basit ve kolayca gözlemlenebilen 

iĢaretleridir. Normal fertilizasyonda erkek ve diĢi olmak üzere 2 adet PN ve 2 adet  PB 

gözlenir. 

Pronükleer evrede değerlendirme yapılırken PN pozisyon ve boyutu, nükleolar 

prekürsör cisimciklerin (NPB) sayıları, Ģekli ve dağılımı, PN‟ lerin PB‟ ler ile yaptıkları açı 

ve sitoplazmik halo varlığı dikkate alınır (6, 36). 

Yapılan çalıĢmalar, pronükleer evre embriyosunun normal olarak 

değerlendirilebilmesi için her iki pronükleusun sitoplazmada merkezi pozisyonda, birbirine 

yakın pozisyonda ve eĢit büyüklükte olması gerektiğini göstermektedir (37). PN 

morfolojisindeki belirli bazı düzensizliklerin, embriyonun kromozomal yapısı ve anöploidi 

oranları ile ilgili olduğuna dair bulgular elde edilmiĢtir (38, 39). Yüksek oranda 

kromozomal anomali, anormal klivaj ve geliĢim duraksamaları nedeni ile embriyoların ileri 

geliĢim sürecini tamamlayamadığı ve blastosist oluĢumunun azaldığı gözlenmiĢtir (40, 41). 

Pronükleer evre değerlendirilmesinde kullanılan farklı skorlama sistemleri mevcuttur 

(37, 42). Sık kullanılan skorlama sistemlerinden biri olan Tesarik ve Greco‟nun, 1999‟ da 

önerdiği skorlama sistemine göre ; 

Pattern 0 (P0): Pronükleusların her ikisindeki NPB sayısı farkı üçten fazla değildir. NPB 

sayısı 7‟ den az olunca NPB‟ ler polarize, 7‟ den fazlaysa NPB‟ ler dağınık Ģekilde 

bulunmaktadır. Pronükleuslardaki NPB sayısı üçten az değildir. 

Pattern 1 (P1): Her iki pronükleustaki NPB sayıları arasında fazla (>3) fark vardır. 

Pattern 2 (P2): En az bir pronükleusta az sayıda (<7) ve dağınık durumda NPB vardır. 

Pattern 3 (P3): En az bir pronükleusta fazla sayıda (>7) ve polarize olmuĢ NPB vardır. 

Pattern 4 (P4): En az bir pronükleusta çok az sayıda (<3) NPB vardır. 

Pattern 5 (P5): Bir pronükleusta polarize, diğerinde ise dağınık durumda NPB vardır (37). 

Scott ve arkadaĢlarının yaptığı skorlama sistemine göre de ; 

Z1 zigotlarda bulunan NPB‟ lerin sayısı eĢittir ve pronükleer junction bölgelerinde dizilmiĢ 

olarak bulunurlar. NPB‟ lerin sayısı 3 ve 6 arasındadır .  

Z2 zigotlarda da yine sayısı 3-6 arasında olan NPB‟ler iki nukleusta eĢit olarak 

dağılmıĢlardır.  
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Z3 zigotlarda pronükleuslar Z1 ve Z2 gibi eĢit büyüklüktedir. NPB bir nukleusta 

pronükleer bağlantı bölgesinde yerleĢim gösterirken, diğerinde nukleusa dağılmıĢ olarak 

bulunur.  

Z4 zigotlarda pronükleuslar ayrık bir Ģekilde yerleĢim gösterirler ya da biri büyük, diğeri 

küçük bir boyuttadır (40). 

NPB‟ ler, PN‟ ler içerisinde çok sayıda, küçük ve dağınık olarak bulunan yapılar 

olup interfazda kaynaĢıp büyüyerek yan yana dizilirler (38). PN‟ deki NPB‟ lerin aynı sayı 

ve aynı hizada olmaları implantasyon oranını arttırmaktadır (40, 41). 

Pronükleusları eksenlerinden kesen bir çizgi çizildiğinde; bu çizginin 2. PB ile 

yapmıĢ olduğu β açısının büyümesiyle embriyo kalitesinin azaldığı gösterilmiĢtir (42). 

Pronükleer evrede sitoplazmik halonun varlığı, sitoplazmanın oositin merkezi 

bölgesinde daha yoğun, periferik bölgesinde ise daha az yoğun olması ile        

karakterizedir (27). Sitoplazmik halo varlığının embriyo geliĢim ve implantasyon 

potansiyelini arttırdığını belirten çalıĢmalar vardır (43). 

 

4.3.2. Bölünme Evresi Değerlendirmesi ve Embriyo Kalitesi  

 

Ġn vivo olarak fertilize olan oosit tuba uterinada bölünmeye devam ederek uterusa 

doğru ilerler, uterus boĢluğunda morula evresine ulaĢmıĢ olur. 

Zigot, kalın ve jöle kıvamındaki zona pellusida içindedir ve bölünmeler zona 

pellusida içinde yarıklanma bölünmesi (klivaj) Ģeklinde gerçekleĢir. Yarıklanma bölünmesi 

sonrasında embriyo hacim olarak büyümez ve bu nedenle her yeni bölünme sonucu 

meydana gelen hücrelerin hacmi küçülerek “blastomer” adını alır. 

Transfer için yüksek implantasyon potansiyeline sahip embriyoları seçebilmek için, 

pronükleer evre ile birlikte bölünme evresi de değerlendirilmelidir. Bölünme evresinde 

erken bölünmenin varlığı, bölünme hızı, blastomer boyutu, fragmantasyon oranı, 

blastomerlerin nükleer durumu, sitoplazmik görüntü, perivitellin alan ve zona pellusida 

özellikleri değerlendirilmektedir (2, 20). 

Bu süreçte en kritik faktör, embriyoları karĢılaĢtırmak için en uygun zaman 

noktalarını belirlemektir. Enjeksiyondan yaklaĢık 24-25 saat sonra embriyo ilk mitoz 

bölünmesini gerçekleĢtirir. Ġzleyen bölünmeler 18 saatlik süreçlerde tamamlanır. Böylece 

ilk 3 bölünme 60 saatte tamamlanmıĢ olur. Bölünmeyle sayıları artan blastomerler 
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yuvarlak hücrelerdir ve ilk dönemlerde hücre biyolojisi, morfolojisi ve geliĢim potansiyeli 

açısından benzer özelliklere sahiptir. Blastomerlerin tümü embriyoyu oluĢturacak herhangi 

bir  dokuya ait hücreye farklanabilir, yani totipotenttir (9).   

 

4.3.2.1. Erken Bölünme 

 

Zigotun ICSI‟den yaklaĢık 24-25 saat sonra zigot ilk mitoz bölünmesini 

tamamlayarak 2 blastomerli embriyo halini alması “erken bölünen embriyo” (early cleaved 

embryo) olarak adlandırılır. Ġki hücreli embriyo, 2 eliptik hücre ve blastomerlerin bölünme 

eksenlerinden geçen 2. PB ile karakterizedir. 

Erken bölünen embriyoların kalitelerinin daha iyi olduğunu (44), daha yüksek 

gebelik ve implantasyon potansiyeline sahip olduğunu gösteren çalıĢmalar      

bulunmaktadır (45). 

 

4.3.2.2. Embriyo Bölünme Hızı 

 

Bölünmenin zamanında gerçekleĢmesi ve sürekli olması embriyonun canlılığını 

gösteren önemli bir özelliktir. Ġn vitro ortamda takip edilen embriyoların fertilizasyondan 

sonra 2. günde (42-44. saat) 4-5 blastomerli, 3. günde (66-68. saat) en az 7 blastomerli 

embriyo olması beklenir (46). Bu dönemde, iki ve ikinin katları sayısında blastomer içeren 

embriyolar senkronize embriyolardır ve tüm hücrelerin bölündüğünü gösterir. Tek sayıda 

blastomer içeren embriyolar ise asenkronize embriyolardır ve blastomerlerden birinin 

bölünmediğini gösterir (9). Bu aĢamaya kadar geçen süreye “erken klivaj dönemi” denir. 

Normal olmayan genoma sahip embriyoların çoğu bu aĢamadan sonra ileri geliĢim 

gösteremezler (47). 

Embriyo bölünmelerinin gününde olması gerekenden yavaĢ veya hızlı olması ileri 

geliĢim oranlarıyla beraber implantasyon oranlarında da düĢüĢe sebep olmaktadır (48). 

Embriyoların geliĢimlerinin ve diğer embriyolarla arasındaki farklılıkların belirlenmesi için 

kritik zaman noktalarında gözlenmesi gerekmektedir. Rastgele zamanlarda yapılan 

kontroller yanlıĢ yönlendirici olabilmektedir (49). Ġkinci gün sabah 4 hücre olan embriyo 

ile öğleden sonra 4 hücre olan embriyonun geliĢimi aynı kabul edilmemelidir (49). Mc 

Kiernan ve Bavister‟ in en doğru zamanın belirlenmesi için yaptıkları çalıĢmada; aynı 
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zaman diliminde 8 hücre olan embriyolar ile olmayan embriyolar karĢılaĢtırılmıĢtır. 8 

hücre aĢamasına gelen embriyoların blastosist oluĢturma ve transfer sonrası canlılık 

ihtimalinin daha yüksek olduğu belirlenmiĢtir (50). 

Transfer için embriyo seçerken farklı evredeki (pronükleer, bölünme ve blastosist 

evresi) embriyoların kritik zaman noktalarındaki morfolojileri değerlendirilmektedir. 

Mikroskop altında embriyonun morfolojik özelliklerine bakarak canlılığın 

belirlenmesi en çok kullanılan seçim kriteridir. Bu parametreler embriyonun farklı 

evrelerinde değerlendirilir.  

 

4.3.2.3. Embriyo Kalitesi 

 

YÜT‟ nde baĢarılı sonuçların alınması pek çok faktöre bağlıdır. Embriyo kalitesi, 

önemli bir faktördür çünkü iyi kalitedeki embriyoların geliĢim potansiyeli daha yüksek 

olacağından implantasyon ve gebelik Ģansları da daha yüksek olacaktır (51). 

Embriyo kalitesi değerlendirilirken, blastomerlerin biçim ve büyüklüğü, 

fragmantasyon oranı ve  sitoplazmik özellikleri dikkate alınır. Embriyolar bütün bu 

özelliklerin birlikte değerlendirildiği çeĢitli embriyo kriterlerine göre sınıflandırılırlar. 

EĢit olmayan hücresel bölünmelerde farklı büyüklükte blastomerler oluĢmaktadır. Bu 

embriyoların transferiyle gebelik ve implantasyon oranlarının olumsuz yönde etkilendiğini 

gösteren çalıĢmalar yapılmıĢtır (51). 

Apopitozisten kaynaklandığı düĢünülen fragmantasyon, embriyo kalitesi 

belirlenirken değerlendirilmelidir (52). Fragmantasyon oranı nükleusu olmayan 

fragmantların sayısı ve miktarının embriyo hacmine oranı ile belirlenir. Alikani ve 

arkadaĢlarının yaptığı bir çalıĢmada ayrıntılı bir embriyo sınıflaması yapılmıĢ ve 

fragmantasyon oranı ile gebelik oranları arasında ters orantı olduğu ortaya konmuĢ; fakat 

küçük fragmantasyon oranlarında implantasyonun etkilenmediği gösterilmiĢtir (53). 

Fragmantasyon oranı yüksek olan embriyoların implantasyon ve klinik gebelik oranları 

düĢük çıkmaktadır (54, 55). 

Bunun yanı sıra, yapılan baĢka çalıĢmalarda fragmante embriyolarda sıklıkla çeĢitli 

kromozomal anomaliler olduğu da bildirilmektedir (56, 57). 

Yaygın olarak embriyo kalitesi fragmantasyon oranları açısından  Ģu Ģekilde 

gruplanmaktadır: 
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1. Ġyi kalitede (Grade 1) embriyolar eĢit sayı ve büyüklükte blastomerlere sahiptir ve 

fragmantasyon içermez. 

2. Orta kalitede (Grade 2) embriyolar embriyo kütlesinin %30‟ undan daha az oranda 

fragman içerirler. 

3. Zayıf kalitede (Grade 3) embriyolarda embriyo kütlesinin %30‟ undan fazlasında 

fragmantasyon mevcuttur (52). 

Veeck LL, embriyo kalitesini sınıflandırırken blastomer büyüklükleri ve 

fragmantasyon oranlarını beraber dikkate almıĢtır:  

 Grade 1: EĢit büyüklükte blastomerlerin varlığı ve fragmantasyonun olmadığı grup. 

 Grade 2: EĢit büyüklükte blastomerlerin varlığı ve %10 oranında minör sitoplazmik 

fragmantasyon. 

 Grade 3: EĢit olmayan blastomerlerin varlığı ve değiĢken oranda fragmantasyon. 

 Grade 4: EĢit büyüklükte veya eĢit olmayan blastomerlerin varlığı ve %10‟ dan 

fazla sitoplazmik fragmantasyon. 

 Grade 5: ÇeĢitli büyüklükte birkaç blastomer ve %50‟ den fazla fragmantasyon 

(57). 

Embriyo blastomerlerinin sitoplazması açık renkli, Ģeffaf ya da hafif granülasyona 

sahipse, normal olarak değerlendirilir. 

Hardarson ve arkadaĢlarının 2001 yılında yayınladıkları çalıĢmalarında ise daha da 

ayrıntılı bir embriyo kalite sınıflandırması kullanılarak blastomer büyüklüğü, 

fragmantasyon oranları ve sitoplazmik görünüm dikkate alınmıĢtır (58). Bu çalıĢmaya 

göre; 

 Grade I embriyolarda fragmantasyon yoktur, eĢit büyüklükte blastomerler vardır ve 

embriyo sitoplazması homojen görünümdedir. 

 Grade II embriyolar üç alt grupta değerlendirilmektedir: 

 Grade IIA embriyolarda %20‟ den az oranda fragmantasyon bulunmaktadır. 

 Grade IIB embriyoların blastomerleri eĢit büyüklükte değillerdir. 

 Grade IIC embriyo sitoplazmalarının görünümü homojen değildir. 

*Grade II A, B, C sınıfı embriyolarda çeĢitli varyasyonlarda 

kullanılabilmektedir (Örn: Grade II AB, Grade II BC vb.). 

 Grade III embriyolarda %20-50 oranında fragmantasyon vardır. 

 Grade IV embriyoların fragmantasyon oranları %50‟ den fazladır.  
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Perivitellin alandaki geniĢlik, darlık ve inklüzyonlar not edilmelidir. Ayrıca zona 

pellusida yapısı ve kalınlığı da değerlendirilmelidir (6). Zona pellusidanın 13-15 µm daha 

kalın olduğu durumlarda mekanik, kimyasal veya lazer yöntemiyle “Assisted Hatching 

(Yardımla Yuvalama, AHA)” yapılarak embriyonun zona pellusidası traĢlanabilir. 

Transfer edilecek embriyonun seçiminde kullanılan diğer bir morfolojik parametre 

ise blastomerlerde gözlenen multinükleasyondur. Blastomer multinükleasyonu, bir 

blastomerin içinde fragmante olmuĢ çok sayıda nükleusun bulunması ile karakterizedir. 

Multinükleasyon gözlenen embriyolarda implantasyon oranının düĢük olduğu   

saptanmıĢtır (59). 

 

4.3.3. Blastosist Evresi Değerlendirmesi ve Embriyo Kalitesi 

 

GeliĢen kültür sistemleri ile embriyolar in vitro ortamda 5. veya 6. güne kadar 

kültüre edilebilir. 

4. gün embriyo 12-16 blastomerden oluĢur ve blastomerler arası bağlantıların 

artmasıyla hücre sınırlarını belirlemek zorlaĢır, kompaktlaĢarak “morula” adını alır (60). 

5. veya 6. gün morula uterusa ulaĢtığında uterus boĢluğundaki sıvı iç hücre kitlesinin 

hücrelerarası boĢluğuna geçiĢ yapmaya baĢlar. Bu boĢlukların geniĢleyip birleĢmesiyle 

“blastosol” denilen tek bir boĢluk oluĢur ve “blastosist” adını alır (61).  

Blastosistin bir kutbuna yerleĢmiĢ iç hücre kitlesi “embriyoblast”, dıĢ hücre kitlesi 

“trofoblast” adını alır. Bu aĢamada oluĢan embriyonun yapısal değerlendirmesinde 

kullanılan üç temel kriter; blastosel kavitesinin geniĢliği, trofoblast hücrelerinin yapısı ve 

dizilimi, embriyoblast hücrelerinin sayısı ve yapısıdır (40, 61). 

Ġyi kalitede bir blastosistin, geniĢ bir blastosele (en az embriyo hacminin yarısı 

kadar), belirgin bir embriyoblast kitlesine ve birbirine düzgün bağlanmıĢ yassı epitelyum 

tabakası oluĢturan trofoektoderm hücrelerine sahip olması gerekmektedir (61). Gardner ve 

arkadaĢları kaliteli bir blastosistin implantasyon ve gebelik oranlarını olumlu yönde 

etkilediğini bildirmiĢlerdir (62). 
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4.3.4. Embriyo Transferi  

 

IVF ve ya ICSI sonrası embriyoların transferinde, implantasyon potansiyeli en 

yüksek olan embriyoların seçilebilmesi için embriyo kalitesinin yanında gamet morfolojisi, 

pronükleer evre ve erken bölünme evresinin de birlikte değerlendirilmesi gerekmektedir. 

Böylece gebelik oranları arttırılabilir ve daha az sayıda embriyo transfer edilmesine bağlı 

olarak çoğul gebelik oranları azaltılabilmektedir (63). 

Uygun embriyo seçildikten sonra 2., 3., 4. ya da 5. gün anne adayının uterusuna ince 

ve yumuĢak bir katater ile yerleĢtirilir (9). 

Transfer iĢleminden 12 gün sonra kanda β-hCG değeri ölçülerek gebelik kontrol 

edilir. 

 

4.3.5. Ġmplantasyon 

 

Ġmplantasyon, embriyonun blastosist aĢamasında gerçekleĢir. Fertilizasyondan 

yaklaĢık 5-6 gün sonra, zona pellusida yırtılarak blastosist iç hücre kitlesine komĢu 

trofoblastların sekretuvar fazdaki endometriyum epiteline penetre olmasına olanak     

sağlar (28). 

YaklaĢık 8 gün sonra blastosist endometriyum içine kısmen gömülür. Trofoblastlar 

içte tek nükleuslu sitotrofoblastlar ve dıĢta çok nükleuslu sinsityotrofoblastlar olmak üzere 

iki tabakaya ayrılır ve bu aĢamada endometriyum içerisine tamamen yerleĢir (2). 

 

4.4. EMBRĠYO KÜLTÜR MEDĠUMLARI 

 

Ġnfertilite hastalarının Üremeye Yardımcı Tedavi Merkezi (ÜYTM)‟ ne baĢvurması 

ile baĢlayan süreçte sperm hazırlanması, oosit toplanması-soyulması-inkübasyonu, 

inseminasyon, mikromanipülasyon iĢlemleri (ICSI, AHA, defragmantasyon, embriyo 

biyopsisi), embriyo kültürü, embriyo transferi, embriyo dondurma ve çözme iĢlemlerinin 

çeĢitli basamaklarında kullanılan çeĢitli solüsyonlar ve kültür ortamları mevcuttur; bunlara 

„„medium‟‟ denmektedir (2, 6). 

Ġnsan embriyo geliĢiminde metabolik aktivitelerini destekleyebilecek mediumların 

kullanılmasının gerekli olduğu temel bir faktör olarak gözlenmiĢ ve medium içeriklerinin 
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kadın genital kanal salgılarına benzer kompozisyonda olması gerektiği vurgulanmıĢtır. Ġn 

vivo embriyoların tuba uterina ve uterus sıvısı içinde geliĢimini sürdürmesi, embriyoların 

ileri geliĢimi için benzer özellikler taĢıyan mediumların kullanılması gerektiğini 

göstermiĢtir. Böylece tuba uterina ve uterus sıvıları içinde bulunan ve preimplante 

embriyoner geliĢimi destekleyen maddelerin ayırımı yapılarak konsantrasyonları 

belirlenmiĢ ve yeni üretilen mediumlar bu özelliklerde geliĢtirilmiĢtir. %99‟ u sudan oluĢan 

mediumlara eklenmesi gereken maddeler; temel inorganik iyonlar, karbonhidratlar, amino 

asitler, vitaminler, nükleik asit öncüleri, ağır metal iyonlarının Ģalesyon ajanları, 

antioksidanlar, antibiyotikler, protein ve makromoleküller,  hormonlar ve büyüme 

faktörleridir (6, 9). 

Tarihsel geliĢim içinde her merkez kendi kültür mediumunu hazırlarken daha sonra 

bu konuda ortak görüĢler oluĢmuĢ ve içerikleri basit bazı farklılıklar dıĢında benzer 

aminoasit, mineral, glukoz, vb. içeriklere sahip kullanıma hazır mediumlar üretilip 

piyasaya sunulmuĢtur. 

YÜT‟ nde kullanılan mediumlar: 

 Tamponlu Basit Tuz Solüsyonları (Simple Balanced Salt Solutions) 

          Pirüvat, laktat ve glukoz gibi enerji substratları içeren bikarbonat tamponlu 

solüsyonlardır (64). Bazıları modifiye Earle‟s  (65), modifiye Whittingham‟s T6 (66) ve 

KSOM (67) „dur. Bu grup mediumların türevlerinden geliĢtirilenler ise HTF ve P1 

mediumlarıdır. Bu mediumlar YÜT‟ nde serum veya serum albumini eklenerek 

kullanılmıĢtır. 

 Kompleks Mediumlar 

          Birinci grup mediumlardan farklı olarak amino asit, nükleik asit öncülleri ve vitamin 

içerirler ve somatik hücre kültürü için geliĢtirilmiĢlerdir. Bazıları Ham‟s F10, Menezo‟s B2 

ve B3‟ dur (63). Bu mediumlara da %5-20 oranında serum  eklenilerek kullanılmıĢtır. 

 ArdıĢık Mediumlar 

          Zigot evresinden blastosist evresine kadar embriyoların özellikleri ve gereksinimleri 

düĢünülerek bölünme ve blastosist evrelerinde farklı kombinasyonlarda mediumlar 

kullanılmasını savunurlar. Bunlar; G1 ve G2 (69), Universal IVF medium ve M3 (70), 

blastosist mediumu ile birlikte P1  de sayılabilir.  
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4.4.1. Temel Ġnorganik Ġyonlar (K, PO4, Mg ve Ca) 

 

Ġn vitro embriyo kültüründe kullanılacak mediumların iyon kompozisyonu ve 

medium içinde bulunması gereken değerleri; fare embriyolarının çeĢitli 

konsantrasyonlardaki iyonların varlığında in vitro blastosist geliĢtirme potansiyelleriyle 

araĢtırılmıĢtır (6). Wales fare embriyoları ile yaptığı çalıĢmada potasyumun (K) 0,4-4,8 

mM, magnezyumun (Mg) 0-9,6mM ve  kalsiyumun (Ca) 0-7,2 mM konsantrasyonlarında 

olması durumunda blastosist geliĢimi gözlemlemiĢtir (71). Ġyonlar embriyo geliĢiminde tek 

baĢına etkili olmaktan ziyade medium kompozisyonunda bulunan diğer maddelerle ve 

birbirleriyle etkileĢtiği kabul edilir (6). 

Mediumlarda bulunan iyonların temel iĢlevi ozmotik basıncı düzenlemektir. 

 

4.4.2. Karbonhidratlar (Enerji Kaynakları) 

 

Karbonhidratlar, fallop tüpleri ile uterus sıvılarında farklı miktarda olmakla birlikte 

siklus evrelerine göre de farklılık gösterir (72). Pirüvat, laktat ve glukoz enerji kaynağı 

olarak mediumlara eklenmektedir. Ġn vitro ortamda insan embriyolarının geliĢimin ilk 

döneminde pirüvata gereksinimi varken geliĢimin ilerleyen döneminde glukoz tüketimi 

artmaktadır (73). Glukoz enerji kaynağı olmasının yanı sıra hücre içinde gerçekleĢen 

biyosentetik aktivasyonda da rol oynar. Laktat ise, fare embriyolarının iki hücreli 

döneminden itibaren kullanılır (74). 

 

4.4.3. Amino Asitler 

 

Pre- ve peri-implantasyon dönemi embriyolarının geliĢiminde fizyolojik rolleri 

olduğundan embriyo tarafından metabolize edilirler (6).  Fallop tüpleri ve uterus salgısında 

Eagle‟ın  non-esansiyel amino asitlerden alanin, aspartat, glutamat, glisin, serin ve 

esansiyel amino asit olarak da taurin yüksek oranda bulunmaktadır (75). Amino asitler 

kültür ortamında embriyoların blastokist aĢamasına geçiĢinde önemli rol oynayarak fare 

embriyolarında bölünme hızı, blastosist formasyonu ve hatchingi uyarmaktadır (76). 

Eagle‟ın non-esansiyel amino asitleri ve glutamin erken dönemde embriyo geliĢimine 
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sadece enerji substratı olarak değil, aynı zamanda intrasellüler ozmolit olarak da katkıda 

bulunur ve internal PH‟ yı regüle ederler (77). 

Esansiyel ve non-esansiyel amino asitler farklı geliĢim dönemlerindeki embriyoların 

geliĢimini desteklediğinden dolayı, ardıĢık mediumların kompozisyonu da bu özelliğe 

dayandırılarak hazırlanmıĢtır (67). 

Amino asitlerin geliĢim sürecinde bulunması gerektiği tartıĢılmazdır; fakat 

embriyolar tarafından metabolize edildiklerinde ve 37 ºC‟ de parçalandıklarında 

salgıladıkları amonyumun toksik etkisinden dolayı embriyoların içinde bulundukları 

medium 24 saatlik kültür dönemlerinden sonra değiĢtirilmelidir (78). 

 

4.4.4. Vitaminler 

 

Ġnsan ve fare zigotları kültür ortamında blastosist oluĢturmak için vitamine gerek 

duymazlar, hatta fare zigotları Ham‟s F10 veya MEM mediumlarında kültüre 

edildiklerinde suda eriyen vitaminlerin blastosist oluĢumunu inhibe ettiği görülmüĢtür (79). 

Fakat MEM mediumunda vitaminlerle birlikte amino asitlerin fare zigotlarının geliĢimini 

engellemediği gösterilmiĢtir (80). 

 

4.4.5. Nükleik Asit Öncüleri 

 

Nükleik asit öncülerinin bulunmadığı mediumlarda embriyoların geliĢmeye devam 

edebilmesi, nükleik asit sentezi için bir yol olduğunu gösterir. Bu yüzden olası olumlu ve 

olumsuz etkilerin araĢtırılarak, sonuçlar doğrultusunda mediumlara eklenmeleri 

kararlaĢtırılmıĢtır (6).   

 

4.4.6. Ağır Metal Ġyonlarının ġalesyon Ajanları 

 

Ġnsan embriyolarında yapılan çalıĢmalarda HTF‟ ye glukoz ve fosfat yokluğunda 

Etilen Diamino Tetra Asetik Asit (EDTA) eklenmesi sonucunda in vitro blastosist 

geliĢiminin hızlandığı gösterilmiĢtir. EDTA‟ nın yararları sadece bölünme evresindeki 

embriyolarla sınırlı  olduğu için blastosist mediumuna eklenmez (81). 
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Diğer bir Ģalesyon ajanı olan transferrin de fare zigotlarını iki hücre bloğundan 

kurtararak blastosiste geçiĢi destekler (82). 

 

4.4.7. Antioksidanlar 

 

Ġn vitro ortamda oksijen (O2) oranının yüksek olması (%20), ıĢığa maruz kalma ve 

transizyonel metallerden dolayı oluĢabilecek oksidatif stres oluĢumu embriyoner geliĢimi 

olumsuz etkilemektedir (83). Superoksid Dismutaz (SOD) ve glutationun antioksidan 

olarak mediumlara eklenmesiyle embriyoner geliĢimin uyarıldığı ve blastosiste gidiĢ 

oranının arttığı saptanmıĢtır (84, 85). 

Ayrıca G1 ve P1 gibi mediumlarda bulunan taurinin antioksidan olarak iĢlev 

görebileceği de düĢünülmektedir.  

  

4.4.8. Antibiyotikler 

 

Penisilin, streptomisin ve gentamisin embriyoları bakteriyel kontaminasyondan 

koruma amacıyla kültür mediumlarına eklenmektedir. 1996‟ da Magli MC ve 

arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada mediumlara antibiyotik eklenmesinin embriyoner geliĢimi 

bozduğu gösterilmiĢtir (86). Bu çalıĢma sonrasında kültür ortamında antibiyotik bulunması 

konusunda tereddütler oluĢmaya baĢlamıĢtır. 

 

4.4.9. Protein ve Makromoleküller 

 

Mediumlara primer protein kaynağı olarak %5-20 arasında değiĢen oranlarda olmak 

üzere ısıtılarak inaktive edilmiĢ anne veya fetal kordon serumu eklenebilmektedir; fakat 

öncelikle hepatit ve HIV yönünden araĢtırılmalıdır (10, 11). Tuba uterinada en çok bulunan 

makromolekül olan albuminden dolayı HSA (12, 13) veya BSA (9) en çok tercih edilen 

ürünler olmakla birlikte plazmanat (14), plazmatein ve SSS (15, 16) gibi globulinden 

zenginleĢtirilmiĢ albumin solüsyonları da kullanılmaktadır. 

Embriyo kültür mediumlarında bulunan proteinin, embriyoların geliĢimi için sadece  

nitrojen kaynağı yaratmakla kalmayıp; aynı zamanda kültür ortamında kullanılan su, cam 

veya plastik malzemelerle geçebilen ve embriyo geliĢimini olumsuz etkileyen toksik metal 
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iyonları için de bağlayıcı görev yaparak toksik etkilerini nötralize ettiği de gösterilmiĢtir 

(17). Ayrıca kültür ortamında bulunan proteinler embriyonun kültür kaplarına ve cam 

pipetlere yapıĢmasını önleyerek manipülasyonlarını kolaylaĢtırır (2, 6, 17). 

Serum albumini yeterince saflaĢtırılsa da; yağ asitleri ve diğer birçok küçük 

molekülleri de içerebilir ve serumdaki küçük moleküller embriyotrofik etkileriyle 

embriyoner geliĢimi uyarırlar (87, 88). Yeni üretilen mediumlarla birlikte kullanıma 

sunulan recombinant insan serum albumini (rec-HSA), kan türevlerinin kullanılmasından 

kaynaklanan sorunları giderdiği gibi, üretim serileri arasındaki farklılıkları da minimize 

etmektedir (6). 

Serum yerine kullanılabilecek alternatif makromolekül arayıĢları da devam 

etmektedir. DiĢi genital sistem salgılarının en büyük komponenti glikozaminoglikan ve 

proteoglikanlardır; bu moleküller glikoproteinlere benzer olarak sodyum (Na) gibi 

katyonlara afinite gösterirler, bunlardan biri olan hiyaluronat da albumin yerine 

kullanılmaktadır (89). Ġnsan endometriyumu ve embriyosu hiyaluronat reseptörlerine 

sahiptir ve implantasyon sırasında embriyonun endometriyuma tutunmasında iĢlev gördüğü 

düĢünülmektedir (90). 

 

4.4.10. Hormon ve Büyüme Faktörleri 

 

Preimplante embriyolar üzerine hormonların etkisini araĢtıran çalıĢma sayısı çok 

azdır. Ġn vivo embriyolara genital kanal hücreleri tarafından iletildiği kabul edilmektedir 

(91). 

Ġnsan genital kanal sıvılarında büyüme faktörlerinin bulunduğu yönündeki 

bulgulardan sonra bu faktörlerin embriyoner geliĢimde, özellikle hücre sayısını arttırarak 

iĢlev görebileceği üzerinde durulmakta; lakin mediumda bulunması gereken 

konsantrasyonun ayarlanabilmesi için daha fazla çalıĢmaya gerek olduğu düĢünülmektedir 

(6). 
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5. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

 

5.1. KULLANILAN KĠMYASAL MADDE VE ÇÖZELTĠLER 

 

 

ÜRÜN 

 

MARKA 

 

KATALOG NO 

 

 

1. Pure Sperm 100 

2. Pure Sperm Buffer 

3. G-MOPS 

4. G-IVF 

5. G-1. v5 

6. G-2 .v5 

7. HSA-Solution 

8. OVOIL 

9. G-RINSE 

10. HYASE-10X 

11. ICSI  

12. Diff-3 Quick Boya 

 

 

 

Nidacon 

Nidacon 

Vitrolife 

Vitrolife 

Vitrolife 

Vitrolife 

Vitrolife 

Vitrolife 

Vitrolife 

Vitrolife 

Vitrolife 

Gainland Chemical Company 

 

PS100-100 

PSB-100 

10129 

10135 

10127 

10131 

10064 

10029 

10069 

10017 

10111 

SP300 
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5.2. ÇALIġMA GRUBU 

 

Bu çalıĢmaya çocuk sahibi olmak için Hospitalium Tüp Bebek Merkezi‟ ne infertilite 

tedavisi için baĢvuran ve ICSI programına alınan toplam 100 hasta dahil edildi. 

ÇalıĢma gruplarına 40 yaĢını aĢmıĢ; total fertilizasyon baĢarısızlığı olan, blastosist 

transferi yapılan, azospermik olup TESE uygulanan, çözülmüĢ embriyo transferi yapılan, 

preimplantasyon genetik tanı (PGD) yapılan hastalar dahil edilmedi. 

ÇalıĢmamızda kullanılan HSA solüsyonu, insan donörlerinden alınan serumdan elde 

edilmiĢ olup, hepatit ve HIV açısından kontrolleri yapılarak satıĢa sunulan ticari bir 

üründü.  

1. çalıĢma grubundaki hastaların oositlerine uygulanan ICSI iĢlemi sonrasında 2PN‟ 

den geliĢen embriyolar, 9,5 ml kültür mediumuna 0,5 ml HSA (Vitrolife, Ġsveç) solüsyonu 

eklenerek hazırlanmıĢ olan %5 HSA‟ lı kültür mediumunda inkübatörler içinde kültüre 

edildi. 

2. çalıĢma grubundaki hastaların oositlerine uygulanan ICSI iĢlemi sonrasında 2PN‟ 

den geliĢen embriyolar, 9 ml kültür mediumuna 1 ml HSA solüsyonu eklenerek 

hazırlanmıĢ olan %10 HSA‟ lı kültür mediumunda ve inkübatörler içinde kültüre edildi. 

Her grup hastanın ICSI sonrasında 2PN‟den geliĢen embriyolarının geliĢimleri 

transfer gününe kadar takip edilerek embriyo kalitelerine göre 4 alt gruba ayrılmıĢtır. 1. alt 

grup Grade 1 (1. ve 2. grup n=90, n=60) , 2. alt grup Grade 2 (1. ve 2. grup n=90, n=108), 

3. alt grup Grade 3 (1. ve 2 grup n=30, n=32) ve 4. alt grup Grade 4 (1. ve 2. grup n=0, 

n=2) kalitesine sahip embriyolardan oluĢturuldu. 

 

5.3. HASTALARA UYGULANAN ĠġLEMLER 

 

5.3.1. Hastaların Hazırlanması 

 

Kadınlara  birden fazla oosit elde edebilmek amacı ile over stimülasyonu uygulandı. 

Bu amaçla gonadotropin salgılatıcı hormon (GnRH) analogları agonist (Lucrin; Abbott, 

Fransa) veya antagonistleri (Cetrotide; Serono, Aubonne, Ġsviçre, Orgalutran; Organon Oss 

Hollanda) ve insan menopozal gonadotropinleri (HMG) ya da folikül stimülan hormonları 
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(FSH) (Menogon; Ferring, Kiel, Almanya, Gonal-F; Serono, Aubonne, Ġsviçre, Puregon; 

Organon Oss Hollanda)‟ nın birlikte kullanıldıkları ilaç protokolleri uygulandı. 

Overlerin tedaviye verdiği yanıt ultrason kontrolleri ve serum östradiol seviyelerinin 

ölçümü ile takip edildi. Folikül çapı yeterli büyüklüğe (en az 18 mm) ulaĢtığında 5000 ya 

da 10000 IU insan koryonik gonodotropini (hCG) (Pregnyl; Organon) enjeksiyonu yapıldı 

ve enjeksiyon saatinden sonraki 36. saatte oosit toplama iĢlemi planlandı. 

Tedavi sürecinde ön bilgi olması amacı ile erkeğe semen analizi uygulandı. Örneğin 

genel değerlendirilmesi World Health Organization (WHO) kriterlerine, morfolojik 

değerlendirmesi ise „„Kruger kesin kriterleri‟‟ ne göre yapıldı (25). 

3-5 günlük cinsel perhiz sonunda mastürbasyon yöntemi ile steril kaba (Falcon 4013, 

BD, Fransa) alınan semen örneği 10-15 dakika 37ºC‟ lik etüvde (Heraeus B6) bekletilerek 

likefiye olması sağlandı. Semen örneğinin görünüm ve viskozitesi değerlendirildi. Örnek 

hacminin ölçülmesi için 10 ml‟ lik serolojik pipet (Falcon 357551, BD, Fransa) kullanıldı. 

Likefiye olmuĢ semen örneğinin 10µl‟ si  makler sayım kamarasına (Makler chamber, Sefi 

Medikal Ġnstr. Ġsrail) koyulup, faz kontrast mikroskobunda (Olympus CX 31, Japonya) 

20X objektif altında incelendi ve tüm karelerdeki (100 adet) sperm hücreleri sayıldı, sonuç 

10‟ a bölünerek „„mil/ml‟‟ olarak konsantrasyon belirlendi. Sperm hücrelerinin motilite 

değerlendirmesi için 10 μl semen otomatik pipet ile lama koyulup üzerine 24 mm x 24 mm 

lamel kapatıldı. 40X objektif ile en az 4 mikroskop alanında 100 sperm incelendi. Ġleri hızlı 

hareketliler „A‟, ileri yavaĢ hareketliler „B‟, yerinde hareketliler „C‟ ve hareketsizler „D‟ 

olarak değerlendirilerek yüzde oranları hesaplandı. A, B ve C harekete sahip sperm 

hücrelerinin oranları toplanarak toplam motilite oranı belirlendi. 

Morfolojik skorlama için lam üzerine yayılarak hazırlanan semen preparatları Diff-

Quick yöntemi ile boyandı. Morfoloji X100 büyütmede faz kontrast mikroskopta „„Kruger 

kesin kriterleri‟‟ ne göre değerlendirildi. 

 

5.3.2. Oosit Toplama ĠĢlemi (OPU) 

 

HCG enjeksiyonundan 36. saat sonra genel anestezi eĢliğinde transvaginal olarak 

ultrason probuna çift lümenli steril OPU iğnesinin bağlantısı ile ve yıkama medyumu 

olarak G-MOPS kullanılarak oosit toplama iĢlemi yapıldı. Aspire edilen folikül sıvısı 13 

ml‟ lik steril tüplere (Falcon 2001, BD Fransa) alındı ve embriyoloji laboratuvarında 
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laminar air flow içinde stereo mikroskop altında (SZ 61 Olympus, Japonya) steril petriye 

(Nunc 150360, Danimarka) dökülerek korona-kumulus kompleksi arandı. 

Toplanan korona-kumulus kompleksleri 9,5 ml G-MOPS medyumuna (Vitrolife, 

Ġsveç) 0,5 ml HSA solüsyonu eklenerek hazırlanmıĢ ve 37ºC‟ ye ısıtılmıĢ olan  %5 HSA‟lı 

G-MOPS içinde yıkanarak, bir gün önceden hazırlanarak inkübe edilmiĢ 9 ml G-IVF 

(Vitrolife, Ġsveç) medyumuna 1 ml HSA solüsyonu eklenerek hazırlanmıĢ olan %10 

HSA‟lı G-IVF medyumu içeren üzeri Ovoil (Vitrolife, Ġsviçre) ile kapatılmıĢ  dört 

kuyucuklu steril kültür tabağında (Nunc 144444, Danimarka) 2-3 saat inkübe edilmek 

üzere hızlıca 37ºC‟ deki %95 nem içeren, %6 CO2 ve %5 O2‟ lik inkübatöre (Labotect 

C60, Almanya) kaldırıldı. 

 

5.3.3. Semen Örneğinin Hazırlanması 

 

OPU günü semen sayı, motilite ve morfoloji yönünden tekrar değerlendirildi. 

Semen analiz sonuçları not edilerek, seminal plazmanın uzaklaĢtırılması amacıyla 

Dansity Gradient Santrifügasyon yöntemi ile sperm yıkama iĢlemi yapıldı. 

Bu amaçla Pure Sperm 100 (Nidacon, Ġsveç) ve Pure Sperm Buffer (Nidacon, Ġsveç) 

solüsyonları ile %90‟ lık ve %45‟ lik olmak üzere iki farklı gradient hazırlandı. Steril 

konik tüpe (Nunc 339651, Danimarka) önceden oda ısısına getirilmiĢ 1 ml %90 gradient 

üzerine yavaĢça %45‟ lik gradient yavaĢça eklenerek birbirine karıĢmayan iki tabaka 

oluĢturuldu. Likefiye olmuĢ semen örneğinden 1 ml bu tabakaların üzerine yavaĢça 

eklendikten sonra 1300 rpm‟de 20 dakika santrifüj edildi (Heraeus Labofuge 400, 

Almanya). Santrifüj sonrası tüpün süpernatantı 0,5 ml pellet kalacak kadar çekildi ve kalan 

pellet 1ml‟ lik steril serolojik pipet ile (Falcon 357521, BP Fransa) temiz bir tüpe aktarıldı. 

Üzerine bir gün önce CO2‟ li inkübatörde inkübe edilmiĢ 3 ml %10 HSA‟ lı G-IVF 

eklenerek 2200 rpm‟ de 6 dakika santrifüj edildi. Yıkama iĢlemi 2 kez tekrarlandıktan 

sonra tüpün dibinde 0,5 ml kalacak Ģekilde süpernatant alındı, pellet süspanse edildi. 

Yıkama sonrası konsantrasyon ve motilite değerleri not edilerek ICSI‟ de kullanılmak 

üzere inkübatöre kaldırıldı. 
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5.3.4. Oosit Temizleme ĠĢlemi 

 

Oositlerin olgunluk değerlendirmesi ve mikroenjeksiyon iĢleminde polar body (PB)‟ 

nin pozisyonunu ayarlayabilmek için oosit etrafındaki korona-kumulus hücreleri 

temizlenerek uzaklaĢtırıldı. Temizleme iĢlemi, OPU‟ dan minumum 2 saatlik inkübasyon 

süresi sonrası hyalüronidaz enzimi (Hyase-10X, Vitrolife, Ġsveç) kullanılarak 

gerçekleĢtirildi. 10µl Hyase-10X mediumu 0,7ml %5 HSA‟ lı G-MOPS mediumu ile dilüe 

edilerek hazırlanan kültür kabına alınan oositler yaklaĢık 15-20 saniye cam pasteur pipetle 

alınıp verilerek etrafındaki kumulus-korona kitlesinden kısmen temizlendi. Oosit etrafında 

kalan kumulus hücreleri hyalurinidaz emzimi içermeyen %5 HSA‟ lı G-MOPS 

mediumunda 170-130 µm olmak üzere farklı çaplı pipetler (Vitrolife; Ġsveç) kullanılarak 

mekanik olarak temizlendi. Pipetleme sonrası %10 HSA‟ lı G-IVF mediumunda yıkanan 

oositlerin inverted mikroskopta (Olympus IX-71, Japonya) X40 büyütmede maturasyon 

değerlendirilmesi yapıldı. 

Sitoplazması homojen gözüken ve polar cisimciği bulunan oositler metafaz II (MII), 

polar cisimciği gözükmeyen oositler metafaz I (MI), germinal vesikül içeren oositler ise 

GV olarak değerlendirildi. ICSI iĢlemi sadece MII oositlere yapılırken; MI ve GV oositlere 

ise olgun olmadıkları için ICSI yapılmadı. 

  

5.3.5. Ġntra Sitoplazmik Sperm Emjeksiyonu (ICSI)  

 

Oositler toplandıktan 3-4 saat sonra ICSI iĢlemi yapıldı. Öncelikle 

mikroenjeksiyonun yapılacağı kültür tabağı hazırlandı. Bu tabağa (Nunc 150270, 

Danimarka) oosit sayısına göre önceden ısıtılmak üzere 37ºC‟ lik etüve kaldırılmıĢ %5 

HSA‟ lı GMOPS medyumundan 5µl‟ lik damlalar, hemen yanına sperm hareketini 

yavaĢlatan visköz yapıdaki polivinilpirolidon (PVP) (ICSI –100, Vitrolife, Ġsveç )‟den 10µl 

oval bir damla yapıldı. Damlalar 6-7 ml ısıtılmıĢ Ovoil ile kapatıldı. 

PVP içine yıkanmıĢ semen örneğinden 2-3µl, GMOPS damlalarına da oositler 

yerleĢtirildi. Mikroenjeksiyon iĢlemi Hoffman modülasyonu ve Narishige mikroenjeksiyon 

ünitesi içeren bir invert mikroskopta (Olympus, IX 71, Japonya) ısıtıcı tabla üzerinde X40 

büyütmelik objektif altında gerçekleĢtirildi. ĠĢlem enjeksiyon pipeti (COOK, K-MPIP-

3330, Ġrlanda) ile bir tutucu pipet (Humagen, MPH-MED-30) kullanılarak gerçekleĢtirildi. 
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PVP içerisinde hareketli, morfolojik olarak normale yakın olan bir sperm seçildi. 

Enjeksiyon pipetinin uç kısmı sperm kuyruğunun üzerine getirildi. Sperm kuyruğu, pipet 

ile kültür tabağının tabanı arasında sıkıĢtırılarak immobilize edildi. Sperm baĢ kısmı önde 

olacak Ģekilde enjeksiyon pipetine çekildi. Oosit polar cisimciği saat 6 ya da 12 hizasında 

olacak Ģekilde tutucu pipet ile sabitlendi. Enjeksiyon pipeti oosit sitoplazması içine 

ulaĢtırıldığında hafif bir aspirasyon yapıldı. Ooplazmanın pipet içine yavaĢça dolması ve 

sperm hücresinin geriye doğru hareketlenmesinin ardından yavaĢça aspire edilen 

sitoplazma ve sperm geri verildi. Diğer yumurtalara da aynı iĢlem gerçekleĢtirildi. 

ĠĢlem esnasında sperm, oosit morfolojisi ve mikroenjeksiyon ile ilgili tüm bilgiler 

sıra ile ICSI takip formuna kaydedildi. Mikroenjeksiyon sonrası oositler sırayla medium 

damlalarının içinden alındı ve 1. çalıĢma grubu için %5 ya da  2. çalıĢma grubu için %10 

HSA‟ lı G1 medyumu ile hazırlanarak inkübe edilmiĢ petri kabında (Nunc 150270, 

Danimarka) alt damlalarda yıkanarak numaralandırılmıĢ üst damlalara yerleĢtirildi. 37ºC, 

%95 nem,  %6 CO2 ve %5 O2 ortam sağlayan inkübatöre (Labotect C60)  kaldırıldı. 

 

5.3.6. Fertilizasyon Kontrolü ve Embriyo GeliĢimi 

 

Fertilizasyon değerlendirmesi mikroenjeksiyon iĢleminden 16-20 saat sonra inverted 

mikroskopta yapıldı. Oosit sitoplazmasında 2 adet PN ve 2 adet PB görülmesi normal 

fertilizasyon bulgusu olarak kabul edildi. Pronükleus sayısı, pronükleus pozisyonu ve 

boyutu, PB sayısı ve NPB‟ leri not edilerek fertilizasyon değerlendirildi. Sınıflama için 

Scott ve arkadaĢlarının 2000 yılında yaptıkları skorlama yöntemi kullanıldı (40). 

Fertilize olan oositler bir gün önceden hazırlanarak inkübe edilmiĢ 1. çalıĢma grubu 

için %5 veya 2. çalıĢma grubu için %10 HSA içeren G1 kültür kaplarına alınarak bir 

sonraki kontrole kadar tekrar inkübatörlere kaldırıldı. 

Fertilizasyon kontrolünden 24 saat sonra 2. gün embriyo kontrolleri yapılarak bir gün 

önceden hazırlanarak inkübe edilmiĢ %5 veya %10 HSA içeren G1 kültür kaplarına alındı. 

2. gün embriyo transferi yapılan hastalara embriyolar, G1 solüsyonu içerisinde 

transfer edildi. 

Eğer hastaya 3. gün embriyo transferi yapılacak ise embriyolar kültür kabında 

inkübatörlere kaldırılarak ertesi güne kadar inkübe edilmeye devam edildi.           
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Fertilizasyon kontrolünden 48 saat sonra 3. gün embriyo kontrolleri yapılarak bir gün 

önceden hazırlanarak inkübe edilmiĢ %5 veya %10 HSA içeren G2 kültür kaplarına alındı. 

Embriyoların blastomer sayısı not edilerek 2. gün 2-6 hücreli, 3. gün 6-10 hücreli 

embriyo blastomer sayısı varlığı normal kabul edildi. 

Kalite değerlendirmesi için 2. ve 3. gün aynı kriterler değerlendirildi;  blastomer 

büyüklüğü, fragmantasyon oranları ve sitoplazmik görünüm dikkate alınarak Hardarson ve 

arkadaĢlarının 2001 yılında yayınladıkları aĢağıdaki sınıflandırma yapıldı (58). 

 Grade I embriyolarda fragmantasyon yoktu, eĢit büyüklükte blastomerler vardır ve 

embriyo sitoplazması homojen görünümdeydi. 

 Grade II embriyolar üç alt grupta değerlendirilmekteydi: 

 Grade IIA embriyolarda %20‟ den az oranda fragmantasyon bulunmaktaydı. 

 Grade IIB embriyoların blastomerleri eĢit büyüklükte değildi. 

 Grade IIC embriyo sitoplazmalarının görünümü homojen değildi. 

*Grade II A, B, C sınıfı embriyolarda çeĢitli varyasyonlar da 

kullanılabilmekteydi (Örn: Grade II BC vb.). 

 Grade III embriyolarda %20-50 oranında fragmantasyon vardı. 

 Grade IV embriyoların fragmantasyon oranları %50‟ den fazlaydı.  

Blastomerlerde birden fazla nukleus olup olmadığı not edilerek mümkünse transferde 

tercih edilmeme sebebi olarak gösterildi. 

Grade I, Grade II, Grade III ve Grade IV alt grupları oluĢturmak üzere not edildi. 

GeliĢim sürecinde geliĢimi duraksamıĢ veya yavaĢlamıĢ olan embriyolar da arrest olarak 

not edildi.  

 

5.4. ĠSTATĠSTĠKSEL DEĞERLENDĠRME 

  

Normallik testi „„ Shapiro Wilk  Testi ‟‟ ve histogram grafikleri çizilerek yapıldı. 

Ölçümsel değiĢkenler normal dağılmadığı için 2 grup arasındaki karĢılaĢtırmalar „„Mann-

Whitney U ‟‟ testi uygulanarak yapıldı. 

Kategorik değiĢkenler X
2
 ve „„ Fisher Kesin Olasılık ‟‟ testleri ile değerlendirildi. 

Anlamlılık sınırı p<0,05 olarak alındı. ÇalıĢmada elde edilen bulgular değerlendirilirken 

istatistiksel analizler için SPSS (Statistical Package for Social Science) for Windows 17.0 

programı kullanıldı.  
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6. BULGULAR 

 

Bu çalıĢmaya çocuk sahibi olmak için infertilite tedavisi için baĢvuran ve ICSI 

programına alınan toplam 100 hasta dahil edildi.    

40 yaĢını aĢmıĢ; total fertilizasyon baĢarısızlığı olan, blastosist transferi yapılan, 

azospermik olup TESE uygulanan, çözülmüĢ embriyo transferi yapılan, preimplantasyon 

genetik tanı (PGD) uygulanan hastalar çalıĢma dıĢı bırakıldı.   

1. çalıĢma grubundaki hastaların oositlerine uygulanan ICSI iĢlemi sonrasında 2PN‟ 

den geliĢen embriyolar, 9,5 ml kültür mediumuna 0,5 ml Human Serum Albumin (HSA) 

(Vitrolife, Ġsveç) solüsyonu eklenerek hazırlanmıĢ olan %5 HSA‟ lı kültür mediumunda 

inkübatörlerde kültüre edildi. 

2. çalıĢma grubundaki hastaların oositlerine uygulanan ICSI iĢlemi sonrasında 2PN‟ 

den geliĢen embriyolar, 9 ml kültür mediumuna 1 ml HSA solüsyonu eklenerek 

hazırlanmıĢ olan %10 HSA‟lı kültür mediumunda inkübatörlerde kültüre edildi.  

           

ÇalıĢma grubu  

Toplam olgu sayısı 

Grup 1* Olgu Sayısı Grup 2** Olgu Sayısı 

100 50 50 

 

Tablo 1: ÇalıĢma gruplarında değerlendirilen olgu sayıları 

*Kültür mediumuna %5 HSA eklenen grup; **Kültür mediumuna %10 HSA eklenen grup  

 

 

ÇalıĢma gruplarının yaĢları (sırasıyla; 29,54 ± 5,14; 31,16 ± 4,78), infertilite süreleri 

(sırasıyla; 5,74 ± 4,23; 6,56 ± 3,93), toplanan oosit sayıları (sırasıyla; 8,96 ± 5,01; 9,16 ± 

4,31), MII oosit sayıları (sırasıyla; 6,82 ± 4,24; 6,66 ± 3,47) benzer (p> 0,05) olarak 

bulundu. Gruplar arasında fertilizasyon ve klivaj oranları açısından anlamlı fark 

belirlenmedi (p> 0,05) (Tablo 2). 
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Tablo 2: ÇalıĢma gruplarında yaĢ, infertilite süresi, infertilite sebebi oranları, toplanan 

oosit sayısı, MII oosit sayısı, fertilizasyon oranı, klivaj oranı parametelerinin dağılımları. 

 

*(ort ± S.D); medyan(min-max); **Pronükleus; ***Ġstatistiksel olarak fark yok 

 

 

 GRUP 1 GRUP 2 p 

YaĢ * (29,54 ± 5,14);  

30 (19-38) 

(31,16 ± 4,78);  

30,5 (22-39) 

0,181*** 

Ġnfertilite süresi * (5,74 ± 4,23); 

4,75 (1-24) 

(6,56 ± 3,93); 

6 (1-17) 

0,130*** 

Ġnfertilite sebebi    n(%) 

 Erkek faktör 

 Polikistik Over Sendromu 

 Ovulatuvar Faktör 

 Tubal faktör 

 Açıklanamayan Ġnfertilite 

 Hipogonadotropik Hipogonadizm 

 Endometriyozis 

 Translokasyon 

 

 

34 (%68) 

7 (%14) 

4 (%8) 

0 (%0) 

2 (%4) 

1 (%2) 

1 (%2) 

1 (%2) 

 

24 (%48) 

5 (%10) 

6 (%12) 

4 (%8) 

9 (%18) 

0 (%0) 

2 (%4) 

0 (%0) 

 

 

Toplanan oosit sayısı * (8,96 ± 5,01); 

9 (2-31) 

(9,16 ± 4,31); 

8 (2-19) 

0,709*** 

MII oosit sayısı * 

(ICSI yapılan oosit sayısı) 

(6,82 ± 4,24); 

6 (2-26) 

(6,66 ± 3,47); 

6,5 (1-15) 

0,981*** 

Fertilizasyon * 

 (2 PN** sayısı)  

(4,94 ± 2,67); 

4,5 (1-13) 

(5,04 ± 2,85); 

5 (1-14) 

0,986*** 

Klivaj * (4,76 ± 2,45); 

4 (1-10) 

(4,90 ± 2,81); 

4 (1-14) 

0,983*** 
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ÇalıĢma gruplarının infertilite sebepleri incelendiğinde olgu sayıları az olduğundan 

dolayı istatistiksel değerlendirilmeye alınmadı  (ġekil 1). 

  

 

ġekil 1: ÇalıĢma gruplarının olgularında infertilite sebeplerinin alt gruplarının oranları.  

 

Grup 1 olgularında toplam 238 embriyodan 210 tanesi geliĢmeye devam etti ve 

değerlendirmeye alındı. Grup 2 olgularında 252 embriyodan 202 tanesi geliĢmeye devam 

etti ve değerlendirmeye alındı. Kaliteleri değerlendirilirken öncelikle blastomer sayılarının 

2. günde 2-6 blastomer ve 3. günde 6-10 blastomer olmasına dikkat edildi. 1. alt grup  

Grade 1 embriyolardan, 2. alt grup Grade 2 embriyolardan, 3. alt grup Grade 3 

embriyolardan ve 4. alt grup Grade 4 embriyolardan oluĢturuldu (Resim 1).  
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2. gün 2 hücreli Grade 1 embriyo                           2. gün 2 hücreli Grade 2A embriyo 

 

2. gün 2 hücreli Grade 2B embriyo                           2. gün 4 hücreli Grade 1 embriyo                        

 

2. gün 4 hücreli Grade 2B embriyo                     2. gün 4 hücreli Grade 2AB embriyo 

 

1A 1B 

1C 1D 

1E 1F 
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2. gün 4 hücreli Grade 3 embriyo                             2. gün 4 hücreli Grade 4 embriyo 

 

3. gün 8 hücreli Grade 1 embriyo                         3. gün 8 gücreli Grade 2BC embriyo 

 

3. gün 8 hücreli Grade 3 embriyo                             3. gün 8 hücreli Grade 4 embriyo 

 

Resim 1 (A-M): ÇalıĢmamıza ait olgulardan 2. veya 3. gün geliĢen, Hardarson ve 

arkadaĢlarının sınıflaması ile değerlendirilen embriyoların inverted mikroskoptaki 

görüntüleri (x200).           

1G 1H 

1J 1K 

1L 1M 
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GeliĢen embriyoların kaliteleri değerlendirildiğinde, çalıĢma grupları arasında 

geliĢen embriyoların kalite oranları arasında anlamlı fark belirlenmedi (p>0,07) (Tablo 3, 

ġekil 2).   

 

 Grup1 Grup 2 p 

Grade 1 n (%) 90 (%60) 60 (%40) 0,74 

Grade 2 n (%) 90 (%45,45) 108 (%54,55) 0,149 

Grade 3 n (%) 30 (%48,39) 32 (%51,61) 0,416 

Grade 4 n (%) 0 (%0) 2 (%100) 0,155 

 

Tablo 3: ÇalıĢma gruplarından elde edilen embriyoların kalite oranları. 

 

 

 

ġekil 2: ÇalıĢma gruplarından elde edilen embriyoların kalite oranları. 

 

Her grup hastanın ICSI sonrasında 2PN‟ den geliĢen embriyolarının geliĢimleri takip 

edilerek transfer gününe göre 2. veya 3. gün oluĢan embriyo kalitelerine göre 4 alt gruba 

ayrıldı: Grade 1, Grade 2, Grade 3, Grade 4. 
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1. grupta %46 2. gün (n=23) ve %54 3. gün (n=27) embriyo transferi yapılmıĢtır; 2. 

grupta %38 2. gün (n=19) ve %62 3. gün (n=31) embriyo transferi yapılmıĢtır. P=0,418 

olup gruplar arasında embriyo transfer günleri benzer dağılım göstermiĢtir. 

2. ve 3. gün embriyo transfer günleri dağılımı her bir grup içinde 

değerlendirildiğinde; 1. grupta 2. ve 3. gün arasında istatistiksel olarak anlamlı fark 

saptanmadı, ancak 2. grupta istatistiksel olarak anlamlı fark saptandı (p=0,042) (Tablo 4). 

1. alt grup Grade 1 (1. ve 2. grup n=90 , n=60 ) , 2. alt grup Grade 2 (1. ve 2. grup 

n=90, n=108 ), 3. alt grup  Grade 3 (1. ve 2. grup n=30, n=32 ) ve 4. alt grup Grade 4 (1. ve 

2. grup n=0, n=2 ) kalitesine sahip embriyolardan oluĢturuldu. 

ÇalıĢma gruplarının embriyo transfer günlerine göre Grade 1 ve Grade 2 embriyo 

geliĢmeleri benzer bulundu. 

2. çalıĢma grubunun 3. gün embriyo transferi yapılan olgularında Grade 3 embriyo 

geliĢimi daha fazlaydı (sırasıyla p=0,29; p=0,13); dolayısı ile istatistiksel olarak anlamlı 

fark saptandı (p=0,0057) (Tablo 4, ġekil 3, ġekil 4). 

 

 GRUP 1 GRUP 2  

Embriyo 

trasfer günü 

2. gün 3. gün  2. gün  3. gün   

Grade 1 39 

39/90=%43,3 

51 

51/90=%56,7 

20 

20/60=%33,3 

40 

40/60=%66,7 

X
2
=1,12 

p=0,29 

Grade 2 35 

35/90=%38,9 

55 

55/90=%61,1 

30 

30/108=%27,8 

78 

78/108=%72,2 

X
2
=2,27 

p=0,13 

Grade 3  13 

13/30=%43,3 

17 

17/30=%56,7 

3 

3/32=%9,375 

29 

29/32=%90,625 

X
2
=7,64 

p=0,0057 

Grade 4 0 

 

0 0 2 

2/2=%100 

*** 

 X
2
=0,42 

p=0,81* 

X
2
=6,35 

p=0,042 ** 

 

 

Tablo 4: ÇalıĢma gruplarının embriyo transfer gününe göre embriyo kalite dağılımları. 

*1. Grup 2. ve 3. gün arasında fark yok; ** 2. Grup 2. ve 3. gün arasında fark var. 

***2 adet embriyo geliĢtiği için istatistik hesaplamalara dahil edilmemiĢtir. 
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ġekil 3: ÇalıĢma gruplarının 2. gün embriyo geliĢimlerinin dağılımı.  

 

 

 

ġekil 4: ÇalıĢma gruplarının 3. gün embriyo geliĢimlerinin dağılımı.  
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7. TARTIġMA 

 

Bilindiği üzere proteinler; fizyolojik olarak osmoregülasyonda direkt rol alır, enerji 

kaynağı olarak görev yapar ve hormon, vitamin, metal salınımında depo olarak iĢlev 

görürler. 

Albumin, kültür ortamlarında fiziksel olarak kayganlık ve kıvam sağlayarak 

embriyoların kültür tabaklarına yapıĢmasını önleyerek embriyo geliĢimlerinin ilerlemesini 

kolaylaĢtırır.   

Kadın üreme sisteminde bol miktarda bulunan albumin, in vitro embriyo geliĢiminde 

kullanılan kültür mediumlarına en çok eklenen makromoleküldür. 

Ġn vitro embriyoların koĢullarını optimize etmek için, kültür sisteminde farklı 

makromoleküllerin rolleri incelenmiĢtir.   

1990‟ların baĢına kadar en çok kullanılan protein kaynağı olan insan serumu; 

hastanın kendisinden, gönüllülerden veya fetal kordon kanından elde edilmiĢtir (11).  

Khan ve arkadaĢlarının 1991 yılında yaptıkları bir çalıĢmada, embriyo transfer 

mediumunda hasta serumunun yerine insan serum albumini kullanılmasının etkileri 

incelenmiĢtir. Bu amaçla hastalar 3 gruba ayrılmıĢtır. Grup A‟ da %75 hasta serumu, grup 

B‟ de %8 hasta serumu ve grup C‟ de %2,25 HSA eklenmiĢ embriyo transfer 

mediumlarının gebelik oranları sırasıyla %43, %27 ve %36 olarak verilmiĢ olup sonuçları 

benzer bulunmuĢtur (12). HSA‟nın embriyo kültürü ve transfer mediumlarına 

eklenmesinin güvenli ve uygun olduğu belirtilmiĢtir.   

Prados ve arkadaĢları 2002 yılında insan embriyo kalitesini optimize etmek için 

kültür mediumları ve protein kaynağı üzerine bir çalıĢma yapmıĢlardır; üç farklı ticari 

medium ile laboratuvarlarında hazırladıkları mediumu karĢılaĢtırırken, kendi hazırladıkları 

mediuma protein kaynağı olarak %5 HSA veya hastanın kendi serumu veya her ikisinin 

kombinasyonunu eklemiĢlerdir. HSA‟nın hasta serumuna oranla sonuçları iyileĢtirmediğini 

bildirmiĢlerdir (10).    

Hepatit ve HIV taĢıma riski olması dolayısıyla HSA kullanımını önermeyen otörler 

olsa da, ticari olarak insan donörlerden alınan serumdan albumin elde edilmesi sıkı 

denetimlerle yapılmaktadır. Bunun yanında HSA‟nın, diğer protein kaynaklarına göre 

kolay elde edilmesi ve ekonomik olması sebebiyle hala sıklıkla kullanılmaya devam 

etmektedir.  
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Hasta serumu ve gönüllülerden elde edilen serum albumininin hepatit ve HIV 

bulaĢtırma riski olduğu ileri sürülerek SSS geliĢtirilmesinin yolu açılmıĢtır. Psalti ve 

arkadaĢları 1989 yılında, SSS‟ in negatif sonuçlarını bildirmiĢlerdir (92). Fakat bu konu ile 

ilgili olumlu sonuçlar bildirilen çalıĢmalar da yapılmıĢtır. Meintjes ve arkadaĢları 2009 

yılında, kültür ortamına %10 HSA veya %10 SSS ekleyerek implantasyon oranlarını, 

klinik gebelik oranlarını ve blastokist seviyesine ulaĢarak dondurulabilecek kalitede olan 

embriyo oluĢum oranlarını karĢılaĢtırmıĢlardır. Bu çalıĢmada SSS, HSA‟ ya göre daha 

kompleks globulin fraksiyonuna sahip olduğundan dolayı implantasyon, gebelik ve 

blastokist oluĢum oranlarında anlamlı olarak artıĢ saptanmıĢtır (15).   

Daha sonra ticari olarak HSA üretimini rekombinant insan albumin (rec-HSA) 

üretimi takip etmiĢtir. Bungum ve arkadaĢları 2002 yılında, insan embriyolarında 

kullanılan kültür mediumlarına HSA veya rec-HSA eklediklerinde her iki grupta da yüksek 

implantasyon oranlarına ve benzer gebelik oranlarına ulaĢmıĢlardır. Aynı zamanda rec-

HSA kullanılan grupta daha iyi kalitede embriyo elde ettiklerini belirtmiĢler, ancak geliĢen 

embriyo oranlarını bildirmemiĢlerdir (93).  

Yakın zamanda ilgi glikozaminglikanlara dönmüĢ ve hyaluronan uterusta fazla 

bulunan bir makromolekül olduğundan dolayı çalıĢmalarda yer almaya baĢlamıĢtır. 

Gardner ve Lane 2000 yılında farelerle yaptıkları çalıĢmada, insan serumundan elde edilen 

albumin yerine 1.25mg/ml rec-HSA veya 0,125 mg/ml rekombinant hyaluronan eklenmiĢ 

kültür mediumları kullanmıĢlardır. Bu çalıĢmada kontrol grubu olarak da 5mg/ml HSA 

eklenmiĢ kültür mediumu kullanmıĢlardır.  Blastokist geliĢimi, hücre içi kitlesindeki hücre 

sayısı, trofoektoderm kitlesindeki hücre sayısı ve implantasyon oranları karĢılaĢtırıldığında 

benzer sonuçlar bulmuĢlardır (94). 

Daha ileriki çalıĢmalarda embriyo transferlerinde rec-HSA 4 kat azaltılarak ve 

hyaluronan 4 kat arttırılarak viskozitesi arttırılmıĢ ve Hyaluronan-Enriched Transfer 

Mediumu (HETM)‟nun kullanılması ile ilgili çalıĢmalar yapılmıĢtır. Valojerdi ve 

arkadaĢları tubal faktörlerde gebeliğin arttığını belirtmiĢlerdir (95). Loutradi ve arkadaĢları 

2007 yılındaki çalıĢmalarında HETM‟nin kullanımı ile pozitif bir etki görmediklerini 

bildirmiĢlerdir (96). Urman ve arkadaĢlarının 2008 yılında yaptıkları çalıĢmada ise 

istatistiksel olarak anlamlı olmasa da bazı hasta gruplarında klinik gebelik oranlarının 

arttığını bildirmiĢlerdir (97).  
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Mmorbeck ve arkadaĢları 2001 yılında;  embriyo geliĢimi, sperm motilitesi ve 

antisperm antikor bağlanması üzerine protein etkilerini değerlendirirken BSA veya HSA‟lı 

kültür mediumları kullanmıĢlardır. 5mg/ml, 10mg/ml, 15mg/ml‟ lik BSA ve HSA‟ lı kültür 

ortamlarında tek hücreli fare embriyolarını 96 saat boyunca kültüre etmiĢlerdir. Sonuçta 

oluĢan blastokist ve hatching oranları karĢılaĢtırıldığında, yüksek HSA içeren kültür 

ortamlarının embriyo geliĢimini inhibe ettiği sonucuna ulaĢmıĢlardır  (13).  

Bizim çalıĢmamızda hastalardan bağımsız olarak  kültür mediumuna eklenen %5 ve 

%10 HSA oranlarının fertilizasyon oranlarının ve klivaj oranlarının etkilemediği 

belirlenmiĢtir. Embriyo kaliteleri transfer gününe bakılmaksızın değerlendirildiğinde 2 

grup arasında oluĢan embriyo kaliteleri açısından da fark belirlenmemiĢtir.  

Mmorbeck ve arkadaĢlarının çalıĢmalarında, tek hücreli fare embriyolarının yüksek 

konsantrasyonda HSA içeren medium ile kültürü sonucunda blastokist ve hatching 

oranlarında azalma tespit edilmiĢ ve embriyo geliĢimini inhibe ettiği belirtilmiĢtir. Bizim 

çalıĢmamızda, 2 grup arasında transfer gününe göre 2. ve 3. gün alt grupları 

oluĢturulduğunda, 2. grupta 3. gün geliĢen embriyolarda „„Grade 3 embriyo‟‟ kalitesinde 

artıĢ gözlenmesi sonucunda embriyo geliĢimini inhibe ettiği düĢünülmüĢtür. Ancak bu fark, 

2. gruptaki 2. ve 3. gün geliĢen embriyoların dağılımının farklı olmasından dolayı 

olabileceği fikrini doğurmuĢtur. 

Bu literatürün eĢliğinde, hasta sayısının daha fazla olduğu, ayrıca embriyo ve gebelik 

sonuçlarının da değerlendirilebildiği yeni çalıĢmaların yapılması, bundan sonraki 

araĢtırmalarda izlenecek yol olmalı kanaatindeyiz. 
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8. SONUÇ 

 

ÇalıĢmamızda embriyo kültür mediumlarına protein olarak %5 HSA veya %10 HSA 

eklenmesinin ICSI sonuçları üzerine etkisi incelendi. 

ÇalıĢmaya toplam 100 hasta dâhil edildi. 1. gruptaki 50 hastadan toplanan 341 MII 

oosit ICSI yapıldıktan sonra embriyo transfer gününe kadar %5 HSA içeren kültür 

mediumlarında kültüre edildi. 2. gruptaki 50 hastadan toplanan 333 MII oosit ICSI 

yapıldıktan sonra embriyo transfer gününe kadar %10 HSA içeren kültür mediumlarında 

kültüre edildi. 

Bulgularımız doğrultusunda 2 ana grupta ICSI yapılan MII oositlerin fertilizasyon ve 

klivaj oranları arasında anlamlı bir fark görülmedi. 

Her 2 ana grup transfer günündeki embriyo kalite dağılımlarına göre 4 alt gruba 

ayrıldı. 1. grup, geliĢen Grade 1 embriyolardan (sırasıyla 90, 60), 2. grup, geliĢen Grade 2 

embriyolardan (sırasıyla 90, 108), 3. grup, geliĢen Grade 3 embriyolardan (sırasıyla 30, 32) 

ve 4. grup, geliĢen Grade 4 embriyolardan (0, 2) oluĢturuldu. 

Bulgularımız doğrultusunda geliĢen embriyoların kaliteleri 2 grupta da benzer 

bulundu. 

Ancak her 2 grubu embriyo transfer gününe göre 2. gün ve 3. gün olarak alt gruplara 

ayırarak embriyo kalitelerini karĢılaĢtırdığımızda 2. grupta 3. gün embriyo transferi 

yapılmıĢ olanlarda Grade 3 embriyoların anlamlı olarak fazla olduğu bulundu.  

Bu bulgular doğrultusunda daha fazla hasta sayısının olduğu, ayrıca embriyo 

transferi ve gebelik sonuçlarının da değerlendirilebildiği yeni çalıĢmaların yapılmasının 

yararlı olabileceği düĢünülmektedir. 
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