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1. ÖZET 

  

 Ġntrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) sonrası total fertilizasyon baĢarısızlığı, 

sperm veya oosit kaynaklı pek çok faktörden kaynaklanabilir. En önemli sperm faktörleri 

immotil sperm ve globozoospermi diye adlandırılan yuvarlak baĢlı spermlerdir. Yuvarlak 

baĢlı spermler akrozomal membran ve akrozinden yoksundur. Bu yüzden onlar oosite 

penetre olma ve oositi aktive etme kapasitesine sahip değildir.  

 Bu çalıĢmada önceki denemesinde düĢük fertilizasyon oranı elde edilen, 

globozoospermik, en az 5 matür oosit elde edilen 37 çift incelenmiĢtir. Ġkinci 

denemelerinde tüm matür oositlere ICSI sonrası kalsiyum iyonofor tedavisi yapılmıĢtır. 

Akrozoma sahip olmayan globozoospermlerin ancak bu Ģekilde oosit aktivasyonunu 

sağlayabilmesi beklenir. ICSI’den 20 saat sonra yapılan fertilizasyon kontrolünde 

pronukleus değerlendirmesi yapılmıĢtır. Fertilize oositlerin mitotik bölünme evresi olan 

klivaj ve embriyo transferlerini takiben elde edilen gebelik oranları değerlendirilmiĢtir. 

Yapılan değerlendirmede, önceki denemelerinde düĢük fertilizasyon oranına sahip 

olan veya total fertilizasyon baĢarısızlığı yaĢayan hastalara, oosit aktivasyonu amacıyla 

yapılan Ca
++ 

 iyonofor uygulamasının fertilizasyon oranlarını anlamlı olarak arttırdığı 

gözlenmiĢtir. Fertilizasyon oranının artmasına bağlı olarak klivaj oranları ve vaka baĢına 

gebelik oranlarında da anlamlı artıĢ gözlenmiĢtir.
 

 Ca
++ 

 iyonoforun globozoospermik vakaların fertilizasyonu, klivajı ve vaka baĢına 

gebelik oranları üzerinde etkili olduğu söylenebilse bile canlı doğum oranlarıyla ilgili fikir 

sahibi olabilmek için daha kapsamlı çalıĢmaların yapılması gerekmektedir.
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2. SUMMARY 

 

Total fertilization failure after ICSI may be explained by different factors related to 

oocyte or semen characteristics. The most important semen factors are total immotile or 

round-headed spermatozoa called globozoospermia. Round-headed spermatozoa lack the 

acrosomal membrane and acrosin contents. Therefore they not only lack the capacity of 

penetrate oocytes but also are deficient in their oocyte-activating capacity.  

 In this study, 37 patients of globozoospermia with a previous low fertilization rate, 

whose wife is under the age of 38 and has at least 5 mature oocytes. On their second 

attempt, all the MII  oocytes were treated with ICSI , followed by calcium ionophore 

oocyte activation. Therefore oocyte activation can be possible with akrosom free 

globozoospermia. The fertilization control has been made 20 hours after ICSI by 

pronukleus check. 

 It has been observed during the evaluation carried out that fertilization rate of the 

application of Ca
++

 ionophore applied with the purpose of oocyte activation to the patients 

who has lower fertilization rate or total fertilization in previous studies, has been increased 

expressively. Also it has been observed that cleavage rates and gestation rates per 

incidence depending on fertilization rates have been increased expressively. 

 Even thought it may be said that the fertilization of globozoospermia incidences of 

Ca
++

 ionophore is effective on gestation rates per incidence and cleavage, more extensive 

studies must be done in order to gain insight about live birth rates. 
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3. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

 Total fertilizasyon baĢarısızlığı, elde edilen oositlerin tamamının fertilize olmadığına 

iĢaret eder. Klinisyen ve hasta açısından oldukça moral bozucu bir durumdur. Fertilizasyon 

baĢarısızlığı, ICSI sonrası yaklaĢık %30 oositte gözlenen bir olaydır. Fertilize olmamıĢ 

oositlerde mayozdan mitoza geçiĢ olamaz. Bu baĢarısızlığın pek çok sebebi vardır (1). 

 Ġn vitro fertilizasyonda (IVF), iĢleme hazırlanan oosit ve spermin in vivo ortamda 

geçirdiği tüm yapısal ve kimyasal değiĢimleri geçirmesi sağlanır. Bu aĢamalardan herhangi 

birinde sorun olursa fertilizasyon baĢarısızlığı gözlenir. Bu sorun oosit veya sperm 

kaynaklı olabilir. 

 ICSI’de spermin oosit sitoplazmasına verilmesi dolayısıyla fertilizasyonun 

gerçekleĢmemesi halinde farklı alternatiflerin düĢünülmesinde yarar vardır. Yapılan 

çalıĢmalarda elde edilen oosit sayısının ICSI’de total döllenme baĢarısızlığına neden 

olabileceği belirtilmiĢtir. Bu da ovaryan yanıtı iyi olmayan hastalarda elde edilen oositlerin 

sitoplazmik matürasyonlarının yetersizliğine bağlanmıĢtır (2). Bazı araĢtırmacılar ise 

soruna sperm faktörünü inceleyerek yaklaĢmıĢlardır. Klasik IVF’de oositi dölleyecek 

spermin seçimi doğal yollarla gerçekleĢirken ICSI’de sperm seçimi uygulayıcı tarafından 

yapılmaktadır. Bu nedenle özellikle immotil spermlerle çalıĢıldığında seçilen sperm ölü 

olabilir (3). ICSI’de fertilizasyonun gerçekleĢmemesinin bir diğer sebebi de 

globozoospermidir. Globozoospermlerin akrozomal membran ve akrozinleri yoktur. Bu 

sebeple oosit aktivasyonunu sağlayamazlar (4). 

 Oositin fertilize olabilmesi için, spermin kapasitasyonunu tamamlamıĢ olması 

gerekir (5). Buna ardıĢık olarak sperm motilitesinde hiperaktivasyon ve akrozom 

reaksiyonunun gerçekleĢmesi için Ca
++ 

 iyonlarının salınımı gereklidir. Sperm akrozomal 

membranı ile oosit plazmasının füzyonu geri dönüĢümü olmayan ekzositotik bir olay-     

dır (6). 

 Bu bilgiler ıĢığında planlanan çalıĢmamızda, fertilizasyon problemi yaĢayan 

globozoospermi hastalarında oosit aktivasyonunu sağlamak amacıyla Ca
++ 

 iyonofor 

kullanımının fertilizasyon, klivaj ve gebelik oranlarına etkisinin gösterilmesi 

amaçlanmıĢtır. 
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4. GENEL BİLGİLER 

 

 

4.1. FERTİLİZASYON 

 

  Fertilizasyon, gametlerin (sperm ve oosit) yeni bir bireyi meydana getirmek üzere 

nukleus ve tüm sitoplazmik komponentlerinin katılımıyla gerçekleĢen bir olaylar zinciridir. 

Ġnsanda in vivo fertilizasyon tuba uterinaların ampulla bölgesinde gerçekleĢir. Ġn vivo ve 

klasik IVF’te fertilizasyonun gerçekleĢebilmesi spermlerle oositlerin karĢılaĢması, iki 

hücrenin teması ve spermin oosit sitoplazması içerisine girmesi sonrasında oositin aktive 

olmasıyla devam eden bir süreçtir ve aktive olan oositin iki hücreli embriyoyu meydana 

getirmesiyle sonlanır (7,8). 

          Fertilizasyonun gerçekleĢmesi için spermlerin oositlerle bir arada bulunmaları 

gerekli, ancak yeterli değildir. Oositin fertilize olabilmesi için 1. mayoz bölünmeyi 

tamamlayarak 1. kutup cisimciğini atması, yani olgun oosit özelliklerini kazanması gerekir. 

Buna ek olarak, spermler ancak kapasitasyon ve akrozom reaksiyonunu tamamlayarak 

hiperaktivasyon hareket yeteneğini kazandıklarında dölleyebilme kapasitesine sahip olur-

lar (7,9). 

 BaĢarılı bir fertilizasyon için gerekli aĢamalar Ģunlardır: 

1) Spermin kapasitasyonu  

2) Spermin oositin zona pellusida takabasına bağlanması 

3) Akrozom reaksiyonu 

4) Zona pellusidaya penetrasyon 

5) Plazma membranlarının füzyonu 

6) Oositin 2. polar cisimciğini atması ve mayozu tamamlaması 

7) Oositin metabolik aktivasyonu 

8) Sperm nukleusunun dekondansasyonu 

9) Pronukleusların oluĢması (10). 

 Ġn vivo fertilizasyon için, spermler vajinaya bırakıldıktan sonra oositle 

karĢılaĢacakları ampulla bölgesine doğru ilerlerler. Serviksten fallop tüplerine geçiĢ için 

spermlerin uterusdaki silli epitelyum hücrelerinin salgılarına ihtiyacı vardır. Spermlerin 

serviksten tuba uterinalara ulaĢması  ortalama 4-7 saatlik bir zaman alır. Ġstmus bölgesine 
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ulaĢtıklarında hareketleri yavaĢlar ve dururlar. Daha sonra ovulasyonla birlikte, oosit 

çevresindeki hücrelerin salgıladığı kemoatraktif maddelerin etkisiyle yeniden motilite 

kazanan spermler tuba uterinaların en distal bölgesi olan ampullaya ulaĢırlar. 

 IVF’de ise kapasitasyon, kültür medyumunda uyarılır. Ancak kapasitasyonunu 

tamamlamıĢ spermler zona pellusidaya bağlanabilir. In vivo fertilizasyonda oosit 

sitoplazmasına çıplak sperm nukleusu girerken, ICSI’de tüm sperm hücresi oosit içine 

enjekte edilir (11). 

 

4.1.1. Spermde Meydana Gelen Değişiklikler 

 

4.1.1.1.  Kapasitasyon 

 

Kapasitasyon, spermlerde yapısal bir değiĢikliğe neden olmayan ve genellikle 

akrozom reaksiyonunun tamamlanması için gerekli bir olgunlaĢma süreci olarak kabul 

edilir. Spermlerin vajinadan tuba uterinalara ulaĢması sırasında geçen sürece yayılan 

kapasitasyon sırasında spermlerin plazma memnbranlarında bazı değiĢiklikler gözlenir. 

Akrozomal kep bölgesindeki plazma membranından seminal plazma proteinleri ve 

glikoprotein örtü uzaklaĢtırılır. Yine bu süreçte sperm plazma membranındaki 

intramembranöz partiküllerin yer değiĢtirdiği gözlenir, intrasellüler kalsiyum ve sodyum 

seviyesi yükselir (12). 

Spermler kapasitasyonun bir bölümünü diĢi genital kanallarında, bir bölümünü ise 

oositle karĢılaĢtığında, kumulus-korona hücreleri tarafından salgılanan glikoproteinlerin 

etkisiyle tamamlayabilirler. Yani spermlerin, kapasitasyon özelliklerini oositle 

karĢılaĢmadan önce kazanmıĢ olmaları gerekir. Kapasite olan spermlerde yapısal bir 

değiĢiklik gözlenmese de metabolik değiĢiklikler olur ve intrasellüler iyonların yeniden 

organizasyonu gerçekleĢir. Moleküler düzeyde ise adenilat siklaz / protein siklaz aktivitesi 

yeniden düzenlenir ve nukleus proteinlerinde değiĢimler olur (10). 

Ġn vitro kapasitasyon sırasında seminal plazmadaki dekapasitasyon faktörü 

uzaklaĢtırılmaktadır. Spermler yeniden seminal plazma içine alındıklarında kapasitasyon 

özelliklerini kaybederler. Bu da kapasitasyonun geri dönüĢümlü bir olay olduğunu gösterir.   
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4.1.1.2. Hiperaktivasyon 

 

 Kapasitasyon yeteneğini tamamlayan spermlerin motilite kinetiği değiĢir ve 

hiperaktive olurlar. Hiperaktivasyon, spermlerin kuyruk hareketlerindeki açılanmanın ve 

ileriye doğru olan hızının artması olarak tanımlanır. Spermin hiperaktive olması kuyruk 

hareketlerinin güçlenmesi ve böylece oositi çevreleyen hücresel yapıları daha kolay aĢması 

için önemlidir (13).  

 

4.1.1.3. Akrozom Reaksiyonu 

       

 Akrozom reaksiyonu, sperm baĢında yer alan ve içi hidrolitik enzimlerle dolu 

olan yapının serbestleĢmesi olayıdır. Akrozomal kep içeriğinin sperm baĢı etrafında 

dağılması spermde yapısal değiĢikliğe neden olur. Bu yüzden akrozom reaksiyonu 

kapasitasyonun tersine geri dönüĢümü olmayan bir olaydır.  

     Akrozom reaksiyonu ancak spermin oositle karĢılaĢtığı dönemde gerçekleĢebilir. 

Bu reaksiyonu önceden tamamlayan spermler oositin kumulus-korona hücreleri arasında 

ilerleyemeyeceğinden, ilerlese bile zona pellusidaya penetre olamayacağından fertilizasyon 

baĢarısızlığı gözlenir (14). 

      Akrozom reaksiyonunun spermin oositle karĢılaĢtığında geçirilmesi gereken bir 

değiĢim süreci olduğuna göre, zona pellusidanın bu olayın gerçekleĢmesinde etkili olan 

yapılara sahip olması gerekir. Oosit yüzeyindeki transmembran proteinler olduğu 

düĢünülen sperm reseptörlerinin bu dönemde rol oynadığı düĢünülmektedir (9). 

        Akrozomal kep içeriği halinde zarla çevrili olan, endoplazmik retikulum ve golgi 

kompleksi tarafından üretilen ve akrozom reaksiyonunda iĢlevi olan enzimler 

hyaluronidaz, asit proteinaz, ariminidaz, akrozin, esteraz, fosfataz, aril sülfataz, kollajenaz, 

fosfolipaz C, alfa- glukorinidaz ve nörominidazdır. Akrozom reaksiyonu tamamlandığında 

sperm baĢı yüzeyindeki hücre zarı ve dıĢ akrozomal membran tamamen kaybolmuĢtur. Bu 

iki yapı sadece spermin ekvatoriyal segmentinde bozulmamıĢ olarak kalır. Ġn vivo ve in 

vitro fertilizasyonda sperm-oosit birleĢmesinin, spermin postekvatoriyal bölgesinde 

gerçekleĢtiği düĢünülür. Çünkü burada hücre zarı intakt olarak kabul edilir.                              

Akrozom reaksiyonu sonucu hidrolitik enzimlerin serbest kalmasıyla  lokal olarak zona 

pellusida erir ve spermler perivitellin aralığa geçerler (15). 
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     Şekil 1. Akrozom Reaksiyonu Sırasında Akrozom Ġç Membranına Bağlı                                                        

Enzimlerin Açığa Çıkması (16) 

 

4.1.2. Oositte Meydana Gelen Değişiklikler 

 

4.1.2.1. Kortikal Reaksiyon 

 

   Gametlerin birleĢmesi ve spermin oosit sitoplazmasına girmesinden hemen sonra 

oosit sitoplazmasının periferinde yerleĢik olan kortikal granüller hücre yüzeyine 

salgılanarak polispermiye karĢı blok oluĢtururlar. Bu olaya kortikal reaksiyon denir. Bu 

reaksiyon sırasında kortikal granüllerin oolemmanın elektrostatik yapısını değiĢtirerek 

salgılandıkları, salgılanmanın önce spermin oosite girdiği bölgeden baĢladığı ve dalgalar 

halinde tüm oosit yüzeyinde devam ettiği bilinmektedir. Kortikal reaksiyon sırasında her 

bir granül ayrı ayrı oolemma ile birleĢerek içeriğini oosit yüzeyine boĢaltır (11). 

 Kortikal granüllerin ekzositozunu baĢlatan mekanizma hücre içinde Ca
++ 

 artıĢına 

bağlı olarak geliĢen bir olaydır. Nitekim oosit sitoplazması içine Ca
++ 

enjeksiyonu, serbest 

Ca
++ 

a bağlanan Ģelasyon ajanları ve oositin A 23187 veya amfoterin B ile muamele 

edilmesiyle kortikal reaksiyon baĢlatılabilmektedir (17). 
 

 

4.1.2.2. Zona Reaksiyonu
 

 

   Fertilize olan oositlerde zona pellusidaya bağlanmıĢ spermlerin varlığı, zona 

pellusidanın diğer spermlerin oosite penetre olmasını engelleyici olduğu düĢüncesine 

neden olmuĢtur. Fakat fertilize olan tavĢan oositlerinin perivitellin aralıklarında da 
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spermlerin olabileceğinin gözlenmesi, polispermiye karĢı blok oluĢumunda zona 

pellusidanın tek baĢına değil, oolemmayla birlikte rol aldığını düĢündürmüĢtür.  

     Zona reaksiyonu iki farklı yolla gerçekleĢir :  

1) Zona pellusidanın sperm bağlama yeteneği azalır, zona pellusida diğer spermlerin 

penetrasyonuna karĢı direnç oluĢturur. 

2) Zona pellusidanın çözünürlüğe karĢı direnci artar (18). 

  Zona reaksiyonu, zona pellusidadaki ZP2 ve ZP3 moleküllerinin 

modifikasyonuyla gerçekleĢir. Bu geliĢimde kortikal reaksiyon sırasında salgılanan 

proteazlar ZP2’nin proteolizisine neden olurlar. Zona reaksiyonu sırasında gerçekleĢen 

olaylar in vitro fertilizasyon uygulamalarında daha da netleĢtirilmiĢtir. Zona reaksiyonunda 

ZP2 molekülünin yanı sıra ZP3 molekülü de  değiĢime uğrar. ZP3 molekülündeki 

karbonhidrat içeriğinin sindirilmesine bağlı olarak sperm bağlama kapasitesinin 

kaybolduğu gösterilmiĢtir. Bu değiĢim de kortikal granüllerin içeriğinin özelliğinden 

kaynaklanmaktadır (18).  

               

4.1.2.3. Oosit Aktivasyonu 

 

 Oosit aktivasyonunun spermin ooplazmaya giriĢini takiben sperm nukleusu 

dekondanse edici faktörlerin (SNDFs) baĢlattığı düĢünülmektedir. SNDFlerin giriĢinden 

sonra sperm baĢı ĢiĢer ve spermdeki perinükleer alandan oosit aktive edici faktörler 

(SAOAFs) salınır. Spermin oosite giriĢinden 4-5 saat sonra mayoz tamamlanır ve sperm 

baĢı dekondansasyonu gerçekleĢir.  

 Oosit aktivasyonu ile hücre içi kalsiyum artıĢı 2 aĢamada gerçekleĢir : 

- Hücre içi kalsiyum artıĢı ilk olarak(trigger)  sperm-oosit membranlarının 

integrasyonu sonucu, oosit korteksinden baĢlar. ICSI sırasında ise bu doğal 

tetikleme yerine yalancı bir tetikleme ile aktivasyon sağlanır ve enjeksiyon ile 

kalsiyum akıĢı gerçekleĢir. ICSI sırasında ilk kalsiyum artıĢı 20-30 dakika sonra 

baĢlar fakat bu yükselme tek baĢına oositi aktive etmeye yeterli değildir. 

- 30 dakika sonra daha kısa süren, yüksek amplitüdlü bir seri kalsiyum yükselmesi 3-

4 saat boyunca devam eder (osilatör). Osilatör fonksiyonu, sperm kaynaklı oosit 

aktive edici faktörlere (SAOAFs) bağlıdır. Bu faktör ısıya duyarlıdır ve oositin 

hücre içi depolarındaki kalsiyum tekrarlayan salınımının frekansını kontrol eder. 
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 Bu sinyalin tekrarlama özelliği oositin tam aktivasyonu için gereklidir. Osilasyon 

fonksiyonunun devamı için sperm demembranizasyonu gereklidir. Bu durum, osilatör 

fonksiyona sahip sitozolik sperm faktörünün serbestleĢmesinin hızlanması açısından 

önemlidir (19). 

 

4.2. PRONUKLEUSLARIN OLUŞUMU 

 

4.2.1.Erkek Pronukleuslarının Oluşumu 

 

  Sperm çekirdek zarı, spermin oosit sitoplazmasına girmesinden sonra iç ve dıĢ 

membranlarının birçok yerde birleĢmesiyle veziküler bir yapı kazanır. Bu veziküllerin 

oosit sitoplazmasında dağılmasıyla vezikülleri çevreleyen membranlar yıkılır ve kondanse 

olmuĢ sperm kromatini ooplazmada serbest kalır.  

 Erkek pronukleuslarının oluĢumu sperm nuklear zarının erimesiyle baĢlar, sperm 

kromatinin sitoplazmada dağılmasıyla devam eder ve pronuklear zar olarak nuklear zarın 

yeniden Ģekillenmesiyle tamamlanır. 

 Pronukleus zarının Ģekillenmesinde oosit sitoplazmasındaki endoplazmik 

retikulum görev yapar. Endoplazmik retikulumun dağınık halde bulunan kromatinin 

çevresinde yer yer birleĢmeye baĢlamasıyla pronuklear membran Ģekillenir (11). 

 

4.2.2. Dişi Pronukleuslarının Oluşumu 

 

 2. mayoz bölünmenin anafaz evresinde olan oosite ait kromozomlar sitoplazmada 

dağınık halde bulunurlar. Veziküller bir süre sonra kromozomların çevresinde toplanarak 

onları içlerine almaya baĢlarlar. Böylece veziküllerin birbirleriyle birleĢmeleri sonucu diĢi 

pronukleusu oluĢur. OluĢan pronukleus zamanla geniĢleyerek yuvarlaklaĢır ve içinde 

çekirdekçikler oluĢmaya baĢlar.  

 Pronukleuslar zigot sitoplazmasının merkezine yerleĢtikten sonra birleĢirler. 

Fakat pronuklear zarların erimesi sebebiyle mikroskopta gözlenemez  ve bu döneme 

singami denir. Oosit sitoplazmasında merkezi yerleĢim gösteren iki pronukleus ve 

perivitellin aralıktaki iki kutup cisimciği fertilizasyonun gerçekleĢtiğinin gösterge-        

sidir (11). 
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Resim 1: Merkezimizde Çekilen Bir Fertilize Oosit X 40 Büyütme 

 

 

4.3. FERTİLİZASYON ANOMALİLERİ 

 

4.3.1. Total Fertilizasyon Defekti (TFF)  

 

       Oositlerin hiçbirinin fertilize olmamasına  total fertilizasyon defekti denir. Bunun 

birçok sebebi olabilir. Sorun oosit kaynaklı olabileceği gibi sperm kaynaklı da olabilir. 

Klasik IVF’de fertilizasyonun gerçekleĢmemesi oositlerin immatür veya postmatür 

olmasından kaynaklanabilir. Ġmmatür oositlerde mayotik olgunluk yakalanamadığı için, 

postmatür oositlerde ise kortikal reaksiyon zamanlaması sebebiyle fertilizasyon 

gerçekleĢmeyebilir (20). Spermlerin oosite ulaĢmasında etkili olan baĢ anomalileri 

nedeniyle zona pellusidaya penetre olamadığı veya reseptör düzeyindeki bir problem 

sebebiyle fertilizasyonun gerçekleĢmediği düĢünülmelidir. Ayrıca inseminasyonun az 

sayıda ve yetersiz özelliklerdeki spermlerle yapılmıĢ olması, sperm hazırlama tekniği veya 

mediumun içeriğine bağlı olarak kapasitasyonun gerçekleĢmemesi veya inkübatör 

koĢullarının yetersizliği söz konusu olabilir (21). 

 

4.3.2. Polispermik Fertilizasyon 

 

       Polipronukleasyon en çok 3 pronukleus olarak gözlenir ve hem klasik IVF hemde 

ICSI sonrası gözlenen fertilizasyon anomalisidir. Daha az olmakla beraber oositlerin 4 
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veya 5 pronukleus içerdikleri de saptanabilir. 3 pronukleus klasik IVF’de dispermik 

fertilizasyon sonucu oluĢur.  Ġmmatür veya postmatür oositlerde kortikal reaksiyonun erken 

ya da geç olması polispermik fertilizasyona neden olmaktadır. ICSI’de 3 pronukleuslu 

zigotlar uygulama hatası sonucu 2 sperm verilmesinden veya oositin ikinci kutup 

cisimciğini atamamasından kaynaklanabilir. Üremeye yardımcı merkezlerde 2’den fazla 

pronukleus içeren zigotlardan geliĢen embriyolar, iyi bir geliĢim gösterseler bile transfer 

edilmemelidir. Bu embriyoların transferi halinde genetik problemlerden dolayı abortusa 

neden olabileceği gibi aynı zamanda triploidik bebeklere de sebep olabilir (22). 

                                                                                      

 

 

Resim 2: Bir PN ve Üç PN   

 

4.3.3. Monopronukleus Oluşumu (1PN) 

 

     Tek bir pronukleus varlığında yaklaĢık 4 saat sonra ikinci bir değerlendirme 

yapılarak pronukleer durumun değiĢip değiĢmediği kontrol edilir. Bazılarında diĢi 

pronukleus geliĢmiĢken (ginogenetik), diğerlerinde ise erkek pronukleusu geliĢebilir  

(androgenetik). Bu özellikteki oositler normal geliĢimlerini tamamlayamazlar. 1 PN içeren 

oositlerin meydana geliĢini açıklayan bir baĢka durum da erkek ve diĢi pronukleuslarının 

birleĢmesidir (singami). Bu durumda 1 PN diploiddir (18).    
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4.4. SPERME AİT ANORMALLİKLER 

 

4.4.1. Globozoospermi 

 

         Globozoospermi, akrozomun komple yokluğunda nüklear yapı değiĢliği ile , 

klasik yuvarlak baĢlı sperm görünümüne yol açar. Nadir rastlanan bu durumda sperm 

hareketli olmasına rağmen akrozomu ve postakrozomal kılıfı yoktur, ara parça ve 

mitokondrileri de normal değildir. Globozoospermide nükleer Ģekil bozuk ve mitokondri 

anormaldir. Bu nedenle globozoospermiden etkilenen erkekler infertildir ve IVF veya 

subzonal inseminasyondan fayda görmezler. Oositi aktive etme kapasiteleri yoktur (23). 

 

4.4.2. Teratozoospermi 

 

      En sık görülen erkek infertilite sebebidir. Teratozoospermi ejakülatta referans 

değerinden daha düĢük sayıda (%30) normal Ģekilli sperm bulunması olarak tanımlanır 

(24). Kruger’in kesin kriterlerine göre ise semende %16 ’dan daha az normal sperm 

bulunmasıdır (25).  

  

 

Resin 3: Teratozoospermi (26)                    Resim 4: Globozoospermi (26) 
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5. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

 

5.1. KULLANILAN KİMYASAL MADDE VE ÇÖZELTİLER 

 

Global                                           (Life Global LGGG 50 ) 

Global For Fertilization                           (Life Global LGGF 50) 

All Grad %100                                        (Life Global AGSS 100)           

All Grad Wash                                        (Life Global GALW 100) 

Paraffin Oil                                             (Life Global LGPO 100) 

Protein Supplement                                (Life Global LGPS 20) 

PVP                                                          (Life Global LPVP 2)                     

Hyase – 10X                                             (Vitrolife 10017) 

HTF w/HEPES                                         (Life Global GMHH 100) 

Sigma A23187                                          (Sigma Ca ionofor) 

HCG                                                         (Diagnostic Products Corp.) 

DMSO                                                       (Sigma  D5879-100) 
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5.2. ÇALIŞMA GRUBU 

 

5.2.1. Hasta Seçimi 

 

  Bu çalıĢmaya infertilite merkezimize çocuk sahibi olmak için baĢvurmuĢ 

hastalarıdan 38 yaĢ altı, herhangi bir kadın endikasyonu bulunmayan,indüksiyon sonucu en 

az 5 matur oosit (MII)  elde edilen, globozoospermi tanısı konulan, geçmiĢinde düĢük 

fertilizasyon baĢarısızlığı olan hastalar dahil edildi. Bu vakalar Ca
++ 

 iyonofor 

kullanılmayan ve Ca
++ 

 iyonoforla muamele edilen olmak üzere 2 grup altında 

değerlendirildi.
 

 

5.3. HASTALARA UYGULANAN İŞLEMLER 

 

    ÇalıĢmaya alınan hasta grubumuza birden fazla oosit elde edebilmek amacı ile 

ovaryan stimulasyon uygulandı. Stimülasyon sırasında gonadotropin salgılatıcı hormon 

(GnRH) agonist / antagonist ile rekombinant gonadotropinler kombine kullanıldı. 

OlgunlaĢan oositler üriner insan koryonik gonadotropini (hCG) yapılarak, enjeksiyondan 

ortalama 36-40 saat sonra toplandı. Tedaviye alınan tüm hastalara eĢit koĢullarda aynı 

iĢlemler uygulandı.  

 

5.3.1. Sperm Hazırlama  

       

      Tüm hastaların oosit toplama (OPU) günü mastürbasyon yoluyla toplanan semen 

örnekleri gradient yöntemiyle hazırlandı. Bu iĢlemde %90 ve %45’lik gradient medyumları 

(All Grad %100 Life Global) hazırlandı. Konik tüpün altına sırasıyla %90’lık üzerine 

%45’lik sperm grad medyumu ve bunların üzerine de 1 ml semen örneği konuldu. Tüpler 

1500 rpm de 12 dakika santrifüj edildi. Bir pipet yardımı ile gradient ve semen tabakaları 

geçilerek dipteki pellet alındı ve temiz bir tüpe aktarılıp 2 ml yıkama medyumu (All Grad 

Wash Life Global) ile karıĢtırılıp 1500 rpm de 5 dakika santrifüj edildi. Tekrar süpernatant 

alınarak sperm sayısına bağlı olarak 0.5-1 ml pellete kültür medyumu eklenerek, %5 CO2 

ortamlı inkübatöre kaldırıldı.   
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5.3.2.Oosit  Toplama İşlemi (OPU) 

 

 Oosit toplanması iĢlemi transvajinal ultrasonografi eĢliğinde genel anestezi altında, 

çift lümenli steril iğne kullanılarak yapıldı. Foliküler sıvıda oosit aranması laminar air flow 

altındaki stereomikroskop yardımı ile gerçekleĢtirildi. Otomatik aspirasyon pompası içinde 

önceden ısıtılmıĢ yerlerinde duran tüpler aspire edilen folikül sıvısı ile birlikte, laminar 

flow’un ısıtılmıĢ yüzeyinde duran büyük petri kaplarına (Falcon 3803) döküldü. Oosit 

bulunduğunda, pastör pipeti ile oosit korona kümulus kompleksi alındı ve bir gün önceden 

etüve konulan  üzeri  yağ ile kapatılmıĢ HTF w/HEPES solüsyonuna kaldırıldı. ĠĢlem 

sırasında oosit kalitesini ve embriyo geliĢimini etkileyebilecek olan ısı, osmolarite ve pH 

değiĢimlerini en  aza indirmek için, oositler en kısa zamanda kültür medyumuna alınıp 

inkübatöre kaldırıldı.  

 

5.3.3. Oosit Soyma İşlemi (Denudasyon) 

 

     Oositlere, OPU iĢlemini takiben 2 saatlik inkübasyon süresi sonunda 1/3 oranında 

hyalüronidaz enzimi içeren HTF w/HEPES medyumunda  10 saniye süreyle pipetleme 

iĢlemi gerçekleĢtirildi. Kümulus hücrelerinden temizlenen oositler hyalüronidaz 

enziminden kurtarılmak amacıyla temiz damlalara alındı ve ve tekrar pipetlendi. Pipet çapı 

azaltılarak oositlerin etrafındaki tüm kümulus hücrelerinin temizlenmesi sağlandı. 

Pipetleme iĢlemi sonrası stereo mikroskop altında 100X büyültmede maturasyon 

değerlendirmesi yapıldı. I. polar cisimciği bulunan oositler metafaz II olarak 

değerlendirildi ve iĢlem yapılmak üzere tekrar inkübatöre kaldırıldı. 

 

5.3.4. Mikroenjeksiyon İşlemi (ICSI)  

 

 Oositlerin denudasyon iĢleminden 45 dakika sonra Hoffman modülasyonu olan 

inverted mikroskobun ısıtıcı tablası üzerinde X400 büyütmede motil spermler seçildi. 12-

15 mikrometre çapında mikropipetler ile hareket eden spermler toplanarak, sperm 

immobilizasyonunu sağlayan PVP’de ani bir hareketle sperm kuyruğunun kıvrılması ve 

sperm membranının zedelenmesi sağlandı. Bu iĢlem in vitro ortamda spermin kapasitasyon 

özelliğini kazanması için gercekleĢtirilir. Mikroenjeksiyon pipeti ile alınan sperm, oositin 
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bulunduğu damlada oosite enjekte edildi. Enjeksiyon iĢlemi sırasında oositi in vitro 

ortamda aktive edebilmek için, hafif bir sitoplazma aspirasyonu yapıldı. ICSI iĢlemi 

tamamlandıktan sonra bir gün önceden hazırlanan kültür mediumuna (LG for fertilization) 

konularak inkübatöre kaldırıldı. 

 

5.3.5. İyonomisin İşlemi   

 

Ca
++ 

 iyonofor  (Sigma A23187) 1 mmol/L lik stok solüsyon olan dimetil sülfoksit 

(DMSO)  de çözülür. 10 µmol/L iyonofor içeren final solüsyonu ICSI den hemen önce IVF 

medyumu (Global ) ile dilue edilir. 
 

ICSI sonrası inkübatöre kaldırılan oositler 30 dakika sonra iyonomisinle muamele 

edilmek üzere laminar flow kabine alındı. 10 µmol/ L iyonofor A23187 ( Sigma) içeren 

kültür medyumlarında 37
o
 C , %5.5 CO2 ‘li ortamda 7 dakika muamele edildi. Daha sonra 

sperm enjeksiyonu yapılmıĢ oositler iyonoforsuz taze kültür medyumuyla bolca yıkanarak 

inkübatöre kaldırıldı (27).  

 

5.3.6. Fertilizasyon Değerlendirmesi 

 

     ICSI iĢlemini takiben 18. saatte inverted mikroskop altında Hoffman modülatörüyle 

ısıtıcı tablanın üzerinde incelenen oositlerde, biri oositten diğeri ise sperm hücresinden 

gelen iki adet pronukleusun, 1. ve 2. kutup cisimciğinin görülmesi fertilizasyon bulgusu 

olarak değerlendirildi.  

 

5.3.7. Klivaj Değerlendirmesi 

  

 Laboratuarımızda 2. günden 4. güne kadar olan klivaj dönemindeki embriyolar 

mitotik açıdan değerlendirilirken göz önüne alınan kriterler blastomer sayısı, blastomer 

morfolojisi, embriyonun içerdiği fragmantasyon ve sitoplazma yapısıydı. Normal klivaj 

hızına sahip bir embriyo 24-25. saatte 2 hücre, 2. günde 3-4 hücre, 3. günde 6-8 hücre ve 4. 

günde birleĢme iĢaretlerine bağlı olarak 10 ve üzerinde hücreye sahip olan embriyo olarak 

kabul edildi.  
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5.3.8. Gebelik Değerlendirmesi 

 

 Oosit toplama tarihinden 15 gün sonra kanda yapılan ßHCG testi sonucu 20mIU/mL’ 

nin üzerinde çıkan değerler pozitif gebelik olarak değerlendirildi.  

 

5.3.9. İstatistiksel Değerlendirme 

 

ÇalıĢma grupları yaĢ ortalaması, ortalama MII oosit sayısı, fertilize olan oosit sayıları 

istatistiksel olarak "T Test" ile hesaplandı. Hastaların klivaj ve gebelik oranları "Chi- 

Square Test" ile hesaplandı. Anlamlılık sınırı p< 0.005 olarak alındı. 
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6. BULGULAR 

 

 ÇalıĢmamızda 37 çiftin dahil edildiği iyonomisin tedavisinin fertilizasyon, klivaj ve 

gebelik sonuçları değerlendirildi. Ġyonomisinin, önceki denemelerinde total fertilizasyon 

baĢarısızlığı olan veya düĢük fertilizasyon gösteren globozoospermi endikasyonlu hastalara 

faydası olup olmadığını tespit etmek amacıyla yapılan bu çalıĢmada, hastaların Ca
++ 

 

iyonofor kullanılmayan ilk denemeleri ile Ca
++ 

iyonoforla muamele edilen 2. 

denemelerindeki fertilizasyon, klivaj ve gebelik oranları karĢılaĢtırıldı. 

   

 

Şekil 2. Yapılan ÇalıĢmada Grup 1 ve Grup 2 Arasındaki Fertilizasyon Oranları Farkı. 

(Grup 1: ilk deneme, Grup 2: ikinci deneme)  
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ÇalıĢma grubunda 37 hasta bulunmaktadır. Bu hastaların yaĢ ortalamaları 

30.018±3.77 bulundu. Grup 1, bu hastaların Ca
++ 

 iyonofor kullanılmayan ilk denemelerine 

ait sonuçları içermekteydi, ortalama MII sayısı 8.189±2.58 idi. Grup 2’de ise aynı hasta 

grubuna Ca
++ 

iyonofor uygulaması yapıldı. 2. grubun ortalama MII sayısı 8.946±1.99 idi. 
 

Grup 1’de fertilize olan oosit sayısı ortalama 0.973±1.00 olarak bulundu. Ca
++ 

 

iyonofor uygulaması sonrası Grup 2’de fertilize olan oosit sayısı ortalama 4.216±0.83 

olarak bulundu. Grup 1 ve Grup 2’nin fertilizasyon oranları karĢılaĢtırıldığında Grup 2’de 

anlamlı bir artıĢ saptandı (p<0,0001), (ġekil 2). 

 

Şekil 3: Grup 1 ve Grup 2’nin Klivaj Oranları. (Grup 1: ilk deneme, Grup 2: ikinci 

deneme) 

 

Yapılan değerlendirme sonucu klivaj oranlarının Grup 1’de 0.837±3.75 iken Grup 

2’de 3.756±0.83 olarak bulundu. Klivaj oranlarının iyonofor kullanılan Grup 2’de, 

iyonofor kullanılmayan Grup 1’e oranla anlamlı olarak arttığı gözlendi (p <0,0001),   

(ġekil 3).  
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Şekil 4: Grup 1 ve Grup 2’deki Vaka BaĢına Gebelik Oranları. ( Grup 1: ilk deneme, Grup 

2: ikinci deneme) 

  

 Grup 1 ve Grup 2 ‘nin gebelik oranları karĢılaĢtırıldığında Grup 1 ‘in vaka baĢına 

gebelik oranı 13.5±1.26 iken Grup 2’nin 18.9±1.06 olarak hesaplandı ve istatistiksel olarak 

anlamlı bulundu (p<0,0001), (ġekil 4). Grup 1’de embriyo transferi iptal oranı %37,8 iken 

grup 2’de embriyo tansfer iptaline rastlandı. Embriyo transferi baĢına gebelik oranına 

bakıldığında ise grup 1’de % 21,7, grup 2’de ise %18,9 olarak bulundu ve anlamlı bir fark 

tespit edilmedi (P= 0,363).  
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7. TARTIŞMA 

 

Fertilizasyon baĢarısızlığı, ICSI sonrası yaklaĢık olarak %30 oositte gözlenen bir 

olaydır. DüĢük fertilizasyon oranı; ICSI sonrası oositlerin %25 inden azının fertilizasyonu 

olarak tanımlanır (28). ICSI sonrası oluĢan total ferilizasyon baĢarısızlığı ise %1.29 ile %3 

arasında gözlenen bir olaydır (29). 

Globozoospermi, teratosperminin nadir görünen bir çeĢididir ve ilk olarak 1971 

yılında tanımlanmıĢtır (21). Biyokimyasal olarak spermlerin akrozin ve kalisin eksikliğiyle 

karakterizedir (5). Globozoospermik vakalar akrozom eksikliği sebebiyle zona pellusidaya 

bağlanamaz ve oosit oolemmasıyla füzyonu gerçekleĢmez (30).  

  Oosit aktivasyonu için, fertilizasyon sırasında hücre içine Ca
++ 

 salınımı gereklidir. 

Bu salınım, sperm-oosit füzyonundan sonra sperm kaynaklı oosit aktive edici faktörlerin 

serbest kalmasıyla sağlanır. Ca
++ 

 iyonofor, oosit aktivasyonu amacıyla ilk olarak 1990’ 

larda kullanılmaya baĢlanmıĢtır (28).
 

Hoshi ve arkadaĢları 1995 yılında fertilizasyon oranını arttırmak amacıyla ICSI 

sonrası oosit aktive edici olarak Ca
++ 

 iyonofor kullanmıĢ ve ilk gebeliği rapor etmiĢler-  

dir (31).        
 

   Battaglia ve arkadaĢları yaptıkları bir çalıĢmada ilk denemesinde %7 fertilizasyon 

oranı elde elmiĢ globozoospermi hastasının fertilize olmamıĢ oositlerine , ICSI den 20 saat 

sonra Ca
++ 

 iyonofor uygulamıĢlardır. Toplam oositlerin %79’ unda fertilizasyon ve 

bölünme bildirmiĢlerdir. Aynı hastanın 2. denemesinde ICSI yapılan 28 oositin 8’ ine Ca
++ 

 

iyonofor uygulamıĢ , kalan 20 oosite iyonofor uygulamamıĢlardır. Ġyonoforla muamele 

edilenlerin %75’ i normal döllenme gösteririken, iyonofor kullanılmayanların sadece %10’ 

u döllenmiĢtir. Bu döllenmeyen oositlere 20 saat sonra yapılan iyonomisin uygulamasının 

sonucunda %73 fertilizasyon bildirmiĢlerdir. Fakat her iki denemede de gebelik elde 

edilmemiĢtir (32).  Bu yaptığımız çalıĢmada da benzer Ģekilde Ca
++ 

 iyonoforun oosit 

aktivasyonunu sağlayarak fertilizasyon oranını arttırdığını gözlemledik.      
 

    Tejera ve arkadaĢları globozoospermik bir hastanın eĢinden toplanan 23 metafaz II 

oosite yapılan enjeksiyon sonrası, oositlerin 14 tanesine kimyasal bir iĢlem uygulamazken 

(Grup 1) , 9 adet oosite oosit aktive edici olarak Ca
++ 

 iyonofor uygulamıĢlardır (Grup 2). 

Grup 1’ deki fertilizasyon oranı %35’ ken, grup 2 deki fertilizasyonu %55 olarak 
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bildirmiĢlerdir. Grup 1’ deki embriyo geliĢimi yavaĢ ve  zayıf kalitede devam ederken, Ca 

++ 
iyonofor uygulanan grupta daha iyi bir bölünme oranı izlemiĢlerdir. Grup 2’ deki 2 

embriyonun transferi sonucu gebelik ve canlı doğum rapor etmiĢlerdir (28).
 

      Birkaç nadir çalıĢmada normal fertilizasyon rapor edilmesine karĢın 

globozoospermi, diğer teratozoospermilerle kıyaslandığında ICSI’ de fertilizasyon 

oranlarını düĢürür. Liu ve arkadaĢlarının yaptıkları bir çalıĢmada da 7 globozoospermik 

hastanın 4 ünde ICSI sonrası total fertilizasyon baĢarısızlığı görülmüĢtür (21).  Kalsiyum 

iyonofor ile oosit aktivasyonu artmıĢ ve canlı doğumlar bildirilmiĢtir (32).  

       Bazı çalıĢmalar globozoospermisi olan erkeklerde kromatin kondensasyonu, yapısal 

ve numerik kromozom anormallikleri olmadığını ve yardımcı fertilizasyon teknikleri ile 

gebelikler elde edilebileceğini savunurken diğer çalıĢmalar; irregüler nükleer 

kondensasyon, düĢük protamin 1 ve 2 seviyeleri, değiĢen P1 ve P2 oranları, yüksek 

seviyede nükleer histonlar ve artmıĢ anöploidi oranları rapor etmiĢtir. Bu hastalarda ICSI 

ve oosit aktivasyonu fertilizasyonu gerçekleĢtirir ancak sağlıklı canlı bir gebelik 

sağlanabilir mi bilinmemektedir (33,34). 

Spermlerde bulunan ve oositlerde putatif aktivasyonu sağlayan faktör ilk kez 

hamster sperm ekstrelerinden 1997 yılında elde edilebilmiĢtir. Parrington ve arkadaĢlarının 

bu çalıĢmasında osillin adı verilen oligometrik proteinin fare oositlerine enjeksiyonuyla 

Ca
++ 

 un dalgalar halinde salgılanması (osilasyon) uyarılabilmiĢtir. AraĢtırmacılar bu 

proteinin karĢıtı olan antikorları kullanarak bu molekülün hamster ve insan spermlerinin 

ekvatoriyal segmentine lokalize olduğunu gözlemlemiĢlerdir. Bu da in vivo ve klasik 

IVF’de fertilizasyon sürecinde spermin oositle ekvatoriyal segment bölgesinden 

birleĢmesinin nedenini daha iyi açıklayabilmektedir (35).
 

     Lawrence ve arkadaĢlarının deneysel çalıĢmasında fare oositlerinde spermin oosite 

bağlanmasının kesilmesine karĢın Ca
++ 

 dalgalanmalarının devam etmesi; sinyalizasyonun 

sperm bağlanmasıyla değil, fakat gametlerin membran füzyonundan sonra geliĢtiğini 

göstermiĢtir (36). Bu bulgular oosit aktivasyonunun reseptörlerce yönlendirilen bir olay 

olmadığını, spermin oosite aktardığı bir faktörün kalsiyum metabozilmasını etkilemesiyle 

gerçekleĢtiğini göstermektedir (37).
 

       Fertilizasyon sürecinde oosit sitoplazması içinde kalsiyumun periyodik olarak 

artmasının klasik IVF ve in vivo fertilizasyonda benzer olması beklenir, ancak ICSI de 

fertilizasyon sürecinin birçok basamağı atlandığı için bu geliĢmeler daha dikkat çekici 
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olarak değerlendirilmiĢtir. ICSI sonrası oositlerin nasıl aktive olduğu sorusuna ilk cevaplar 

Tesarik ve arkadaĢlarının yaptıkları çalıĢma ile gelmiĢtir (38).  

        AraĢtırmacılar ICSI de pipetin oosit sitoplazmasına sokulmasıyla oositin bir miktar 

mekanik yolla uyarıldığını ve uyarının aslında pipetin içinde sperm bulunmasından 

kaynaklandığını belirtmiĢlerdir. Aynı araĢtırmada oositin ICSI den sonraki 4-12 saat içinde 

aktive olduğu ve sürenin değiĢken olmasının oositler arasındaki farklılıklardan 

kaynaklandığı belirtilmiĢtir. Bu çalıĢmanın bir baĢka yorumu da; sperm tarafından oosite 

aktarılan SAOAF’nin Ca
++ 

 modülasyonunda etkin rol oynadığı ve aynı özelliklerin 

gerçekleĢmesine karĢın ICSI’den sonra fertilizasyonun klasik IVF ve in vivo 

fertilizasyondakinden bir miktar farklılık gösterdiğidir. Bu farklılıklar da aslında 

enjeksiyon prosedürünün kendisinden veya seçilen spermin özelliklerinden 

kaynaklanabilir. Ancak yapılan tüm araĢtırmaların sonucunda ulaĢılan ortak görüĢ; oosit 

aktivasyonunda sperm tarafından oosite taĢınan oositi aktive edici faktörün etkili olduğu 

yönündedir (19).
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8. SONUÇ 

 

 Bu çalıĢmada fertilizasyon problemi yaĢayan globozoospermi hastalarında oosit 

aktivasyonunu sağlamak amacıyla Ca
++

 iyonofor kullanımının fertilizasyon, klivaj 

ve gebelik  oranlarına etkisinin gösterilmesi amaçlanmıĢtır. 
 

 Bu amaçla önceki denemesinde düĢük fertilizasyon oranı elde edilen, 

globozoospermik, en az 5 matür oosit elde edilen 37 çiftin ikinci denemelerinde 

tüm matür oositlere ICSI sonrası kalsiyum iyonofor tedavisi yapılmıĢtır. 

 ÇalıĢmanın sonucunda önceki denemelerinde düĢük fertilizasyon oranına sahip olan 

veya total fertilizasyon baĢarısızlığı yaĢayan hastalara, oosit aktivasyonu amacıyla 

yapılan Ca
++

 iyonofor uygulamasının fertilizasyon oranlarını anlamlı olarak 

arttırdığı gözlenmiĢtir.
 

 Yapılan değerlendirme sonucu klivaj oranlarının iyonofor kullanılan Grup 2’de, 

iyonofor kullanılmayan Grup 1’e oranla anlamlı olarak arttığı gözlenmiĢtir.
 

 Grup 1 ve Grup 2 ‘nin gebelik oranları karĢılaĢtırıldığında; iyonofor kullanılan 

Grup 2’nin vaka baĢına gebelik oranı ile Grup 1’e göre anlamlı olarak yüksek 

olduğu bulundu. Embriyo transferi baĢına gebelik oranına bakıldığında ise Grup 1 

ve Grup 2 arasında istatistiksel olarak anlamlı bir gebelik oranı bulunamadı. Bunun 

yanı sıra Grup 1’de embriyo transferi iptal oranı yüksek iken Grup 2’de embriyo 

tansfer iptaline rastlanmamıĢtır.
 

 Sonuç olarak fertilizasyon problemi yaĢayan globozoospermi hastalarında Ca
++

 

iyonofor kullanımının fertilizasyon, klivaj ve total gebelik oranlarını arttırdığı 

gözlenirken, embriyo transferi baĢına gebelik oranında anlamlı bir artıĢ olmadığı 

bulunmuĢtur.  
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