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BEYAN

Bu tez calismasmin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar tiim asamalarda etik dis1 higbir davranisimin olmadigini, tezimdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar icinde elde ettigimi, bu tez calismasi sonucu elde edilmeyen
biitiin bilgi ve yorumlar i¢in kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici

bir davranisimin olmadigini beyan ederim.
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1. OZET

Infertilite bir ¢iftin korunmasiz 1 yil cinsel iliskiye ragmen gebelik elde
edememesidir. Bu giftler tedavi amaci ile yardimci iireme tekniklerine  (YUT)
yonlendirilebilir. Bu yontemlerden biri olan intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI)
sonrasinda oositler uygun kiiltiir mediumu iginde ve inkiibatér ortaminda kiiltiire edilir.
Amag in vitro ortamda implantasyon potansiyeli yiiksek oldugu diisiiniilen iyi kalitede
embriyolarin gelisimini destekleyerek anne adaymin uterusuna transfer etmektir. Bu
siirecte kullanilan kiiltiir ortamlarma ‘‘medium’’ denmektedir. Primer protein kaynagi,
mediumlara %5-20 arasinda degisen oranlarda eklenmektedir.

Bu galismada, insan serum albumin (HSA) konsantrasyonlariin (%5 ve %10) ICSI
sonrasinda fertilizasyon, embriyo gelisimi ve embriyo kalitesi ile iligkisi olup olmadigi
incelendi. Bu amagla, 1. gruptaki 50 olgudan toplanan metafaz II (MII) oositler, ICSI
uygulandiktan sonra, transfer giliniine kadar %5 HSA eklenmis mediumda kiiltiire edildi. 2.
gruptaki 50 olgudan toplanan MII oositler, ICSI uygulandiktan sonra, transfer giiniine
kadar %10 HSA eklenmis mediumda kiiltiire edildi. Calisma gruplarinin yaslari, infertilite
stireleri, toplanan oosit sayilari, MIl oosit sayilar1 benzer bulundu. Gruplar arasinda
fertilizasyon ve klivaj oranlari agisindan anlamli fark belirlenmedi. Transfer giiniinde
olusan embriyolar kalitelerine gore 4 alt gruba ayrildi (Grade 1, Grade 2, Grade 3, Grade
4). Bu ¢alisma gruplarmin embriyo kaliteleri arasinda anlaml fark belirlenmedi. 1. ve 2.
caligma gruplari, transfer giiniine gore 2. ya da 3. giin olusan embriyo kalitelerine gore yine
4 alt gruba (Grade 1, Grade 2, Grade 3, Grade 4) ayrildiginda, 2. ¢alisma grubunun 3.
giinde yapilan embriyo transfer olgularinda ‘‘Grade 3 embriyo’’ gelisimi daha fazla
bulundu.

Bu verilere dayanarak, hasta sayisinin daha fazla oldugu, ayrica embriyo transferi ve
gebelik sonuglarinin da degerlendirilebildigi yeni ¢alismalarin yapilmasi, bundan sonraki

arastirmalarda izlenecek yol olmali kanaatindeyiz.



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 Il oocytes from 50 cases in grup
1 cultured in medium included %5 HSA after ICSI to embryo transfer day. Picked-up
metaphase 11 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 1l
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.



3. GIRIS VE AMAC

Infertilite genel anlamda saglikl1 popiilasyona gore daha az gebe kalabilme kabiliyeti
olarak tanimlanirken, 6zglin anlamda bir c¢iftin korunmasiz 1 yil cinsel iliskiye ragmen
gebelik elde edememesidir. Infertilite igin gerceklestirilecek ilk tanisal testler; oviilasyonun
takibini, tubalarin agikligimin kontroliinii, uterus kavitesinin degerlendirilmesini ve semen
analizini igermelidir (1). Test sonuglarinin degerlendirilmesiyle ¢ift yardimla iireme
teknikleri (YUT)’ ne yonlendirilebilir. Klasik in vitro fertilizasyon (IVF) ve
intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) bu amagla kullanilan yontemlerdir (2). Her iki
yontem icin de kadin hastanin overleri indiiklenerek fazla sayida oosit toplanmasi
amaclanmaktadir (3). Iki yontem arasindaki tek farkli asama fertilizasyon asamasinda olup;
klasik IVF’ te sperm hiicrelerinin arasina birakilan oositin kendiliginden dollenmesi
beklenirken; ICSI her bir oosit i¢ine bir sperm hiicresinin enjeksiyon yapilmasidir.
Oosit/oositlerin dollenip zigot olusturmasi durumunda, embriyo gelisimi takip edilerek,
implantasyon potansiyeli en fazla oldugu diisiiniilen embriyo/embriyolarin morfolojik
yapilarina gore en iyi Kkalitedekilerin segilip transfer edilmesi ile tedavi
sonuglanmaktadir (4, 5).

IVF laboratuvarinda in vitro kullanim amagh gelistirilmis semen hazirlama, oosit
aspirasyonu-temizligi-kiiltiirii, inseminasyon, mikromanipiilasyon iglemleri (ICSI, assisted
hatching, defragmantasyon, embriyo biyopsisi), embriyo Kkiiltiirli, embriyo transferi,
embriyo dondurma ve c¢ozme islemlerinin c¢esitli basamaklarinda kullanilan cesitli
soliisyonlar ve kiiltiir ortamlart mevcuttur; bunlara ‘‘“medium’’ denmektedir (2,6). Bugiine
kadar yapilan ¢alismalarda, fare ve tavsan embriyolarinin kullanildigi deneylerin sonuglari
anahtar niteliginde olup insan gamet ve embriyo kiiltiirii i¢in mediumlarin gelistirilmesi
amaciyla kullanilmistir (7). Tiirlere ait farkliliklardan dolayi, sonuglar her zaman uyumlu
ve biri digeri i¢in yol gosterici olmayabilir. Ornegin fare blastosistleri, bir hiicreli
onciilerine gore daha az protein i¢ermeleri agisindan farklilik gostermektedir (8). Temel
olarak, insan embriyolar1 i¢in kullanilacak mediumlarin fare, tavsan ve hamster embriyo
kiiltirleri i¢in kullanilan mediumlardan daha zengin olmasi gerektigi kabul edilebilir (6).

Insan embriyo gelisiminde metabolik aktivitelerini destekleyebilecek mediumlarin
kullanilmasimin gerekli oldugu temel bir faktor olarak gozlenmis ve medium igeriklerinin

kadin genital kanal salgilarinin kompozisyonunda olmas1 gerektigi vurgulanmstir. in vivo



embriyolarin tuba uterina ve uterus sivisi i¢inde gelisimini siirdiirmesi, embriyolarin ileri
gelisimi i¢in benzer ozellikler tastyan mediumlarin kullanilmasi gerektigini gostermistir.
Boylece tuba uterina ve uterus sivilari iginde bulunan ve preimplante embriyoner gelisimi
destekleyen maddelerin ayirimi yapilarak konsantrasyonlar1 belirlenmis ve yeni {iretilen
mediumlar bu 6zelliklerde gelistirilmistir. %99’ u sudan olusan mediumlara eklenmesi
gereken maddeler; temel inorganik iyonlar, karbonhidratlar, amino asitler, vitaminler,
niikleik asit Onciileri, agir metal iyonlarin salesyon ajanlari, antioksidanlar, protein ve
makromolekiiller, hormonlar ve biiylime faktorleridir (9).

Mediumlara primer protein kaynagi olarak, %5-20 arasinda degisen oranlarda olmak
tizere, 1sitilarak inaktive edilmis anne (10) veya fetal kordon serumu (11)
eklenebilmektedir; fakat oncelikle hepatit ve human immunodeficiency virus (HIV)
yoniinden arastirilmalidir. Tuba uterinada en ¢ok bulunan makromolekiil olan albuminden
dolay1 insan serum albumin (HSA) (12, 13) veya bovine serum albumin (BSA) (13) en ¢ok
tercih edilen {iriinler olmakla birlikte plazmanat (14), plazmatein ve sentetik serum
vekilleri (SSS) (15, 16) gibi globulinden zenginlestirilmis albumin soliisyonlar1 da
kullanilmaktadir.

Embriyo kiiltir mediumlarinda bulunan proteinin, embriyolarin gelisimi i¢in sadece
nitrojen kaynagi yaratmakla kalmayip; ayn1 zamanda kiiltiir ortaminda kullanilan su, cam
veya plastik malzemelerle gecebilen ve embriyo gelisimini olumsuz etkileyen toksik metal
iyonlar1 i¢in de baglayict gorev yaparak toksik etkilerini ndtralize ettigi de
gosterilmistir (17). Ayrica kiiltiir ortaminda bulunan proteinler embriyonun kiiltiir
kaplarina ve cam pipetlere yapismasini 6nleyerek manipiilasyonlarini kolaylastirir (2, 6).

Bu ¢alismada insan serum albumin (HSA) konsantrasyonlarmin (%5 ve %10)
intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) sonrasinda fertilizasyon, embriyo gelisimi ve

embriyo kalitesi ile iligkisi olup olmadiginin incelenmesi amaglanmustir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. INFERTILITE

Infertilite korunmasiz ve diizenli olarak cinsel iliskiye girilmesine ragmen bir yili
asan siirede ciftlerin ¢ocuk sahibi olamamasidir. Yapilan ¢alismalarda g¢iftlerin %80-85’
inin ilk yilin sonunda gebe kaldigt ve bu oramin 2. yilin sonunda %90’ 1 astigi
goriildiigiinden, geng¢ ciftlerde incelemeler baslamadan once bekleme siiresi 2 yila
cikarilabilir. Ancak kadinlarda 35 yas sonrasinda ve ozellikle 37 yasindan sonra fertilite
cok belirgin bir sekilde azalmaya basladigindan ileri yastaki kadinlarda bekleme siiresinin
uzatilmamasinda yarar vardir (2). Yast gen¢ olmasina ragmen over rezervi azalmis kadin
veya siddetli oligoastenoteratospermi (SOATS) ve ejakulatta sperm hiicresi olmayan
azospermik erkek faktorlerinde de tedavi i¢in beklememek gerekir.

Infertilite, toplumun yaklasik %10-15" inde gdzlenmesine karsilik bu oranin giderek
arttig1 tahmin edilmektedir.

Iki tip infertilite vardir; primer infertilite ciftin daha 6nce ¢ocuk sahibi olmamasi,
sekonder infertilite ise ¢iftin daha dnce ¢cocuk sahibi olmasi seklinde tanimlanabilir.

Infertilitenin bagl oldugu sorunlar kadina (%40-45) veya erkege (%40-45) bagh
olabilecegi gibi her iki cinse (%15-20) bagli sorunlar birarada bulunabilmekte; ya da bir
sorun tespit edilememekte ve agiklanamayan infertilite olarak tanimlanmaktadir (2). Cocuk
sahibi olamamanin nedeni ne olursa olsun, bunun yalnizca eslerden birine degil, her ikisine
ait bir sorun oldugunu diigiinmek gerekmektedir.

Infertilite i¢in gerceklestirilecek ilk tanisal testler; oviilasyonun takibini, tubalarin
acikligmin kontroliinii, uterus kavitesinin degerlendirilmesini ve semen analizini
icermelidir (1). Test sonuclarmin degerlendirilmesiyle ¢ift yardimla iireme teknikleri
(YUT)’ne yonlendirilebilir. Klasik IVF ve ICSI giiniimiizde bu amacla kullanilan
yontemlerdir (2).

Her iki yontemde de anneden, overleri uyaran g¢esitli hormon ilaglar1 uygulanarak
gelistirilen oositlerin toplanmasi ve babadan alinan sperm hiicreleri ile in vitro ortamda

dollenmesi, gelisen embriyolarin belli bir siire laboratuvar ortaminda kiiltiire edildikten



sonra anne adaymin uterusuna yerlestirilmesi s6z konusudur. iki islem arasindaki tek fark

sperm hiicresinin oositi dolleme seklidir.

4.2. YARDIMCI UREME TEKNiKLERI

4.2.1. Klasik In Vitro Fertilizasyon (IVF)

Klasik IVF, kumulus-oosit kompleksi ile sperm hiicrelerinin in vitro ortamda, oosit
basina 100 bin sperm hiicresi olacak sekilde ayni kiiltiir tabagina birakilmas: ile
gerceklestirilir. Spermin zona pellusida engelini asarak dollenme isleminin disaridan
miidahale edilmeden olusmasi1 beklenir ve gelisen embriyolar anne adaymin uterusuna
yerlestirilir.

Steptoe ve Edwards’ 1n uzun siiren ¢aligmalari sonucunda 1978’ de bilateral tubal
blok bulunan bir hastanin dogal siklusunda laparoskopik elde edilen oositin in vitro
dollenerek uterusa yerlestirilmesi ile ilk IVF bebegi olan Louise Brown diinyaya
gelmistir (2).

Glinlimiizde tubal blok disinda agiklanamayan infertilite, erkek subfertilitesi,
endometriyozis, immiinolojik infertilite ve servikal faktdrlere bagli infertilite gibi
durumlarda da yaygin olarak kullanilmaktadir (2). IVF uygulamasinda ilk dikkat edilen
parametreler sperm sayis1 ve motilitesinin uygunlugudur.

Sperm morfolojisinin %4’ {in altinda oldugu vakalarda IVF yontemi ile
fertilizasyonun distiigii belirtilmigtir (18).

Erkek subfertilitesinde kullanilsa da basarmin smirl olmasi ve bu teknigin siddetli
erkek infertilitesine ¢0ziim olamamasi nedeniyle arastirmacilar mikromaniiplasyon
tekniklerine yonelmislerdir.

Bunlar:

1. Zona Drilling ve Parsiyel Zona Disseksiyonu (PZD): Zonada bir agiklik meydana
getirildikten sonra klasik IVF’ deki gibi sperm hiicrelerinin yikama sonras1 kiiltiir
tabagina birakilarak fertilizasyonun beklenmesidir (19).

2. Subzonal Inseminasyon (SUZI): Hareketli sperm hiicrelerinin zona pellusiday

agmasina gerek kalmaksizin dogrudan perivitellin araliga birakilmasidir (20).



3. Intra Sitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI): Tek bir sperm hiicresinin mekanik

yolla oosit sitoplazmasina enjekte edilmesidir (21).

4.2.2. intra Sitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI)

ICSI islemi manipiilatér adi verilen, inverted mikroskoba monte edilmis joy-stick
sistemi ile yapilmaktadir.

Tek bir sperm hiicresinin mikroenjeksiyon pipeti i¢ine alinarak, tutucu pipetle
sabitlenmis yumurtanin sitoplazmasinin ekvatoryal bolgesine birakilmasi esasina dayanir.
Boylece sperm hiicresi zona pellusida ve oolemma engelini asmak zorunda kalmaz (20).

1992’ de Palermo ve arkadaslar tarafindan ICSI ile ilk dogumlarin elde edilmesi
siddetli erkek infertilitesine ¢6ziim olarak gosterilmis ve IVF i¢in uygun olamayan tiim
ciftlerde rutin tedavi secenegi olarak Onerilerek YUT’ nde en 6nemli gelisme olarak
kaydedilmistir (21, 22).

Giiniimiizde ejakulattan sperm hiicresi elde edilemeyen azospermik erkeklerden
epididimal aspirasyon (Mikro Epididimal Sperm Aspirasyonu, MESA), testikiiler sperm
aspirasyonu (Testikiiler Sperm Aspirasyonu, TESA) ve testikiiler parca alinmasi
(Testikiiler Sperm Ekstraksiyonu, TESE) ile azospermik hastalar i¢in ICSI yonteminin
degeri bir kez daha vurgulanmustir (23, 24).

Ozellikle sperm parametrelerinde siddetli oligozoospermi (<2 milyon sperm/ml),
siddetli astenozoospermi (<%35 motil sperm) ve Kruger kriterleri’ ne gore kotii sperm
morfolojisi (<%4 normal form) gibi anomali belirlenen, cerrahi olarak sperm elde edilen ve
onceki klasik IVF tedavilerinde basarisiz sonug alan hastalarda kullanilmaktadir (24, 25).

ICSI’ de fertilizasyon basarisizlik orani yaklasik %3 olup genellikle yumurta
sayisinin  az oldugu olgularda goriilmektedir (26). Bunun da etkisiyle ICSI
endikasyonlarina bir yenisi daha eklenmis ve oosit sayisinin az oldugu olgularda da erkek
faktoriine bakilmaksizin ICSI uygulanmasi prensip olarak kabul edilmistir (27).

Cok sayida oosit elde edebilmek icin hastanin 6zgecmisi de degerlendirilerek en
uygun ovulasyon indiiksiyon protokolii uygulanir. ilag tedavisi siiresince bazi giinlerde
yapilan ultrasonografi ile folikiil boyutlar1 oosit matiirasyonu i¢in yeterli seviyeye
ulastiginda ve kandaki dstrodiol miktari istenilen diizeye geldiginde hastaya yapilan insan

koryonik gonadotropin (Human Chorionic Gonadotrophin, hCG) enjeksiyonu ile lutein



uyaricit hormon (Luteizing Hormone, LH)’ nun pik degere ulasmasiyla birlikte ovulasyon
tetiklenir (2). hCG enjeksiyon uygulamasindan 36 saat sonra vajinal yolla ultrasonografi
esliginde oositler toplanir. Toplanan oositleri, etraflarindaki kiimiiliis ve graniiloza
hiicrelerinden ayirmak igin hiyalurinidaz enzimi kullanilir. Oositleri soyma islemi denilen
bu uygulamadan sonra kutup cisimcigi (Polar Body, PB) goriilen olgun, metafaz II (MII)
evresindeki oositler tespit edilir. Ayni giin erkekten alinan ejakulatin yikanmasiyla elde
edilmis hareketli ve kaliteli sperm hiicreleri ICSI isleminde kullanilir (20).

ICSI isleminin yapilabilmesi i¢in islem Oncesi kiimiiliis-korona hiicrelerinin
temizlenmesi  gerekmektedir.  Boylece  oositlerin  morfolojik  o6zellikleri  ve
matiirasyonlarinin daha ayrintili bir sekilde incelenebilmesinin yaninda oosite bagl
infertilite sorunlar1 da daha net goriilebilmektedir.

YUT’ ndeki amag tedavideki giftin gebe kalmasini saglamaktir. Hastanin gebe kalma
olasiligini arttirmak i¢in ¢ok sayida embriyonun transfer edilmesi de istenmeyen c¢ogul
gebeliklere yol agmaktadir (28).

Bunun i¢in de implante olma potansiyeli yiiksek olan kaliteli embriyo se¢imi dnem
kazanmaktadir. Bu siiregte elde edilen oosit ve sperm hiicresinin yapisal 6zelliklerinin
degerlendirilmesinin ardindan yapilan klasik IVF veya ICSI islemi sonrasinda
fertilizasyonun olusmasi, in vitro Kkiiltiir ortaminda embriyonik gelisim asamalarinin
zamanina uygun olarak ilerleyerek yasama potansiyeli yiiksek oldugu goriilen ve
morfolojik degerlendirme ile Kalitesinin iyi oldugu tespit edilen embriyolarin transfer

edilmek iizere segilmesi gerekmektedir.

4.3.1ICSI/IVF SONRASI DEGERLENDIRILEN PARAMETRELER

Inseminasyondan 16-18 saat sonra biri disiye, digeri erkege ait olan iki proniikleusun
(PN) goriilmesiyle belirlenen fertilizasyon kontrol edilir. iki proniikleusu goriilen oosit
“‘zigot” olarak isimlendirilmektedir. IVF veya ICSI uygulamasindan yaklagik 24 saat
sonra zigot ilk boltinmesini gerceklestirir ve iki blastomerli bir embriyo haline gelir.

In vitro ortamda uygun sicaklik, nem ve gaz oranlarina sahip inkiibatorlerde
saklanarak boliinmeleri takip edilir. Embriyolar 48 saatte ikinci kez boliiniip 4 blastomerli
hale gelir. Ugiincii giin 8 blastomer sayisina sahip olan embriyolar, 4. giin blastomerlerin

sayillamadigi kompakt bir gériiniim alir ve 5. giinde de blastosist evresine ulasir (29).



4.3.1. Fertilizasyon ve Proniikleer Degerlendirme

Fertilizasyon; sperm hiicresinin oosite temasiyla baglayan ve zigotun birinci mitoz
boliinmesinin metafaz evresinde, maternal ve paternal kromozomlarin kaynasmasiyla
sonlanan bir olaylar dizisidir (30).

Bir oositin fertilize olabilmesi i¢in ovulasyonla birlikte 1. mayoz bdliinmeyi
tamamlayarak 1. kutup cisimcigini atmasi, sperm hiicresinin ise kapasitasyon ve akrozom
reaksiyonunu tamamlamasi gerekir (30).

Fertilizasyonun evreleri:

e Sperm hiicresinin akrozom enzimlerinden olan hiyalurinidaz etkisiyle ve kuyruk
hareketi yardimiyla graniiloza hiicrelerinden meydana gelen korona radiatayi
gectigi diisiiniilmektedir.

e Akrozomdan salinan enzimlerden olan akrozin, zona pellusidada sperm hiicresinin
gegecegi bir yol agar (25). Sperm hiicresi zona pellusidaya dokunduktan sonra hizla
penetre olur ve basi oosit ylizeyi ile temas ettiginde, zona pellusidanin igerigi
degisir (31). Zona reaksiyonu denilen bu olaydan sonra zona pellusida, diger
spermlere kars1 gecirgenligini kaybeder. Boylece polispermi 6nlenmis olur.

e Sperm hiicresinin oosit hiicre membranina temasiyla birlikte, iki plazma membrani
hemen kaynasir. Sperm hiicresinin bas ve kuyruk bolimi, plazma membrani
disarida kalacak sekilde, oosit sitoplazmasina girer.

e Sperm hiicresinin oosit sitoplazmasina girmesiyle ikinci mayoz bdliinmenin
metafaz evresinde bekleyen oosit, bu boliinmeyi tamamlar ve olgun oosit ile
perivitellin araliga atilacak olan ikinci kutup cisimcigi olusur. Bundan sonra oositin
niikleusuna disi proniikleusu denir. Oosit sitoplazmasindaki sperm hiicresinin
niikleusu ise genisleyerek erkek proniikleusu olusturur.

e Her iki proniikleus kendi deoksiriboniikleik asit (DNA)’ lerini replike ettikten sonra
maternal ve paternal kromozomlar kaynasir ve diploid kromozom sayisi olusur,
crossing over ile genetik ¢esitlilik meydana gelir (32). Embriyonun primer cinsiyeti
belirlenir ve mitotik hiicre boliinmesi i¢in diizenlenir (33, 34).

In vivo ortamda genellikle tuba uterinanin en genis ve uzun parcasi olan ampullada
gerceklesen fertilizasyon, klasik IVF veya ICSI islemini takip eden 16-20. saatler arasinda

gerceklesir ve bunun gostergesi olarak her iki cinsiyete ait proniikleuslar belirgin hale



gelir. Her ikisi de haploid sayida kromozom tasiyan proniikleuslarin birbiri i¢ine geg¢ip
kaynasmasi olayina “singami” adi verilir. Olusan yeni niikleus diploid sayida kromozom
tasimaktadir. Fertilize oosite “zigot™ adi verilir. Zigot, tek hiicreli embriyodur (35).

Ooplazmadaki niikleuslar fertilizasyonunun en basit ve kolayca gbzlemlenebilen
isaretleridir. Normal fertilizasyonda erkek ve disi olmak iizere 2 adet PN ve 2 adet PB
gozlenir.

Proniikleer evrede degerlendirme yapilirken PN pozisyon ve boyutu, niikleolar
prekiirsor cisimciklerin (NPB) sayilari, sekli ve dagilimi, PN’ lerin PB’ ler ile yaptiklari a¢1
ve sitoplazmik halo varligi dikkate alinir (6, 36).

Yapilan  ¢alismalar, proniikleer evre  embriyosunun  normal  olarak
degerlendirilebilmesi i¢in her iki proniikleusun sitoplazmada merkezi pozisyonda, birbirine
yakin pozisyonda ve esit biyiikliikte olmasi gerektigini gostermektedir (37). PN
morfolojisindeki belirli baz1 diizensizliklerin, embriyonun kromozomal yapist ve andploidi
oranlart ile ilgili olduguna dair bulgular elde edilmistir (38, 39). Yiiksek oranda
kromozomal anomali, anormal klivaj ve gelisim duraksamalari nedeni ile embriyolarin ileri
gelisim siirecini tamamlayamadigi ve blastosist olusumunun azaldig1 gozlenmistir (40, 41).

Proniikleer evre degerlendirilmesinde kullanilan farkli skorlama sistemleri mevcuttur
(37, 42). Sik kullanilan skorlama sistemlerinden biri olan Tesarik ve Greco’nun, 1999’ da
onerdigi skorlama sistemine gore ;

Pattern 0 (P0): Proniikleuslarn her ikisindeki NPB sayis1 farki tigten fazla degildir. NPB
sayist 7° den az olunca NPB’ ler polarize, 7° den fazlaysa NPB’ ler daginik sekilde
bulunmaktadir. Proniikleuslardaki NPB sayisi ticten az degildir.

Pattern 1 (P1): Her iki proniikleustaki NPB sayilari arasinda fazla (>3) fark vardir.

Pattern 2 (P2): En az bir proniikleusta az sayida (<7) ve daginik durumda NPB vardir.
Pattern 3 (P3): En az bir proniikleusta fazla sayida (>7) ve polarize olmus NPB vardir.
Pattern 4 (P4): En az bir proniikleusta ¢ok az sayida (<3) NPB vardir.

Pattern 5 (P5): Bir proniikleusta polarize, digerinde ise daginik durumda NPB vardir (37).

Scott ve arkadaglarinin yaptig1 skorlama sistemine gore de ;

Z1 zigotlarda bulunan NPB’ lerin sayis1 esittir ve proniikleer junction bdlgelerinde dizilmis
olarak bulunurlar. NPB’ lerin sayis1 3 ve 6 arasindadir .
72 zigotlarda da yine sayist 3-6 arasinda olan NPB’ler iki nukleusta esit olarak

dagilmiglardar.
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73 zigotlarda proniikleuslar Z1 ve Z2 gibi esit biiyiikliiktedir. NPB bir nukleusta
proniikleer baglanti bolgesinde yerlesim gosterirken, digerinde nukleusa dagilmis olarak
bulunur.

74 zigotlarda proniikleuslar ayrik bir sekilde yerlesim gosterirler ya da biri biiyiik, digeri
kiigilik bir boyuttadir (40).

NPB’ ler, PN’ ler icerisinde ¢ok sayida, kiiciik ve daginik olarak bulunan yapilar
olup interfazda kaynasip biiyliyerek yan yana dizilirler (38). PN’ deki NPB’ lerin ayni1 say1
ve ayni hizada olmalar1 implantasyon oranini arttirmaktadir (40, 41).

Proniikleuslar1 eksenlerinden kesen bir ¢izgi ¢izildiginde; bu ¢izginin 2. PB ile
yapmis oldugu B agisinin biiyimesiyle embriyo kalitesinin azaldigi gosterilmistir (42).

Proniikleer evrede sitoplazmik halonun varligi, sitoplazmanin o00sitin merkezi
bolgesinde daha yogun, periferik bolgesinde ise daha az yogun olmast ile
karakterizedir (27). Sitoplazmik halo varligimin embriyo gelisim ve implantasyon

potansiyelini arttirdigini belirten ¢alismalar vardir (43).

4.3.2. Boliinme Evresi Degerlendirmesi ve Embriyo Kalitesi

In vivo olarak fertilize olan oosit tuba uterinada boliinmeye devam ederek uterusa
dogru ilerler, uterus boslugunda morula evresine ulasmis olur.

Zigot, kalin ve jole kivamindaki zona pellusida icindedir ve bdliinmeler zona
pellusida i¢inde yariklanma boliinmesi (klivaj) seklinde gergeklesir. Yariklanma bdliinmesi
sonrasinda embriyo hacim olarak biliylimez ve bu nedenle her yeni bdliinme sonucu
meydana gelen hiicrelerin hacmi kiiciilerek “blastomer” adin1 alir.

Transfer icin yiiksek implantasyon potansiyeline sahip embriyolar1 se¢ebilmek igin,
proniikleer evre ile birlikte bolinme evresi de degerlendirilmelidir. Boliinme evresinde
erken boliinmenin varligr, boliinme hizi, blastomer boyutu, fragmantasyon orani,
blastomerlerin niikleer durumu, sitoplazmik goriintii, perivitellin alan ve zona pellusida
ozellikleri degerlendirilmektedir (2, 20).

Bu silirecte en kritik faktor, embriyolar1 karsilastirmak i¢in en uygun zaman
noktalarim1 belirlemektir. Enjeksiyondan yaklasik 24-25 saat sonra embriyo ilk mitoz
boliinmesini gergeklestirir. izleyen béliinmeler 18 saatlik siire¢lerde tamamlanir. Boylece

ilk 3 bolinme 60 saatte tamamlanmis olur. Bdliinmeyle sayilari artan blastomerler
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yuvarlak hiicrelerdir ve ilk donemlerde hiicre biyolojisi, morfolojisi ve gelisim potansiyeli
acisindan benzer ozelliklere sahiptir. Blastomerlerin tiimii embriyoyu olusturacak herhangi

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

4.3.2.1. Erken Boliinme

Zigotun ICSI’den vyaklasik 24-25 saat sonra zigot ilk mitoz bdoliinmesini
tamamlayarak 2 blastomerli embriyo halini almas1 “erken bdliinen embriyo” (early cleaved
embryo) olarak adlandirilir. iki hiicreli embriyo, 2 eliptik hiicre ve blastomerlerin boliinme
eksenlerinden gegen 2. PB ile karakterizedir.

Erken béliinen embriyolarin kalitelerinin daha iyi oldugunu (44), daha yiiksek
gebelik  ve implantasyon potansiyeline sahip oldugunu goésteren calismalar

bulunmaktadir (45).

4.3.2.2. Embriyo Boliinme Hiz1

Boliinmenin zamaninda gergeklesmesi ve siirekli olmasi embriyonun canliligim
gbsteren 6nemli bir zelliktir. In vitro ortamda takip edilen embriyolarm fertilizasyondan
sonra 2. giinde (42-44. saat) 4-5 blastomerli, 3. giinde (66-68. saat) en az 7 blastomerli
embriyo olmasi beklenir (46). Bu donemde, iki ve ikinin katlar1 sayisinda blastomer i¢eren
embriyolar senkronize embriyolardir ve tlim hiicrelerin boliindiiglinli gosterir. Tek sayida
blastomer igeren embriyolar ise asenkronize embriyolardir ve blastomerlerden birinin
boliinmedigini gosterir (9). Bu asamaya kadar gecen siireye “erken klivaj donemi” denir.

Normal olmayan genoma sahip embriyolarin ¢ogu bu agamadan sonra ileri gelisim
gosteremezler (47).

Embriyo boliinmelerinin giiniinde olmasi gerekenden yavas veya hizli olmasi ileri
gelisim oranlariyla beraber implantasyon oranlarinda da diisiise sebep olmaktadir (48).
Embriyolarin gelisimlerinin ve diger embriyolarla arasindaki farkliliklarin belirlenmesi igin
kritik zaman noktalarinda gozlenmesi gerekmektedir. Rastgele zamanlarda yapilan
kontroller yanlis yonlendirici olabilmektedir (49). ikinci giin sabah 4 hiicre olan embriyo
ile 6gleden sonra 4 hiicre olan embriyonun gelisimi ayn1 kabul edilmemelidir (49). Mc

Kiernan ve Bavister’ in en dogru zamanin belirlenmesi i¢in yaptiklari ¢aligmada; ayni

12



zaman diliminde 8 hiicre olan embriyolar ile olmayan embriyolar karsilagtirilmistir. 8
hiicre asamasina gelen embriyolarin blastosist olusturma ve transfer sonrasi canlilik
ihtimalinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir (50).
Transfer i¢in embriyo secerken farkli evredeki (proniikleer, boliinme ve blastosist
evresi) embriyolarin kritik zaman noktalarindaki morfolojileri degerlendirilmektedir.
Mikroskop altinda embriyonun morfolojik 0Ozelliklerine bakarak canliligin
belirlenmesi en ¢ok kullanilan se¢im kriteridir. Bu parametreler embriyonun farkli

evrelerinde degerlendirilir.

4.3.2.3. Embriyo Kalitesi

YUT’ nde basarili sonuglarin alimmasi pek ¢ok faktdre baghdir. Embriyo kalitesi,
onemli bir faktordiir ¢linkii iyi kalitedeki embriyolarin gelisim potansiyeli daha yiiksek
olacagindan implantasyon ve gebelik sanslar1 da daha yiiksek olacaktir (51).

Embriyo kalitesi degerlendirilirken, blastomerlerin  bicim ve biiyiikligi,
fragmantasyon oram1 ve sitoplazmik oOzellikleri dikkate alinir. Embriyolar biitiin bu
ozelliklerin birlikte degerlendirildigi ¢esitli embriyo kriterlerine gore siniflandirilirlar.

Esit olmayan hiicresel boliinmelerde farkl biiyiikliikte blastomerler olugsmaktadir. Bu
embriyolarin transferiyle gebelik ve implantasyon oranlarinin olumsuz yonde etkilendigini
gosteren ¢aligmalar yapilmistir (51).

Apopitozisten  kaynaklandigr  diigiiniilen  fragmantasyon, embriyo  kalitesi
belirlenirken degerlendirilmelidir (52). Fragmantasyon orani niikleusu olmayan
fragmantlarin sayis1 ve miktarinin embriyo hacmine orani ile belirlenir. Alikani ve
arkadaslarmin yaptigi bir c¢alismada ayrintili bir embriyo siniflamasi yapilmis ve
fragmantasyon orani ile gebelik oranlar1 arasinda ters orant1 oldugu ortaya konmus; fakat
kiiglik fragmantasyon oranlarinda implantasyonun etkilenmedigi gosterilmistir (53).
Fragmantasyon orami yiiksek olan embriyolarin implantasyon ve klinik gebelik oranlari
diisiik ¢ikmaktadir (54, 55).

Bunun yani sira, yapilan bagka caligmalarda fragmante embriyolarda siklikla cesitli
kromozomal anomaliler oldugu da bildirilmektedir (56, 57).

Yaygin olarak embriyo kalitesi fragmantasyon oranlari acisindan su sekilde

gruplanmaktadir:
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1. lyi kalitede (Grade 1) embriyolar esit say1 ve biiyiikliikte blastomerlere sahiptir ve
fragmantasyon igermez.

2. Orta kalitede (Grade 2) embriyolar embriyo kiitlesinin %30’ undan daha az oranda
fragman igerirler.

3. Zayif kalitede (Grade 3) embriyolarda embriyo kiitlesinin %30’ undan fazlasinda
fragmantasyon mevcuttur (52).

Veeck LL, embriyo Kkalitesini smiflandirirken blastomer biytiklikleri ve
fragmantasyon oranlarin1 beraber dikkate almistir:

e QGrade 1: Esit biiyiikliikte blastomerlerin varligi ve fragmantasyonun olmadig grup.

e Grade 2: Esit biiytikliikte blastomerlerin varlig1 ve %10 oraninda mindr sitoplazmik
fragmantasyon.

e Grade 3: Esit olmayan blastomerlerin varligi ve degisken oranda fragmantasyon.

e Grade 4: Esit biiyiikliikte veya esit olmayan blastomerlerin varligi ve %10’ dan
fazla sitoplazmik fragmantasyon.

e Grade 5: Cesitli biyiikliikkte birkag blastomer ve %50’ den fazla fragmantasyon
(57).

Embriyo blastomerlerinin sitoplazmasi agik renkli, seffaf ya da hafif graniilasyona
sahipse, normal olarak degerlendirilir.

Hardarson ve arkadaslariin 2001 yilinda yayinladiklar1 ¢alismalarinda ise daha da
ayrintitlh  bir embriyo kalite smniflandirmas1  kullanilarak blastomer biiytikligi,
fragmantasyon oranlar1 ve sitoplazmik goriiniim dikkate alinmistir (58). Bu caligmaya
gore;

e QGrade I embriyolarda fragmantasyon yoktur, esit bilylikliikte blastomerler vardir ve

embriyo sitoplazmasi homojen goériiniimdedir.

Grade II embriyolar ii¢ alt grupta degerlendirilmektedir:
Grade ITA embriyolarda %20’ den az oranda fragmantasyon bulunmaktadir.

Grade IIB embriyolarin blastomerleri esit biiytikliikte degillerdir.

vV V VY

Grade IIC embriyo sitoplazmalarinin goriiniimii homojen degildir.

*Grade I A, B, C smfi embriyolarda c¢esitli varyasyonlarda
kullanilabilmektedir (Orn: Grade 11 AB, Grade 1l BC vb.).

e Grade Il embriyolarda %20-50 oraninda fragmantasyon vardir.

e Grade IV embriyolarin fragmantasyon oranlar1 %50’ den fazladir.
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Perivitellin alandaki genislik, darlik ve inkliizyonlar not edilmelidir. Ayrica zona
pellusida yapisi ve kalinligi da degerlendirilmelidir (6). Zona pellusidanin 13-15 pm daha
kalin oldugu durumlarda mekanik, kimyasal veya lazer yontemiyle “Assisted Hatching
(Yardimla Yuvalama, AHA)” yapilarak embriyonun zona pellusidasi traslanabilir.

Transfer edilecek embriyonun seciminde kullanilan diger bir morfolojik parametre
ise blastomerlerde gobzlenen multiniikleasyondur. Blastomer multiniikleasyonu, bir
blastomerin i¢inde fragmante olmus ¢ok sayida niikleusun bulunmas: ile karakterizedir.
Multiniikleasyon — gozlenen embriyolarda implantasyon oraninin diisik oldugu

saptanmistir (59).

4.3.3. Blastosist Evresi Degerlendirmesi ve Embriyo Kalitesi

Gelisen kiiltiir sistemleri ile embriyolar in vitro ortamda 5. veya 6. giine kadar
kiiltiire edilebilir.

4. glin embriyo 12-16 blastomerden olusur ve blastomerler arasi baglantilarin
artmastyla hiicre sinirlarini belirlemek zorlagir, kompaktlasarak “morula” adini alir (60).

5. veya 6. giin morula uterusa ulastiginda uterus boslugundaki sivi i¢ hiicre kitlesinin
hiicreleraras1 bosluguna gecis yapmaya baslar. Bu bosluklarin genisleyip birlesmesiyle
“blastosol” denilen tek bir bosluk olusur ve “blastosist” adin1 alir (61).

Blastosistin bir kutbuna yerlesmis i¢ hiicre kitlesi “embriyoblast”, dis hiicre kitlesi
“trofoblast” adin1 alir. Bu asamada olusan embriyonun yapisal degerlendirmesinde
kullanilan ii¢ temel kriter; blastosel kavitesinin genisligi, trofoblast hiicrelerinin yapist ve
dizilimi, embriyoblast hiicrelerinin sayis1 ve yapisidir (40, 61).

Iyi kalitede bir blastosistin, genis bir blastosele (en az embriyo hacminin yarisi
kadar), belirgin bir embriyoblast kitlesine ve birbirine diizglin baglanmis yass1 epitelyum
tabakasi olusturan trofoektoderm hiicrelerine sahip olmasi gerekmektedir (61). Gardner ve
arkadaslar1 kaliteli bir blastosistin implantasyon ve gebelik oranlarini olumlu yonde

etkiledigini bildirmislerdir (62).
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4.3.4. Embriyo Transferi

IVF ve ya ICSI sonrasi embriyolarin transferinde, implantasyon potansiyeli en
yiiksek olan embriyolarin se¢ilebilmesi i¢in embriyo kalitesinin yaninda gamet morfolojisi,
proniikleer evre ve erken bdliinme evresinin de birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir.
Boylece gebelik oranlart arttirilabilir ve daha az sayida embriyo transfer edilmesine bagl
olarak ¢ogul gebelik oranlari azaltilabilmektedir (63).

Uygun embriyo segildikten sonra 2., 3., 4. ya da 5. giin anne adayinin uterusuna ince
ve yumusak bir katater ile yerlestirilir (9).

Transfer isleminden 12 giin sonra kanda B-hCG degeri Olgiilerek gebelik kontrol

edilir.

4.3.5. implantasyon

Implantasyon, embriyonun blastosist asamasinda gerceklesir. Fertilizasyondan
yaklasik 5-6 giin sonra, zona pellusida yirtilarak blastosist i¢ hiicre kitlesine komsu
trofoblastlarin sekretuvar fazdaki endometriyum epiteline penetre olmasina olanak
saglar (28).

Yaklagik 8 giin sonra blastosist endometriyum i¢ine kismen gomiiliir. Trofoblastlar
icte tek niikleuslu sitotrofoblastlar ve dista ¢ok niikleuslu sinsityotrofoblastlar olmak {izere

iki tabakaya ayrilir ve bu asamada endometriyum igerisine tamamen yerlesir (2).

4.4. EMBRiIYO KULTUR MEDIUMLARI

Infertilite hastalarmin Uremeye Yardimci Tedavi Merkezi (UYTM)’ ne basvurmasi
ile baglayan siiregte sperm hazirlanmasi, oosit toplanmasi-soyulmasi-inkiibasyonu,
inseminasyon, mikromanipiilasyon islemleri (ICSI, AHA, defragmantasyon, embriyo
biyopsisi), embriyo kiiltiirli, embriyo transferi, embriyo dondurma ve ¢ozme islemlerinin
cesitli basamaklarinda kullanilan gesitli soliisyonlar ve kiiltlir ortamlar1 mevcuttur; bunlara
“medium’’ denmektedir (2, 6).

Insan embriyo gelisiminde metabolik aktivitelerini destekleyebilecek mediumlarin

kullanilmasimin gerekli oldugu temel bir faktor olarak gozlenmis ve medium igeriklerinin
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kadin genital kanal salgilarina benzer kompozisyonda olmasi gerektigi vurgulanmistir. in
vivo embriyolarin tuba uterina ve uterus sivisi i¢inde gelisimini siirdlirmesi, embriyolarin
ileri gelisimi i¢in benzer Ozellikler tasityan mediumlarin kullanilmasi gerektigini
gostermistir. BOylece tuba uterina ve uterus sivilart i¢inde bulunan ve preimplante
embriyoner gelisimi destekleyen maddelerin ayirimi  yapilarak konsantrasyonlari
belirlenmis ve yeni iiretilen mediumlar bu 6zelliklerde gelistirilmistir. %99’ u sudan olusan
mediumlara eklenmesi gereken maddeler; temel inorganik iyonlar, karbonhidratlar, amino
asitler, vitaminler, niikleik asit Onciileri, agir metal iyonlarmin salesyon ajanlari,
antioksidanlar, antibiyotikler, protein ve makromolekiiller, —hormonlar ve biiyiime
faktorleridir (6, 9).

Tarihsel gelisim i¢inde her merkez kendi kiiltiir mediumunu hazirlarken daha sonra
bu konuda ortak goriisler olusmus ve igerikleri basit bazi farkliliklar disinda benzer
aminoasit, mineral, glukoz, vb. igeriklere sahip kullanima hazir mediumlar {iretilip
piyasaya sunulmustur.

YUT’ nde kullanilan mediumlar:

e Tamponlu Basit Tuz Soliisyonlar1 (Simple Balanced Salt Solutions)

Pirtivat, laktat ve glukoz gibi enerji substratlari igeren bikarbonat tamponlu
soliisyonlardir (64). Bazilar1 modifiye Earle’s (65), modifiye Whittingham’s T6 (66) ve
KSOM (67) ‘dur. Bu grup mediumlarin tiirevlerinden gelistirilenler ise HTF ve Pl
mediumlaridir. Bu mediumlar YUT’ nde serum veya serum albumini eklenerek
kullanilmistir.

o Kompleks Mediumlar

Birinci grup mediumlardan farkli olarak amino asit, niikleik asit dnciilleri ve vitamin
igerirler ve somatik hiicre kiiltiirii i¢in gelistirilmislerdir. Bazilar1 Ham’s F10, Menezo’s B2
ve B3’ dur (63). Bu mediumlara da %5-20 oraninda serum eklenilerek kullanilmistir.

o Ardisik Mediumlar

Zigot evresinden blastosist evresine kadar embriyolarin 6zellikleri ve gereksinimleri
diisiniilerek bolinme ve blastosist evrelerinde farkli kombinasyonlarda mediumlar
kullanilmasini savunurlar. Bunlar; G1 ve G2 (69), Universal IVF medium ve M3 (70),

blastosist mediumu ile birlikte P1 de sayilabilir.
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4.4.1. Temel inorganik iyonlar (K, PO4 Mg ve Ca)

In vitro embriyo kiiltiiriinde kullanilacak mediumlarin iyon kompozisyonu ve
medium  i¢inde  bulunmasi  gereken degerleri; fare embriyolarmin  ¢esitli
konsantrasyonlardaki iyonlarin varliginda in vitro blastosist gelistirme potansiyelleriyle
aragtirtlmistir (6). Wales fare embriyolari ile yaptig1 ¢alismada potasyumun (K) 0,4-4,8
mM, magnezyumun (Mg) 0-9,6mM ve Kkalsiyumun (Ca) 0-7,2 mM konsantrasyonlarinda
olmas1 durumunda blastosist gelisimi gézlemlemistir (71). Iyonlar embriyo gelisiminde tek
basia etkili olmaktan ziyade medium kompozisyonunda bulunan diger maddelerle ve
birbirleriyle etkilestigi kabul edilir (6).

Mediumlarda bulunan iyonlarin temel islevi ozmotik basinci diizenlemektir.

4.4.2. Karbonhidratlar (Enerji Kaynaklar)

Karbonhidratlar, fallop tiipleri ile uterus sivilarinda farkli miktarda olmakla birlikte
siklus evrelerine gore de farklilik gosterir (72). Piriivat, laktat ve glukoz enerji kaynagi
olarak mediumlara eklenmektedir. In vitro ortamda insan embriyolarinin gelisimin ilk
doneminde pirlivata gereksinimi varken gelisimin ilerleyen déneminde glukoz tiiketimi
artmaktadir (73). Glukoz enerji kaynagi olmasimin yami sira hiicre i¢inde gergeklesen
biyosentetik aktivasyonda da rol oynar. Laktat ise, fare embriyolarmin iki hiicreli

doéneminden itibaren kullanilir (74).

4.4.3. Amino Asitler

Pre- ve peri-implantasyon donemi embriyolarinin gelisiminde fizyolojik rolleri
oldugundan embriyo tarafindan metabolize edilirler (6). Fallop tiipleri ve uterus salgisinda
Eagle’in  non-esansiyel amino asitlerden alanin, aspartat, glutamat, glisin, serin ve
esansiyel amino asit olarak da taurin yiliksek oranda bulunmaktadir (75). Amino asitler
kiiltiir ortaminda embriyolarin blastokist agsamasina gecisinde 6nemli rol oynayarak fare
embriyolarinda boliinme hizi, blastosist formasyonu ve hatchingi uyarmaktadir (76).

Eagle’in non-esansiyel amino asitleri ve glutamin erken donemde embriyo gelisimine
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sadece enerji substrat1 olarak degil, ayn1 zamanda intraselliiler ozmolit olarak da katkida
bulunur ve internal PH’ y1 regiile ederler (77).

Esansiyel ve non-esansiyel amino asitler farkli gelisim donemlerindeki embriyolarin
gelisimini desteklediginden dolayi, ardisik mediumlarin kompozisyonu da bu o6zellige
dayandirilarak hazirlanmistir (67).

Amino asitlerin gelisim siirecinde bulunmasi gerektigi tartisilmazdir; fakat
embriyolar tarafindan metabolize edildiklerinde ve 37 °C’ de parcalandiklarinda
salgiladiklar1 amonyumun toksik etkisinden dolay1r embriyolarin iginde bulunduklart

medium 24 saatlik kiiltiir donemlerinden sonra degistirilmelidir (78).

4.4.4. Vitaminler

Insan ve fare zigotlar1 kiiltiir ortaminda blastosist olusturmak i¢in vitamine gerek
duymazlar, hatta fare zigotlar1 Ham’s F10 veya MEM mediumlarinda kiiltiire
edildiklerinde suda eriyen vitaminlerin blastosist olusumunu inhibe ettigi goriilmiistiir (79).
Fakat MEM mediumunda vitaminlerle birlikte amino asitlerin fare zigotlarinin gelisimini

engellemedigi gosterilmistir (80).

4.4.5. Niikleik Asit Onciileri

Niikleik asit onciilerinin bulunmadigi mediumlarda embriyolarin gelismeye devam
edebilmesi, niikleik asit sentezi igin bir yol oldugunu gésterir. Bu yilizden olasi olumlu ve
olumsuz etkilerin arastirilarak, sonuclar dogrultusunda mediumlara eklenmeleri

kararlastirilmistir (6).
4.4.6. Agir Metal Iyonlarimin Salesyon Ajanlari

Insan embriyolarinda yapilan ¢aligmalarda HTF’ ye glukoz ve fosfat yoklugunda
Etilen Diamino Tetra Asetik Asit (EDTA) eklenmesi sonucunda in vitro blastosist

gelisiminin hizlandig goésterilmistir. EDTA’ nin yararlar1 sadece bdliinme evresindeki

embriyolarla sinirli oldugu i¢in blastosist mediumuna eklenmez (81).
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Diger bir salesyon ajani olan transferrin de fare zigotlarmi iki hiicre blogundan

kurtararak blastosiste gegisi destekler (82).

4.4.7. Antioksidanlar

In vitro ortamda oksijen (O,) oranmin yiiksek olmasi (%20), 15182 maruz kalma ve
transizyonel metallerden dolay:r olusabilecek oksidatif stres olusumu embriyoner gelisimi
olumsuz etkilemektedir (83). Superoksid Dismutaz (SOD) ve glutationun antioksidan
olarak mediumlara eklenmesiyle embriyoner gelisimin uyarildigi ve blastosiste gidis
oraninin arttig1 saptanmstir (84, 85).

Ayrica G1 ve P1 gibi mediumlarda bulunan taurinin antioksidan olarak islev

gorebilecegi de diisiiniilmektedir.

4.4.8. Antibiyotikler

Penisilin, streptomisin ve gentamisin embriyolar1 bakteriyel kontaminasyondan
koruma amaciyla kiltir mediumlarina eklenmektedir. 1996° da Magli MC ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada mediumlara antibiyotik eklenmesinin embriyoner gelisimi
bozdugu gosterilmistir (86). Bu ¢alisma sonrasinda kiiltiir ortaminda antibiyotik bulunmasi

konusunda tereddiitler olugsmaya baslamistir.

4.4.9, Protein ve Makromolekiiller

Mediumlara primer protein kaynagi olarak %5-20 arasinda degisen oranlarda olmak
tizere 1sitilarak inaktive edilmis anne veya fetal kordon serumu eklenebilmektedir; fakat
oncelikle hepatit ve HIV yoniinden arastirilmalidir (10, 11). Tuba uterinada en ¢ok bulunan
makromolekiil olan albuminden dolayr HSA (12, 13) veya BSA (9) en ¢ok tercih edilen
tiriinler olmakla birlikte plazmanat (14), plazmatein ve SSS (15, 16) gibi globulinden
zenginlestirilmis albumin soliisyonlar1 da kullanilmaktadir.

Embriyo kiiltiir mediumlarinda bulunan proteinin, embriyolarin gelisimi i¢in sadece
nitrojen kaynagi yaratmakla kalmayip; ayn1 zamanda kiiltiir ortaminda kullanilan su, cam

veya plastik malzemelerle gegebilen ve embriyo gelisimini olumsuz etkileyen toksik metal
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iyonlar1 i¢in de baglayic1 gorev yaparak toksik etkilerini ndtralize ettigi de gosterilmistir
(17). Ayrica kiltiir ortaminda bulunan proteinler embriyonun kiiltiir kaplarina ve cam
pipetlere yapismasini onleyerek manipiilasyonlarini kolaylastirir (2, 6, 17).

Serum albumini yeterince saflastirilsa da; yag asitleri ve diger bircok kiiciik
molekiilleri de igerebilir ve serumdaki kiigiik molekiiller embriyotrofik etkileriyle
embriyoner gelisimi uyarirlar (87, 88). Yeni iiretilen mediumlarla birlikte kullanima
sunulan recombinant insan serum albumini (rec-HSA), kan tiirevlerinin kullanilmasindan
kaynaklanan sorunlar1 giderdigi gibi, iiretim serileri arasindaki farkliliklar1 da minimize
etmektedir (6).

Serum yerine kullanilabilecek alternatif makromolekiil arayislari da devam
etmektedir. Disi genital sistem salgilarinin en biiyilk komponenti glikozaminoglikan ve
proteoglikanlardir; bu molekiiller glikoproteinlere benzer olarak sodyum (Na) gibi
katyonlara afinite gosterirler, bunlardan biri olan hiyaluronat da albumin yerine
kullanilmaktadir (89). Insan endometriyumu ve embriyosu hiyaluronat reseptdrlerine
sahiptir ve implantasyon sirasinda embriyonun endometriyuma tutunmasinda islev gordiigii
diistiniilmektedir (90).

4.4.10. Hormon ve Biiyiime Faktorleri

Preimplante embriyolar iizerine hormonlarin etkisini arastiran calisma sayis1 ¢ok
azdir. In vivo embriyolara genital kanal hiicreleri tarafindan iletildigi kabul edilmektedir
(91).

Insan genital kanal sivilarinda biiyiime faktdrlerinin  bulundugu yoniindeki
bulgulardan sonra bu faktorlerin embriyoner gelisimde, 6zellikle hiicre sayisini arttirarak
islev  gorebilecegi lizerinde durulmakta; lakin mediumda bulunmasi gereken

konsantrasyonun ayarlanabilmesi i¢in daha fazla ¢alismaya gerek oldugu diistiniilmektedir

(6).
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. KULLANILAN KIMYASAL MADDE VE COZELTILER

URUN MARKA KATALOG NO
1. Pure Sperm 100 Nidacon PS100-100
2. Pure Sperm Buffer Nidacon PSB-100
3. G-MOPS Vitrolife 10129
4. G-IVF Vitrolife 10135
5 G-1.v5 Vitrolife 10127
6. G-2.v5 Vitrolife 10131
7. HSA-Solution Vitrolife 10064
8. OVOIL Vitrolife 10029
9. G-RINSE Vitrolife 10069
10. HYASE-10X Vitrolife 10017
11.ICSlI Vitrolife 10111
12. Diff-3 Quick Boya Gainland Chemical Company SP300
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5.2. CALISMA GRUBU

Bu ¢alismaya ¢ocuk sahibi olmak i¢in Hospitalium Tiip Bebek Merkezi’ ne infertilite
tedavisi i¢in bagvuran ve ICSI programina alinan toplam 100 hasta dahil edildi.

Calisma gruplarina 40 yasin1 agmis; total fertilizasyon basarisizligi olan, blastosist
transferi yapilan, azospermik olup TESE uygulanan, ¢6ziilmiis embriyo transferi yapilan,
preimplantasyon genetik tani1 (PGD) yapilan hastalar dahil edilmedi.

Calismamizda kullanilan HSA soliisyonu, insan dondrlerinden alinan serumdan elde
edilmis olup, hepatit ve HIV acisindan kontrolleri yapilarak satisa sunulan ticari bir
rtindi.

1. ¢aligma grubundaki hastalarin oositlerine uygulanan ICSI islemi sonrasinda 2PN’
den gelisen embriyolar, 9,5 ml kiiltiir mediumuna 0,5 ml HSA (Vitrolife, Isve¢) soliisyonu
eklenerek hazirlanmig olan %5 HSA’ 1 kiiltiir mediumunda inkiibatorler i¢cinde kiiltiire
edildi.

2. ¢aligma grubundaki hastalarin oositlerine uygulanan ICSI islemi sonrasinda 2PN’
den gelisen embriyolar, 9 ml kiiltlir mediumuna 1 ml HSA soliisyonu eklenerek
hazirlanmis olan %10 HSA’ 11 kiiltiir mediumunda ve inkiibatérler i¢inde kiiltiire edildi.

Her grup hastanin ICSI sonrasinda 2PN’den gelisen embriyolarinin gelisimleri
transfer glinline kadar takip edilerek embriyo kalitelerine gore 4 alt gruba ayrilmistir. 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 olusturuldu.
5.3. HASTALARA UYGULANAN ISLEMLER
5.3.1. Hastalarin Hazirlanmasi
Kadinlara birden fazla oosit elde edebilmek amaci ile over stimiilasyonu uygulandi.
Bu amagla gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) analoglar1 agonist (Lucrin; Abbott,

Fransa) veya antagonistleri (Cetrotide; Serono, Aubonne, Isvicre, Orgalutran; Organon OSs

Hollanda) ve insan menopozal gonadotropinleri (HMG) ya da folikiil stimiilan hormonlar1
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(FSH) (Menogon; Ferring, Kiel, Almanya, Gonal-F; Serono, Aubonne, isvicre, Puregon;
Organon Oss Hollanda)’ nin birlikte kullanildiklar ilag protokolleri uygulandi.

Overlerin tedaviye verdigi yanit ultrason kontrolleri ve serum Ostradiol seviyelerinin
Olctimii ile takip edildi. Folikiil ¢cap1 yeterli biiyiikliige (en az 18 mm) ulastiginda 5000 ya
da 10000 IU insan koryonik gonodotropini (hCG) (Pregnyl; Organon) enjeksiyonu yapildi
ve enjeksiyon saatinden sonraki 36. saatte oosit toplama islemi planlandi.

Tedavi siirecinde &n bilgi olmasi amaci ile erkege semen analizi uygulandi. Ornegin
genel degerlendirilmesi World Health Organization (WHO) kriterlerine, morfolojik
degerlendirmesi ise ‘‘Kruger kesin kriterleri’’ ne gére yapildi (25).

3-5 giinliik cinsel perhiz sonunda mastiirbasyon yontemi ile steril kaba (Falcon 4013,
BD, Fransa) alinan semen ornegi 10-15 dakika 37°C’ lik etiivde (Heracus B6) bekletilerek
likefiye olmas: saglandi. Semen orneginin goriiniim ve viskozitesi degerlendirildi. Ornek
hacminin 6lgiilmesi i¢in 10 ml’ lik serolojik pipet (Falcon 357551, BD, Fransa) kullanildi.
Likefiye olmus semen 6rneginin 10ul” si makler sayim kamarasina (Makler chamber, Sefi
Medikal Instr. Israil) koyulup, faz kontrast mikroskobunda (Olympus CX 31, Japonya)
20X objektif altinda incelendi ve tiim karelerdeki (100 adet) sperm hiicreleri sayildi, sonug
10’ a boliinerek ““mil/ml>’ olarak konsantrasyon belirlendi. Sperm hiicrelerinin motilite
degerlendirmesi i¢in 10 pl semen otomatik pipet ile lama koyulup iizerine 24 mm x 24 mm
lamel kapatildi. 40X objektif ile en az 4 mikroskop alaninda 100 sperm incelendi. Ileri hizl
hareketliler “A’, ileri yavas hareketliler ‘B’, yerinde hareketliler ‘C’ ve hareketsizler ‘D’
olarak degerlendirilerek yilizde oranlari hesaplandi. A, B ve C harekete sahip sperm
hiicrelerinin oranlar1 toplanarak toplam motilite oran1 belirlendi.

Morfolojik skorlama i¢in lam {izerine yayilarak hazirlanan semen preparatlar1 Diff-
Quick yontemi ile boyandi. Morfoloji X100 biiyiitmede faz kontrast mikroskopta ‘Kruger

kesin kriterleri’’ ne gore degerlendirildi.
5.3.2. Oosit Toplama islemi (OPU)

HCG enjeksiyonundan 36. saat sonra genel anestezi esliginde transvaginal olarak
ultrason probuna cift liimenli steril OPU ignesinin baglantisi ile ve yikama medyumu

olarak G-MOPS kullanilarak oosit toplama iglemi yapildi. Aspire edilen folikiil sivis1 13

ml’ lik steril tiiplere (Falcon 2001, BD Fransa) alindi ve embriyoloji laboratuvarinda
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laminar air flow iginde stereo mikroskop altinda (SZ 61 Olympus, Japonya) steril petriye
(Nunc 150360, Danimarka) dokiilerek korona-kumulus kompleksi arandi.

Toplanan korona-kumulus kompleksleri 9,5 ml G-MOPS medyumuna (Vitrolife,
Isveg) 0,5 ml HSA soliisyonu eklenerek hazirlanmis ve 37°C’ ye 1sitilmis olan %5 HSA’l1
G-MOPS iginde yikanarak, bir giin onceden hazirlanarak inkiibe edilmis 9 ml G-IVF
(Vitrolife, Isve¢) medyumuna 1 ml HSA soliisyonu eklenerek hazirlanmis olan %10
HSA’li G-IVF medyumu iceren iizeri Ovoil (Vitrolife, Isvigre) ile kapatilmis dort
kuyucuklu steril kiiltiir tabaginda (Nunc 144444, Danimarka) 2-3 saat inkiibe edilmek
tizere hizlica 37°C’ deki %95 nem igeren, %6 CO; ve %5 O,’ lik inkiibatore (Labotect
C60, Almanya) kaldirildi.

5.3.3. Semen Orneginin Hazirlanmasi

OPU giinii semen say1, motilite ve morfoloji yoniinden tekrar degerlendirildi.

Semen analiz sonuglart not edilerek, seminal plazmanin uzaklastirilmasi amaciyla
Dansity Gradient Santrifiigasyon yontemi ile sperm yikama islemi yapild.

Bu amagla Pure Sperm 100 (Nidacon, Isvec) ve Pure Sperm Buffer (Nidacon, Isvec)
soliisyonlar1 ile %90° lik ve %45’ lik olmak tizere iki farkli gradient hazirlandi. Steril
konik tiipe (Nunc 339651, Danimarka) onceden oda 1sisina getirilmis 1 ml %90 gradient
lizerine yavasca %45’ lik gradient yavasca eklenerek birbirine karigmayan iki tabaka
olusturuldu. Likefiye olmus semen Orneginden 1 ml bu tabakalarin iizerine yavasga
eklendikten sonra 1300 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi (Heraeus Labofuge 400,
Almanya). Santrifiij sonrasi tiipiin siipernatanti 0,5 ml pellet kalacak kadar ¢ekildi ve kalan
pellet 1ml” lik steril serolojik pipet ile (Falcon 357521, BP Fransa) temiz bir tiipe aktarildi.
Uzerine bir giin énce CO,’ li inkiibatérde inkiibe edilmis 3 ml %10 HSA’ I G-IVF
eklenerek 2200 rpm’ de 6 dakika santrifiij edildi. Yikama islemi 2 kez tekrarlandiktan
sonra tiipiin dibinde 0,5 ml kalacak sekilde siipernatant alindi, pellet siispanse edildi.
Yikama sonrasi konsantrasyon ve motilite degerleri not edilerek ICSI’ de kullanilmak

uzere inkubatore kaldirildi.
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5.3.4. Oosit Temizleme Islemi

Oositlerin olgunluk degerlendirmesi ve mikroenjeksiyon isleminde polar body (PB)’
nin pozisyonunu ayarlayabilmek i¢in oosit etrafindaki korona-kumulus hiicreleri
temizlenerek uzaklastirildi. Temizleme islemi, OPU’ dan minumum 2 saatlik inkiibasyon
siiresi sonrast hyaliironidaz enzimi (Hyase-10X, Vitrolife, Isve¢) kullanilarak
gerceklestirildi. 10ul Hyase-10X mediumu 0,7ml %5 HSA’ It G-MOPS mediumu ile diliie
edilerek hazirlanan kiiltiir kabina alinan oositler yaklasik 15-20 saniye cam pasteur pipetle
alinip verilerek etrafindaki kumulus-korona kitlesinden kismen temizlendi. Oosit etrafinda
kalan kumulus hiicreleri hyalurinidaz emzimi igermeyen %5 HSA’ It G-MOPS
mediumunda 170-130 pm olmak iizere farkli capli pipetler (Vitrolife; Isveg) kullanilarak
mekanik olarak temizlendi. Pipetleme sonrasi %10 HSA’ 1 G-IVF mediumunda yikanan
oositlerin inverted mikroskopta (Olympus IX-71, Japonya) X40 biiyiitmede maturasyon
degerlendirilmesi yapildi.

Sitoplazmas1 homojen goéziiken ve polar cisimcigi bulunan oositler metafaz II (MII),
polar cisimcigi goziikmeyen oositler metafaz 1 (MI), germinal vesikiil iceren oositler ise
GV olarak degerlendirildi. ICSI islemi sadece MII oositlere yapilirken; MI ve GV oositlere
ise olgun olmadiklari i¢in ICSI yapilmadi.

5.3.5. Intra Sitoplazmik Sperm Emjeksiyonu (ICSI)

Oositler toplandiktan 3-4 saat sonra ICSI islemi yapildi.  Oncelikle
mikroenjeksiyonun yapilacagi kiiltiir tabagi hazirlandi. Bu tabaga (Nunc 150270,
Danimarka) oosit sayisina gore onceden 1sitilmak iizere 37°C’ lik etiive kaldirilmis %5
HSA’ i1 GMOPS medyumundan 5ul’ lik damlalar, hemen yanina sperm hareketini
yavaslatan viskdz yapidaki polivinilpirolidon (PVP) (ICSI 100, Vitrolife, isvec )’den 10pl
oval bir damla yapildi. Damlalar 6-7 ml 1sitilmig Ovoil ile kapatildi.

PVP icine yikanmis semen orneginden 2-3ul, GMOPS damlalarima da oositler
yerlestirildi. Mikroenjeksiyon islemi Hoffman modiilasyonu ve Narishige mikroenjeksiyon
tinitesi igeren bir invert mikroskopta (Olympus, IX 71, Japonya) 1sitici tabla tizerinde X40
biiyiitmelik objektif altinda gergeklestirildi. Islem enjeksiyon pipeti (COOK, K-MPIP-
3330, irlanda) ile bir tutucu pipet (Humagen, MPH-MED-30) kullanilarak gerceklestirildi.
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PVP igerisinde hareketli, morfolojik olarak normale yakin olan bir sperm se¢ildi.
Enjeksiyon pipetinin u¢ kismi sperm kuyrugunun iizerine getirildi. Sperm kuyrugu, pipet
ile kiiltlir tabaginin tabani arasinda sikistirilarak immobilize edildi. Sperm bas kism1 6nde
olacak sekilde enjeksiyon pipetine ¢ekildi. Oosit polar cisimcigi saat 6 ya da 12 hizasinda
olacak sekilde tutucu pipet ile sabitlendi. Enjeksiyon pipeti oosit sitoplazmasi igine
ulastirildiginda hafif bir aspirasyon yapildi. Ooplazmanin pipet igine yavasca dolmasi ve
sperm hiicresinin geriye dogru hareketlenmesinin ardindan yavasca aspire edilen
sitoplazma ve sperm geri verildi. Diger yumurtalara da ayn1 islem gergeklestirildi.

Islem esnasinda sperm, oosit morfolojisi ve mikroenjeksiyon ile ilgili tiim bilgiler
sira ile ICSI takip formuna kaydedildi. Mikroenjeksiyon sonrasi oositler sirayla medium
damlalarinin i¢inden alindi ve 1. ¢alisma grubu i¢in %5 ya da 2. ¢alisma grubu i¢in %10
HSA’ It G1 medyumu ile hazirlanarak inkiibe edilmis petri kabinda (Nunc 150270,
Danimarka) alt damlalarda yikanarak numaralandirilmig iist damlalara yerlestirildi. 37°C,
%95 nem, %6 CO, ve %5 O, ortam saglayan inkiibatore (Labotect C60) kaldirildu.

5.3.6. Fertilizasyon Kontrolii ve Embriyo Gelisimi

Fertilizasyon degerlendirmesi mikroenjeksiyon isleminden 16-20 saat sonra inverted
mikroskopta yapildi. Oosit sitoplazmasinda 2 adet PN ve 2 adet PB goriilmesi normal
fertilizasyon bulgusu olarak kabul edildi. Proniikleus sayisi, proniikleus pozisyonu ve
boyutu, PB sayis1t ve NPB’ leri not edilerek fertilizasyon degerlendirildi. Siniflama igin
Scott ve arkadaslarinin 2000 yilinda yaptiklart skorlama yontemi kullanildi (40).

Fertilize olan oositler bir glin 6nceden hazirlanarak inkiibe edilmis 1. ¢alisma grubu
icin %5 veya 2. calisma grubu i¢in %10 HSA iceren GI kiiltlir kaplarina alinarak bir
sonraki kontrole kadar tekrar inkiibatorlere kaldirildi.

Fertilizasyon kontroliinden 24 saat sonra 2. giin embriyo kontrolleri yapilarak bir giin
onceden hazirlanarak inkiibe edilmis %5 veya %10 HSA igeren G1 kiiltiir kaplarina alind.

2. gilin embriyo transferi yapilan hastalara embriyolar, G1 soliisyonu igerisinde
transfer edildi.

Eger hastaya 3. giin embriyo transferi yapilacak ise embriyolar kiiltiir kabinda

inkiibatorlere kaldirilarak ertesi giine kadar inkiibe edilmeye devam edildi.
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Fertilizasyon kontroliinden 48 saat sonra 3. giin embriyo kontrolleri yapilarak bir giin
onceden hazirlanarak inkiibe edilmis %5 veya %10 HSA iceren G2 kiiltiir kaplaria alind1.

Embriyolarin blastomer sayis1 not edilerek 2. giin 2-6 hiicreli, 3. giin 6-10 hiicreli
embriyo blastomer sayis1 varlig1 normal kabul edildi.

Kalite degerlendirmesi icin 2. ve 3. giin ayni kriterler degerlendirildi; blastomer
biiyiikliigii, fragmantasyon oranlar1 ve sitoplazmik goriiniim dikkate alinarak Hardarson ve
arkadaglarinin 2001 yilinda yayinladiklari asagidaki siniflandirma yapildi (58).

e Grade | embriyolarda fragmantasyon yoktu, esit biiyiikliikte blastomerler vardir ve
embriyo sitoplazmas1 homojen goriinimdeydi.
e Grade Il embriyolar ii¢ alt grupta degerlendirilmekteydi:
» Grade IIA embriyolarda %20’ den az oranda fragmantasyon bulunmaktayd:.
» Grade IIB embriyolarin blastomerleri esit biiyiikliikte degildi.
» Grade IIC embriyo sitoplazmalariin goériiniimii homojen degildi.
*Grade II A, B, C smifi embriyolarda c¢esitli varyasyonlar da
kullanilabilmekteydi (Orn: Grade 11 BC vb.).
e Grade Il embriyolarda %20-50 oraninda fragmantasyon vardi.
e Grade IV embriyolarin fragmantasyon oranlar1 %50’ den fazlaydi.

Blastomerlerde birden fazla nukleus olup olmadigi not edilerek miimkiinse transferde
tercih edilmeme sebebi olarak gosterildi.

Grade I, Grade II, Grade III ve Grade IV alt gruplar1 olusturmak iizere not edildi.
Gelisim siirecinde gelisimi duraksamis veya yavaslamis olan embriyolar da arrest olarak

not edildi.

5.4. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Normallik testi ““ Shapiro Wilk Testi >’ ve histogram grafikleri cizilerek yapildi.
Olgiimsel degiskenler normal dagilmadig1 igin 2 grup arasindaki karsilastirmalar ¢“Mann-
Whitney U *’ testi uygulanarak yapildi.

Kategorik degiskenler X? ve ¢ Fisher Kesin Olasilik * testleri ile degerlendirildi.
Anlamlilik sinir1 p<0,05 olarak alindi. Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken
istatistiksel analizler i¢in SPSS (Statistical Package for Social Science) for Windows 17.0

programi kullanildi.
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6. BULGULAR

Bu calismaya cocuk sahibi olmak i¢in infertilite tedavisi i¢in bagvuran ve ICSI
programina alinan toplam 100 hasta dahil edildi.

40 yasmi asmis; total fertilizasyon basarisizligi olan, blastosist transferi yapilan,
azospermik olup TESE uygulanan, ¢6ziilmiis embriyo transferi yapilan, preimplantasyon
genetik tan1 (PGD) uygulanan hastalar ¢alisma dis1 birakildu.

1. ¢aligma grubundaki hastalarin oositlerine uygulanan ICSI islemi sonrasinda 2PN’
den gelisen embriyolar, 9,5 ml kiiltiir mediumuna 0,5 ml Human Serum Albumin (HSA)
(Vitrolife, Isveg) soliisyonu eklenerek hazirlanmis olan %5 HSA’ I kiiltiir mediumunda
inkiibatorlerde kiiltiire edildi.

2. ¢aligma grubundaki hastalarin oositlerine uygulanan ICSI islemi sonrasinda 2PN’
den gelisen embriyolar, 9 ml kiiltiir mediumuna 1 ml HSA soliisyonu eklenerek

hazirlanmis olan %10 HSA 11 kiiltiir mediumunda inkiibatorlerde kiiltiire edildi.

Caligsma grubu Grup 1* Olgu Sayis1 Grup 2** Olgu Sayist

Toplam olgu sayis1

100 50 50

Tablo 1: Calisma gruplarinda degerlendirilen olgu sayilari

*Kiiltiir mediumuna %35 HSA eklenen grup; **Kiiltiir mediumuna %10 HSA eklenen grup

Calisma gruplarinin yagslari (sirasiyla; 29,54 + 5,14; 31,16 + 4,78), infertilite siireleri
(swrasiyla; 5,74 + 4,23; 6,56 + 3,93), toplanan oosit sayilar1 (sirasiyla; 8,96 + 5,01; 9,16 +
4,31), MII oosit sayilart (sirastyla; 6,82 + 4,24; 6,66 + 3,47) benzer (p> 0,05) olarak
bulundu. Gruplar arasinda fertilizasyon ve klivaj oranlart agisindan anlamli fark

belirlenmedi (p> 0,05) (Tablo 2).
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GRUP 1 GRUP 2 p
Yas * (29,54 £5,14); | (31,16 +4,78); | 0,181***
30 (19-38) 30,5 (22-39)
Infertilite siiresi * (5,74 £ 4,23); (6,56 + 3,93); 0,130***
4,75 (1-24) 6 (1-17)
Infertilite sebebi  n(%)
o Erkek faktor 34 (%68) 24 (%48)
e Polikistik Over Sendromu 7(%14) 5 (%10)
e Ovulatuvar Faktor 4 (%8) 6 (%12)
e Tubal faktor 0 (%0) 4 (%8)
e Aciklanamayan Infertilite 2 (%4) 9 (%18)
e Hipogonadotropik Hipogonadizm 1(%2) 0 (%0)
e Endometriyozis 1(%62) 2 (%4)
e Translokasyon 1(%2) 0 (%0)
Toplanan oosit sayis1 * (8,96 +5,01); (9,16 £4,31); 0,709***
9 (2-31) 8 (2-19)
MII oosit sayis1 * (6,82 + 4,24); (6,66 + 3,47); 0,981***
(ICSI yapilan oosit sayist) 6 (2-26) 6,5 (1-15)
Fertilizasyon * (4,94 +2,67); (5,04 +2,85); 0,986***
(2 PN** sayisi) 4,5 (1-13) 5 (1-14)
Klivaj * (4,76 + 2,45); (4,90 £2,81); 0,983***
4 (1-10) 4 (1-14)

Tablo 2: Calisma gruplarinda yas, infertilite siiresi, infertilite sebebi oranlari, toplanan

oosit sayisi, MII oosit sayisi, fertilizasyon orani, klivaj orani parametelerinin dagilimlari.

*(ort = S.D); medyan(min-max); **Proniikleus; ***statistiksel olarak fark yok
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Calisma gruplarinin infertilite sebepleri incelendiginde olgu sayilari az oldugundan

dolay1 istatistiksel degerlendirilmeye alinmad1 (Sekil 1).

80 M Erkek Faktor
70
B Polikistik Over Sendromu
60 -
m Ovulatuvar Faktor
50 -

B Tubal Faktor

® Aciklanamayan infertilite

m Hipogonadotropik
Hipogonadizm

Endometriyozis

Translokasyon

Grup 1 Grup 2

Sekil 1: Calisma gruplarinin olgularinda infertilite sebeplerinin alt gruplarinin oranlari.

Grup 1 olgularinda toplam 238 embriyodan 210 tanesi gelismeye devam etti ve
degerlendirmeye alindi. Grup 2 olgularinda 252 embriyodan 202 tanesi gelismeye devam
etti ve degerlendirmeye alindi. Kaliteleri degerlendirilirken oncelikle blastomer sayilarinimn
2. giinde 2-6 blastomer ve 3. giinde 6-10 blastomer olmasina 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 olusturuldu (Resim 1).
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2. giin 2 hiicreli Grade 1 embriyo

2. giin 2 hiicreli Grade 2A embriyo

2. giin 2 hiicreli Grade 2B embriyo

1E

2. giin 4 hiicreli Grade 2B embriyo

2. giin 4 hiicreli Grade 1 embriyo

1F

2. giin 4 hiicreli Grade 2AB embriyo
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2. giin 4 hiicreli Grade 3 embriyo 2. giin 4 hiicreli Grade 4 embriyo

3. giin 8 hiicreli Grade 1 embriyo 3. giin 8 giicreli Grade 2BC embriyo

3. giin 8 hiicreli Grade 3 embriyo 3. giin 8 hiicreli Grade 4 embriyo

Resim 1 (A-M): Calismamiza ait olgulardan 2. veya 3. giin gelisen, Hardarson ve
arkadaslarinin  siniflamasi1 ile degerlendirilen embriyolarin inverted mikroskoptaki

goriintiileri (x200).
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Gelisen embriyolarin kaliteleri degerlendirildiginde, c¢alisma gruplart arasinda

gelisen embriyolarin kalite oranlari arasinda anlamli fark belirlenmedi (p>0,07) (Tablo 3,

Sekil 2).
Grupl Grup 2 p
Grade 1 n (%) | 90 (%60) 60 (%640) 0,74
Grade 2n (%) | 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: Calisma gruplarindan elde edilen embriyolarin kalite oranlari.

120

100

80

60

40

20

Gradel

Grade2

Grade3

Grade4

m Grupl
Grup2

Sekil 2: Calisma gruplarindan elde edilen embriyolarin kalite oranlari.

Her grup hastanin ICSI sonrasinda 2PN’ den gelisen embriyolarinin gelisimleri takip

edilerek transfer giiniine gore 2. veya 3. giin olusan embriyo kalitelerine gore 4 alt gruba

ayrildi: Grade 1, Grade 2, Grade 3, Grade 4.
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1. grupta %46 2. giin (n=23) ve %54 3. giin (n=27) embriyo transferi yapilmistir; 2.
grupta %38 2. giin (n=19) ve %62 3. giin (n=31) embriyo transferi yapilmistir. P=0,418
olup gruplar arasinda embriyo transfer giinleri benzer dagilim gostermistir.

2. ve 3. giin embriyo transfer gilinleri dagilimi her bir grup iginde
degerlendirildiginde; 1. grupta 2. ve 3. giin arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmadi, ancak 2. grupta istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (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 olusturuldu.

Calisma gruplarinin embriyo transfer giinlerine gére Grade 1 ve Grade 2 embriyo
gelismeleri benzer bulundu.

2. ¢aligma grubunun 3. giin embriyo transferi yapilan olgularinda Grade 3 embriyo
gelisimi daha fazlaydi (sirasiyla p=0,29; p=0,13); dolayisi ile istatistiksel olarak anlamli
fark saptandi (p=0,0057) (Tablo 4, Sekil 3, Sekil 4).

GRUP 1 GRUP 2
Embriyo 2. giin 3. glin 2. giin 3. glin
trasfer giinii
Grade 1 39 51 20 40 X?=1,12
39/90=%43,3 | 51/90=%56,7 | 20/60=%33,3 | 40/60=%66,7 p=0,29
Grade 2 35 55 30 78 X?=2,27
35/90=%38,9 | 55/90=%61,1 | 30/108=%27,8 | 78/108=%72,2 | p=0,13
Grade 3 13 17 3 29 X*=7,64
13/30=%43,3 | 17/30=%56,7 | 3/32=%9,375 | 29/32=%90,625 | p=0,0057
Grade 4 0 0 0 2 falahed
2/2=%100
X°=0,42 X*=6,35
p=0,81* p=0,042 **

Tablo 4: Calisma gruplarinin embriyo transfer giiniine gére embriyo kalite dagilimlari.
*1. Grup 2. ve 3. giin arasinda fark yok; ** 2. Grup 2. ve 3. giin arasinda fark var.

***2 adet embriyo gelistigi i¢in istatistik hesaplamalara dahil edilmemistir.
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50
45
40
35
30
25
20
15
10

Gradel

Grade2

Grade3

Grade4

B Grupl

43,3

38,9

43,3

= Grup2

33,3

27,8

9,375

Sekil 3: Calisma gruplarinin 2. giin embriyo gelisimlerinin dagilima.

120

100

80

60

40 -

20 -

Gradel

Grade2

Grade3

Grade4

B Grupl

56,7

61,1

56,7

7 Grup2

66,7

72,2

90,625

100

Sekil 4: Calisma gruplarinin 3. giin embriyo gelisimlerinin dagilima.
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7. TARTISMA

Bilindigi iizere proteinler; fizyolojik olarak osmoregiilasyonda direkt rol alir, enerji
kaynag1 olarak gbrev yapar ve hormon, vitamin, metal saliniminda depo olarak islev
goriirler.

Albumin, kiiltlir ortamlarinda fiziksel olarak kayganlik ve kivam saglayarak
embriyolarin kiiltlir tabaklarina yapigsmasini 6nleyerek embriyo gelisimlerinin ilerlemesini
kolaylastirir.

Kadin tireme sisteminde bol miktarda bulunan albumin, in vitro embriyo gelisiminde
kullanilan kiiltiir mediumlarina en ¢ok eklenen makromolekiildiir.

In vitro embriyolarin kosullarmi optimize etmek icin, kiiltiir sisteminde farkl
makromolekiillerin rolleri incelenmistir.

1990’larin basina kadar en ¢ok kullanilan protein kaynagi olan insan serumu;
hastanin kendisinden, goniilliilerden veya fetal kordon kanindan elde edilmistir (11).

Khan ve arkadaglarmin 1991 yilinda yaptiklari bir ¢alismada, embriyo transfer
mediumunda hasta serumunun yerine insan serum albumini kullanilmasinin etkileri
incelenmistir. Bu amagcla hastalar 3 gruba ayrilmistir. Grup A’ da %75 hasta serumu, grup
B’ de %8 hasta serumu ve grup C’ de %2,25 HSA eklenmis embriyo transfer
mediumlarinin gebelik oranlart sirasiyla %43, %27 ve %36 olarak verilmis olup sonuglari
benzer bulunmustur (12). HSA’nin embriyo kiiltiiri ve transfer mediumlarina
eklenmesinin giivenli ve uygun oldugu belirtilmistir.

Prados ve arkadaglar1 2002 yilinda insan embriyo kalitesini optimize etmek i¢in
kiiltiir mediumlar1 ve protein kaynagi lizerine bir ¢alisma yapmislardir; ii¢ farkl ticari
medium ile laboratuvarlarinda hazirladiklart mediumu karsilastirirken, kendi hazirladiklar
mediuma protein kaynagi olarak %5 HSA veya hastanin kendi serumu veya her ikisinin
kombinasyonunu eklemislerdir. HSA nin hasta serumuna oranla sonuglari iyilestirmedigini
bildirmislerdir (10).

Hepatit ve HIV tasima riski olmas1 dolayisiyla HSA kullanimini 6nermeyen otorler
olsa da, ticari olarak insan donérlerden alinan serumdan albumin elde edilmesi siki
denetimlerle yapilmaktadir. Bunun yaninda HSA’nin, diger protein kaynaklarina gore
kolay elde edilmesi ve ekonomik olmasi sebebiyle hala siklikla kullanilmaya devam

etmektedir.
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Hasta serumu ve goniillilerden elde edilen serum albumininin hepatit ve HIV
bulastirma riski oldugu ileri siiriilerek SSS gelistirilmesinin yolu agilmistir. Psalti ve
arkadaslar1 1989 yilinda, SSS’ in negatif sonuglarini bildirmislerdir (92). Fakat bu konu ile
ilgili olumlu sonuglar bildirilen ¢alismalar da yapilmistir. Meintjes ve arkadaslar1 2009
yilinda, kiiltiir ortamimma %10 HSA veya %10 SSS ekleyerek implantasyon oranlarini,
klinik gebelik oranlarini ve blastokist seviyesine ulagarak dondurulabilecek kalitede olan
embriyo olusum oranlarim1 karsilagtirmiglardir. Bu ¢alismada SSS, HSA’ ya goére daha
kompleks globulin fraksiyonuna sahip oldugundan dolay1r implantasyon, gebelik ve
blastokist olusum oranlarinda anlamli olarak artig saptanmistir (15).

Daha sonra ticari olarak HSA iretimini rekombinant insan albumin (rec-HSA)
iretimi takip etmistir. Bungum ve arkadaslart 2002 yilinda, insan embriyolarinda
kullanilan kiiltiir mediumlarina HSA veya rec-HSA eklediklerinde her iki grupta da ytiksek
implantasyon oranlarina ve benzer gebelik oranlarina ulagsmislardir. Aynt zamanda rec-
HSA kullanilan grupta daha iyi kalitede embriyo elde ettiklerini belirtmisler, ancak gelisen
embriyo oranlarini bildirmemislerdir (93).

Yakin zamanda ilgi glikozaminglikanlara donmiis ve hyaluronan uterusta fazla
bulunan bir makromolekiil oldugundan dolayr c¢alismalarda yer almaya baglamistir.
Gardner ve Lane 2000 yilinda farelerle yaptiklar1 ¢calismada, insan serumundan elde edilen
albumin yerine 1.25mg/ml rec-HSA veya 0,125 mg/ml rekombinant hyaluronan eklenmis
kiiltiir mediumlar1 kullanmislardir. Bu ¢alismada kontrol grubu olarak da 5mg/ml HSA
eklenmis kiiltiir mediumu kullanmiglardir. Blastokist gelisimi, hiicre i¢i kitlesindeki hiicre
sayis1, trofoektoderm kitlesindeki hiicre sayis1 ve implantasyon oranlari karsilagtirildiginda
benzer sonuglar bulmuslardir (94).

Daha ileriki calismalarda embriyo transferlerinde rec-HSA 4 kat azaltilarak ve
hyaluronan 4 kat arttirilarak viskozitesi arttirilmis ve Hyaluronan-Enriched Transfer
Mediumu (HETM)’nun kullanilmas: ile ilgili c¢alismalar yapilmistir. Valojerdi ve
arkadaslar1 tubal faktorlerde gebeligin arttifini belirtmislerdir (95). Loutradi ve arkadaslari
2007 yilindaki calismalarinda HETM’ nin kullanimi ile pozitif bir etki gormediklerini
bildirmislerdir (96). Urman ve arkadaslarinin 2008 yilinda yaptiklar1 caligmada ise
istatistiksel olarak anlamli olmasa da bazi hasta gruplarinda klinik gebelik oranlarinin

arttigini bildirmislerdir (97).
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Mmorbeck ve arkadaglari 2001 yilinda; embriyo gelisimi, sperm motilitesi ve
antisperm antikor baglanmasi lizerine protein etkilerini degerlendirirken BSA veya HSA’I1
kiltiir mediumlar1 kullanmiglardir. 5Smg/ml, 10mg/ml, 15mg/ml’ lik BSA ve HSA’ I kiiltiir
ortamlarinda tek hiicreli fare embriyolarini 96 saat boyunca kiiltiire etmislerdir. Sonugta
olugsan blastokist ve hatching oranlar1 karsilastirildiginda, yiiksek HSA iceren kiiltiir
ortamlarinin embriyo gelisimini inhibe ettigi sonucuna ulagmislardir (13).

Bizim ¢alismamizda hastalardan bagimsiz olarak kiiltiir mediumuna eklenen %5 ve
%10 HSA oranlarmin fertilizasyon oranlarimin ve klivaj oranlarinin etkilemedigi
belirlenmistir. Embriyo kaliteleri transfer giiniine bakilmaksizin degerlendirildiginde 2

grup arasinda olusan embriyo kaliteleri agisindan da fark belirlenmemistir.

Mmorbeck ve arkadaslarinin ¢aligmalarinda, tek hiicreli fare embriyolarinin yiiksek
konsantrasyonda HSA igeren medium ile kiiltiirii sonucunda blastokist ve hatching
oranlarinda azalma tespit edilmis ve embriyo gelisimini inhibe ettigi belirtilmistir. Bizim
calismamizda, 2 grup arasinda transfer giiniine goére 2. ve 3. gilin alt gruplan
olusturuldugunda, 2. grupta 3. giin gelisen embriyolarda ‘‘Grade 3 embriyo’’ kalitesinde
artis gozlenmesi sonucunda embriyo gelisimini inhibe ettigi diisiiniilmiistiir. Ancak bu fark,
2. gruptaki 2. ve 3. giin gelisen embriyolarin dagilimmin farkli olmasindan dolay:

olabilecegi fikrini dogurmustur.

Bu literatiiriin esliginde, hasta sayisinin daha fazla oldugu, ayrica embriyo ve gebelik
sonuclarinin da degerlendirilebildigi yeni c¢alismalarin yapilmasi, bundan sonraki

arastirmalarda izlenecek yol olmali kanaatindeyiz.
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8. SONUC

Calismamizda embriyo kiiltiir mediumlarina protein olarak %5 HSA veya %10 HSA
eklenmesinin ICSI sonuglar1 iizerine etkisi incelendi.

Calismaya toplam 100 hasta dahil edildi. 1. gruptaki 50 hastadan toplanan 341 MII
oosit ICSI yapildiktan sonra embriyo transfer giliniine kadar %5 HSA iceren kiiltiir
mediumlarinda kiiltiire edildi. 2. gruptaki 50 hastadan toplanan 333 MII oosit ICSI
yapildiktan sonra embriyo transfer giinline kadar %10 HSA igeren kiiltiir mediumlarinda
kiiltiire edildi.

Bulgularimiz dogrultusunda 2 ana grupta ICSI yapilan MII oositlerin fertilizasyon ve
klivaj oranlar1 arasinda anlamli bir fark goriilmedi.

Her 2 ana grup transfer gilinlindeki embriyo kalite dagilimlarina gore 4 alt gruba
ayrildi. 1. grup, gelisen Grade 1 embriyolardan (sirasiyla 90, 60), 2. grup, gelisen Grade 2
embriyolardan (sirasiyla 90, 108), 3. grup, gelisen Grade 3 embriyolardan (sirasiyla 30, 32)
ve 4. grup, gelisen Grade 4 embriyolardan (0, 2) olusturuldu.

Bulgularimiz dogrultusunda gelisen embriyolarin kaliteleri 2 grupta da benzer
bulundu.

Ancak her 2 grubu embriyo transfer giiniine gore 2. giin ve 3. giin olarak alt gruplara
ayrrarak embriyo kalitelerini karsilastirdigimizda 2. grupta 3. giin embriyo transferi
yapilmis olanlarda Grade 3 embriyolarin anlamli olarak fazla oldugu bulundu.

Bu bulgular dogrultusunda daha fazla hasta sayisinin oldugu, ayrica embriyo
transferi ve gebelik sonuglarinin da degerlendirilebildigi yeni ¢aligmalarin yapilmasinin

yararli olabilecegi diisiiniilmektedir.
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