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BEYAN

Bu tez ¢aligmasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar
tiim asamalarda etik dig1 higbir davranigimin olmadigini, tezimdeki biitiin bilgileri akademik
ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez caligmast sonucu elde edilmeyen biitiin bilgi ve
yorumlar i¢in kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklari da kaynaklar listesine aldigimi, yine bu
tezin c¢alisgilmasi ve yazimu sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranigimin

olmadigini beyan ederim.

[

W

Bio. Elif YILMAZ



ICINDEKILER

Sayfa No
Lo OZET oottt ettt ettt ettt 1
2. SUMMARY ..ottt sttt sttt s et et e st e be et e ne e reenreenee e 2
3. GIRIS VE AMAC ..ottt s e, 3
4, GENEL BILGILER ......cceiviiiiiiiicieteicecee ettt 5
4.1, INFERTILITE .....c.coiiiiiiiiceeeee ettt 5
4.2. YARDIMCI UREME TEKNIKLERI........ccocosiimiiniiininieinnissesesseienies 5
4.2.1. Astlama (TUL) ....cooiiiiiiiiiie e e 5
4.2.2. Klasik In Vitro Fertilizasyon (IVF) ......cccccccevieiimieeieieeee e 6
4.2.3. Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI) ........cccoceveeeesereseeeenne, 7
4.2.4. FErtHHIZASYON ....cviiiiiiieieeee ettt 9
4.3. EMBRIYO SECIM KRITERLERI.......c.cccootiiiiiireieeeeseeeeee e, 11
4.3.1. Proniikleer Degerlendirme ...........ccccveiieiiiiiiiiiieiee e 12
4.3.1.1. Proniikleuslarin (PN) Pozisyon ve Boyutu .........ccccoovviieiiiiiicnnnnne 12
4.3.1.2. Cekirdekgik Onciil Cisimciklerinin (NPB) Sayis1, Biiyiikliigii ve
Dagilimi ile Kutup Cisimciklerinin (PB) Yerlesimi ........c...cccocvenee. 13
4.3.2. Boliinme Evresi Degerlendirmesi .........cooverviiiinieiiiiciicc e 15
4.3.2.1. Erken BOIUNME ........oooviiiiiiiiiiiiciee e 15
4.3.2.2. Embriyo BOlUnme HiZ1 .........cccooovviiiiiiiiiiiic 16
4.3.2.3. Blastomer BUyUKIUZU .......ooovveieiiiieiiiie e 16
4.3.2.4. Sitoplazmik GOrUNTM ........ccvveiiiiiieiiieee e 16
4.3.2.5. Perivitellin Alan ve Zona OzelliKIeri ...........c.ccovvvererevecereerereeennne, 17
4.3.2.6. Fragmantasyon DEreCESI ........cccvverveieeieeiieiie et 17
4.3.2.7. Blastomerlerin Niikleer OzelliKIeri ............cocovvevevevereeereeeeeeiennnen, 17
4.3.3. Blastosist Evresi Degerlendirmesi ..........coceieiiiiienieienene s 18
4.3.4. Transfer GUNiG SECIMI ....vvviveiiieiie e 19
5. MATERYAL VE YONTEM ......coooiuiiiiiicieeeeeecee et 20
5.1. KULLANILAN KIMYASAL MADDE VE COZELTILER .........cccccccevennen. 20
5.2. CALISMA GRUBU .......ooiiiiiii ettt 21



5.2.1. HaSta SECIMI .ouveeiiiiiieiiieeiie sttt st 21

5.3. HASTALARA UYGULANAN ISLEMLER ........cccooeisiiviiiieieieeeeseiee e, 21
5.3.1. Hastalarin Hazirlanmasi ............ccoooeiiiiiiiiiicceeee e 21

5.3.2. Q0sit Toplama ISIEMi........cccoeveveveieeeeecee s, 22

5.3.3. O0sitlerin SOYUIMAST.....civviiiiiiiiicieiee s 23

5.3.4. Semenin Hazirlanmast .........cccoevieiiiiiiiiiieiie e 23

5.3.5. MIKIOENJEKSIYON ..ot 24

5.3.6. Embriyolarin TaKibi........ccccciiiiiiiiiiiiiiiiies i 25

5.3.7. Transfer ISIEMi .....occvevvceceeeeeeecececee et 26

5.3.8. GEDEITK TAYINI....iiviiiiiiieiiiee s 26

5.4. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRMELER ......cccconiiiiiniinieieissieeneenen, 26

B. BULGULAR ...ttt st 27
7. TARTISMA L.ttt e b ettt et e bt et e e st e e e be e nnee e 35
8. SONUC ...ttt ekttt a et e bt e e st e e s b e e e st e e s be e e beesbeeanbeenneas 38
9. TESEKKUR .....coiuitititititctctetetetetstesetetetesetesssesesetetesesesssssesesssesesesesesesssesesesesesesssesesssesens 39

10. KAYNAKLAR Lo 40



SIMGE VE KISALTMALAR

AHA . Assisted Hatching (Yardimla Yuvalama)

ATP : Adenozin Trifosfat

CcoC : Kiimiiliis-Korona Oosit Kompleksi
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HCG : Human Chorionic Gonadotrophin

ICSI : Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (Mikroenjeksiyon)
Ul - Intrauterin inseminasyon

IVF : In Vitro Fertilizasyon

Ml : Metafaz | Evre Oosit

MII : Metafaz 11 Evre Oosit

MESA : Mikro Epididimal Sperm Aspirasyonu

mIlU/mL : Milli-International Units Per Milliliter
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mi : Mililitre
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PVP : Polivinilpirolidon

PzZD : Parsiyel Zona Disseksiyonu
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rRNA : Ribozomal Riboniikleik Asit
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TESA : Testicular Sperm Aspiration

TESE : Testicular Sperm Extraction

UYTE : Uremeye Yardimci Tedaviler

YUT : Yardimci Ureme Teknikleri
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1. OZET

Infertilite, diizenli cinsel iliskiye girilmesine ragmen bir yil sonunda gebe
kalinamamasi durumu olarak tanimlanir. Boyle durumlarda ¢ocuk sahibi olmak isteyen
ciftler icin iiremeye yardimeci tedavi (UYTE) teknikleri kullanilabilmektedir. UYTE
tekniklerinden biri olan intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) uygulamasindan sonra,
implantasyon potansiyeli en yiiksek olan embriyo(lar)nun secilebilmesi igin kullanilan
bircok parametreden biri olan morfolojik degerlendirme, en 6nemli parametredir. Yapilan
arastirmalar morfolojik degerlendirme kriterleri arasinda embriyonun boliinme evresi
degerlendirmesinin yaninda, zigot asamasinda degerlendirilmesinin de, embriyonun ileri
donem gelisimi ile ilgili bilgi verebilecegi, bu nedenle embriyo kalitesini belirlemede
kullanilabilecegini gostermektedir.

Calismamizda embriyonun zigot evresinde goriilen, proniikleuslarin (PN) iginde yer
alan ¢ekirdekgik oOnciil cisimciklerinin  (NPB) sayi, dizilis ve dagilimlarina gore
skorlamasimin fertilizasyon, embriyo gelisimi, embriyo kalitesi ve gebelik {izerine olan
etkileri incelendi. Bu amagla, hastalarin tiim zigotlar1 proniikleer skorlama kriterlerine gore
6 sinifa ayrilip (PO, P1, P2, P3, P4, P5), toplam 149 cift, transfer edilen embriyolarinin
proniikleer dagilim patternlerine gore ii¢ gruba ayrildi. |. grupta transfer edilen
embriyolarin hepsi PO’dan, Il. grupta en az bir tanesi PO’ dan gelisirken, Il1. grupta transfer
edilen embriyolarin hi¢biri PO’dan gelismemisti. Ortalama yas ve toplanan oosit sayilari
ortalamasi gruplar arasinda benzerdi. Ortalama fertilizasyon orani, embriyo gelisimi orani,
embriyo Kkalitesi oranlar1 ve ortalama gebelik oranlari agisindan anlamli bir fark bulunmadi.
Grup ayrimi yapilmadan hastalarin tiim embriyolari proniikleer patternlerine gore
degerlendirildiginde; PO’dan gelisen embriyolarin diger pattern siniflarina goére istatistiksel
olarak anlamli derecede daha Kkaliteli oldugu, pattern smiflari biiylidikkge bu oranin
istatistiksel olarak anlamli derecede diistiigii, belirlenmistir.

Bu verilere dayanarak, zigot evresinde yapilan proniikleer skorlamanin embriyo
kalitesinin belirlenmesinde prediktif olabilecegi, bu nedenle de transfer edilecek
embriyo(lar)nun seciminde kullanilan morfolojik degerlendirmeler arasina girebilecegi
sonucuna varilmistir. Bu konuda genis hasta gruplari ile yapilacak yeni ¢aligmalara ihtiyag

vardir.



2. SUMMARY

Infertility is defined as failure to concept despite a regular sexual relationship during
a year. Such couples who are willing to have a child may be treated by one of the assisted
reproduction techniques (ART). Morphological evaluation of the embryo is the most useful
method among many parameters used in choosing the embryo with the highest
implantation potential after intracytoplasmic sperm injection (ICSI) which is one of the
ART techniques. Studies show that, beside the cleavage stage morphological evaluation,
zygote stage morphological evaluation of the embryo may also give important information
about the further stage development and thus may be used in determining the embryo
quality evaluation.

In our study, we investigated the effect of the embryo score generated by the number,
lining and distribution of nucleolus precursor bodies (NPB) located in pronuclei (PN)
which appear at the zygote stage of an embryo, on the fertilization rates, embryo
development, embryo quality and pregnancy rates. For this purpose, all the zygotes of 149
couples were classified into 6 pronuclear pattern groups (PO, P1, P2, P3, P4, P5) and the
couples were assigned to 3 groups according to their pronuclear gradings of their
transferred embryos. In group I, all the transferred embryos were developed from PO
pattern; in group Il, at least one of the transferred embryos were developed from PO
pattern; whereas none of the transferred embryos were developed from PO pattern.
Mean age and mean number of retrieved oocytes were similar between groups. Mean
fertilization rates, embryo development, embryo quality rates and mean pregnancy rates
were not statistically different. When all the embryos of patients were evaluated according
to their pronuclear patterns ignoring the groups they were assigned, the embryo qualities of
PO pattern embryos were statistically significantly better than the other patterns and the
rate decreased statistically significantly by the increase in pattern group.

According to the given data it may be suggested that zygote stage pronuclear scoring
may be predictive in determining the embryo quality, and thus it may be counted as one of
the morphological evaluation methods used to select the embryos to be transferred.
However, wider studies should be conducted in order to better define the effectiveness of
the method.



3. GIRIS VE AMAC

Infertilite, korunmasiz olarak cinsel iliskiye girilmesine ragmen, bir yil1 asan siire
sonunda ¢ocuk sahibi olamama durumudur. Cocuk sahibi olmak i¢in basvuran ¢iftlere bazi
incelemeler yapilarak, infertilite nedeni belirlenmeye c¢alisilir. Yapilan incelemeler
sonucunda infertilite nedeni dogrultusunda gerekirse yardimla iireme teknikleri (YUT)
kullanilir. In vitro fertilizasyon (IVF) ve intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) bu
amagla kullanilan yontemlerden ikisidir. infertilite tedavisinde kullanilan bu iki yéntem de
disiden alinan oositlerle, erkek bireyden alinan spermatozoonlarin in vitro olarak bir araya
getirilmesi ile elde edilen embriyolarin anne uterusuna verilmesi temeline dayanir (1).
Ciddi erkek infertilitesi nedeniyle ¢ocuk sahibi olamayan giftler igin sik¢a kullanilan
yontem ise ICST’ dir. Bu yontem bir spematozoonun, bir 0osit igine yerlestirilmesi esasina
dayanir (2).

Infertilite tedavisinde birden fazla oosit toplanmas1 amaglanmaktadir (3). Birden
fazla oositin dollenip embriyo olusturmasi durumunda, implantasyon potansiyeli en fazla
olan embriyo/embriyolarin secilip transfer edilmesi ile gebelik sansi artmaktadir.
Embriyolarin morfolojik 6zelliklerine bakilarak yapilan embriyo se¢imi uygulamasi kolay,
ek maliyet getirmeyen bir yontem olmasi nedeniyle bi¢ok laboratuvar tarafindan rutin
olarak kullanilmaktadir (4). Morfolojik olarak kullanilan bu yontemler ile embriyo gelisimi
takip edilerek, implantasyon potansiyeli yiiksek olabilecek embriyo(lar) ile transfer
yapilabilir ve c¢ogul gebelik riski azaltilabilir (5, 6). Embriyonun morfolojik olarak
degerlendirilmesinde kullanilan parametreler temelde 3 ana grupta toplanir. Bu gruplar:
proniikleer degerlendirme, bdlinme evresi  degerlendirmesi, blastosist evresi
degerlendirmesidir. Proniikleer degerlendirmede: proniikleuslarin (PN) pozisyonu ve
boyutu, ¢ekirdek¢ik onciil cisimeiklerin (Nucleolar Precursor Body, NPB) sayis1 sekli ve
dagilimi, kutup cisimciklerinin  (PB) yerlesimi, sitoplazmik halonun varhig:
degerlendirilebilir. Boliinme evresi degerlendirilmesinde ise erken boliinme, bdliinme hizi,
blastomer biiyiikliigii, fragmantasyon orani1 parametelerine bakilabilmektedir.

Son yillarda yapilan ¢alismalar proniikleer degerlendirmenin embriyo se¢iminde
prediktif oldugunu gostermektedir (7,8, 9). Bu evrede gézlenen bazi morfolojik 6zelliklerin
ileri embriyo gelisimi ve implantasyon potansiyeli ile ilgili olarak 6nemli bilgi sagladig:

ileri stirilmektedir (7). Bu ¢alismalarda PN olusmu sirasinda meydana gelen hatalar ya da
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asenkronizasyonun, embriyo gelisimini olumsuz yonde etkileyecegi gosterilmektedir (9).
Ayrica PN morfolojisi ile ilgili baz1 diizensizliklerin embriyonun kromozomal yapisi ve
anoOploidi oranlari ile ilgili olduguna dair bulgular elde edilmistir (10). Literatiirde bir¢ok
farkli proniikleer skorlama sistemi tanimlanmistir (9, 11). Proniikleer skorlamada esas
aliman parametrelerden biri de ¢ekirdek onciillerinin (NPB, nucleolar precursor body)
sayisi, sekli ve dagilimidir. Cekirdek¢ik onciilleri proniikleuslarin gelisimi sirasinda
olusur, ¢ok sayida, kii¢iik ve daginik halde bulunurlar. Proniikleer skorlama sistemleri
arasinda bazi farklar bulunmasina karsin yapilan tim caligmalar, her iki proniikleustaki
NPB’lerin esit sayida ve ayni bi¢imde diizenlenmelerinin daha yiiksek implantasyon
potansiyeline sahip olmalarinin bir gostergesi oldugu yoniindedir (9, 11).

Calismamizin amaci Tesarik ve Greco’nun proniikleer skorlama sistemini
kullanarak proniikleer evre skorlamasinin fertilizasyon, embriyo Kalitesi, gelisimi ve

gebelik oranlari ile olan iligkisini belirlemektir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. INFERTILITE

Infertilite kadm ya da erkek nedenli olabildigi gibi her ikisinden de
kaynaklanabilmektedir. Ya da ac¢iklanamayan infertilite denilen durumda oldugu gibi
ciftlerin ikisinde de sorun olmamasina ragmen, gebelik gerceklesmeyebilir. Yas faktori
kadina ait olan infertilite nedenleri arasinda gosterilebilecek en 6nemli parametrelerden
biridir. Kadinlarda 37 yasindan sonra fertilite belirgin bir sekilde azalma gostermektedir
(1). Yas ilerlemesi ile primordial folikiillerdeki atrezi hizinin artmasi, oosit kalitesindeki
diistis, uterin reseptivitedeki azalma beraberinde gebelik olusturma potansiyelini de
azaltmaktadir. Hastanin gen¢ olup over rezervi sorununun olmasit durumunda da
infertiliteden bahsedilebilir. Anovulatuvar infertilite de kadm infertilitesinin yaygin
nedenleri arasindadir. Bununla birlikte diizensiz menstiirasyon ve nadiren de olsa normal
sikluslarda da inferilite problemi goriilebilir. Erkek infertilitesinin nedenleri arasinda
spermatozoon sayr ve motilite diisiikligli, morfoloji bozukluklar1 gosterilebilir. Bdyle

durumlarda yardimei {ireme teknikleri (YUT) hastalara yardimci olmaktadir (1).

4.2. YARDIMCI UREME TEKNiKLERI

4.2.1. Asilama (1UI)

Erkeklerde goriilen spermatozoon motilite ve/ veya konsantrasyon ve/ veya
morfoloji bozukluklarinda, penil anatomik defektlerde, seksiiel ya da ejekiilatuar
disfonksiyonlarda, retrograd ejekiilasyonda, sperm agliitinasyonu ya da anti-sperm-
antikorlart (ASA) gibi nedenlerle infertilite tanis1 konmus ciftlere agilama (IUI) islemi
uygulanir. Kadinda goriilen ovulasyon bozukluklari, servikal ya da tubal bir problem de
IUI isleminin uygulanmasini1 gerektirir. Ayrica kadinda koitusa engel olabilecek anatomik

ya da psikolojik kokenli bir sorun oldugunda, agiklanamayan infertilite, minimal



endometriosis, servikal anti sperm bozukluklar1 gibi durumlarda da IUI islemi uygulanir
(1, 2, 4).

IUI isleminin yapilmasi i¢in dikkat edilmesi gereken en Onemli husus sperm
parametreleridir. Toplam motil spermatozoon sayisi, spermatozoon morfoloji degeri, bayan
yast IUI basarist igin birlikte degerlendirilmesi gereken kriterlerdir. Total hareketli
spermatozoon sayisinin IUI basarisini arttirdigi gosterilmistir (12, 13). Spermatozoon
morfolojisinin  IUl sonras1 gebelik oranlarin1  etkiledigini  gdsteren ¢alismalar
bulunmaktadir (14, 15). Bunun yaninda spermatozoon morfolojisi ile gebelik oranlari

arasinda iligski olmadigini1 gosteren ¢aligsmalar da mevcuttur (16, 17).

4.2.2. Klasik In Vitro Fertilizasyon (IVF)

In Vitro Fertilizasyon, uygun laboratuvar ortaminda spermatozoon ve oositin kiiltiir
kabinda bir araya getirilerek, spermatozoonlarin kendi yetenekleri ile oositi ddllemesi
temeline dayanan bir yontemdir (18). Giiniimizde yerini mikroenjeksiyon islemine
birakmis olmasina ragmen, uygulamasi basit ve mikroenjeksiyon yontemine gore daha
ucuz bir yontem olmasi, oosite uygulanan mikromaniiplasyonun daha az olmasi,
spermatozoonun herhangi bir miidahaleye maruz kalmadan oosite penetre olmasi sagladigi
avantajlar arasinda sayilabilmektedir. Yeterli sayida spermatozoon olmasi durumunda IVF
yontemi anovulasyon, tubal faktdr ve agiklanamayan infertilite disinda da kullanilmaya
baglanmistir (3). Sperm parametrelerinin diisiik olmasi, normal morfolojinin % 4’{in altina
diismesi klasik IVF’te fertilizasyon oranini diigiirmektedir (19). Bu nedenle spermatozoon
ve oosit iliskisini kolaylagtiracak yontemlere gidilmistir. Bu yontemlerden biri
hyaliironidaz ile oositin etrafinda bulunan kiimiiliis- korona hiicrelerinin uzaklastirilmasidir
(20). Klasik IVF’te erkek subfertilitesinin fertilizasyon oranini diisiirmesi, yeterli sayida
kaliteli embriyo elde etme olanagini azaltmasi daha etkin mikromaniiplasyon tekniklerinin
gelistirilmesini saglamistir.

Bunlar:
1. Parsiyel Zona Disseksiyonu (PZD): Jacques Cohen ve arkadaslarmin gelistirdigi bu
yontemde zona pellusidasina diiz ve derin olacak sekilde bir delik agilan oosit, i¢inde 6zel

olarak hazirlanmig spermatozoonlarin  oldugu kiiltiir tabagimina birakilir  (21).



2. Subzonal inseminasyon (SUZI): Hareketli birka¢ spermatozoonun oositin perivitellin
araligina birakilmasi temeline dayanir (4).

3. Intra Sitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI): ICSI, SUZI uygulamalar1 sirasinda tek bir
spermatoozonun 00sit sitoplazmasina birakilmasi ile bulunmus ve IVF teknikleri arasinda
yerini almistir (22, 23).

1992 den beri siddetli erkek infertilitesinde kullanilan ICSI, 1994°ten beri iilkemizde de
uygulanmaktadir. Mikromaniiplasyon tekniklerinin gelistirilmesiyle ICSI isleminde
kullanilacak olan spermatozoon, ejekiilatta spermatozoon goriilmedigi taktirde testis
biyopsisi (Testikiiler Sperm Ekstraksiyonu, TESE) ile, testis iginden 6zel ignelerle yapilan
aspirasyon araciligi ile (TESA) ya da epididimisten aspire edilen (Mikro Epididimal Sperm
Aspirasyonu, MESA) spermatozoonlardan da elde edilebilir (24, 25).

Gelistirilen diger bir manipiilasyon yontemi de yardimla yuvalama ( AHA)’ dir (26).
AHA islemi kimyasal, mekanik ya da lazer yontemi kullanilarak zona pelliisidanin
delinmesi ya da eritilmesidir. Bu islem tekrarlayan implantasyon basarisizliklarinda, kadin
yast ileri oldugunda ve zonasi kalin olan hastalarda fayda gostermektedir (27).

Yardimci Ureme Teknikleri (YUT) uygulamalari ile hastanin gebe kalmasi
amaglanirken ¢ogul gebelikten de kagmilmaya ¢alisilmaktadir. Ovaryan stimiilasyon
protokolleri ile hastadan ¢ok sayida oosit ve boylece fazla sayida embriyo elde edilmesi
saglanir (28). Bunun sonucunda transfer edilecek olan embriyo se¢imi 6nemli hale
gelmektedir. Ciinkii transfer edilen fazla sayidaki embriyo istenmeyen ¢ogul gebeliklere
neden olmaktadir (29). Bunu engellemek iginse, embriyonun gelisiminin degerlendirilip,

gebeligi gerceklestirecek en iyi embriyoyu segmek gerekir (4).

4.2.3. Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI)

ICSI tek bir spermatozoonun 6zel bir pipet yardimiyla, zona pellusida ve oolemmayi
gecerek, direkt olarak oosit sitoplazmasina birakilmasi isglemidir. ICSI, erkekten
kaynaklanan infertilite tedavisinde en ¢ok tercih edilen mikromanipiilasyon teknigidir.

Infertilite tanis1 konmus bir ¢iftin ejekiilatindaki spermatozoon konsantrasyonunun 2
milyon/ ml.” den az olmasi (30), spermatozoon motilitesinin %5’ten diisiik olmasi ve
Kruger’e gore normal morfolojinin (Kruger’in Kesin Kriterleri) % 4’lin altinda olmasi

durumunda ICSI islemi yapilmaktadir (31). Eger ejekiilatta spermatozoon bulunmuyor ve
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cerrahi yontemlerle epididimal ya da testikiiler olarak spermatozoon elde edilmesi
gerekiyorsa da kullanilacak yontem yine ICSI’dir (32,33, 34). Daha 6nce klasik IVF yontemi
kullanilmis ve sonu¢ almamamus vakalarda da ICSI kullanilmaktadir. Bununla birlikte
oosit sayisinin diigiik olmasi, ileri kadin yas1 gibi durumlarda da ICSI uygulanir (4).

Birden fazla sayida oosit elde edebilmek igin kontrollii ovaryen hiperstimiilasyonu ya
da ovulasyon indiiksiyonu denilen islemlerle ovaryumlar ¢esitli ilaglar kullanilarak uyarilir.
Hastanin yasina, eger varsa Onceki tedavilerine, oosit rezervine, folikiil stimiilan hormon
(FSH) diizeyine gore 6zel bir indiiksiyon uygulanir. Ovaryumlarda bulunan folikiiller
yeterli biiyiikliige ulastiginda ve Gstrojen seviyesi istenilen diizeye geldiginde hastaya insan
koryonik gonadotropini (HCG) enjekte edilir. Bu uygulamadan 36 saat sonra vajinal yolla
ultrasonografi esliginde oositler toplanir. Daha sonra soyma islemi adi verilen bir iglemle
etraflarindaki kiimiiliis ve graniiloza hiicrelerinden arindirilan oositlerin olgun (Metafaz 1)
olanlari, aym1 giin erkekten alinan semenin hazirlanmasiyla elde edilen spermatozoon
hiicreleriyle birlestirilirek ICSI islemi yapilir (4).

Semen yikama islemindeki amag en kaliteli spermatozoonu elde etmektir. "Density
Gradient™ veya "Swim Up" yontemi semen yikama islemlerinden ikisidir. Swim up
yonteminde semen O6rnegi gazli inkiibatorde dengelenmis olan kiiltiir medyumuyla birlikte
santrifiij isleminden gegirilir ve pellet lizerine konulan kiiltiir medyumu ile birlikte 45° lik
bir agiyla 37° C’ lik gazli inkiibatorde 1 saat bekletilir. Bu siire sonunda iyi kalitede olan
spermatozoonlarin yilizmesi saglanmis olur. Density gradient yontemi farkli yogunluga
sahip iki sollisyon tabakasinin iizerine birakilan likefiye olmus semenin belli bir hiz ve
stirede santrifiij edilmesi ile hareketli ve iyi kalitede spermatozoonlarin siiziilerek dibe
¢okmesi esasina dayanir. Dibe ¢oken bu spermatozoonlar daha sonra toplanarak uygun bir
yikama soliisyonu ile iki kez santrifiij edilerek yikanir. Boylece ICSI isleminde kullanmak
tizere hareketi iyi ve kaliteli spermatozoonlar elde edilmis olur (35). Hareketli olan
spermatozoonlardan morfolojik olarak en iyi olani se¢ilmeye calisilarak enjeksiyon pipeti
ile alinir, tutucu pipet ile sabitlenen oositin sitoplazmasina birakilir.

Bu islemden yaklasik 16-18 saat sonra biri disiye, digeri erkege ait olan iki
proniikleusun goriilmesiyle belirlenen fertilizasyon kontrol edilir. Artik iki proniikleusu
goriilen oosit "zigot" olarak isimlendirilmektedir. Enjeksiyon uygulamasindan yaklagik 24

saat sonra zigot ilk boliinmesini gergeklestirir ve iki blastomerli bir embriyo haline gelir.



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

sayilamadigi kompakt bir goriiniim alir ve 5. glinde de blastosist evresine ulasir (36).

4.2.4. Fertilizasyon

Fertilizasyon spermatozoon ve oositin, niikleus ve sitoplazmik komponentlerinin
katilimiyla yeni bir birey meydana getirdigi olaylar biitiinidiir (37). Tuba uterinanin
ampulla bolgesinde gerceklesen fertilizasyon, spermatoozoon ve oositin temasi ile
baslayip, oosit aktivasyonu ile devam ederek 2 hiicreli embriyo olugmasina kadar devam
eder (4). Bir oositin fertilize olmasi i¢in 1.mayoz bdliinmeyi tamamlayarak 1. kutup
cisimcigini  (Polar Body, PB) atmasi, spermatozoonun Kkapasitasyon ve akrozom
reaksiyonunu tamamlamasi gerekir. Fertilizasyon ii¢ ana asamada gerceklesir.

1. Spermatozoonun oosite baglanmasi

2. Gametlerin fiizyonu ve oositin aktivasyonu

3. Spermatozoon niikleusunun dekondensasyonu ve proniikleuslarin olusumu (38).

Disi genital yollarinda kapasitasyonunu tamamlayan spermatozoonun, zona
pellusidaya i¢ akrozomal membran ve zona pellusidanin ZP2 tabakasindaki proteinlerle
baglandig1 gosterilmistir (38, 39). Spermatozoonda bulunan akrozomal enzimler olan
akrozin, esteraz, noraminidaz enzimleri ile zona eritilerek oosite giris saglanir.
Spermatozoon basi fagositoz benzeri bir mekanizmayla yatay olarak ooplazmaya girer
(36). Perivitellin araliga gegtikten sonra gerceklesen gamet membranlarinin birlesmesi ile
ilgili olarak kesinligi kanitlanmamis baz1 modeller vardir. Gametlerin fiizyonu genel olarak
her iki hiicrenin plazma membranlarinin 6nce dis, sonra i¢ tabakalarmin birlesmesiyle
gerceklesir. Bu noktaya fertilizasyon ya da birlesme konisi adi verilir. Bu yapi oosit
sitoplazmasinin, spermatozoon niikleusu, mitokondri ve aksonemal kompleksini
cevreleyen bolgeye dogru hareket etmesiyle spermatozoon giris noktasinda bir sislik
meydana gelmesiyle olusur (37, 40, 41).

Spermatozoon girisinden sonra 00sit Sitoplazmasinda 00sit aktivasyonu denen birtakim
yapisal ve biyokimyasal degisiklikler gozlenir. Bunlar kortikal graniillerin salinmasi,

memranda bulunan ATPaz’in aktivasyonu, mayozun devam edip, 2. polar cisimcigin
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atilmasiyla erkek ve disi proniikleuslarin olusmasi ile sonuglanan olaylardir (4). Oosit igine
giren spermatozoonun oosit aktivasyonunu etkileme bigimi ile ilgili belirtilen goriislerden
biri; spermatozoondan oosite eriyebilen bir aktivasyon faktoriiniin gectigi ya da
spermatozoonda bulunan 2. bir reseptor yardimiyla aktivasyonun gergeklestirildigidir (38).
Moser (1939) tarafindan oosit aktivasyonunda etkin olan kortikal graniillerin salinimi i¢in
kalsiyumun gerekli oldugu gosterilmistir (42). Aktivasyon sirasinda hiicre i¢i kalsiyum
depolar1 harekete gegerek kalsiyum konsantrasyonunda gegici olarak artisa neden olur
(38). Kortikal graniillerin ana igerigi proteazlar, mukopolisakkaritler, serin-proteaz
aktivitesine sahip plazminojen aktivatorii, asit fosfataz ve peroksidaz enzimidir (4).
Kortikal graniillerin igeriklerini perivitellin alana bosaltmalari, plazmalemmanin
kalinlagarak saglamlagsmasin1 ve  polispermiye  engel  olunmasimi  saglar  (43).
Spermatozoonun oosite girisi ile oosit plazma membraninda gergeklesen elektriksel
depolarizasyon da, oositi polispermiye karsi koruyan en hizli faktorlerdendir (44). Olgun
fertilize olmamis oositte elektrik potansiyeli negatiftir. Oosit zar1 polarizedir ve
plazmalemmanin i¢ yiizii dis yliziine gore negatiftir. Spermatozoon oosit plazmalemmasina
degdikten hemen sonra, oositin elektrik yiikii Once notre, daha sonra ise pozitife
degismekte ve polarize olan zar depolarize hale gelmektedir. Kortikal graniil salinimi
elektriksel depolarizasyona gore daha yavas ama daha kalici bir yontemdir.

Mayozun metafaz evresinde bekleyen oosit, spermatozoon girisinden sonra mayoza
devam eder ve ikinci polar cisimcik atilir. Zigottaki kromozomlar dagildiklari sinirlar
boyunca vesikiiller olusturacak sekilde kiimelenmeye baglarlar. Boylece kromozom igeren
vesikiiller olusmaya baslar ve kromozomlar yapisal olarak niikleer kilifa benzeyen iki
paralel membran ile cevrilirler. Daha sonra bu vesikiiller birlesir ve 2. Polar cisimcige
yakin bir yerde disi proniikleus olusur ( 38, 45).

Erkek proniikleusunun olugmasi ise spermatozoon niikleer kilifinin bozulmasi,
yogunlagmis kromatinin dagilmasi, niikleer kilifin tekrar olusmasi ile gergeklesir. Erkek
proniikleus oosit sitoplazmasinin ortasinda olusmaya baslar. Proniikleus membraninin
sekillenmesinde endoplazmik retikulum gorevlidir. Birinci Kutup cisimcigine yakin yerde
gelisen disi proniikleus erkek proniikleusa yaklasana kadar ilerler ve sonugta proniikleuslar
yanyana gelirler. Bu islemde gorev alan sentrioller spermatozoondan koken alarak
mikrotiibiil olarak islev yapmaktadir (46, 47). Bu hareket inseminasyondan sonraki 20.

saatte tamamlanir ve zigotun ortasinda yanyana yerlesirler.
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Fertilizasyon bittiginde 2. Mayoz tamamlanmus, zigotta normal diploid kromozom
say1s1 olusmus, crossing over gerceklesmis olur (46, 48). Insanda 24 saat siiren proniikleer
evrede hiicre G1, S, G2 evrelerinden geger. Proniikleuslar merkeze yerlestikten sonra,
zarlar erir ve ebeveynden gelen kromozomlar metafaz plag: lizerinde karsilasip asterlere
dogru ilerler. Bu evrede zigot ¢ekirdegi gozlenmez. Anne ve baba genomu ilk kez iki
hiicreli evrede tek bir ¢ekirdek olarak gozlenir ( 37).

Okaryot bir hiicre 151k mikroskobunda incelendigi zaman cekirdek icinde en belirgin
olarak gozlenen yap1 ¢ekirdekgiktir. Cekirdekg¢ik ribozomal riboniikleik asit (rRNA)’lerin
islendigi ve ribozom yapisina katildigi yerdir. Diger organellerden farkli olarak
cekirdekeigin etrafinda zar yoktur. Bunun yerine rRNA genlerini, onciil rRNA’ lar1, olgun
rRNA’lar;, tfRNA isleyen enzimleri, kiiglik niikleolar RNA (snoRNP)’lari, ribozomal
protein altbirimlerini ve kismen yapilanmig ribozomlar gibi makromolekiilleri de igeren
biiyiik topaklar halinde bulunur. Cekirdekgigin olusumunda rRNA genlerinin énemli bir
rolii vardir. Insan diploid hiicresinde 13, 14, 15, 21 ve 22. kromozomlarin {izerinde biiyiik
ribozom RNA’larin1 kodlayan genler bulunur. Cekirdekgik ribozom biyogenezinde gorevli
olmasinin yaninda, diger RNA (ribo niikleik asit)’larin yapildigi ve RNA protein
karisimlarinin bir araya geldigi yerdir. Telomeraz ve sinyal par¢aciklarininda ¢ekirdekgikte
toplandigina inanilmaktadir. Protein sentezi igin aminoasitleri tasiyan tRNA”’ lar (transfer
RNA) da burada islenir. Bundan dolay1 proniikleuslar gesitli kodlanmayan RNA’larin
islendigi, proteinlerle bir araya gelerek riboniikleoprotein karigimlarinin olusturdugu bir

fabrika olarak diistiniilebilir (49).
4.3. EMBRIYO SECIM KRITERLERI

Yardimla iireme teknikleri uygulamalarinda ovaryum stimiilasyonu i¢in kullanilan
gonadotropinler ile ¢ok sayida oosit ve embriyo elde edilmektedir. Yardimci iireme
tekniklerinde ki amag hastanin gebe kalmasini saglamak oldugundan, embriyo kalitesi en
yiiksek olan embriyo ya da embriyolar transfer edilmelidir. Bu embriyolarin se¢imi igin bir
cok farkli yontem kullanilmaktadir.

Bu yontemler sunlardir:
a. Embriyonun morfolojik olarak degerlendirilmesi: proniikleer degerlendirme, boliinme

evresi degerlendirmesi, blastosist evresi degerlendirmesi,
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b. Kiiltir medyumundaki metabolik aktivitenin belirlenmesi: priivat tiiketimi, glukoz
tiiketimi aminoasit kullaniminin 6l¢iilmesi,

c. Preimplantasyon genetik arastirma: polar cisimcik ya da blastomer biyopsisidir.
Bunlardaki amag¢ embriyonun canliliginin belirlenmesidir. Canli olan embriyo terimi

transfer sonrasi canli bir birey olusturma yetenegine sahip embriyolar i¢in kullanilir (3).

4.3.1. Proniikleer Degerlendirme

Proniikleer degerlendirme embriyonun zigot donemi degerlendirmesidir. Bu evrede
degerlendirilen parametreler embriyo se¢im kriterleri i¢in onemlidir ¢linkii bu evrede
gbzlenen bazi morfolojik 6zelliklerin, ileri embriyo gelisimi ve embriyonun implantasyon
potansiyeli ile ilgili 6nemli bilgiler sagladig: diistiniilmektedir (7, 8, 9).

Proniikleer degerlendirme yapilirken proniikleuslarin (PN) pozisyon ve boyutu,
niikleolar prekiirsor cisimlerin (NPB) sayisi, sekli ve dagilimi, PN’lerin polar cisimcikler

ile yaptiklar1 ag1 ve sitoplazmik halo varligi gibi parametreler degerlendirilmektedir.

4.3.1.1. Proniikleuslarin (PN) Pozisyonu ve Boyutu

Mikroenjeksiyon isleminden 16-18 saat sonra, disi proniikleus ikinci polar cisimcigin
yakinlarinda olusurken, erkek proniikleus oosit ortasinda olugsmaya baslar. Disi proniikleus
erkek proniikleusa iyice yaklagir. Ooplazmada gozlenen bu 2 proniikleus ile fertilizasyon
1sleminin gergeklestigi anlagilir.

Yapilan caligmalar, zigotlarin normal olarak degerlendirilebilmeleri i¢in her iki
PN’in sitoplazmada merkezi pozisyonda, birbirine yakin ve esit biiyiikliikte olmasi
gerektigini gostermistir (9). Sadowy ve arkadaslari, proniikleer dismorfizm iizerine
yaptiklar1 ¢alismada, esit olmayan proniikleus gozlenen zigotlarin ¢ogunda gelisim
duraksamasi ve artmis mozaisizm insidansi belirlediklerini gdstermiglerdir (50). Bazi
calismalar, PN olusumu sirasinda meydana gelen hatalar ya da olusum sirasindaki
asenkronizasyonun, embriyo gelisimini olumsuz yonde etkiledigini gostermektedir (7,8,9).
Bununla birlikte PN morfolojisinde gozlenen bazi bozukluklarin, embriyonun kromozomal

yapisi ve andploidi oranlari ile ilgili olduguna dair bulgular elde edilmistir (10, 50, 51, 52).
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4.3.1.2. Cekirdekcik Onciil Cisimciklerinin (NPB) Sayisi, Bityiikliigii ve Dagilinn ile
Kutup Cisimciklerinin (PB) Yerlesimi

PN gelisimi sirasinda olusan niikleolar prekiirsor cisimcikler (NPB), PN’ler
icerisinde ¢ok sayida, kii¢iik ve daginik olarak bulunan yapilardir. Bu NPB’ler daha sonra
bibirleriyle kaynasip, biiyliylip proniikleuslarin interfazinda yanyana dizilirler (53).
Prontikleuslarin dizilimi ile ilgili olarak kullanilan proniikleer skolama sistemlerinin
arasinda bazi farkliliklar bulunmasina karsilik yapilan ¢alismalar gostermistir ki PN’deki
NPB’lerin ayni sayida ve ayni hizada olmas1 implantasyon oranini arttirmaktadir (11, 54,
55, 56).

Tesarik ve Greco, her PN’de goriilen NPB’lerin sayisinin en az ii¢ olmasi, PN’ler
arasindaki NPB’lerin say1 farkinin iicii gegmemesi ve her iki PN’deki NPB’lerin
proniikleuslarda polarize ya da non-polarize olmasi gerektigini bildirmislerdir. Bu
kriterlere  uymayan embriyolarin ilerde kot morfolojiye sahip  embriyolar
olusturabilecegini gostermislerdir (9). Tesarik ve arkadaslari tarafindan yapilan baska bir
calismada da transfer edilecek olan embriyo se¢iminde sadece proniikleer evrede normal
olarak degerlendirilen embriyolar transfer edildiginde, anormal olarak degerlendirilen
gruba gore anlamli derecede yiiksek gebelik ve implantasyon oranlari elde edilmistir (55).
Literatiirde Tesarik ve arkadaslarinin yaptiklart bu yaymi destekleyen bagka calismalarda
bulunmaktadir. Scott ve arkadaglar1 yaptiklari bir ¢aliymada 3. gilin embriyolarmi PN
skorlama sistemini ile birlikte degerlendirerek transfer islemi yapmislar ve gebelik oranlari
%19°dan %31’¢ yiikselmistir (11). Balaban ve arkadaslar1 da yaptiklar1 bagka bir
calismada da bu goriisii desteklemisler pattern 0 ‘dan gelisen embriyolarin implantasyon
yeteneklerinin daha yiiksek oldugunu goéstermislerdir (57). Wittemer ve arkadaglari da
normal proniikleer morfolojiye sahip oositlerden gelisen embriyolarin implantasyon
potansiyellerinin daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir (56).

Diger bir degerlendirme kriteri de proniikleuslarin polar cisimciklerle yaptiklart
acidir. Oositlerde bulunan gesitli proteinlerin dagilimindaki anomalilerin embriyo gelisimi
ve fetal gelisimi etkiledigi disiiniilmektedir (37,58). Bundan hareketle Garello ve
arkadaslar1 da proniikleer yerlesim, polar cisimcik yerlesimi ve embriyo kalitesi arasinda ki

iliskiyle ilgili olarak yaptiklar1 ¢alisma sonucunda; proniikleuslar1 eksenlerinden kesen bir

13



cizgi ¢izildiginde, bu ¢izginin 2. polar cisimcik ile yaptig1 ac1 olan B agisi’nin biiylimesiyle,
embriyo kalitesinin azaldigin1 géstermislerdir (59).

Calismamizda Tesarik ve Greco’nun skorlama yontemini kullanildi (9). Bu sisteme
gore;
Pattern 0 (PO): Proniikleuslarin her ikisindeki NPB sayis1 farki 3°ten fazla degildir. NPB
sayis1 7°den az olunca NPB’ler polarize, 7°den fazlaysa NPB’ler daginik sekilde bulunur.
Proniikleuslardaki NPB sayis1 3’ten az degildir.
Pattern 1 (P1): Her iki proniikleustaki NPB sayilar1 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 durumda 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.

Pattern O

y
Pattern 1 “
Pattern 2 “
Pattern 3 %
Pattern 4 @

Sekil 1: Tesarik ve Greco’nun proniikleer evre skorlama sistemi
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Literatiirde bulunan diger bir skorlama sistemi ise, Scott ve arkadaslarinin yaptigi skorlama
sistemidir (11). Buna gore;

Z1 zigotlarda bulunan NPB’lerin sayis1 esitir ve proniikleer junction bolgelerinde
dizilmis olarak bulunurlar. NPB’lerin sayis1 3 ve 6 arasindadir. Z2 zigotlarda da yine sayisi
3-6 arasinda olan NPB’ler iki niikleusta esit olarak dagilmiglardir. Z3 zigotlarda
proniikleuslar Z1 ve Z2 gibi esit biiyiikliiktedir. NPB bir niikleusta proniikleer baglanti
bolgesinde yerlesim gosterirken, digerinde niikleusa dagilmis olarak bulunur. Z4 zigotlarda
proniikleuslar ayrik bir sekilde yerlesim gosterirler ya da biri biiylik, digeri kiigiik bir
boyuttadir.

Zigot evresinde degerlendirilecek diger bir yapi da sitoplazmik halodur. Oositte
bulunan mitokondri ve diger organallerin korteksten periniikleer alana dogru kaymasi ile
oositoplazmanin sentral bolgesinde olusan yogun bélge goriiniimiine sitoplazmik halo
denir. Oositin periferik bolgesi ise merkezi alana gore daha az yogun bir bolge seklinde
goriilir (60). Yapilan ¢alismalar, sitoplazmik halo varliginin embriyo gelisim ve
implantasyon potansiyelini artirdigini géstermistir (8, 61). Mitokondrilerin periniikleer
bolgede toplaniyor olmasi, 0 zigotun  kalsiyum ya da ATP kullanimiyla ilgili
olabilmektedir (62, 63).

4.3.2. Boliinme Evresi Degerlendirmesi

Boliinme evresinin degerlendirilmesi implantasyon potansiyeli daha yiiksek olan
embriyolar1 segebilmek igin birgok laboratuvar tarafindan kullanilan bir yontemdir. Erken
boliinmenin varligi, boliinme hizi, blastomer boyutu, fragmantasyon orani, blastomerlerin
niikleer durumu, sitoplazmik goriintii, perivitellin alan ve zona pellusida ozellikleri

boliinme evresi degerlendirmesi esnasinda incelenen parametrelerdir (1, 4, 37).

4.3.2.1. Erken Boliinme

Oosit, fertilizasyondan yaklasik 20 saat sonra ilk mitotik boliinmesini
gergeklestirerek 2 hiicreli bir embriyo haline gelmektedir. Embriyolarin 5°te biri 25. saatte
2 hiicreli hale gelir. Erken boliinen embriyo (early cleaved embryo) olarak adlandirilan bu

iki hiicreli embriyo, 2 eliptik hiicre ve blastomerlerin boliinme eksenlerinden gecen 2.
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kutup cisimcigi ile karakterizedir (64, 65). Erken bdliinen embriyolarin daha yiiksek
gebelik ve implantasyon potansiyeline sahip olduklarini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir
(65). Jin Fu ve arkadaslari da yaptiklar1 c¢alismada erken béliinen embriyolarin

boliinmeyenlere gore daha yiiksek kalitede embriyo olusturduklarini gostermistir (66).

4.3.2.2. Embriyo Boliinme Hiz1

Boliinme hizi embriyo canliligini gosteren dnemli bir unsurdur. Van Royen’e gore
normal bir embriyo 2. giinde (42-44. saat) 4-5 blastomer ve 3. giinde (66-68. saat ) en az 7
blastomere sahip olmalidir (67). Shapiro’ya goére embriyolarin normalden daha hizli bir
sekilde boliinmiis olmasi da, hiicre sikluslariin dogru ¢alismamasindan ya da hiicrenin
niikleusu olmayan fragmanlar igermesinden kaynaklanabilir. Bu durum embriyolarda

blastosist gelisimi ve implantasyon oranlarini diisiirmektedir (68).

4.3.2.3. Blastomer Biiyiikliigii

Embriyoda bulunan mRNA, mitokondri ve farkli hiicre organellerinin iki kardes
hiicreye esit olarak dagilmamasi1 farkli biiylikliikkte blastomerler olusmasina neden
olmaktadir (58). Bu nedenle embriyonun senkronize bir sekilde gelisim gostermesi
embriyo kalitesi ile ilgili bilgi vermektedir. Esit bolinmeyen embriyo transferiyle gebelik

ve implantasyon oranlarinin olumsuz yonde etkilendigi belirtilmistir (69).
4.3.2.4. Sitoplazmik Goriiniim
Embriyo blastomerlerinin agik renkli, seffaf ya da hafif graniillii olmasi normal

olarak degerlendirilir (70). Yapilan bir ¢aligmada sitoplazma goriintiisiiniin implantasyon

ve gebelik oranlarmi etkilemedigi goriilmistiir (71).
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4.3.2.5. Perivitellin Alan ve Zona Pellusida Ozellikleri

Embriyolarin degerlendirilmesi yapilirken dikkat edilmesi gereken diger bir hususta
perivitellin alan ve zona ozellikleridir. Perivitellin alanin genis ya da dar olusu, zona
pellusida yapisi ve kalinlig1 da incelenmelidir (72). Zona pellusidanin normal olan 13-15
mikrometre olan kalinligindan daha kalin olmasi durumunda mekanik, kimyasal ya da
lazer yoluyla ‘‘Assisted Hatching (AHA) *’ yapilarak zonaya delik agilabilir. Assisted
Hatching yontemi zonasi kalin olan hastalara yapilmakla birlikte, bu grubun disinda kalan

hastalarda ¢ok etkili olmadig1 goriilmistiir (27,73).

4.3.2.6. Fragmantasyon Derecesi

Embriyonun fragmantasyon derecesinin degerlendirilmesi de embiyo se¢im kriterleri
arasinda yer almaktadir (74). Embriyonun fragmente bir yapi gostermesi hasta ya da
embriyo kaynakli olabilmekte, embriyo gelisimi iizerindeki etkisi ise tam olarak
bilinmemektedir (53). Fragmantasyon derecesi niikleusu olmayan fragmantlarin sayisi ve
miktarinin embriyo hacmine orani ile belirlenir. Ziebe ve arkadaslart az sayida
fragmantasyon igeren 4 hiicreli bir embriyonun, 2 hiicreli fragmantasyon igermeyen bir
embriyoya tercih edilmesi gerektigini gostermislerdir (69). Fragmantasyonun apopitozisden
(programli hiicre oliimii) kaynaklandigi diislintilmektedir. Fragmantasyonun biiyiik
olmasmin embriyoya zararli oldugu, belli bir bolgede bulunan ya da kiigiik ve dagilmis

olan fragmanlarin ise implantasyonu etkilemedigi gosterilmistir (75).

4.3.2.7. Blastomerlerin Niikleer Ozellikleri

Blastomerlerde goriilen multiniikleasyonun degerlendirilmesi embriyo sec¢iminde
kullanilan diger parametredir (76, 77). Blastomerlerde multiniikleasyondan bahsedebilmek
icin, i¢inde birden daha fazla sayida niikleusun goriilmesi gerekmektedir. Bu niikleuslar
fragmente durumda da olabilir. Niikleuslarin interfaz asamasinda goriiliiyor olmasi ve 2.
giinde embriyolarin blastomerlerinin biiyiik ve az sayida olmasi bu kontroliin yapilmasini
kolaylagtirmaktadir (77, 78). Embriyonun blastomerlerindeki multiniikleasyon, niikleusun

kismi fragmantasyonundan, kromozomlarin mitotik boliinmesini gergeklestirmesi sirasinda
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hatali bir mekanizma olusmasindan, sitokinez gergeklesmeden karyokinezin gerceklesmesi
gibi durumlardan kaynaklanabilir. Jackson ve arkadaslar1 yaptiklart bir ¢alismada
multinlikleasyon goOsteren embriyolarin gelisim potansiyellerinin  ve klinik gebelik
oranlarinin daha diisiik oldugunu gostermislerdir (76). Blastomerlerinde multiniikleasyon
goriilen embriyolarin kromozomal anormallikler gosterebildigi dolayisiyla transfer
edilmemesi, buna ragmen yapilan transferlerde ise embriyonun normal gelisim
gosterebildigi bildirilmistir (79). Multiniikleasyon gériilen embriyolarda, fragmantasyonun

arttig1 ve gebelik oraninin azaldig1 gosterilmistir (78).

4.3.3. Blastosist Evresi Degerlendirmesi

Embriyolar gelisimlerinin 3. giiniinde 8 blastomerli evreden itibaren, kompaktlagsma
gosterirler. Bazen 4 ya da 8 hiicreli haldeyken de kompaktlagsma goriilebilir. Erken
kompaktlagmanin ileri embriyo gelisimini nasil etkiledigi ile ilgili az sayida veri vardir.
Embriyolarin 4.giinde blastomer sayilart 16-20 hiicre arasindadir. Bu asamada hiicreler
arasinda ki baglantilar artar ve kompaktlagan embriyo morula adini alir. Morulanin uterusa
ulagsmas1 ile uterus boslugundaki sivi hiicreler arasina ge¢cmeye baglar. Hiicreler arasi
stvilarin birikmesiyle blastosdl denilen tek bir bosluk olusur ve embriyo bu donemde
blastosist adin1 alir. Kiiltiir sistemlerinin gelismesi ile birlikte in vitro olarak gelistirilen
embriyolar 5. giine kadar takip edilebilmektedir.

Blastosist degerlendirilmesi yapilirken embriyonun genisleme derecesi, trofoektoderm
tabakasinin yogunlugu ve i¢ hiicre Kitlesinin yogunlugu esas alir. Iyi kaliteli bir
blastosistin, inseminasyondan yaklagik 112-114 saat sonra belirli ve genis bir blastosdle
(embriyo hacminin en az yaris1 kadar), kavite igerisine dogru uzanan belirli bir i¢ hiicre
Kitlesine ve birbirine bagli yass1 bir epitel tabakasi olusturacak sekilde diizgiin yerlesmis
trofoektoderm hiicrelerine sahip olmasi gerekmektedir (80). Gardner ve arkadaglari
blastosist skorlamasi yapilarak secilen blastosistin transfer edilmesiyle gebelik oraninin %
60’1n tizerine c¢iktigini gostermistir (81). Blastosist asamasina gelmis disiik kalitede
embriyolarin transfer edilmesinin, ayn1 kalitede olan 3. giin embriyolari ile kiyaslandiginda

daha yiiksek implantasyon orani gosterdigi bildirilmistir (82).
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4.3.4. Transfer Giinii Secimi

IVF ya da ICSI islemi sonrasi gelisen embriyolarin transferi hastanin yasi, gelisen
embriyolarin say1 ve kalitesine bagli olarak 2., 3. ve 5. giinde yapilabilmektedir. Baz1
laboratuvarlarda PN evresi transferi yapilabildigi gibi 6. giinde de transfer islemi
yapilabilmektedir.

Transfer giinii ile ilgili yapilan ¢alismalarin bazilarinda, 3. giin transferlerinde 2.
giin transferlerine gore daha yiiksek gebelik oranlari goriilmiisken (83), bazilarinda 2. giin
ve 3. giin transferleri arasinda gebelik ve implantasyon oranlari agisindan bir fark
belirlenmemistir (84, 85).

Racowsky ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢alismada ise 3.giinde olusan 8 hiicreli
embriyolarin sayisi ile 3. ya da 5. giin transferine karar verilebilecegi gosterilmistir. Buna
gore, 3. giinde hi¢ 8 hiicreli embriyosu bulunmayan bir hastanin transferi 3. gilinde
yapilmalidir. 3. giinde 1 ya da 2 adet 8§ hiicreli embriyosu bulunuyorsa 5. giin transferinin
hasta i¢in daha yararli olabilecegini s6ylemek kesin degilken, 3 ya da daha fazla 8 hiicreli
embriyosu varsa 5. giin transfer yapilmasi tercih edilmelidir (86).

Blastosist agamasinda yapilan transferlerin implantasyon potansiyellerinin, 3. glinde
yapilanlara gore 2 kat daha fazla oldugu, 5. giinde yapilan transferlerin 3. giinde
yapilanlara gore daha az sayida embriyo transferine olanak sagladigi gosterilmistir.
Bununda transfer edilen embriyo sayisini azaltarak, ¢ogul gebelik riskini azaltacagi
belirtilmistir (87).
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. KULLANILAN KiYASAL MADDE VE COZELTIiLER

URUN

Pure Sperm

Pure Sperm Wash

G-IVF PLUS

Hyase 10X

ICSI1 100

Quinn’s Advantage Medium with HEPES
Quinn’s Advantage Cleavage Medium
Quinn’s Advantage Fertilization (HTF) Medium
Steril Oil For Tissue Culture

Serum Protein Substitute (SPS)

Human Serum Albiimin (HSA)

MARKA
Nidacon
Nidacon
Vitrolife
Vitrolife
Vitrolife
Sage
Sage
Sage
Sage
Sage
Sage

KATALOG NO

PS100250
PSW-100
10136
90017
90111
ART-1023
ART-1026
ART-1020
4008P
ART-3010-12
ART-3001-5
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5.2. CALISMA GRUBU

5.2.1. Hasta Se¢imi

Calismamiza Haziran 2009- Eylil 2010 tarihleri arasinda Ferticenter Tiip Bebek
Merkezi’ne basvurup infertilite tedavisi i¢in ICSI islemi uygulanan 149 ¢ift dahil edildi.
Calismanin devam ettigi 06.03.2010 tarihinde Saglik Bakanligi tarafindan “Uremeye
Yardimer Tedavi Uygulamalari ve Uremeye Yardimci Tedavi Merkezleri Hakkindaki
Yénetmelik” yiiriirliige girdi. Bu ydnetmelige gore merkezlerde UYTE uygulamasinda
birden fazla embriyo transfer edilmemesi esasti. Ancak, 35 yasa kadar birinci ve ikinci
uygulamada tek embriyo, liglincii ve sonraki uygulamalarda iki embriyo, 35 yas ve
izerinde tiim uygulamalarda en fazla iki embriyo transfer edilebilirdi (Resmi Gazete,
06.03.2010, say1: 27513).

Bu tarih esas alinarak hastalarimiz yonetmelik 6ncesi (N: 101) ve sonrasi (N: 48)
olmak tizere iki ana gruba ayrildi. Her grup, transfer edilen embriyolarin proniikleer
skorlama dagilimlarina goére 3 alt gruba ayrildi. 1. grup, transfer edilen embriyolarinin
timi zigot asamasinda Pattern 0 (P0)’dan gelisen (yasa oncesi ve sonrast N: 25, N: 24)
olgulardan, 2. grup, transfer edilen embriyolarindan en az biri PO’dan gelisen (yasa dncesi
ve sonrast N: 51, N:5) ve 3.grup, transfer edilen embriyolarinin hi¢biri PO’dan gelismeyen

(yasa oncesi ve sonrast N: 25, N.19) olgulardan olusturuldu.
5.3. HASTALARA UYGULANAN iSLEMLER

5.3.1. Hastalarin Hazirlanmasi

Ovaryum stimiilasyonu, gonadotropin salgilatict hormon GnRH analoglar1 agonist
(Lucrin; Abbott, Fransa) veya antagonistleri (Cetrotide; Serono, Aubonne, Isvicre,
Orgalutran; Organon Oss Hollanda) ve insan menopozal gonadotropinleri ya da folikiil
stimiilan hormonlarm (FSH) (Gonal-F; Serono, Aubonne, Isvigre, Puregon; Organon Oss
Hollanda)’ 1 iceren protokollerin uygulanmasiyla gergeklestirildi. Ovaryumlarin tedaviye
vermis oldugu yanit, ultrason takipleri ve serum oOstradiol seviyelerinin olgiilmesiyle
belirlendi. Folikiiller en az 18 mm c¢apima ulastiklarinda, 5000 ya da 10000 IU insan
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koryonik gonadotropini (HCG) (Profasi; Serono, Pregnyl; Organon) enjeksiyonu
uygulandi. Erkek partnere ise semen analizi uygulandi. 3 ile 5 giinliik bir cinsel perhizin
ardindan mastiirbasyon yolu ile steril Falcon 4013 (BD, Fransa) kabina 6rnek verildi. 10-
15 dakika likefiye olmasi i¢in 37°C’lik inkiibatérde bekletilen ornek, steril Falcon 2095
(BD, Fransa) tiipiine bosaltilarak hacmi belirlendi. Likefiye olmus semen 6rneginden 10 ul
makler sayma kamarasia koyulup ( Makler chamber, Sefi Medikal Instr. Israil), faz
kontrast mikroskobunda (Olympus CX 31, Japonya) 20X objektif altinda tiim karelerdeki
(100 adet) spermatozoonlar sayildi. Sonu¢ 10’a boliinerek mil/ml olarak konsantrasyon
belirlendi. Spermatozoonlar incelenerek WHO Kiriterleri’ ne gore ileri ve hizli
spermatozoonlar “A motil”, ileri ve yavas spermatozoonlar “B motil”, yerinde hareketli
spermatozoonlar “C motil>> ve hareketsiz spermatozoonlar “D motil’> olarak
degerlendirildi. A, B ve C motiliteye sahip spermatozoon oranlart toplanarak toplam

motilite oran1 belirlendi.

5.3.2. Oosit Toplama Islemi (OPU)

HCG enjeksiyonundan sonraki 36. saatte oositler transvajinal olarak ultrasonografi
esliginde, 6zel bir igne esliginde ve yikama medyumu kullanilarak toplandi. 13 ml1’lik steril
tiiplere (Falcon 2001, BD Fransa) toplanmis olan folikiil sivisi embriyoloji laboratuvarinda
stereo mikroskop altinda, steril tabaklara (Nunc 150270) bosaltilarak oosit arandi. Bulunan
oositler 37°C’de 1sinmig %5 Human Albiimin (HSA) (Sage, Amerika) iceren Hepes (Sage,
Amerika) medyumunda yikandi. Sonra onceki giin hazirlanmis iizerleri oil (Sage,
Amerika) ile kapatilmig, %5 HSA igeren Fertilization (Sage, Amerika) medyumunun
bulundugu dort kuyucuklu steril tabagina (Nunc fourwell 144444) aktarildi. Toplanan
oositler 3 saat 37°C’lik, %6 CO2 ve %95 nem ortami saglayan inkiibatorde (Labotect C
200, Almanya) bekletildi (88).
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5.3.3. Oositlerin Soyulmasi

OPU isleminden sonra oositlere olgunluklarmin degerlendirilip, ICSI islemi sirasinda
polar body’nin diizlemini ayarlayabilmek icin soyma islemi uygulandi. Islem igin
hyaliironidaz enzimi (Hyase 10X, Vitrolife, isve¢) kullanildi.

Onceden 1sit1lan %5 HSA igeren 950 ul Hepes (Sage, Amerika) medyumuna Hyase-
10X eklendi. Oositler hyase iceren medyum iginde, pipet yardimiyla etrafindaki kiimiiliis
hiicrelerinden ayrildi. Enzimatik ve mekanik olarak uygulanan bu soyma islemi esnasinda
oositler tiim hiicreler temizleninceye kadar sirastyla 170 um ve 140 pm capli denuding
pipetlerden (Cook K-FPIP 1170, K-FPIP-1140, irlanda) gecirildi. Soyulan oositler bir gece
onceden hazirlanmis %10 SPS iceren Cleavage medyumu (Sage, Amerika) ile hazirlanan
kiiltir tabagina konularak, inverted mikroskopta 40X objektifte olgun olup olmadiklarina
gore degerlendirildi. Kutup cisimcigi olan olgun oositler Metafaz 11 (MIl), kutup
cisimcigini atmamig tek hiicre goriiniimiinde olan olgunlagsmamis oositler ise Metafaz |
(MI) olarak degerlendirildi. Metafaz | oositler ilk 4 saat iginde kutup cisimcigini
attiklarinda ICSI islemine dahil edildi. Kutup cisimcigi olmayan ve germinal vesikiilii

goriilenler olgun olmadiklari igin ICSI isleminde kullanilmadi (88).

5.3.4. Semenin Hazirlanmasi

Ug-bes giinliik cinsel perhiz siiresinin ardindan mastiirbasyon yoluyla steril semen
toplama kaplarma (Falcon 4013, BD Fransa) semen o6rnegi alindi. Ornek, 37°C’lik
inkiibatorde likefiye olana kadar bekletildi. Sonra steril bir tiipe (Falcon 2095, BD Fransa)
koyulan ornegin goriinis, likefaksiyon ve hacmi not edildi. Semen 6rneginden makler
sayma kamarasina 10 pl koyularak, faz kontrast mikroskobunda (Olympus CX 31,
Japonya), 20X objektif altinda tiim kareler sayilarak konsantrasyon ve motilite belirlendi.
A motilite ileri ve hizli hareketli spermatozoon grubunu, B motilite ileri ama yavas
hareketli spermatozoon grubunu, C motilite yerinde hareketli spermatozoon grubunu ve D
motilite de hareketsiz spermatozoon grubu i¢in kullanildi. En az 100 adet spermatozoon
degerlendirilerek motilite degeri %A, %B, %C ve %D olarak belitlendi. Ilk analizi

yapildiktan sonra 6rnek density gradient yontemi kullanilarak ICSI islemi i¢in hazirlandu.
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Sperm yikama islemi, PureSperm (Nidacon, Isveg) ve PureWash (Nidacon, Isveg)
soliisyonlar1 ile dnceden hazirlanmis ve oda 1sisina getirilmis % 90’lik ve % 45°lik iki
farkli yikama soliisyonu ile yapildi. Steril bir tiipe ( Falcon 2095, BD Fransa) énce 1ml %
90’11k, sonra tizerine Iml’lik % 45 soliisyon yavasca konularak birbirine karismayan iki
tabaka olusturuldu. Uzerine 1 ml semen rnegi yavas bir sekilde konuldu ve hazirlanan tiip
1300 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi (Heraeus Labofuge 400, Almanya). Siire sonunda
spermatozoonlari igeren 400 pl’lik pellet, steril pipet yardimiyla, baska bir tiipe (Falcon
2095, BD, Fransa) aktarildi. Spermatozoon siispansiyonunun iizerine 2 ml G-IVF Plus
(Vitrolife, Isve¢) medyumu eklenerek 2000 rpm’de 6 dakika santrifiij edildi. Siipernatant
steril bir pipet yardimiyla alinarak spermatozoon siispansiyonuna tekrar 2 ml G-IVF Plus
sollisyonu eklendi ve tekrar 2000 rpm’de 6 dakika santrifiij edildi. Tiipiin dibinde 400ul
pellet kalacak sekilde siipernatant alinip, kalan siispansiyon calkalanarak karigtirildi.
Yikama sonrast motilite ve konsantrasyon degerleri belirlendi. G-1VF Plus eklenerek tiim

hastalarda yikama sonras1 spermatozoon konsantrasyonlarinin benzer olmasi saglandi.

5.3.5. Mikroenjeksiyon

Oositler soyulup olgunluklarinin degerlendirilmesinin ardindan, olgun olanlara Van
Steirteghem ve arkadaglarinin belirttigi sekilde mikroenjeksiyon islemi uygulandi (88).
Islem icin %5 HSA eklentili Hepes (Sage, Amerika) medyumu kullanilarak enjeksiyon
tabagina (Falcon 1006, BD Fransa) 5ul’lik merkezi bir damla ve etrafinda 8 damla olacak
sekilde damlalar yapildi. Uzeri oil ile kapatilan tabak 1sindiktan sonra, ortadaki damla pipet
ile alind1 ve yerine viskoz yapisiyla spermatozoonlart yavaglatan polivinilpirolidon ( PVP)
(ICSI-100,Vitrolife, Isve¢)’den 5ul koyuldu. PVP icine hazirlanmis spermatozoon
soliisyonundan 1-2 ul konuldu. Cevrede bulunan damlalara ise oositler yerlestirildi.

Mikroenjeksiyon islemi 1sitici tablast bulunan, Hoffman modiilasyonu ve Narishige
mikroenjeksiyon iinitesi atagmanli inverted mikroskopta (Olympus, 1X71, Japonya)
yapildi. Humagen enjeksiyon ( Mic-35-30-B1.0) ve tutucu pipeti ( MPH-Med-30) ile 40X’
lik objektif kullanildi. Enjeksiyon pipeti ile hareketli ve normal goriiniimlii olan
spermatozoon, kuyrugu kirilarak hareketsizlestirildi. Oosit, polar body’si 12 ya da 6
hizasina gelecek sekilde tutucu pipet ile sabitlendi ve enjeksiyon pipeti ile spermatozoon

oosit sitoplazmasina birakildi. Oositler enjeksiyon yapildiktan sonra, Oonceki giinden
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hazirlanmig kiiltiir medyumuna (Quinn’s Advantage Cleavage Medium, Sage, Amerika)
aktarildi. 37°C, %6 CO, ve %5 O, ortam (Labotect C200, Almanya) saglayan

inkiibatorlere kaldirilan oositler kiiltiir stiresince burada muhafaza edildi.

5.3.6. Embriyolarimn Takibi

Mikroenjeksiyon isleminden sonra 16-20. saatlerde fertilizasyon kontrolii yapildi.
Oosit sitoplazmasinda 2 proniikleus ve 2 polar body goriilmesi fertilizasyonun
gerceklesmesi olarak degerlendirildi (4). Bu evrede ayni zamanda proniikleuslarin (PN)
pozisyon ve boyutu, niikleolar prekiirsor cisimlerin (NPB) sayisi, sekli ve dagilimi Tesarik
ve Greco’nun skorlama sistemi kullanilarak belirlendi (9).

Fertilizasyon orani, fertilize olan MII oositlerin, toplam MII oositlere orani alinarak
hesaplandi. ilk kontrolden sonra, zigotlarin icinde bulundugu kiiltiir tabaklar1, dnceki giin
hazirlanmis yeni kiiltilir tabaklari ile degistirildi.

Mikroenjeksiyon isleminden yaklasik 24 saat sonra ilk bdliinme, 48. saatte ikinci ve
74. saatte liclincii boliinmeleri degerlendirildi.

Embriyolarin degerlendirilmesinde kullanilan siniflama sistemi ve kriterleri:

Grade 1: Esit biyiikliikte blastomere sahip, fragmantasyon ve graniilasyon goéstermeyen
embriyo.

Grade 2: Esit blastomere sahip, <%5-10 oraninda fragmantasyon veya graniilasyon gdsteren
embriyo.

Grade 3: Esit olmayan blastomere sahip, <%10-20 oraninda fragmantasyon gosteren veya
graniilasyon gosteren embriyo.

Grade 4: Blastomerleri birbirinden tamamen farkli, blastomer sayisi tam olarak tespit
edilemeyen, ileri derecede fragmantasyona sahip veya ileri derecede graniilasyon gosteren
embriyo (89, 90).

Embriyo gelisim orani, boliinen embriyolarin fertilize olan oositlere orani alinarak
belirlendi. Grade 1 ve Grade 2 olarak belirlenen embriyo sayilarinin gelisen tim
embriyolara orani iyi kalite embriyo orani, Grade 3 ve Grade 4. kalite olarak belirlenen

embriyolarin tiim embriyolara orani ise kotii kalite embriyo orani olarak tanimlandi.
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5.3.7. Transfer Islemi

Anne yasi, embriyolarin kalitesi ve boliinme hizlari, proniikleer skorlamalar1 géz
Oniine alinarak 2. ya da 3. giin embriyo transfer islemi gergeklestirildi. Secilen embriyolar
onceki giin hazirlanmis olan %50 oraninda SPS iceren Cleavage medyumunun (Sage,
Amerika) igine konularak yine ayn1 medyum ile yitkanmis Hamilton enjektor (Hamilton
1705 LT, Isvigre) yardimmyla transfer kataterine (K-JETS 7019, Cook, Avustralya) steril
bir sekilde yerlestirildi. Jinekologa bu sekilde verilen katater ultrason esliginde anne

adayinin uterusuna yerlestirildi (91).

5.3.8. Gebelik Tayini

Transfer isleminden 12 giin sonra kanda belirlenen >15 mIU/mL B-hCG degeri ve 2
giin sonra tekrarinda en az iki katina c¢ikmis olan B-hCG degeri, gebelik olarak

degerlendirildi.

5.4, ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRMELER

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken istatistiksel analizler i¢in SPSS
(Statistical Package for Social Science) for Windows 16.0 programi kullanildi.

Calisma verileri degerlendirilirken tamamlayici istatistiksel metodlarin (Ortalama,
Standart Sapma) yani sira niceliksel verilerin kargilagtirllmasinda ‘‘One Way Annova’’
testi kullanildi. Sonuglar %95°1ik giiven araliginda, anlamlilbik p< 0,05 diizeyinde
degerlendirildi.
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6. BULGULAR

Calismamizda merkezimize Haziran 2009- Eyliil 2010 tarihleri arasinda bagvuran
ve infertilite nedeniyle ICSI tedavisine alinan yaglart 20- 35 arasinda degisen giftler
degerlendirildi. Proniikleer skorlamanin fertilizasyon, embriyo gelisimi, embriyo kalitesi
ve gebelik oranlari tizerine etkilerini arastirmak amaciyla 35 yas altinda ve 3 denemeden az
olan denemelerde tek embriyo transferini, bunun disindaki durumlarda ise en fazla 2
embriyo transferini esas alan yeni yonetmelikten sonra her embriyonun tek basina takip
edilmesi miimkiin olabildiginden hastalar, yonetmelik dncesi ve yonetmelik sonrasi olmak
tizere iki ana grupta degerlendirildi (Tablo 1). Her grup, transfer edilen embriyolarin
proniikleer skorlama dagilimlarina goére 3 alt gruba ayrildi. 1. grup, transfer edilen
embriyolarinin tiimii zigot asamasinda P0’dan gelisen (yasa oncesi ve sonrasit N: 25, N:
24), 2. grup, transfer edilen embriyolarindan en az biri PO’dan gelisen (yasa Oncesi ve
sonrast N: 51, N: 5) ve 3. grup, transfer edilen embriyolarinin hi¢biri PO’dan gelismeyen
(yasa oncesi ve sonrasi N: 25, N: 19) olgulardan olusmaktaydi. Ilk olarak, yonetmelik
oncesi (YO) grup degerlendirildi. Bu gruptaki 3 alt grubun, yaslar1 (sirasiyla; 30,8 + 3,7;
29,3 £+ 3,4; 31,0 £ 4,5), toplanan oosit sayilar1 (sirastyla; 11,6 = 5,3; 12,8 + 6,4; 10,2 =+
6,5) ve MII oosit sayilari ( sirasiyla; 8,8+ 4,1; 10,1+ 5,7; 7,6+ 5,05) benzer (p> 0.05) olarak
bulundu. Gruplar arasinda fertilizasyon orani, embriyo gelisim orani, embriyo kalitesi ve

gebelik oranlari ag¢isindan anlamli fark belirlenmedi (p> 0.05). (Tablo 2, Sekil 2) .

Calisma Grubu Toplam | Yonetmelik Oncesi Yonetmelik Sonrasi
Olgu Sayis1 Olgu Sayis1 Olgu Sayisi
149 101 48

Tablo 1: Yonetmelik 6ncesi ve yonetmelik sonrasi degerlendirilen olgu sayisi.
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YONETMELIK ONCESI Grup | Grup 2 Grup 3

(YO) GRUP (Hepsi PO) (En az 1’i P0) | (Higbiri PO) P
Yas* 30,8 +3,7 29,3 £3.4 31,0 £4,5 NS
Toplanan oosit sayis1™ 116+5,3 12,8 £6,4 10,2 £6,5 NS
MII oosit sayisi™ 8,8+4,1 10,01 + 5,7 7,6 £5,05 NS
2 PN sayisi™* 6,7+3,3 78+45 53+29 NS
Emb. gelisim oram * 98,8 +4,1 97,5+59 96,4 +£9,2 NS
Iyi kalitede emb. oram * 58,9 +29,4 60 + 25,0 63,6 = 33,0 NS
Kaotii kalitede emb. oran1 * 41 +294 39,7+25 36,4 + 33 NS
Gebelik oram * 0,64 +0,48 0,58 + 0,49 0,52 +0,50 NS

* (ort+S.D); PN: proniikleus; NS: Istatistiksel anlami1 yok

Tablo 2: Yonetmelik 6ncesi gruplarda yas, toplanan oosit sayisi, MII oosit sayisi, 2PN

say1s1, embriyo gelisim orani, iyi kalitede embriyo orani, kotii kalitede embriyo orani,

gebelik orani parametrelerinin gruplara gore dagilimlari.
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M iyi Kalitede
Embriyo Orani

B Gebelik Orani

1.Grup 2.Grup 3.Grup

Sekil 2: Yonetmelik oncesi gruplarda iyi kalite embriyo ve gebelik oranlari.

Daha sonra yonetmelik sonrasi (YS) grup degerlendirildi. Bu gruptaki 3 alt grubun,
yas ( sirastyla; 29,7 +3.4; 30,2 £2,9; 29,3 + 2,7), toplanan oosit sayilari ( sirastyla; 10,7+
4,6; 10,6+ 4,5; 11,5 £4,5) ve MII oosit sayilari ( sirasiyla; 8 +=3,8; 7,6 £ 4,4; 7,6 £ 3,2)
benzer bulundu (p> 0.05). Gruplar arasinda fertilizasyon orani, embriyo gelisim orani,
embriyo kalitesi ve gebelik oranlar1 agisindan anlamli fark belirlenmedi (p> 0.05). (Tablo
3, Sekil 3).
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YONETMELIK SONRAsT | CRUP| GRUP2 GRUP 3

(YS) GRUP (Hepsi 0PN) | (Enaz1’i0 PN) | (Hicbiri 0 PN) i
Yas * 29,734 30,2+2,9 29,3+ 2,7 NS
Toplanan oosit sayis1 * 10,7+ 4,6 10,6 +4,5 11,5£4,5 NS
MII oosit sayis * 8+3,8 76+44 7,6+3,.2 NS
2 PN sayisi * 49+21 56+28 52+2,3 NS
Emb. gelisim oran1 * 98,9 +11,6 100 100 NS
iyi kalitede emb. oran1 * 53,8 £+ 25,8 65,3+ 30,9 56,7+ 34,2 NS
Kotii kalitede emb. oram * | 46,1+ 258 34,6 + 30,9 43,2 + 34,2 NS
Gebelik oranlar * 50 £ 0,5 60 £ 0,5 47+0,5 NS

* (ort = S.D); PN: Proniikleus; NS: istatistiksel anlam1 yok
Tablo 3: Yonetmelik sonrasi gruplarda yas, toplanan oosit sayisi, MII oosit sayisi, 2PN

sayisi, embriyo gelisim orani, iyi kalitede embriyo orani, kotii kalitede embriyo oran,

gebelik orani parametrelerinin gruplara gére dagilimlart.
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@ iyi Kalitede
Embriyo Orani

B Gebelik Orani

1.Grup 2.Grup 3.Grup

Sekil 3: Yonetmelik sonras1 gruplarda iyi kalite embriyo ve gebelik oranlari.

Calismamizda son olarak, tiim proniikleer smiflarin embriyo kalitesi tizerine
etkisini gorebilmek amaciyla hastalardan bagimsiz olarak tiim embriyolar birlikte
degerlendirildi. Toplam 422 embriyo proniikleer skorlama sistemine gére 6 gruba ayrildi.
1.grupta PO’dan gelisen embriyolar, 2. grupta P1’den gelisen embriyolar, 3. grupta P2 den
gelisen embriyolar, 4.grupta P3’ten gelisen embriyolar, 5. grupta P4’ ten gelisen
embriyolar, 6. grupta P5’ten gelisen embriyolar olacak sekilde gruplandirildi (Resim 1).

31



P4 P5

Resim 1: Calismamiza ait olgulardan 2PN igeren fertilize olmus, Tesarik ve Greco’nun PN

skorlama sistemine gore degerlendirilmis oositlerin inverted mikroskoptaki goriintiileri

(X200).
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Gruplarda degerlendirilen embriyo sayilari sirasiyla; 138, 69, 66, 13, 19 ve 117’ idi.

Iyi kalitede embriyo oranlar1 en yiiksek PO grubunda belirlenip, PO grubundan P5 grubuna

dogru istatistiksel olarak anlamli derecede diismiistiir (sirasiyla %70.0 = 30.0, % 65.5 +
42.1, %60. 4 +44.2, %53.8 £ 51.8, %47.3 + 45.5, %45.7+ 41,3 ). Kot kalitede embriyo
oranlar1 ise tersine en yiiksek P5 grubunda belirlenip, P5 grubundan PO grubuna dogru

istatistiksel olarak anlamli derecede diismiistiir (sirasiyla %54.2+ 41.3, %52.6+ 45.5,

%46.1 £ 51.8, %39.5 + 44.2, %35.8 + 42.6, %30.7 + 30.5 ) (Tablo 4, Sekil 4 ve 5).

Embriyo Iyi kalite Kotii Kalite

sayilari Embriyo Oram1 | Embriyo Oram P
Grup 1 (Pattern 0) 138 70.0 + 30 30,7 + 30,5 0.000
Grup 2 (Pattern 1) 69 65.5+ 42.1 35,8+ 42,6 0.000
Grup 3 (Pattern 2) 66 60.4 +44.2 39,5+ 44,2 0.000
Grup 4 (Pattern 3) 13 53.8 £51.8 46,1 + 51,8 0.000
Grup 5 (Pattern 4) 19 473 +455 52,6+ 455 0.000
Grup 6 (Pattern 5) 117 457+41.3 54,2+ 41,3 0.000

Tablo 4: Gelisen tiim iyi ve kotii kalite embriyo oranlarinin pattern gruplarina gore

dagilimu.
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O1.grup
O2.grup
M 3.grup
O4.grup
M 5.grup
M 6.grup

Sekil 4: Gelisen iyi kalitede embriyolarin, PO, P1, P2, P3, P4, P5 patternlerine gore

dagilima.

M 6.grup
M 5.grup
O4.grup
M 3.grup
O2.grup

E1.grup

Sekil 5: Gelisen kotii kalitede embriyolarin, P5’den P0’a kadar olan gruplara gore

dagilima.
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7. TARTISMA

Calismamizda, ICSI islemi ile elde edilen embriyolarin zigot evresi proniikleer
skorlamalariin fertilizasyon, embriyo Kkalitesi ve gebelik oranlari {izerine etkisini
degerlendirildi. (54, 92). Elde elden veriler dogrultusunda, hastanin gelisen tiim
embriyolar1 igerisinden implantasyon potansiyeli en yiiksek embriyo/ embriyolarin
secilebilmesi i¢in bu parametrenin kullanilabilirligini arastirilda.

Bu konu ile ilgili yapilan g¢alismalardan bir¢ogu, zigot evresindeki proniikleer
skorlamanin embriyonun gelisim ve implantasyon potansiyelini belirlemesi ag¢isindan
o6nemli oldugunu, bu nedenle de embriyo segim kriterlerinden biri olarak kullaniimasi
gerektigi bildirmektedir (10, 11, 54). Van Blerkom ve arkadaslar1 tarafindan o0o0sitin
sitoplazmik fenotipi ve proniikleuslarin simetri ve dagilimi kadar niikleoluslarin sayisi ve
dagiliminin da onemli oldugu gosterilmistir (93). Payne D ve arkadasglar1 da NPB
polaritesinin  embriyonik eksen belirlenmesini saglayarak farklilasacak hiicrelerin
seciminde etkili oldugunu ileri siirmiislerdir (94). Daha sonra ¢esitli proniikleer skorlama
sistemleri gelistirilerek belli bir sistem olusturulmaya g¢alisilmistir (9, 11). Bu skorlama
sistemlerinden biri Tesarik ve Greco tarafindan 1999 yilinda gelistirilmis ve zigotlar
proniikleoluslarin dagilim ve dizilisine gére 6 ana gruba ayrilmistir. Bu arastirmacilar
kendi zigot skorlama sistemlerini kullanarak yaptiklari degerlendirmede, pattern 0’dan
gelisen embriyolarin daha iyi kalitede embriyo olusturduklarimi ve bdoliinme evresi
duraksamasinin, diger pattern gruplarma gore daha az oldugunu gostermislerdir (9).
Calismalarinda implante olmus embriyolarin fertilizasyon evresindeki zigotlar:
arastirildiginda, NPB say1 ve dagilisindaki ortak noktalarin, NPB say1 farkinin 3’ten fazla
olmamasi ve NPB’lerin her iki PN’de de ya polarize ya da daginik bulunmasi gerektigini
bildirmislerdir. Bu 6zelliklere sahip optimal zigot skorunu PO olarak belirleyerek, bu skora
sahip embriyolarda goriilen gelisim duraksamasinin sadece %8,5 oldugunu, bu skorun
disindaki embriyolarin ise diisiik kalitede olduklarini belirlemislerdir.

Skorlama sistemlerinden bir digeri olan Z skorlama yontemi de Scott ve arkadaslari
tarafindan gelistirilmis ve zigotlar proniikleoluslarin dagilim ve dizilisine gore 4 ana gruba
ayrilmiglardir. Scott ve arkadaslar1 bu skorlama sistemini kullandiklar1 ¢alismada,
proniikleer skorlama ve 3. giin embriyo morfoloji verilerini birlikte degerlendirerek

embriyolar1 secip transfer ettiklerinde %31 implantasyon ve %57 gebelik orani elde
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etmiglerdir. Buna karsin sadece morfolojilerine gore degerlendirdikleri embriyolarda
implantasyon ve gebelik oranlarini sirasiyla % 19 ve 33 olarak belirlemislerdir (11).

Embriyo se¢iminde PN skorlamanin 6nemi, Almanya gibi embriyo koruma yasasi
olusturulmus bir tilkede daha biiyiik bir 6neme sahiptir (95). Takip edilecek embriyo
sayisint 3 ile smirlayan bu yasa nedeniyle embriyolar zigot evresinde secilmek zorunda
oldugundan proniikleer skorlamanin 6nemi artmistir. Zollner ve arkadaslari yaptiklari
calismada, toplam 168 IVF ve ICSI siklusunda proniikleuslarin say1 ve biyikligi,
niikleoluslarin  dizilisi, halo yapisi, sitoplazma goriiniisii ve vakuol bulunup
bulunmamasina bakilarak kiimiilatif zigot skorlamasi yaparak, en iyi skora sahip
embriyoyu, 5. giinde transfer edilmislerdir. ICSI uygulanan hastalarda, iyi zigot skoruna
sahip embriyolarin blastosist kalitesinin de iyi oldugu gosterilmistir (96).

Balaban ve arkadaslar1 da yaptiklar1 bir ¢galismada PN skorlamanin blastosist gelisimi
ve kalitesi lizerine etkisini incelemis ve Pattern 0’dan gelisen embriyolarin daha erken ve
hizl1 boliiniip, daha iyi kalitede embriyo ve blastosist olusturduklarini gostermislerdir (57).
Pattern 0’dan gelisen iyi kalite embriyolarin, PO disindakilerden gelisen iyi kalitede
embriyolara gore daha yiiksek implantasyon oranlarina sahip olduklari bildirilmistir.

Biz de c¢alismamizda, hastalardan bagimsiz olarak tiim embriyolarin proniikleer
skorlarmin embriyo kalitelerine etkilerini arastirdigimizda, P0’dan gelisen embriyolarin
diger smiflardan gelisenlere goére anlamli derecede daha iyi Kkalitede embriyo
olusturduklarmi belirledik. Calismamiz bu agidan literatiirdeki proniikleer skorlamanin
embriyo gelisimi {izerine olumlu etkisini gosteren c¢alismalar1 dogrular niteliktedir.
Embriyo gelisim oranlari ise proniikleer siniflar arasinda benzer bulunmustur.

Literatirde proniikleer skorlamanin sonuglart etkilemedigini ve embriyonun
implantasyonunu belirlemede prediktif olmadigini ileri siiren oldukca az sayida calisma
vardir (92, 97, 98). Bu c¢alismalardan birinde Saluments, proniikleer morfoloji ile embriyo
kalitesi, gebelik ve implantasyon potansiyelleri arasinda anlamli bir fark olmadigini ileri
stirmiis, pattern O olan ve olmayan gruplardan gelisen iyi kalitede ki embriyolarin
transferiyle olusan implantasyon potansiyellerinin benzer oldugunu gostermistir (92).

Aidita ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada proniikleer skorlamanin gebelik ve
canli dogum oranlar1 {izerine etkisi olmadigin1 gostermislerdir. Bu c¢alismalarinda,

embriyolar1 zigot asamasinda dort farkli gruba gore smiflamiglardir. Bu gruplardan gelisen
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embriyolarin transferiyle elde ettikleri canli dogum oraninin benzer oldugunu
gostermislerdir (97).

Biz de c¢alismamizda, hastalarin transfer edilen embriyolarinin proniikleer skor
dagilimlarina gore; tiim embriyolar1 PO transfer edilen, en az bir embriyosu PO transfer
edilen ve hi¢ PO transfer edilmeyen olarak 3 grup altinda inceledigimizde, gruplar arasinda
gebelik oranlar1 arasinda anlamli fark olmadigimi belirledik. Calismamizin sonuglari
proniikleer skorlamanin, gebelik oranlarmi etkilemedigini gosteren bu ¢alismalarin
verilerini destekler niteliktedir.

Arastirmamizin sonuglart dogrultusunda, zigot evresinde proniikleer skorlama ile
degerlendirdigimiz embriyolardan, daha iyi skora sahip zigotlardan gelisenlerinin, diger
embriyolarin kalitelerine gore anlamli derecede yiiksek Kkalitede belirlenmesi nedeniyle
proniikleer skorlamanin embriyo kalitesini belirlemede prediktif degeri oldugu
sOylenebilir. Embriyo kalitesinin gebelik ve implantasyon oranlart ile pozitif iligkisi
bilindiginden proniikleer skorlamanin embriyo se¢im Kriterlerinden biri olarak
kullanilabilecegi sonucu dogmaktadir. Proniikleer skorlamanin gebelik oranlari {izerine
etkisini inceledigimizde ise tiim embriyolar1 PO transfer edilen, en az bir embriyosu PO
transfer edilen ve hi¢ PO transfer edilmeyen gruplar arasinda anlamli fark olmadigini
gostermemize ragmen bu durumun hasta sayisinin azlifindan kaynaklanabilecegi
diistintilebilir. Hastalarin yonetmelik OncCesi ve sonrasi olacak sekilde iki grup halinde
incelenmesi de implante olan embriyonun tam olarak anlagilabilmesini miimkiin hale
getirememistir ¢linkii yonetmeligin belirledigi bazi durumlarda 2 embriyo transfer
edilebilmektedir. Hasta sayisi artirilarak ve sadece tek embriyo transferlerinin
degerlendirildigi yeni ¢aligmalarin yapilmasina ihtiya¢ vardir.

Bulgularimiz dogrultusunda proniikleer skorlama sisteminin, embriyo kalitesinin
belirlenmesinde prediktif degeri oldugu, 6zellikle tek embriyo transferine gegtigimiz yeni
yasal diizenleme sonrasinda, embriyo se¢iminde etkin bir sekilde kullanilmasinin faydali

olabilecegi sdylenebilir.
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8. SONUC

Calismamizda embriyonun proniikleer evresinde yapilan PN skorlamanin ICSI
parametreleri tizerine olan etkisini inceledi. Segtigimiz 149 hastanin transfer edilen
embriyolar1 proniikleer skorlama dagilimlarina gore 3 alt gruba ayirdi. 1. grup, transfer
edilen embriyolarinin tiimii zigot asamasinda P0’dan gelisen embriyolardan, 2. grup
transfer edilen embriyolarindan en az biri PO’dan gelisen embriyolardan ve 3. grup,
transfer edilen embriyolarinin higbiri PO’dan gelismeyen olgulardan olusturuldu.

Bulgularimiz dogrultusunda NPB’ lerin sayi, dizilis ve dagilimlarinin embriyo
gelisimi, embriyo Kalitesi ve gebelik iizerine etkileri hasta gruplart kendi aralarinda
degerlendirildiginde sunlar1 sdyleyebiliriz:

e Embriyo elde etme orani ve gelisen iyi kalitede ki embriyo oranlar1 ve gebelik
agisindan, gruplar arasinda anlamli bir fark gériilmedi.
Tim embriyolar, proniikleer siniflarin embriyo kalitesi {izerine etkisini gorebilmek igin
hastalardan bagimsiz olarak birlikte degerlendirildiginde:
e lyi kalitede embriyo oranlar1 en yiiksek PO grubunda belirlenip, PO grubundan
PS5 grubuna dogru istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulundu.
e Gebelik oranlar1 arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi.
Bu bulgular dogrultusunda ICSI sonrast 16-20. saatlerde degerlendirilen proniikleer
skorlama sisteminin embriyo kalitesini belirlenmede prediktif degeri oldugu, embriyo
seciminde degerlendirilecek kriterler arasinda kullanilmasinin yararli olabilecegi
sOylenebilir. Tek embriyo transferlerinin degerlendirilecegi, daha genis hasta gruplariyla

yapilan yeni ¢calismalarin yararli olabilecegi diisiintilmektedir.
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