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SIMGE VE KISALTMALAR

ATP :Adenozin trifosfat

CoC :Kumulus-korona oosit kompleks (Toplanan oosit)
DNA :Deoksi ribonukleik asit

FSH :Folikiil stimiilan hormon

GnRH :Gonadotropin salgilatict hormon

HCG :Insan koryonik gonadotropini

ICSI :Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (Mikroenjeksiyon)
IVF :In vitro fertilizasyon (Tiip bebek)

MI :Metafaz I evresindeki olgun olmayan oosit

MII :Metafaz II evresindeki olgun oosit

mlIU/mL :Miliunmit/Mililitre

mil/ml :Milyon/Mililitre

ml :Mililitre

mm :Milimetre

NPB :Cekirdekgik onciil cisimcigi (Nucleolar precursor body)
OPU :Oosit toplama (Oosit pick up)

PB :Kutup cisimcigi (Polar body)

PN :Pronukleus

PVP :Polivinilpirolidon

PZD :Parsiyel zona disseksiyonu

rpm :Dakikada devir sayis1 (Revalution per minute)
SUZi :Subzonal inseminasyon

YUT :Yardimla tireme teknikleri

B -hCG :p -insan koryonik gonadotropini

ul :Mikrolitre
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1. OZET

Infertilite, korunmasiz ve diizenli cinsel iliskiye ragmen bir yil siire sonunda gebe
kalimamamas1 seklinde tanimlanir. Yardimla iireme teknikleri gebelik elde edilmesi i¢in
basvurulan uygulamalardir. Bir in vitro fertilizasyon (IVF) siklusunda basariy1 etkileyen en
onemli faktorlerden biri transfer edilecek en iyi embriyonun secimidir. Transfer edilecek
embriyolar morfolojilerine ve Kkiiltiirde gelisim oranlarina gore belirlenmektedir.
Embriyolarin gelisimlerinin ve diger embriyolarla arasindaki farkliliklarin belirlenmesi i¢in
kritik zaman noktalarinda goézlenmesi gerekmektedir.

Inseminasyon veya mikroenjeksiyondan sonraki 25. saat kritik zaman noktasi
olarak kullanilmaktadir. 25. saatte iki hiicreye boliinmiis embriyo erken boliinmiis embriyo
olarak adlandirilir. Yapilan aragtirmalar erken boliinen embriyolarin daha yiiksek gebelik
ve implantasyon potansiyeline sahip olduklarini géstermistir.

Calismamizda transfer edilecek en iyi embriyonun sec¢im siirecinde ICSI den 25-27
saat sonra gerceklesen erken embriyo boliinmesinin ICSI parametreleri tizerine etkileri
incelendi. 202 hasta transfer edilecek erken boliinen ve boliinmeyen embriyolarin varligina
gore iki gruba ayrildi. 1. grup en az bir tane erken boliinen embriyo transferi yapilan 109
hastadan, II. grup ise erken bdliinmeyen embriyolarla transferi yapilan 93 hastadan
olusturuldu.

Calisma sonunda erken embriyo boliinmesinin ICSI parametrelerinden embriyo
elde etme, embriyo boliinme hizi, kalitesi ve gebelik oranlar tizerine etkisi degerlendirildi.
Embriyo elde etme oran1 acisindan erken boliinen ve boliinmeyen grup arasinda anlamli bir
fark bulunmadi. Grup ayrimi yapilmadan tiim embriyolar degerlendirildiginde, erken
boliinen embriyodan gelisen embriyo bolinme hizi ve kalitesi, erken boliinmeyen
embriyoya gore anlamli yiiksek bulundu. Gebelik oranlar incelendiginde; I. grupta gebelik
orant %72.5 ve Il. grupta %31.2 bulundu. Erken boliinen embriyolarla transfer yapilan
hastalarda gebelik orani istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu.

Bu verilere dayanarak transfer edilecek embriyolarin seciminde fertilize olmusg
oositin ilk hiicre bolinme zamaninin 6nemli bir kriter olarak degerlendirilebilecegi

sonucuna varilmistir.



2. SUMMARY

Infertility is described as not to become pregnant though having regular and
exposed sex. Assisted reproductive techniques are the ways to have pregnancy that used.
The most important criteria that affects the success of an IVF cycles is the selection of the
best embryo. The embryos that will be transferred are selected upon their mophology and
maturity of the culture. To determine the maturity of the embryos and differences between
the other embryos critical time points should be observed.

25™ hour after insemination or microinjection is used as critical time point. The
embryo cleaved into 2 cell in 25" hour called as early cleaved embryo. Researchs shows
that early cleavage embryos have higher pregnancy and implantation potential.

In our research, selection period of the best embryo that will be transferred, affects
on ICSI paremeters of early cleavage after 25-27 hours from ICSI. 202 patients are divided
into 2 groups as early cleavage and non early cleavage. The first group constituted 109
patients which transfered at least 1 early cleavage embryo; the second group constituted 93
patients which transferred non early cleavage embryo. There were no significant
difference on age, mature oocyte, fertilized oocyte, embryo and number of embryo
transferred between two groups.

As a result of the research, affects of early cleaved embryos on ICSI paremeters,
derivation embryos, evolution and quality of the embryos are evaluated. There were no
significant difference on providing embryos between early cleaved and non early cleaved
embryos. Evolution and the quality of the embryo found in early cleaved embryos is
significantly higher than non early cleaved embryos. Pregnancy rate is %72.5in the first
group and %31.2 in the second group. Pregnancy rate on patients which transferred with
early cleaved embryos is significantly higher.

According to these outputs, in selection of embryo transferred, first cleavege time

of the fertilized oocyte shall be evaluated as an important criteria.



3. GIRIS VE AMAC

Infertilite, korunmasiz ve diizenli cinsel iliskiye ragmen bir yil siire sonunda gebe
kalinamamas1 seklinde tanimlanir. Yardimla iireme teknikleri (YUT) tibbi ve cerrahi
yontemlerle gebeligin elde edilemedigi hastalarda gebelik elde edilmesi i¢in bagvurulan
uygulamalardir (1).

YUT uygulamalarinda kullanilan ovaryan stimiilasyon protokolleri fazla sayida
oosit ve bunun sonucunda fazla sayida embriyo elde edilmesini saglamaktadir (2). Gebe
kalma olasiligin1 arttirmak i¢in ¢ok sayida embriyonun transfer edilmesi ise istenmeyen
cogul gebeliklere yol agmaktadir (3). Amag¢ implantasyon icin en fazla potansiyele sahip
embriyolan secip, transfer edilecek embriyo sayisini azaltmaktir. Bu da elde edilen ¢ok
sayida embriyodan hangilerinin secilip transfer edilecegi sorununu beraberinde
getirmektedir. Bu problemi ¢6zmek icin her bir embriyonun kalitesini belirleyip yasama
potansiyeli yiiksek embriyolarin transferini yapmak gerekmektedir. Bu nedenle
embriyolarin morfolojileri ve kiiltiirde gelisim oranlar1 degerlendirilmelidir (4).

Embriyolarin gelisimlerinin ve diger embriyolarla arasindaki farkliliklarin
belirlenmesi igin kritik zaman noktalarinda gozlenmesi gerekmektedir. Rastgele
zamanlarda yapilan kontroller yanlis yonlendirici olabilmektedir (5).

Transfer i¢in embriyo secerken farkli evredeki (pronuklear, boliinme ve blastosist
evresi) embriyolarin kritik zaman noktalarindaki morfolojileri degerlendirilmektedir.

Inseminasyon veya mikroenjeksiyondan sonraki 25. saat kritik zaman noktasi
olarak kullanilmaktadir. 25. saatte iki hiicreye boliinmiis embriyo erken boliinmiis embriyo
olarak adlandirilir. Yapilan aragtirmalar erken boliinen embriyolarin daha yiiksek gebelik
ve implantasyon potansiyeline sahip olduklarini bildirmektedir (6-10). Bu verilere
dayanarak transfer edilecek embriyolarin seciminde fertilize olmus oositin ilk hiicre
boliinme zaman1 dnemli bir kriter olarak degerlendirilmektedir.

IVF ya da ICSI (Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu) sonrasi embriyolarin
transferinde implantasyon potansiyeli en yiiksek embriyolarin secilebilmesi i¢in gamet
morfolojisi, pronuklear ve erken boliinme evresi gibi tiim morfolojik kriterler birlikte
degerlendirilmelidir. Boylece hem laboratuvar verimliligi artmakta ve hem de daha az

sayida embriyo transfer edilmesine bagli olarak ¢ogul gebelik oranlar1 azalmaktadir (11).



Bu bilgiler 1s1ginda planlanan tez c¢alismamizda, transfer edilecek en iyi
embriyonun secim siirecinde ICSI’den 25-27 saat sonra gerceklesen erken embriyo
boliinmesi degerlendirilecektir. Calisma sonunda erken boliinmenin gebelik oranlari,

embriyo boliinme hiz1 ve kalitesi tizerine etkisinin tanimlanmasi amag¢lanmaktadir.



4. GENEL BiLGIiLER

4.1. UREME BiYOLOJiSi

Insan gelisimi, erkek gamet hiicresi sperm ile kadin gamet hiicresi oositin zigot adi
verilen tek hiicreli yapiy1 olusturmak tizere bir araya gelmesi yani fertilizasyon ile bagslar.
Zigot, anne ve babadan gelen kromozom ve genleri icerir. Tek hiicreli bir organizma olan
zigot defalarca boliiniir. Boliinen hiicreler go¢ ederek, biiyliyerek ve farklilanarak cok
hiicreli bir organizma olan insan1 olusturur (12).

Insan gelisim asamalarinin anlasilabilmesi igin gametogenez —olusumunun

aciklanmasi faydali olacaktir.

4.1.1. Gametogenez

Gametogenez, germ hiicrelerinden 6zellesmis iireme hiicreleri olan gametlerin
olusum ve gelisme siirecidir. Gametler embriyonik gelisimin ikinci haftasinda epiblast
tabakasinda olusan primordial germ hiicrelerinden koken alirlar. Bu hiicreler, dordiincii
haftada embriyonun arka duvarinda gelismekte olan gonadlara go¢ etmeye baslar. Bu go¢
sirasinda mitoz boliinmeyle sayilar artar ve disi gonadlarda oogonium, erkek gonadlarda
ise spermatogoniumlara farklanirlar. Erkeklerde spermatogoniumlarin sperm haline
doniismesine spermatogenez, disilerde ise oogoniumlarin oosite doniismesine oogenez

denir (13).

4.1.1.1. Spermatogenez

Spermatogoniumlarin sperm haline doniismesini saglayan olaylarin tiimiinii
kapsayan bir siire¢ olan spermatogenez, pubertede baslar ve ileri yaslara kadar devam eder.
Primordial germ hiicreleri puberteye kadar sessiz kalir ancak puberteden sonra
spermatogoniumlara farklanirlar (13). Spermatogoniumlarin pubertede sayilar artar ve ¢ok
sayida mitoz boliinmeden sonra seminifer tubiillerin en biiyiik hiicresi olan primer

spermatositi olusturur. Primer spermatosit daha sonra birinci mayoz boliinmeyi gecirir ve



yarisi biyiikliigiinde iki tane haploid sekonder spermatosit olusur. Sekonder spermatositin
ikinci mayoz béliinmesinden sonra da yarisi bilyiikliigiindeki haploid spermatid olusur.
Spermatidler spermiyogenez denilen farklilanma siireci sonucunda dort olgun sperme
doniigiir. Spermiyogenez tamamlandiginda spermler seminifer tubiiliin limenine gecer.
Spermatogenezin tamamlanmasinda rol aldig1 diisiiniilen sertoli hiicreleri seminifer
tubiildeki germ hiicrelerini besler ve destekler. Spermler seminifer tubiilden, depolandiklar
ve fonksiyonel olarak olgunlastiklar1 epididimise pasif olarak taginir. Olduk¢a kivrimhi bir
tubiil olan epididimis spermleri iiretraya ileten duktus deferens ile devam eder.

Olgun sperm bas, boyun ve kuyruktan olugmustur. Spermin basi, en biiyiik
kismidir ve haploid sayida kromozom iceren nukleusu tasir. Basin 2/3 6n kismi akrozom
ile kaphidir. Kep seklindeki bu kese yapinin icinde en 6nemlisi akrozin olan ¢ok sayida
enzim bulunur. Fertilizasyon sirasinda salinan bu enzimler, spermin korona radiata ve zona
pellusiday1 gecmesini kolaylastirir. Sperm kuyrugu orta, esas ve son pargalar olmak iizere
lic parcadan olusur. Kuyruk, spermin hareket etmesini ve boylece fertilizasyonun
gerceklesecegi bolgeye ulagmasim saglar. Kuyrugun orta boliimiinde bulunan
mitokondriler hareket icin gerekli olan adenozin trifosfati (ATP) saglar (14).

Spermatogoniumdan olgun sperm olusmasi i¢in gecen siire 64 giindiir (13).

4.1.1.2. Oogenez

Oogenez, oogonium denilen primordiyal germ hiicrelerinin olgun oositlere
doniigsmesini saglayan olaylarin tiimiinii kapsayan bir siirectir. Oogenez dogumdan Once
bagslar ve pubertede tamamlanir.

Fetal yasamin ilk evrelerinde oogoniumlar birbirini izleyen mitotik boliinmelerle
cogalir. Oogoniumlarin ¢ogu mitozla bolinmeyi siirdiiriirken bir kismi birinci mayoz
boliinmenin profaz evresinde duraklayarak primer oositleri olusturur. Primer oositler tek
katl1 yass1 epitel hiicreleriyle ¢evrelenmistir. Bu haliyle primer oositler primordiyal follikiil
adr alir.

Puberte sirasinda primer oositin biiylimesiyle folikiil epitel hiicreleri énce kiibik
daha sonra silindirik bir sekil alarak primer folikiile doniisiir. Bu sirada oositin etrafi zona

pellusida denilen glikoprotein yapisinda hiicresiz bir tabaka ile ¢evrilir.



Primer oositler puberteye kadar birinci mayoz boliinmenin profaz evresinde
kalirlar. Pubertede luteinizan hormonun etkisiyle birinci mayoz boliinme tamamlanir ve
sekonder oosit ile birinci kutup cisimcigi olusur. Ovulasyonda sekonder oosit ikinci
mayoz bolilnmeye baslar; ancak bu boliinmenin metafaz evresinde bekler. Eger bir sperm

sekonder oosite penetre olursa, ikinci mayoz béliinme tamamlanir (14).

4.1.2. Fertilizasyon

Insanin gelisimi, oositin fertilizasyonuyla baslar. Fertilizasyon; spermin oosite
temasiyla baslayan ve zigotun birinci mitoz boliinmesinin metafaz evresinde, maternal ve
paternal kromozomlarin kaynagmasiyla sonlanan bir olaylar dizisidir. Bu olaylarin
herhangi bir evresinde olusan bir defekt, zigotun 6lmesine neden olabilir (15).

Fertilizasyonun evreleri:

Spermin akrozom enzimlerinden olan hiyaluronidaz etkisiyle ve kuyruk hareketi
yardimiyla oositi koruyan bariyerlerden birincisi olan korona radiatay1r gectigi
diisiiniilmektedir.

Oositi koruyan ikinci bariyer zona pellusidadir. Akrozomdan salinan enzimlerden
en onemlisi olan akrozin (16), zona pellusidada spermin gececegi bir yol acar. Sperm zona
pellusidaya dokunduktan sonra hizla penetre olur ve basi oosit yiizeyi ile temas ettiginde,
zona pellusidanin igerigi degisir (17). Zona reaksiyonu denilen bu olaydan sonra zona
pellusida, diger spermlere kars1 gecirgenligini kaybeder. Boylece polispermi 6énlenmis olur.

Spermin oosit hiicre membranina temasiyla birlikte, iki plazma membran1 hemen
kaynasir. Spermin bas ve kuyruk boliimii, plazma membram disarida kalacak sekilde, oosit
sitoplazmasina girer.

Spermin oosit sitoplazmasina girmesiyle ikinci mayoz bdliinmenin metafaz
evresinde bekleyen oosit, bu boliinmeyi tamamlar ve olgun oosit ile ikinci kutup cismi
olusur. Bundan sonra oositin nukleusuna disi pronukleusu denir. Oosit sitoplazmasindaki
spermin nukleusu ise genisleyerek erkek pronukleusu olusturur.

Her iki pronukleus kendi DNA larin1 replike ettikten sonra maternal ve paternal
kromozomlar kaynagir ve mitotik hiicre boliinmesi i¢in diizenlenir (13). Fertilize olan oosit

veya zigot tek hiicreli embriyodur (14).



4.1.3. Zigotun Yariklanmasi

Fertilize olan oosit, tuba uterina icinde ilerlerken, yariklanma adi verilen bir seri
hiicre boliinmesine ugrar ve hiicre sayis1 giderek artar. Her yariklanma bdliinmesi
sonrasinda, hacmi giderek kiiciilen bu hiicrelere blastomer denir (13). Zigotun
blastomerlere boliinmesi, fertilizasyondan yaklagik 30 saat sonra baslar (14). Dokuz hiicreli
evreden sonra blastomerlerin sekli degismeye baslar ve birbirlerine saglam baglarla
tutunan kompakt bir hiicre topu halini alir. Kompaksiyon denilen bu siirecle i¢ hiicre
kiimesi dis hiicrelerden ayrilir. Fertilizasyondan 3 giin sonra hiicre sayis1 12—15 blastomere
ulastiginda, embriyo morula adini alir. Morulanin icteki hiicreleri i¢ hiicre kitlesini, dig
hiicreler de dis hiicre kitlesini olusturur.

Morula uterusa girdiginde uterus boslugundaki siv1 i¢ hiicre kitlesinin hiicrelerarasi
boslugunda toplanmaya baslar. Bu bosluklarin genisleyip birlesmesiyle blastosel denilen
tek bir bosluk olusur. Bu donemdeki embriyo blastosist adini alir. Blastosistin bir kutbuna
yerlesmis ic hiicre kitlesi embriyoblast, dis hiicre kitlesi trofoblast adim alir. Blastosist,
uterus salgis1 iginde yaklasik 2 giin kaldiktan sonra zona pellusidanin kaybolmasi,

blastosistin hizla biiylimesine ve implante olmasina olanak verir.

4.1.4. Implantasyon

Implantasyon, insanlarda normal olarak embriyonun blastosist asamasinda
gerceklesir. Fertilizasyondan yaklasik 6 giin sonra, blastosist i¢ hiicre kitlesine komsu
trofoblastlar sekretuar fazdaki endometriyum epiteline tutunmaya baslar. Yaklasik 8 giin
sonra blastosist endometriyum icine kismen gOmiiliir. Trofoblastlar icte tek nukleuslu
sitotrofoblastlar ve dista ¢ok nukleuslu sinsityotrofoblastlar olmak {izere iki tabakaya

ayrilir ve bu asamada endometriyum icerisine tamamen yerlesir (1).



4.2. INFERTILITE VE UREMEYE YARDIMCI TEDAVi
YONTEMLERI

Infertilite, korunmasiz ve diizenli cinsel iliskiye ragmen bir yil siire sonunda gebe
kalinamamasi olarak tamimlanir. YUT tibbi ve cerrahi yontemlerle gebeligin elde
edilemedigi hastalarda gebelik elde edilmesi i¢in bagvurulan uygulamalardir.

Tarihi gelisim igerisinde standart IVF ilk olarak kadinda bilateral tubal blok olmas1
nedeniyle infertilite problemi olan ciftlere uygulanmistir (18). Standart IVF igin
kullanilacak spermler laboratuarda iglemden gecirildikten sonra en hareketlileri se¢ildigi ve
oosit bagina kullanilacak sperm sayis1 az oldugu i¢in erkek subfertilitesinde de kullanimina
baslanmastir (19).

Klasik IVF de fertilizasyonun gerceklesmedigi siddetli erkek infertilitesi olgular
icin yeni arayiglara girilmis ve farkli mikromanipiilasyon teknikleri uygulanmaya
baslanmastir:

Zona Drilling ve Parsiyel Zona Disseksiyonu (PZD): Zonada bir aciklik meydana
getirildikten sonra klasik IVF deki gibi inseminasyonun yapilmasidir.

Subzonal inseminasyon (SUZI): Spermlerin zona pellusiday1 asmasina gerek kalmaksizin
dogrudan perivitellin araliga birakilmasidir.

Mikroenjeksiyon (ICSI): Tek bir spermin mekanik yolla oosit sitoplazmasina enjekte

edilmesidir (18).

4.3. INTRASITOPLAZMIK SPERM ENJEKSIiYONU (ICSI) VE
SONRASINDA DEGERLENDIRIiLEN PARAMETRELER

4.3.1. ICSI

IVF, oosit ve spermin insan viicudu disinda in vitro ortamda birlestirilerek
fertilizasyonun saglanmasi ve gelisen embriyolarin uterusa yerlestirilmesi islemidir (1).
Semen analizi sonuclarina gore konsantrasyon, motilite ve morfoloji degerleri diisiik
oldugu halde in vitro kosullarda oositi dolleyebilme yeteneginde spermlere sahip olan

hastalara IVF yontemi uygulanir (20). ICSI siddetli erkek infertilitesi ¢oziimil icin



gelistirilen bir yardimci iireme teknigidir (21). Daha oOnceki konvansiyonel IVF
uygulamalarinda diisilk fertilizasyon gozlenen ileri derecede anormal semen
parametrelerine sahip, epididimden veya testisten cerrahi yontemlerle elde edilen
spermlerin kullanildig1 islemlerde ve ileri kadin yasi, oosit sayisinin az olmasi gibi diisiik
fertilizasyon riski tastyan hastalarda ICSI islemi tercih edilir (1, 4).

ICSI tek bir sperm hiicresinin zona pellusida ve oolemmay1 atlayarak, direkt olarak
oosit sitoplazmasina enjeksiyonu islemidir. ICSI, erkekten kaynaklanan infertiliteyi
tedavide uygulanan en giiclii mikromanipiilasyon teknigidir (4). Fazla sayida oosit elde
edebilmek icin hastaya gore en uygun ovulasyon indiiksiyon protokolii uygulanir. Folikiil
boyutu oosit matiirasyonu i¢in yeterli seviyeye ulastiginda ve Ostrojen miktar1 istenilen
diizeye geldiginde insan koryonik gonadotropin (hCG) enjeksiyonu ile ovulasyon tetiklenir
(1). Enjeksiyon uygulamasindan 36 saat sonra vajinal yolla ultrasonografi esliginde
oositler toplanir. Toplanan oositler etrafindaki kiimiiliis ve graniiloza hiicrelerinden
arindirilir. Oositleri soyma islemi denilen bu uygulamadan sonra olgun olan metafaz II
evresindeki oositler ayni1 giin erkekten alinan semenin yikanmasiyla elde edilen spermle
birlestirilir (4). Uygun semen yikama yoOntemiyle semen yikanarak ICSI isleminde
kullanilmak {iizere hareketli ve kaliteli sperm elde edilir. Spermlerden biri enjeksiyon
pipetinin icine alinarak, tutucu pipetle sabitlenen oositin sitoplazmasia birakilir. Bu
islemden 16-18 saat sonra disi ve erkege ait iki pronukleusun goriilmesiyle karakterize olan
fertilizasyon kontrolii yapilir. Enjeksiyondan yaklasik 24 saat sonra embriyo ilk hiicre
boliinmesini gergeklestirir ve iki blastomerli embriyo olusur. In vitro ortamda takip edilen
embriyolar 2. giin 4 blastomerli, 3 giin 8 blastomerli embriyo haline gelir. 4. giin
blastomerlerin sayilamadigi kompakt bir goriiniim alir ve 5. giinde de blastosist evresine

ulasir (22).

4.3.2. ICSI Sonrasi Embriyo Degerlendirme Parametreleri

YUT uygulamalarinda kullanilan ovaryan stimiilasyon protokolleri fazla sayida
oosit ve sonugta da fazla sayida embriyo elde edilmesine neden olmaktadir (2). Gebe
kalma olasiligin1 arttirmak i¢in ¢ok sayida embriyonun transfer edilmesi de istenmeyen
cogul gebeliklere yol agmaktadir (3). Amag¢ implantasyon icin en fazla potansiyele sahip

embriyolan secip, transfer edilecek embriyo sayisini azaltmaktir. Bu da elde edilen ¢ok
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sayida embriyodan hangilerinin secilip transfer edilecegi sorununu beraberinde
getirmektedir. Bu problemi ¢6zmek icin her bir embriyonun kalitesini belirleyip yasama
potansiyeli yiiksek embriyolarin transferini yapmak gerekmektedir. Bu nedenle
embriyolarin morfolojileri ve kiiltiirde gelisim oranlar degerlendirilmektedir (4).

Embriyolarin gelisimlerinin ve diger embriyolarla arasindaki farkliliklarin
belirlenmesi i¢in kritik zaman noktalarinda gozlenmesi gerekmektedir (5). Mc Kiernan ve
Bavister’in en dogru zamanin belirlenmesi i¢in yaptiklar1 ¢alismada ayn1 zaman diliminde
8 hiicre olan embriyo ile olmayan embriyo karsilastirllmigtir. 8 hiicre asamasina gelen
embriyonun blastosist olusturma ve transfer sonrasi canlilik ihtimalinin daha yiiksek
oldugu belirlenmistir (23). Rastgele zamanlarda yapilan kontroller de yanlis yonlendirici
olabilmektedir. Ikinci giin sabah dort hiicre olan embriyo ile 6gleden sonra dort hiicre olan
embriyonun gelisimi ayn1 kabul edilmemelidir (5).

Transfer icin embriyo secerken kritik zaman noktalarinda farkli evredeki
embriyolarin morfolojileri  degerlendirilmektedir. Mikroskop altinda embriyonun
morfolojik 6zelliklerine bakarak canliligin belirlenmesi en ¢ok kullanilan se¢im kriteridir.

Bu parametreler embriyonun farkli evrelerinde degerlendirilir.

4.3.2.1. Pronuklear Degerlendirme

Embriyonun zigot donemi degerlendirmesidir. Embriyo gelisimi ve kalitesi
pronuklear evre embriyosuna bakilarak tahmin edilebilmektedir.

Fertilize olan zigotlarda pronukleuslarin (PN) pozisyonu ve boyutu degerlendirilir.
Mikroenjeksiyon ya da inseminasyon isleminden 16-18 saat sonra, oosit sitoplazmasinin
ortasinda erkek pronukleus, ikinci kutup cisimcigine (Polar Body, PB) yakin bir yerde ise
disi pronukleus olugmaya baglar. Disi pronukleus erkek pronukleusla yan yana gelene
kadar ilerler (24). Ooplazmada 2 pronukleusun varligi, oositin fertilize oldugunu gosterir.
Yapilan caligmalar, pronuklear evre embriyosunun normal olarak degerlendirilebilmesi
icin her iki pronukleusun sitoplazmada merkezi pozisyonda, birbirine yakin ve esit
biiyiikliikte olmas1 gerektigini gostermektedir (25). PN morfolojisindeki belirli bazi
diizensizliklerin, embriyonun kromozomal yapisi ve anoploidi oranlar ile ilgili olduguna

dair bulgular elde edilmistir (26).
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Her bir pronukleusda bulunan ve embriyolarin implantasyonunu saglayan
cekirdekg¢ik onciil cisimciklerin (Nucleolar Precursor Body, NPB) sayisi, sekli ve dagilimi
degerlendirilir (25, 27). Yapilan calismalar her iki pronukleustaki c¢ekirdek¢ik oOnciil
cisimciklerin esit sayida ve aym bigcimde diizenlenmelerinin yiiksek implantasyon
potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir (27).

Kutup cisimciklerinin yerlesimi ve pronukleuslarla yaptiklar1 a¢i1 da pronuklear
degerlendirme kriterleri arasindadir. Pronukleuslarin orta eksenlerinden gegen ¢izginin
ikinci kutup cisimcigi ile yaptigt ag1 “B” agisidir. Bu aginin artmasiyla, ileri evre embriyo
kalitesinin azaldig1 gosterilmistir (28).

Pronuklear evrede sitoplazmik halonun varligi da degerlendirilir. Sitoplazmik halo,
sitoplazmanin merkezi bolgesinde daha yogun, periferik bolgede ise daha az yogun bolge
goriiniimii ile karakterizedir (29).

Pronuklear evre degerlendirilmesinde kullanilan farkli skorlama sistemleri
mevcuttur (25, 30, 31, 32, 33). Sik kullanilan skorlama sistemlerinden biri olan Tesarik ve
Greco’nun, 1999’ da 6nerdigi skorlama sistemi Sekil 1’de gosterilmistir.

Bu skorlama sistemine gore; (25).

Pattern 0 (PO): Pronukleuslarin her ikisindeki NPB sayis1 farki tigten fazla degildir. NPB
sayist 7’den az olunca NPB’ler polarize, 7’den fazlaysa NPB’ler dagimik sekilde
bulunmaktadir. Pronukleuslardaki NPB sayisi iicten az degildir.

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

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

Pattern 5 (P5): Bir pronukleusta polarize, digerinde ise dagiik durumda NPB vardir.
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Sekil 1: Tesarik ve Greco’nun pronuklear evre skorlama sistemi (25)

4.3.2.2. Boliinme Evresi Degerlendirmesi

Transfer i¢in yiiksek implantasyon potansiyeline sahip embriyolar1 se¢ebilmek i¢in,
pronuklear evre ile birlikte bolinme evresi de degerlendirilmelidir. Boliinme evresinde
erken boliinmenin varlifi ve daha sonra boliinme hizi, blastomer boyutu, fragmantasyon
orani, blastomerlerin nuklear durumu, sitoplazmik goriintii, perivitellin alan ve zona
pellusida 6zellikleri degerlendirilmektedir.

Bu siirecte en kritik faktdr, embriyolar1 karsilastirmak icin en uygun zaman

noktalarini belirlemektir.

Erken Boliinme

Inseminasyon veya mikroenjeksiyondan sonraki 25. saat, kritik zaman noktasi
olarak kullanilmaktadir. 25. saatte iki hiicreye boliinmiis embriyo erken boliinmiis embriyo
olarak adlandirilir (34). Iki hiicreli embriyo, Resim 1’de goriildiigii gibi 2 eliptik hiicre ve
blastomerlerin boliinme eksenlerinden gegen 2. kutup cisimcigi ile karakterizedir (35).

Yapilan arastirmalar erken boliinen embriyolarin daha yiiksek gebelik ve

implantasyon potansiyeline sahip olduklarini gostermistir (11, 34, 37). 2 hiicreye erken
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boliinmenin embriyo se¢im kriterleri arasindaki onemini vurgulayan baska bir calismada
Saluments ve arkadaglar1 tarafindan yaymlanmistir. Tek embriyo transferinde erken
boliinen embriyonun transfer edilmesiyle, daha yiiksek gebelik oranlan elde edilmistir.
Erken boliinen embriyolarin transfer edildigi grupta gebelik orami %50 iken, erken

boliinme gézlenmeyen grupta gebelik oran1 %26.4 olarak saptanmistir (37).

Resim 1: 25. saatte erken boliinme gozlenen 2 hiicreli bir embriyo, X400

Cesitli calismalarda inseminasyondan sonraki 25-27. saatte 2 hiicreye boliinen
embriyolardan, daha yiiksek embriyo kalitesi ve boliinme hizina sahip embriyo elde
edildigi gozlenmistir (36, 37).

Bu verilere dayanarak, transfer edilecek embriyolarin se¢iminde, fertilize olmus

oositin ilk hiicre béliinme zamani 6nemli bir kriter olarak degerlendirilmektedir.

Embriyo Boliinme Hiz1

Boliinmenin zamaninda gerceklesmesi ve siirekli olmasi embriyonun canliligim
gosteren Onemli bir Ozelliktir. Embriyonun, 1. giinden itibaren sirasiyla 2, 4 ve 8’e
boliinmesi tiim hiicrelerin yasadiginin en 6nemli gostergesidir. Bu dénemde, iki ve ikinin
katlan sayisinda blastomer igceren embriyolar senkronize embriyolardir ve tiim hiicrelerin
boliindiigiinii  gosterir. Tek sayida blastomer iceren embriyolar ise asenkronize

embriyolardir ve blastomerlerden birinin béliinmedigini gosterir (38, 39).
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Normal béliinen bir embriyonun, fertilizasyonu takiben 2. giinde (42-44. saat) 4-5

blastomer ve 3. giinde (66-68. saat ) en az 7 blastomere sahip olmasi gerekmektedir (40).

Embriyo Kalitesi

Embriyo kalitesi degerlendirilirken, blastomerlerin bigim ve biiyiikliigii sitoplazmik
ozellikleri ve fragmantasyon orani gibi Ozellikler dikkate alinir. Embriyolar biitiin bu
ozelliklerin birlikte degerlendirdigi ¢esitli embriyo kriterlerine gore simiflandirilirlar (38).

Esit olmayan hiicresel boliinme, embriyo kalitesi ve gelisim kapasitesi ile ilgili bilgi
veren onemli parametredir. Yapilan ¢alismalar, esit bolinmeyen embriyolarin transferiyle
gebelik ve implantasyon oranlarinin olumsuz yonde etkilendigini gostermistir (41).

Blastomer boyutuyla birlikte embriyo fragmantasyonu da embriyo Kkalitesi
belirlenirken degerlendirilmelidir. Yapilan ¢aligmalar, fragmantasyon igceren embriyolarin
ikinci giin transfer edilmesiyle diisiikk implantasyon oranlan elde edildigini gostermistir
(41). Embriyo kalitesi, ICSI basarisini etkileyen 6nemli bir faktordiir ¢iinkii iyi kalitedeki
embriyolarin gelisim potansiyeli daha yiiksek olacagindan implantasyon ve gebelik
sanslar da daha yiiksek olacaktir (38).

Embriyolarin degerlendirilmesi sirasinda blastomerlerin sitoplazmik o6zellikleri de
degerlendirilmelidir. Embriyo blastomerlerinin sitoplazmasi agik renkli, seffaf ya da hafif
graniilasyona sahipse, normal olarak degerlendirilir (42).

Perivitellin alandaki genislik, darlik ve inkliizyonlar not edilmelidir. Ayrica zona
pellusida yapis1 ve kalinligi da degerlendirilmelidir.

Transfer edilecek embriyonun seciminde kullanilan diger bir morfolojik parametre
ise blastomerlerde go6zlenen multinukleasyondur. Blastomer multinukleasyonu, bir
blastomerin i¢inde fragmante olmus ¢ok sayida nukleusun bulunmasi ile karakterizedir.
Multinukleasyon gozlenen embriyolarda implantasyon oraninin diisiik oldugu saptanmistir

(43).

4.3.2.3. Blastosist Evresinde Embriyo Degerlendirmesi

Boliinme evresinde oldugu gibi blastosist morfolojisini degerlendirmede de zaman

bilyiik oneme sahiptir.
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Blastosist evresinde embriyonun genislemesi, i¢ hiicre kitlesi ve trofoektoderm
hiicrelerinin yogunlugu ve diizeni degerlendirilir. 1Iyi kalitede bir blastosistin,
inseminasyondan yaklagik 106-108 saat sonra genis bir blastosele, belirgin bir i¢ hiicre
kitlesine ve birbirine diizgiin baglanmis trofoektoderm hiicrelerine sahip olmasi
gerekmektedir (44). Gardner ve arkadaglar kaliteli bir blastosistin implantasyon ve gebelik
oranlarini olumlu yonde etkiledigini bildirmislerdir (45).

Transfer edilecek embriyolarin seciminde uzun zamandir boliinme evresi
embriyolarn tercih edilirken, gelistirilmis kiiltlir mediumlarinin kullanima baglanmasiyla
blastosist evresi embriyolar1 da tercih edilmeye baglanmistir. Blastosist transferinin,
implantasyon potansiyeli en yiiksek embriyolarin secimine olanak sagladigi halde (46),
inseminasyon sonrasi fertilize olan oositlerden yalnizca %40-50’sinin blastosist evresine
kadar ulasabildigi ve bunlarin da sadece %30-50’sinin implante olabildigi gosterilmistir
(47).

IVF ya da ICSI sonrasi embriyolarin transferinde, implantasyon potansiyeli en
yiiksek olan embriyolarin segilebilmesi i¢in gamet morfolojisi, pronuklear evre ve erken
boliinme evresi gibi tiim morfolojik degerlendirme kriterlerinin birlikte degerlendirilmesi
daha faydahdir. Boylece laboratuvar verimliligi artirilabilir ve daha az sayida embriyo
transfer edilmesine bagh olarak ¢cogul gebelik oranlan azaltilabilmektedir (48).

Uygun embriyo se¢ildikten sonra 2., 3., 4. ya da 5. giin anne adayinin uterusuna bir
katater yardimiyla yerlestirilir (39). Transfer isleminden 12 giin sonra kanda 3 -hCG degeri
Olciilerek gebelik olusup olusmadigi kontrol edilir (20).
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5.MATERYAL VE YONTEM

5.1. KULLANILAN KiMYASAL MADDE VE COZELTILER

URUN MARKA KATALOG NO
Pure Sperm Nidacon PS100-10
G-Sperm plus Vitrolife 10107

G-Mops Vitrolife 10068

G-Mops plus Vitrolife 10108

G1.3 plus Vitrolife 10104

G2.3 plus Vitrolife 10105

Hyase 10X Vitrolife 10017

ICSI 100 Vitrolife 10016

Ovoil Vitrolife 10026



5.2. CALISMA GRUBU

Bu ¢alismaya ¢ocuk sahibi olmak i¢in Ocak 2006- Eyliil 2007 arasinda Ferticenter
Tiip Bebek Merkezi’'ne basvurup ICSI programina alinan 202 hasta dahil edildi.
Calismanin amaci ICSI’den 25-27 saat sonra gerceklesen erken embriyo boliinmesinin,
transfer edilecek en iyi embriyonun se¢im siirecinde kullamilmasidir. 21-36 yas arasi
hastalar transfer edilecek erken boliinen ve bdliinmeyen embriyolarin varligina gore iki
gruba ayrildi. 1. grup en az bir tane erken boliinen embriyo transferi yapilan 109 hastadan,
2. grup ise erken boliinmeyen embriyolarla transferi yapilan 93 hastadan olusturuldu. iki
grup arasinda embriyo elde etme orani, erken boliinen ve bdoliinmeyen embriyolarin

kalitesi, boliinme hiz1 ve gebelik durumlan karsilastirildi.
5.3. HASTALARA UYGULANAN iSLEMLER

Klinigimize bagvuran ciftlerden ilk olarak erkek partnere spermiyogram testi
uygulandi. Kadin partnere ise birden fazla oosit elde edebilmek amaciyla ovaryan

stimiilasyon uygulandi.
Ovaryan Stimiilasyon

Ovaryan stimiilasyon, GnRH (gonadotropin salgilatict hormon) analoglari ile insan
menopozal gonadotropinleri veya FSH’min (folikiil stimiilan hormon) birlikte
kullanimlarin1 iceren protokol ile gerceklestirildi. Overlerin tedaviye yaniti, ultrason
taramalar1 ve serum Ostradiol seviyelerinin Ol¢iilmesiyle takip edildi. Folikiiller en az 18
mm capina ulastiklarinda ve Ostrojen seviyesi istenilen seviyeye geldiginde hCG (insan
koryonik gonadotropini) enjeksiyonu uygulandi. HCG enjeksiyonundan sonraki 36. saatte

oositler toplanda.
Semen Analizi

3-5 giinliik cinsel perhiz siiresinin ardindan mastiirbasyon yoluyla steril 6rnek

kabima (Falcon 4013) verilen semen, 37°C’lik inkiibatérde 10-15 dakika likefiye olana
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kadar bekletildi. Semen steril tiiplere (Falcon 2095) bosaltilarak tiipiin {izerinden hacim
belirlendi.

Likefiye olmus semen 6rneginden 10 pl makler sayma kamarasma koyulup, faz
kontrast mikroskobunda (Nikon E-400) 20X objektif altinda tiim karelerdeki (100 adet)
spermler sayildi1 ve sonug 10’a béliinerek mil/ml olarak konsantrasyon belirlendi.

10 pl semen otomatik pipet ile lama koyulup iizerine 24x24 lamel kapatildi. 40X
objektif ile en az 4 mikroskop alaninda 100 sperm incelendi. Motilite A, B, C, D olarak
siniflandirilarak motilite yiizdesi belirlendi. ileri ve hizli spermler “A motil”, ileri ve yavas
spermler “B motil”, yerinde hareketli spermler “C motil” ve hareketsiz spermler “D motil”
olarak degerlendirildi. Total motilite A, B ve C motiliteye sahip sperm oranlar1 toplanarak

elde edildi.

5.4.1ICSI

0. Giin

Islem giinii kadmin oositleri toplanirken erkekten alinan sperm once sayisal olarak

degerlendirildi. Daha sonra da ICSI isleminde kullanilmak iizere yikand:.

ICSI isleminde Kullamlmak Uzere Semen Orneginin Yikanmasi

Semenin 1 ml’sine 1 tiip olacak sekilde “density gradient” tiipii hazirlandi. Density
gradient tiipiinii hazirlamak i¢in Falcon 2095 tiipiine 1 ml %90’lik Pure sperm soliisyonu
koyuldu. Uzerine 1 ml %45°lik Pure sperm soliisyonu gradientlerin birbirine karismamasi
icin cok yavasca koyulup iki gradientin iizerine 1 ml semen Ornegi yavasca ilave edildi.
1300 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Tiipiin pelletinden steril pipet ucu ile 400 ul
almarak bagka bir tiipte toplandi. Bunun iizerine 3 ml’ye kadar bir giin 6énce CO;’li
inkiibatdre koyulmus G-Sperm plus soliisyonu eklendi ve 2200 rpm’de 6 dakika santrifiij
edildi. Siipernatant 0,5 ml’ye kadar steril serolojik pipetle (Falcon 7543) alinip, tiipte kalan
pellete ayn1 islem bir kere daha tekrar edildi. Ornegin dibinde, spermin konsantrasyonuna

gore istenen hacimde pellet birakilip karistirildi.
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Yikama oOncesinde uygulanan yontemler kullanilarak yikama sonrasi motilite ve
konsantrasyon degerleri belirlendi. Yikama sonrasi sperm konsantrasyonu, bulunan
sonucun tiiptin dibinde birakilan pellet miktar ile ¢arpilmasiyla elde edildi.

Calismamiza dahil edilen tiim hastalarda ICSI isleminde kullanilmak iizere sperm
hazirlanirken, yikama sonrasi istenen oranda sperm konsantrasyonlarim elde edebilmek
icin pellete G-Sperm eklendi. Tiim hastalarda yikama sonrasi sperm konsantrasyonlari

benzer olacak sekilde ayarlandi.

Oosit Toplama (OPU) islemi

HCG enjeksiyonundan sonraki 36. saatte oositler transvajinal olarak ultrasonografi
esliginde ve yikama mediumu olarak G-Mops kullanilarak toplandi. 13 ml’lik tiiplere
(Falcon 2001) toplanmis olan folikiiler sivida embriyoloji laboratuarinda stereo mikroskop
altinda oosit arandi. Bulunan oositler 6nce G-Mops plus (Vitrolife, Isve¢) medyumunda
yikandi ve G 1.3 plus (Vitrolife, Isve¢) koyulup iizerleri Ovoil (Vitrolife, Isvec) ile
kaplanan Nunc multidish tabaginin 1. kuyusuna islem bittiginde 2. sonra da 3. kuyuya
gecirilerek yikandi. Toplanan oositler 1-2 saat 37°C’lik, %5 CO, iceren ve %90 nem
ortami1 saglayan inkiibatdrde (Heraeus BB6220, Almanya) bekletildi (49).

Oosit Soyma Islemi

Oositler toplama isleminden sonra olgun olup olmadiklarinin degerlendirmesi ve
mikroenjeksiyon islemi sirasinda oositin uygun pozisyonda tutulabilmesi icin bir dizi
soyma isleminden gecirildi. Bu amagcla hyaliironidaz enzimi (Hyase 10X, Vitrolife, Isvec)
kullanildi.

Hyase-10X’e Onceden 1sitilan 900 pul G-Mops eklendi. Oositler hyase icinde en
fazla 30 saniye pipete alimip verilerek etrafindaki kiimiiliis hiicrelerinin bir kismi
temizlendi. Enzimatik soyma isleminden sonra oositler tiim hiicreler temizleninceye kadar
sirastyla 170 um, sonra 140 um capli denuding pipete (Cook K-FPIP 1170, K-FPIP-1140,
Irlanda) alimip verilerek mekanik soyma islemi tamamland: ve bir gece 6nceden G 1.3 plus
medyumu ile hazirlanan kiiltiir tabagina alindi. Soyulan oositlerin olgun olup olmadiklar

inverted mikroskopta 40X objektifte degerlendirildi.
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Oositin Olgunlugunun Degerlendirilmesi

Kutup cisimcigi olan olgun oositler Metafaz II (MII), kutup cisimcigini atmamais tek
hiicre goriiniimiinde olan olgunlagsmamis oositler Metafaz I (MI) olarak degerlendirildi.
Metafaz I oositler ilk 4 saat icinde kutup cisimcigini attiklarinda ICSI islemine dahil edildi.
Kutup cisimcigi olmayan ve germinal vesikiil goriilenler olgun olmadiklar icin ICSI

isleminde kullanilmadi (49).

Mikroenjeksiyon

Oositler soyulduktan sonra olgun olanlar (MII) ve 4 saat icinde olgunlasan
metafaz I (MI) oositlere, Van Steirteghem ve arkadaslarinin protokoliine uygun olarak
mikroenjeksiyon islemi yapildi (49). Bunun i¢in mikroenjeksiyon igleminde kullanilmak
izere enjeksiyon tabagi hazirlandi. Kiiltiir tabagina (Falcon 1006, Fransa) G-Mops plus
(Vitrolife, Isve¢c) mediumu ile merkeze bir, ¢evresine 8-10 adet damla yapild1 ve iizeri
Ovoil (Vitrolife, Isvec) ile kaplandi. Orta damladaki medium pipetle alinip atild1 ve yerine
viskdz yapisindan dolayr spermleri yavaslatan polivinilpirolidon (PVP) (ICSI-100,
Vitrolife, isvec) koyuldu. PVP icine daha 6nceden yikanmis sperm soliisyonundan 1-2 pl
ilave edildi. Etrafindaki damlalara ise, her damlaya bir tane gelecek sekilde oositler
yerlestirildi.

Mikroenjeksiyon islemi, Hoffman modiilasyonu ve Narishige mikroenjeksiyon
initesi atagsmanli inverted mikroskopta (Nikon Eclipse TE 300, Japonya) 1sitict tabla
iizerinde, 40X objektif altinda ve bir enjeksiyon pipeti (Cook, K-MPIP 1035, irlanda) ile
bir tutucu pipet (Cook, K-HPIP-1035, Irlanda) kullanilarak gergeklestirildi. Enjeksiyon
pipeti ile kuyrugu kirillan sperm, kuyruk tarafindan enjeksiyon pipetine cekildi. Oosit,
tutucu pipet yardimiyla kutup cisimcigi saat 3 ya da 6 hizasinda kalacak sekilde sabitlendi
ve sperm, enjeksiyon pipeti yardimiyla oositin sitoplazmasina birakildi. Enjekte edilmis
oositler bir gece dnceden G 1.3 plus medyumu ile hazirlanan kiiltiir tabagina (Falcon 3801,

BD, Fransa) alind:1 ve inkiibatore kaldirildi (49).
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1. Giin

Pronuklear Degerlendirme (Fertilizasyon Takibi)

Mikroenjeksiyondan 16-20 saat sonra inverted mikroskopta pronukleus sayisi,
pozisyonu ve boyutu, PB sayisi ve NPB’leri not edilerek fertilizasyon degerlendirildi.
Oositlerin sitoplazmasinda 2 pronukleus ve 2 PB goriilmesi fertilizasyon bulgusu olarak

degerlendirildi (50). Bu takip i¢cin Tesarik ve Greco’nun skorlama sistemi kullanildi (25).

Boliinme Evresi Takibi

Erken Boliinme

Mikroenjeksiyondan sonraki 25-27. saatte erken bdliinme varligr acisindan
degerlendirildi. Mikroenjeksiyondan 16-20 saat sonra fertilize olan oosit, 25-27. saatte 2
hiicreye boliinmiigse erken bolilnen embriyo olarak degerlendirildi. 2 hiicreye

boliinmeyenler erken boliinmemis embriyo olarak kabul edildi.

2. Giin

Embriyo degerlendirmesi yaparken kullanilan skorlama sisteminde 2. ve 3. giin
embriyolarin bolinme hizi ve kalitesi degerlendirildi. Embriyo bolinme hizi
degerlendirilirken 2. giin blastomer sayisi 4 ve dortten fazla olan embriyolar normal,
dortten az blastomeri olan embriyolar anormal boliinmiis embriyo olarak degerlendirildi
(40, 50). Kalite degerlendirilmesi i¢in kullanilan skorlama sistemine gore;

1. Kalite Embriyo: Blastomerler esit biiyiikliikte, fragmantasyon orani %20’den az ve
blastomerlerde multinukleasyon yok

2. Kalite Embriyo: Blastomerler esit biiyiikliikte, fragmantasyon orant %20’den fazla

3. Kalite Embriyo: Blastomerler esit biiyiikliikte degil, fragmantasyon oranm1 %50’den fazla
4. Kalite Embriyo: Blastomer biiyiikliigii, sayis1 ve fragmantasyon orani ayirtedilemiyor

seklinde degerlendirildi (1).
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3. Giin

Embriyo boliinme hiz1 degerlendirilirken blastomer sayisi 8 ya da 8’den fazla olan
embriyolar normal, 8’den az blastomeri olan embriyolar anormal boliinmiis embriyo olarak
degerlendirildi (40,50). Kalite degerlendirilmesi i¢in ikinci giin uygulanan skorlama
sistemi kullanildi (1).

Blastomerlerde nukleuslarin olup olmadig, birden fazla nukleusu olup olmadig1 not
edildi. Transfere uygun embriyolar forma isaretlendi.

Calismamizda transfer giinii normal sayida blastomeri olan 1. kalitedeki embriyolar

iyi gelisen embriyo olarak kabul edildi.

Transfer

Anne yasi, daha onceki deneme sayisi, embriyolarin kalitesi, boliinme hizlar ve
embriyo sayist goz Oniine alinarak uygun olan embriyolar 2. ya da 3. giin anne adayimin
uterusuna yerlestirildi. Transfer yapilmasina karar verilen giinden bir giin énce G2.3 plus
transfer mediumu hazirlanirds.

Transfer giinii secilen embriyolar ayn1 medium damlasinda toplandi. Yine aym
medium ile yikanmis enjektdr ve ucuna takilmig embriyo transfer kateterine (Edwards-

Wallace Emb. Rep. Cat., Ingiltere) yiiklenerek anne adayinin uterusuna yerlestirildi.
Gebelik
Transfer isleminden 12 giin sonra kanda belirlenen >20 mIU/mL B-hCG degeri ve

2 giin sonra tekrarinda en az iki katina ¢ikmis olan B-hCG degeri, calismamizda gebelik

olarak degerlendirildi.
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5.5. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRMELER

Calismada elde edilen veriler degerlendirilirken, calisma gruplar yas ortalamasi
student t-testi ile hesaplandi. Grup ayrimi yapilmaksizin tim embriyolar
degerlendirildiginde embriyo boliinme hizi oranlari ve embriyo kalite oranlar1 Wilcoxon
Signed Ranks Test ile belirlendi. Gruplar arast gebelik oranlarinin karsilastirilmasinda Chi-

Square Test kullanildi. Anlamlilik sinir1 P<0.005 olarak alind.
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6. BULGULAR

Calisma, yaslar1 21-36 arasinda degisen toplam 202 olgu iizerine yapildi. Olgular
transfer edilecek erken boliinen ve boliinmeyen embriyolarin varligina gore iki gruba
ayrildi. 1. grup en az bir tane erken boliinen embriyo transferi yapilan 109 hastadan, II.
grup ise erken boliinmeyen embriyolarla transferi yapilan 93 hastadan olusturuldu.

Bu calismada OPU sonras1 oositler ve ICSI sonrasi parametreler degerlendirildi.
Calismamizda toplam 202 hastadan 2391 adet oosit topland1 ve bu oositlerden olgun olan

(Resim 2) 2003 tanesinde ICSI islemi gerceklestirildi.

Resim 2: Olgularimizdan birine ait olgun oosit, X400
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ICSI isleminden sonra oositlerden % 80.66’s1 fertilize oldu. Oositin fertilize oldugu

sitoplazmasinda 2 pronukleus ve 2 kutup cisimcigi varligi ile belirlendi (Resim 3).

Resim 3: Olgularimizdan birine ait fertilize olan oosit, X400

26



Fertilize olan oositlerin % 30.12’si erken boliindii. 25. saatte 2 hiicreye boliinmiis

embriyo erken boliinen embriyo olarak belirlendi (Resim 4).

Resim 4: Olgularimizdan birine ait erken boliinen embriyo, X400
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Bulgular dikkate alinarak erken boliinmenin ICSI parametreleri {izerine olasi

etkileri degerlendirildi. Bu parametreler embriyo elde etme orani, embriyo kalitesi,

embriyo boliinme hiz1 ve gebelik oranidir.

Calisma gruplart arasinda sonuglar1 etkileyebilecek faktorlerden olan sperm

konsantrasyonu ve kadin yasi benzer degerlere sahip bireylerden olusturuldu.

Gruplarin yas ortalamalart I. grup i¢in 30.52 ( £4.16), II. grup icin ise 31.18 (£3.84)

olarak belirlendi (Tablo 1).

Grup I

Grup II

Yas (ort + S.D) 30.52 £ 4.16

31.18 £3.84

Tablo 1: Yas ortalamasinin gruplara gore dagilimi

Gruplarin OPU giinii toplanan oosit (COC) sayilari ile olgun oosit (MII) sayilar ve

ICSI sonrast fertilize olan oosit sayilari, embriyo sayilar1 ve transfer edilen ortama embriyo

sayilar1 Tablo 2’de gosterilmektedir.

Grup I Grup II
Siklus sayist 109 93
Toplanan oosit sayist 1335 1056
(ortalama + S.D.) (12.24 £7.02) (11.35 £6.05)
Olgun oosit sayist 1159 844
(ortalama = S.D.) (10.63 £ 6.39) (9.07 £ 4.45)
Fertilize olan oosit sayist 924 657
(ortalama + S.D.) (8.47 £5.02) (7.06 £ 3.53)
Embriyo sayisi 898 636
(ortalama + S.D.) (8.23 £4.70) (6.83 £3.44)
Transfer edilen ortalama
embriyo sayis1 + S.D. 2.73 +£0.50 2.81 +£0.48

Tablo 2: Toplanan oosit sayisi, olgun oosit sayisi, fertilize olan oosit sayisi, embriyo

sayis1 ve transfer edilen ortalama embriyo sayis1 parametrelerinin gruplara gore dagilimi
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Embriyo Elde Etme Oram

Gruplarin ICSI sonrasinda elde edilen embriyo oranlar1 arasinda istatistiksel olarak

anlaml1 bir fark bulunmadi (p=0.052). I. grupta ortalama 8.23 (£4.70) embriyo, II. grupta

ise 6.83 (£3.44) embriyo elde edildi (Tablo 2).

Calismaya katilan tiim hastalardan toplam 1534 adet embriyo elde edildi. Bu

embriyolarin 479 tanesi 25. saatte 2 hiicreye boliindii ve erken boliinen embriyo olarak

degerlendirildi. Erken boliinmeyen embriyo sayis1 1055 olarak belirlendi (Tablo 3).

Grup I + Grup II (N:202)
Toplam embriyo sayisi 1534
(ort£S.D.) (7.59 £4.22)
Erken boliinen embriyo sayisi 479
(ort£S.D.) (2.37 £2.83)
Erken boliinmeyen embriyo sayisi 1055
(ort £S.D.) (5.22 £3.73)

Tablo 3: Tiim gruplardaki toplam ve ortalama embriyo sayisi ile tiim gruplardaki erken

boliinen ve erken boliinmeyen embriyo sayis1 ve ortalamasi
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Embriyo Boliinme Hizi Oranlari

Erken béliinen embriyodan gelisen embriyonun boliinme hizi, erken boliinmeyen
embriyoya gore istatistiksel olarak anlamli fark gosteriyordu (Tablo 4).

Erken boliinen 479 embriyonun %85.02’sinden normal hiicre sayisina sahip
embriyo (Resim 5, 7) gelisirken, %14.98’inden anormal embriyo (Resim 6, 8) gelisti.
Erken boliinmeyen 1055 embriyonun %57.91’inden hiicre sayis1 normal embriyo

gelisirken, %42.09’undan anormal embriyo gelisti (Sekil 2).

Erken Boliinen Erken Boliinmeyen p
Embriyo * Embriyo *
Toplam embriyo sayisi 479 1055
Normal hiicre sayisina sahip 394 598
embriyo sayis1 (orani) (%85.02 £ 24.70) (%57.91 £32.04) 0,000
Anormal hiicre sayisina sahip 85 457
embriyo sayisi (orani) (%14.98 +£24.70) (%42.09 £32.04) 0,000

Tablo 4: Erken béliinen ve bolinmeyen embriyodan gelisen embriyolarin boliinme hizi

oranlari (* : Grup ayrimi yapilmaksizin toplam 202 hastada erken béliinen ve boliinmeyen embriyolar)

EMBRiIYO BOLUNME HIZI ORANI

90
80 [ 85,027
70 A
60 - —57.91 @ Normal hiicre sayisina
50 - ’ sahip embriyo

40 -
30 A
20 -

10 I14,98I
0

T

%

@ Anormal hiicre
sayisina sahip embriyo

Erken bélinen embriyo orani Erken bélinmeyen embriyo
orani

Sekil 2: Erken boliinen ve bolinmeyen embriyodan gelisen embriyolarin boliinme hizi

oranlari
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Resim 5: 2. giin normal boliinmiis 4 blastomerli embriyo, X400

Resim 6: 2.giin anormal boliinmiis 3 blastomerli ve blastomerleri esit

olmayan embriyo, X400
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Resim 7: 3.giin normal boliinmiis 8 blastomerli embriyo, X400

Resim 8: 3.giin anormal boliinmiis 6 blastomerli ve blastomerleri

esit olmayan embriyo, X400
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Embriyo Kalite Oranlari

Erken boliinen embriyodan gelisen embriyonun kalitesi ile erken boliinmeyen

embriyodan gelisen embriyo kalitesi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu

(Tablo 5).

Erken béliinen 479 embriyonun % 90.83’iinden iyi kalite embriyo (Resim 9, 11)

gelisirken, % 9.17’sinden kotii kalite embriyo (Resim 10, 12) gelisti. Erken boliinmeyen

1055 embriyonun % 78.49’undan iyi kalite embriyo gelisirken, % 21.51’inden kotii kalite

embriyo gelisti (Sekil 3).

Erken boliinen Erken boliinmeyen p
embriyo * embriyo *
Toplam embriyo sayisi 479 1055
Iyi kalite embriyo sayist 423 832
(orani) (%90.83 +£19.12) (%78.49 +29.59) 0,000
Koétii kalite embriyo sayist 56 223
(orani) (%9.17 £ 19.12) (%21.51 £29.59) 0,000

Tablo S: Erken bdliinen ve boliinmeyen embriyodan gelisen embriyo kalite oranlar

EMBRiYO KALITE ORANLARI

100

90 790,83
80

70

78,497

60

%

50

40

30

20

T

10 .17m |
0 EAl

Erken bélinen embriyo orani

21,51

@ lyi Kalite Embriyo

W Kot Kalite Embriyo

Erken bélinmeyen embriyo orani

Sekil 3: Erken boliinen ve boliinmeyen embriyodan gelisen embriyo kalite oranlari
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Resim 9: 2.giin 4 blastomerli iyi kalite embriyo,X400

Resim 10: 2.giin 4 blastomerli kotii kalite embriyo, X400
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Resim 11: 3.giin 8 blastomerli iyi kalite embriyo, X400

Resim 12: 3.giin 6 blastomerli kotii kalite embriyo, X400
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Gebelik Oranlar:

En az bir tane erken boliinen embriyo transferi yapilan 1. grup hastalar ile erken

boliinmeyen embriyolarla transferi yapilan II. grup hastalarin gebelik orani arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (Tablo 6).
Grup I’de 109 hastadan 79’unda gebelik elde edilirken, Grup II’deki 93 hastanin
29’unda gebelik elde edildi. Gebelik orani I. grupta %72.5 iken II. grupta %31.2 bulundu

(Sekil 4).
Grup I Grup 1I Toplam p
Hasta sayisi 109 93 202
Gebe hasta sayis1 79 29 108 0.000
Gebe olmayan hasta 30 64 94 0.000
sayi1s1

Tablo 6: Gruplara gore gebelik dagilimi

GEBELIK ORANLARI

80 72,5

70
60
50 -

30
20
10

68,8

@ gebelik var

Grup |

31,2

27,5 W gebelik yok

Grup Il

Sekil 4: Gruplara gore gebelik oranlari
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7. TARTISMA

Inseminasyon sonrasi fertilize olmus bir oosit, yaklasik 20 saat sonra ilk mitoti 3¢
boliinmeye baslayarak 2 hiicreli bir embriyo olusturmaktadir. Nagy ve arkadaslar1 1994
yilinda ICSI’den 20 saat sonra oositlerin %11’inin, 27 saat sonra ise %30.5’inin iki
hiicreye boliindiigiinii saptamistir (51).

25. saatte fertilize olmus oositlerin yaklasik %?20’si, 2 hiicreli evrede
bulunmaktadirlar. Bu embriyolar, erken boliinen embriyo olarak adlandirilmaktadir (34).
Bizim ¢alismamizda da ICSI sonras1 25-27. saatte oositlerin %30’unun erken boliindiigii
saptanmustir.

Lundin ve arkadaslar1 zigotun erken boliinmesinin oosit kalitesine bagh
olabilecegini bildirmislerdir (52). Ayrica paternal faktorler de zigot evresinde pronuklear
morfolojiyi dolayisiyla da embriyo gelisimi, boliinme hiz1 ve kalitesini etkilemektedir (35).

Yapilan caligmalar erken boliinen embriyolarin daha iyi morfolojiye (52) ve ICSI
ya da inseminasyondan iki giin sonra daha fazla blastomere (11) sahip oldugunu
gostermistir. Ayrica 2 hiicreye erken boliinen embriyolarin daha yiiksek oranda blastosist
olusturdugu (53) ve daha iyi blastosist formulasyonu sagladig1 gosterilmistir (54).

Bir¢ok ICSI programinda transfer edilecek en iyi embriyonun secimi i¢in erken
boliinme, embriyo hiicre say1 ve kalitesi gibi morfolojik kriterler kullanilmistir. Sakkas ve
arkadaslannt ¢oklu embriyo transferinde erken boliinme degerlendirmesinin embriyo
se¢imini gelistirecegini gostermistir (11).

Yapilan arastirmalar erken boliinen embriyolarin daha yiiksek gebelik ve
implantasyon potansiyeline sahip olduklarim gostermistir (55-60). Bizim calismamizda bu
calismalar1 destekler niteliktedir. Calismamizda erken bdliinmenin gebelik oranlari,
embriyo kaliteleri ve boliinme hizlan iizerine etkisi degerlendirilmistir. Gebelik oranlar
degerlendirildiginde erken bdliinen embriyolarla transfer yapilan grupta klinik gebelik
oran1 erken boliinmeyen gruba gore anlaml yiiksek bulunmustur.

IVF’de transfer edilecek embriyolar morfolojilerine ve embriyo gelisim oranlarina
gore belirlenmektedir (36). Embriyo kalitesi ve gelisim oranlarmin yiiksek olmasi, gebelik
olusma ihtimalinin daha yiiksek oldugunu gostermistir (61). Edwards ve arkadaslar1 daha

hizli boliinmenin implantasyonda daha yiiksek sansa sahip oldugunu ortaya koymustur.
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Inseminasyondan 55 saat sonra 8 hiicreli blastomer asamasina ulasan embriyonun transfer
edilmesiyle elde edilen gebelik oram (%31), 56. saatte ulagsan embriyoya gore (%17) daha
yiikksek bulunmustur. 2 hiicreye en erken bdliinen embriyonun transfer edilmesiyle de
benzer gebelik oranlar1 elde edilmistir (62).

Cesitli calismalarda inseminasyondan sonraki 25-27. saatte 2 hiicreye bdliinen
embriyodan daha iyi kalitede ve yiiksek implantasyon potansiyeline sahip embriyo elde
edildigi gézlenmistir (59, 63). Bizim calismamizda da tiim embriyolarda embriyo boliinme
hizi ve kalite oramt degerlendirilmis ve erken bolilnen embriyolarin bolinme hizi ve
kalitesi boliinmeyen gruba gore anlamlh sekilde yiiksek bulunmustur. Sonuglarimiz bu
calismalar1 dogrular ve tamamlar niteliktedir.

Sakkas ve arkadaglar1 1998 yilinda transfer edilecek embriyolar1 ICSI’den 27 saat
sonra goriilen erken boliinme parametresine gore se¢mistir. 88 siklus iizerinde calisilmis ve
erken boliinme gozlenen grupta klinik gebelik oram (%25.9), erken boliinme gézlenmeyen
gruptaki klinik gebelik oranindan (%5.9) anlamhi sekilde yiiksek bulunmustur. Ayrica
transfer edilen embriyo hiicre sayisi ve kalite oranlar erken boliinen embriyolarda daha
yiiksek bulunmustur (36). Bizim ¢alismamizda da toplam embriyolar degerlendirildiginde
erken bolilnen embriyodan gelisen embriyolarin boliinme hizi ve kalitesinin erken
boliinmeyen embriyoya gore anlamli yiiksek oldugu belirlenmistir. 2001 yilinda Petersen
ve arkadaslart ICSI’den 25-27 saat sonra erken boliinme varliginin incelenmesinin,
implantasyon giicii daha fazla olan embriyolarin seciminde kullanilabilecegini gostermistir
(7).

Iki hiicreye erken boliinmenin embriyo segim kriterleri arasindaki ©nemini
vurgulayan bagka bir calismada Saluments ve arkadaslar tarafindan yayinlanmistir. Bu
calismada transfer icin tek embriyo seciminde erken boliinme varligi degerlendirmistir.
178 hastaya tek embriyo transferi yapilmistir. Bunlardan 72’sine erken boliinen embriyo
transferi yapilirken 106’smma erken boliinmeyen embriyo transferi yapilmistir. Erken
boliinen embriyoyla yapilan transferde %50 daha fazla gebelik elde edilmis ve daha iyi
embriyo gelisim oranlar saptanmistir (37). Bu ¢alismada tek embriyo transferi uygulandigi
icin sadece iyi kalitede embriyo transferi yapilmistir. Yapilan baz1 calismalarda transfer
edilecek iyi kalite embriyo sayist yeterli olmadiginda kotii kalitede embriyo transferi
yapilmis olsa da gebelik ve embriyo gelisim oranlar1 agisindan benzer sonuglar

bildirilmistir (34, 36, 52). Bizim calismamizda bu sonuglar desteklemektedir.
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Tek embriyo transferinde erken boliinme degerlendirmesi icin farkli goriisler ileri
siiriilmistiir. 2003’te Emiliani tek embriyo transfer politikasinda embriyo secimini test
etmistir. Tek embriyo transferi yapilan 196 siklustan 1.grupta erken boliinen en iyi
kalitedeki embriyo transfer icin secilirken 2. grupta erken boliinme degerlendirmesi
yapilmayip sadece embriyo kalitesi transfer icin baz alinmistir. Boylelikle iki gruba da iyi
kalitede tek embriyo transferi yapilmistir. Sonug¢ olarak iki grup arasinda benzer dogum
oranlar1 (1. grup %?27.6 iken 2. grup %24.5) gozlenmistir. Ayrica bu caligmada erken
boliinen embriyodan gelisen embriyolarin hiicre sayist ve embriyo skoru erken
boliinmeyen embriyoya gore anlamli yiiksek bulunmustur. Bu calisma, erken béliinen
embriyolardan daha iyi embriyo gelisimi elde edildigini gdstermesine ragmen, tek embriyo
transferi yapilacaksa en iyi kalitedeki embriyoyu se¢mek igin erken boliinme
parametresinin degerlendirilmesinin fazladan bir islem oldugu goriisiindedir (64).

Ciray ve arkadaslarinin 2005 ve 2006 yillarinda yaptiklar1 calismalarda erken
boliinme ve 2. giin mononukleasyonunu beraber degerlendirerek yiiksek implantasyon
potansiyeline ve gebelik oranina sahip embriyolart belirlemislerdir. Erken boliinen
embriyolarda boliinmeyenlere gore daha yiiksek oranda mononukleasyon gozlenmistir.
Erken boliinen ve mononukleasyon gozlenen embriyolarin 3. giin kalitesi yiiksek bulunmusg
ve daha yiiksek gebelik ve implantasyon orani elde edilmistir (65, 66).

Bu zamana kadar erken boliinmenin 6nemini anlatan, yapilmis bir ¢cok ¢alismanin
aksine Rehman ve arkadaglar1 2007 yilinda yapmis olduklar ¢caligmada en iyi embriyonun
secim siirecinde erken bolinmeden daha onemli parametreler oldugunu belirtmislerdir.
Erken boliinmenin embriyo kalitesinin isaret¢isi oldugunu fakat ge¢ asamadaki embriyo
gelisiminin klinik gebeligin tahmininde erken boliinmeye gore daha hassas ve spesifik
oldugunu goézlemlenmistir. Embriyo seciminde kiiltiir siirecinin uzatilmasini ve transfer
icin embriyo seciminin blastosist kalite skorlama sistemine gore yapilmasinin klinik
gebelik icin daha iyi tahmin verdigini ileri siirmiislerdir (67).

Cogul gebeliklerin azaltilmasi icin daha dikkatli ve kritik embriyo se¢imi yapilmasi
gerekmektedir. Genel olarak inseminasyondan 2 ya da 3 giin sonra embriyo se¢imi
yapilirken embriyolarin morfolojik durumlar1 ve embriyo gelisim oranlar1 degerlendirilir
(68, 69). Baz1 calismalarda embriyo se¢iminin pronuklear morfoloji degerlendirmesinin
gelistirilmesiyle yapilabilecegi gozlemlenmistir (25, 70). Bazi ¢alismalar da embriyolarin

blastosist asamasina kadar gelismesini bekleyerek transfer icin en iyi embriyolarin
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seciminin sagladigin1 gostermistir. Blastosist transferinde yiiksek gebelik (%50-70) ve
implantasyon (%30-50) oranlar1 raporlanmasina ragmen embriyolarin sadece bir kisminin
blastosist evresine ulasabildigi diisiiniildiigiinde, blastosist transferinin tercih edilmesi hala
tartisma konusudur (71, 72).

Erken boliinen embriyonun blastomer simetrisi ve fragmantasyon derecesi
blastosist olusumunu tahmin eden bir parametredir. 2 hiicreye erken boliinen embriyolarin
belirgin derecede daha yiiksek blastosist olusturdugu gézlemlenmistir (53, 73).

Bu verilere dayanarak transfer edilecek en ideal embriyo seciminde, ICSI’den

25-27 saat sonra degerlendirilen erken boliinme parametresinin analizi gereklidir.
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8. SONUC

Calismamizda transfer edilecek en iyi embriyonun se¢im siirecinde ICSI’den 25-27
saat sonra gerceklesen erken embriyo boliinmesinin ICSI parametreleri iizerine etkilerini
inceledik. Calismamizda 202 hasta 2 grupta incelendi. I. grup en az bir tane erken béliinen
embriyo transferi yapilan 109 hastadan, II. grup ise erken bdliinmeyen embriyolarla
transferi yapilan 93 hastadan olusturuldu.

Bulgularimiz dogrultusunda erken embriyo boliinmesinin ICSI parametrelerinden
embriyo elde etme, embriyo boliinme hizi, kalitesi ve gebelik oranlan iizerine etkisi soyle
siralanabilir.

» Embriyo elde etme orani agisindan erken boliinen ve boliinmeyen grup arasinda
anlamli bir fark bulunmadi.

» Embriyo boliinme hizi degerlendirildiginde, erken boliinen embriyodan gelisen
normal boliinen embriyo oram1 %85.02 iken, erken boliinmeyen embriyodan gelisen
normal boliinen embriyo oran1 %57.91 bulundu. Erken boliinen embriyodan gelisen
embriyonun boliinme hiz1 ile erken boliinmeyen embriyodan gelisen embriyonun
boliinme hizi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu.

» Embriyo kalitesi degerlendirildiginde, erken boliinen embriyodan geligen iyi kalite
embriyo orant %90.83 iken, erken bdliinmeyen embriyodan gelisen iyi kalite
embriyo oranm1 %78.49 bulundu. Erken boliinen embriyodan gelisen embriyo
kalitesi ile erken boliinmeyen embriyodan gelisen embriyo kalitesi arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu.

» Gebelik oranlan incelendiginde; I. grupta 109 hastadan 79 gebe, II. grupta 93
hastadan 29 gebe elde edildi. Gebelik oranlan sirasiyla %72.5 ve %31.2 bulundu.
Erken boliinen embriyolarla transferi yapilan I. grup hastalar ile erken boliinmeyen
embriyolarla transferi yapilan II. grup hastalarin gebelik orani arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulundu.

Bu bulgular dogrultusunda ICSI sonrasi 25. saatte embriyonun erken boliinmesinin
embriyo elde etme oranimi etkilemedigini ancak gelisen embriyonun boliinme hizi ve
kalitesini etkileyen onemli bir faktor oldugu gézlendi. Dolayisiyla biitiin bu sonuglardan

erken boliinmenin gebeligi etkileyen olumlu bir parametre oldugu sonucuna varildi.
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Yapilacak daha ileri arastirmalarda miimkiinse olusturulan bu gebeliklerin ne oranda
saglikli dogumla sonuglandigin tespit edebilmis olmak boyle bir calismay1 ve benzerlerini

daha anlamli kilar diisiincesindeyiz.
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