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1. OZET

Fertilize oosit disi genital kanallar icerisinde, %5 O, konsantrasyonu etkisi altinda
bulunmaktadir. Uremeye yardimci tedavi yontemlerinden biri olan mikroenjeksiyon
yonteminde embriyolar in vitro ortamda atmosferik oksijene (%20 konsantrasyonda) maruz
kalabilmektedirler. Bu oranin olast olumsuz etkilerini ortadan kaldirabilmek amaciyla O,
kontrollii inkiibatorler iiretilmistir.

Bu calismada, ¢ocuk sahibi olmak isteyen infertil ¢iftlerin tedaviye alinmasim
takiben mikroenjeksiyon islemi uygulandi. Elde edilen embriyolar randomize sekilde %20
ve %5 konsantrasyonda O, igeren inkiibatdrlerde ayr1 ayn inkiibe edildi.
Mikroenjeksiyondan sonraki birinci giinde, iiciincii giinde ve uygun vakalarda besinci
giinde kontrol edilen embriyolar, skorlanarak fertilize oosit sayisi, ligiincii giinde blastomer
sayisi, liglincii giinde fragmantasyon, iigiincii giin iyi kalite embriyo sayisi, iigiincii giin
kompaktlasma, besinci giin blastosist olusturma, besinci giin iyi kalite i¢ hiicre kiitlesi,
besinci giin iyi kalite trofoblast, implantasyon ve gebelik oranlar1 bakimindan
karsilastirildi. Sonuglar Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. Buna gore iiciincii
giinde kompaktlasma orani, besinci giin blastosist olusturma orani ve besinci giinde iyi
kalitede i¢ hiicre kiitlesine sahip olma oram1 %5 O, grubunda istatistiksel olarak anlamli
diizeyde daha yiiksek bulundu (p<0.005). Besinci giinde iyi kalitede i¢ hiicre kiitlesine
sahip olma oranindaki anlamlilik ileri diizeydeydi. Diger parametrelerde fark gozlenmedi.
Implantasyon oram1 %5 O, grubunda daha yiiksek olmasina karsin bu fark anlamlilik
diizeyinde degildi.

Bu bulgular %5 O, konsantrasyonu grubunda elde edilen embriyolarin daha kaliteli
oldugunu, bu etkilerin 6zellikle iigiincii giinden sonra morula ve blastosist asamalarinda
belirgin oldugunu, fakat bu durumun embriyo ve gebelik elde etme oranlarim
etkilemedigini gostermistir. Yine de embriyo kalitelerindeki bu farkin uzun donem

etkilerini inceleyen ileri aragtirmalarin yiiriitiilmesi gerekmektedir.



1. SUMMARY

The zygote in the female reproductive tract of human is under 5% O, concentration.
On the other hand, the embryos of infertile couples formed via the microenjection method
may be subjected to atmospheric oxygen level. Oxygen controlled incubators are derived
in order to decrease the possible negative effects of it.

The infertile couples with the desire of having a child were included to this study.
The embryos obtained were assigned to 5% and 20% O, concentrated incubators randomly
way. The embryos were controlled on the first, third and in some cases fifth days fallowing
the microinjection procedure and the results were recorded. Number of fertilized oocytes,
number of blastomeres on the third day, fragmentation on the third day, number of good
quality embryos on the third day, compaction on the third day, blastocyst formation on the
fifth day, good quality ICM formation on the fifth day, good quality trophoblast formation
on the fifth day, implantation and pregnancy rates were compared according to Mann-
Whitney U test. Compaction rate in the third day, blastocyst formation rate in the fifth day
and good quality ICM formation in the fifth day were statistically significantly higher in
5% O, concentration group (p<0.005). This significance was high for good quality ICM
formation on the fifth day. There was no difference for other parameters. The implantation
rate was slightly higher in the 5% O, group, but this difference was not statistically
significant.

Those findings show that the embryos obtained in 5% O, concentration group had
better qualities, being significant especially in the morula and blastocyst stages, but this did
not have any effect on the pregnancy and implantation outcomes. However further studies
should be designed in order to investigate the long term effects of this difference in the

qualities.



3. GIRIS VE AMAC

Infertilite, 1 yili askin siire ile korunma yontemlerinden birini kullanmaksizin cinsel
iliskiye girilmesine karsin ¢iftlerin cocuk sahibi olamamast durumunda kullanilan terimdir.
Bu siire sonunda merkezlere basvuran ¢iftler bu konuda ayr ayn degerlendirilerek uygun
tedavi siirecine baglatilirlar (1). Bu siirecte erkek hastadan semen Ornegi alinarak analiz
edilir ve yardimci iireme tekniklerinden biri i¢in uygun olup olmadigi degerlendirilir.
Kadin hastanin da cesitli tetkikleri yapilarak uygun zamanda overlerine indiiksiyon
uygulanir ve fazla sayida oosit elde edilmeye calisilir. Toplanan oositler ¢esitli iglemlerden
gecirildikten sonra sperm hiicreleri ile dollenmeye hazir hale getirilir (2).

Klasik IVF (in vitro fertilizasyon) veya ICSI (intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu)
yontemleriyle yumurta hiicrelerinin sperm hiicreleriyle birlesmesi saglanir (2). Elde edilen
zigotlar, islemin ertesi giinii baslangic olmak tiizere her giin, hiicre sayis1 ve kalite
bakimindan degerlendirilip not edilir. Normal sartlarda 1. giinde 2 adet proniikleus, 2.
giinde 4 hiicreli embriyo, 3. giinde ise 8 hiicreli embriyo gbézlenmesi gerekir. Uygun zaman
sonra (genellikle 2., 3. veya 5. giin) anne uterusuna yerlestirilirler.

Genellikle embriyo sayisinin ¢ok fazla olmadigl ya da embriyo kalitesinin cok iyi
olmadig1 durumlarda 2. veya 3. giin transferi tercih edilir. Bunun nedeni elde edilen
embriyolarin tamaminin 5. giin blastosist olusturamamasidir.

Embriyo kiiltiirlerinin devami i¢in %95 nem, %5-6 CO, iceren 37° C sicakligindaki
inkiibatorler kullanilir. Giintimiizde rutin olarak kullanilan inkiibatorlerin cogunda oksijen
kontrolii bulunmamaktadir. Oksijen kontrollii inkiibatorlerde fazladan bir azot gazi (N,)
girisi mevcuttur. Bu gazin girisiyle, inkiibatoriin icindeki atmosferik oksijen
konsantrasyonu (%?20), %5’e indirgenir. Bugiine kadar yayinlanmis olan c¢aligmalarda
oksijen kontroliiniin embriyo kiiltiirleri iizerindeki 6nemi vurgulanmaktadir.

Oksidatif stres, hiicresel diizeyde ¢esitli reaktif oksijen tiirevlerinin (ROT) duragan
faz konsantrasyonlarindaki artis olarak tanimlanmaktadir. Endometriozis, folikiil sivis1 ve
polikistik over sendromu iizerindeki onemli bazi etkileri disinda defektif embriyo gelisimi
etyolojisinde de etkili oldugu bildirilmistir (3).

Reaktif oksijen tiirevleri embriyo metabolizmasi sonucu ve/veya embriyoyu

cevreleyen ortamdan kaynaklanarak olusabilmektedir. Bu tiirevlerin bircok hiicresel



molekiilii degisiklige ugratmalarinin yam sira (6rnegin DNA hasar1), erken embriyonik
gelisimi bloke ettigi ya da geciktirdigi bildirilmistir (4).

Embriyolarin in vitro gelisiminde, maruz kaldiklar1 oksidatif stres ve bunlarin
etkilerini nétralize edebilme kapasiteleri arasindaki denge énemlidir. Embriyolar genellikle
oksijen kullanimi sonucu iiretilen reaktif oksijen tiirevlerini (intrensek ROT) notralize
edebilirken, cevresel kaynakli tiirevleri (ekstrensek ROT) notralize etmede yetersiz
kalabilmektedirler (5).

Bugiine kadar yapilan calismalarda, bircok hayvan modelinde ve birka¢ insan
calisma grubunda oksijen konsantrasyonunun kiiltiire edilmis embriyolar iizerindeki etkisi
incelenmigtir. Bu caligmalar sonucunda atmosferik oksijenin embriyolara zarar
verebilecegi sonucuna varilmistir (6-15)

In vivo sartlarda embriyolar hicbir zaman atmosferik oksijene (%20) maruz kalmaz
(16). Bu nedenle, embriyo kiiltiirlerinde %20 oksijen konsantrasyonu kullanmak fizyolojik
olarak uygun goriinmemektedir ve yiiksek oksijen konsantrasyonuna maruz kalan
embriyolarda cesitli gelisimsel defektler inkiibasyon kosullariyla iliskilendirilmektedir.
Yapilan bircok ¢alismada embriyo kiiltiirlerinde %5 ve %20 konsantrasyonlarinda oksijen
uygulanmistir. Bu calismalarin cogunda varilan sonug; fertilizasyon, 2-3. giinlerde embriyo
gelisimi, implantasyon ve gebelik oranlar1 arasinda fark olmadigi fakat %5 oksijen
konsantrasyonunun blastosist geligsimini belirgin sekilde artirdigi yoniindedir. Gelisen
blastosistlerin i¢ hiicre kiitlesinin (ICM) hiicre sayisinda ve trofoekdoderm hiicre sayisinda
da %20 oksijen konsantrasyonuna oranla artis oldugu kaydedilmistir (17-18-19). Fakat
incelenen bu blastosistler transfer edilmeyip, yalnizca takip edilen embriyolardir. Ciinkii
tiim bu calismalarda embriyo transfer giinii olarak 2 ya da 3.giinler secilmistir (20).

Tiim bu bilgiler 1518inda embriyolarin atmosferik kosullarda, diisiik oksijen
konsantrasyonuna oranla daha az sayida blastosist olusturacagini, olusan blastosistlerin
hiicre sayisinin da daha diisiik olacagin sdylemek miimkiindiir (21). Hiicre sayis1 yeterli
olsa dahi bu embriyolarda daha ileri gelisimsel aksakliklarin gozlenme ihtimali yiiksek
olabilir. Nitekim yapilan hayvan ¢alismalarinda, embriyonik gelisimin erken evrelerinde
yiiksek oksijen konsantrasyonu altinda inkiibe edildiklerinde, bu doénemde genomik
aktivasyon gozlendigi icin genetik birtakim bozukluklarla karsilasilabilecegi ©One

siriilmiistiir (7).



Bu calismada farkli oksijen konsantrasyonlarinin (%5 ve %20) implantasyon oncesi

embriyo gelisimi ve gebelik oranlar tizerindeki etkilerinin incelenmesi amag¢lanmaisgtir.



4. GENEL BILGILER

4.1. INFERTILITE VE TEDAVi YONTEMLERI

Saglikl1 bir ¢iftin korunmadan ve diizenli cinsel iliskiye girdigi halde 1 yil siireyle
cocuk sahibi olamamasi durumu infertilite olarak adlandirilmaktadir (1). Toplumun
yaklasik %10-15’inde gozlenmesine karsilik bu oranin giderek arttigi tahmin edilmektedir.
Infertilite kadin, erkek ya da eslerin her ikisinden kaynaklanan sorunlara bagh olabilecegi
gibi ikisinde de herhangi bir problem gézlenmedigi halde gebelik elde edilemiyor olabilir.
Bu durumda ise aciklanamayan infertiliteden s6z edilmektedir.

Uremeye yardimci tedaviler ile ¢ocuk sahibi olma sansi olan infertil iftler,
anamnezleri alindiktan sonra cesitli tetkik asamalarindan gecirilmektedir. Kadinlarda
jinekolojik muayene, hormon Ol¢limii, histerosalfingogram gibi tetkikler yapilirken,
erkekler de semen degerleri yoniinden incelenir. Bu incelemeler sonrasinda ciftler uygun
tedaviye yonlendirilir. IVF ve ICSI bu amacla kullanilan yontemlerden ikisidir. Her iki
yontemde de anneden, cesitli hormon ilaglar1 uygulanarak gelistirilen oositlerin toplanmast
ve babadan alinan sperm hiicreleri ile in vitro ortamda dollenmesi, dollenen embriyolarin
belli siire laboratuar ortaminda kiiltiire edildikten sonra anne uterusuna yerlestirilmesi s6z
konusudur (2).

Semen parametreleri uygun oldugunda kullanilan IVF yonteminde, kumulus-oosit
kompleksi ile sperm hiicreleri, oosit bagina 100 bin sperm olacak sekilde aymi ortama
birakilirlar. Sperm hiicreleri zona pellusida engelini asarak yumurtay1 dolleyebilmek icin
yarigirlar.

Sperm parametrelerinin IVF igin yetersiz oldugu durumlarda kullanilan ICSI
yontemi ise tek bir sperm hiicresinin mikroenjeksiyon pipeti ile tutularak yumurta
sitoplazmasi igine birakilmasi esasina dayanir. Boylece sperm hiicresi zona engelini agmak

zorunda kalmaz (1).



4.2. ICSI VE EMBRiYO KULTURU

4.2.1. ICSI

ICSI, semen oOrnegindeki sperm sayisimin, sperm hareketliliginin veya normal
yapidaki sperm sayisinin az oldugu durumlarda ya da normal sayida sperm olmasina
ragmen spermlerin oositi déllemede basarisiz oldugu durumlarda uygulanan bir yardimci
tireme yontemidir (1,2). ICSI islemi uygulanacak olan oositlerin olgun olup olmadiklart
onceden tespit edilmelidir. Bunun i¢in oositi ¢evreleyen kumulus hiicreleri enzimatik
olarak oositten uzaklagtirilir ve kutup cisimcigi goriiliir hale gelmis olan metafaz II
evresindeki matiir oositler se¢ilir (Resim 1a). Uygun soliisyonlar i¢inde ve uygun kosullar
altinda oosit ve sperm hiicreleri aym petri kabi icine yerlestirilir. Oosit, tutucu pipet ile
dogru pozisyonda tutularak sabitlenir. Uygun morfolojiye sahip sperm hiicresi ise kuyruk
kirma hareketini takiben enjeksiyon pipeti igine c¢ekilir. Yatay pozisyonda oosit icine
sokularak sirayla zona pellusida ve oolemma gecilir ve sperm oosit igine birakilir (21)

(Resim 1b). Islem sonrasinda embriyo kiiltiirii asamasina gegilir.

la

Resim 1. Metafaz II oosit (a), mikroenjeksiyon (ICSI) islemi (b).



4.2.2. EMBRiYO KULTURU

Oosit toplama isleminden baglamak iizere, embriyolarin uterusa transferine kadar
gecen siire i¢inde, embriyolarin kiiltiire edilmelerinde yapay ortamlar kullanilir. Ardisik
medyumlar serisi olarak bircok firma tarafindan iiretilip piyasaya sunulan bu ortamlar,
basit bazi farkliliklar disinda benzer aminoasit, mineral, glukoz, vb iceriklere sahiptir.
Embriyolar bu in vitro ortamlarda 2-5 giin boyunca inkiibe edilirler. Bu siire boyunca
zaman zaman farkli ihtiyaglar gosterirler. Kiiltiir medyumlar1 olarak kullanilan bu yapay
ortamlar, oosit ve/veya embriyonun o anki ihtiyacina gore, kadin iireme organlarindaki
ortamlar taklit edilerek tiretilmislerdir.

Mikroenjeksiyon islemini takip eden 16-20. saatler arasinda dollenme isleminin
gerceklesmesi beklenir. Bunun gostergesi her iki cinsiyete ait proniikleuslarin belirgin hale
gelmesidir (Resim 2). Dollenen oosite “zigot” adi verilir. Her ikisi de haploid sayida
kromozom tastyan proniikleuslar birbiri icine ge¢ip kaynasirlar. Bu olaya “singami” adi
verilir. Olusan yeni niikleus diploid sayida kromozom tagimaktadir. Mikroenjeksiyondan
yaklagik 24 saat sonra zigot ilk mitoz boliinmesini gerceklestirerek 2 hiicreli embriyo halini
alir (Resim 2). Bu boliinmeler yariklanma boliinmesi seklinde gerceklesir ve klivaj olarakta
adlandirilir. Yariklanma bdliinmesi sonrasinda hacmi kiiciilen hiicrelere blastomer adi
verilir. Bundan sonraki giinde 4 hiicreye (Resim 3), iiciincii giinde ise 8 hiicreye sahip olan
embriyoda (Resim 3) blastomerlerin siki baglantilarinda artma sonucu kompakt hiicre
toplulugu meydana gelir. Kompaksiyon donemi olarak bilinen bu siirecte i¢ ve dis hiicre
kitlelerinin ayrimi gergeklesir. Dordiincii giinde hiicre sayisi artar ve 16 hiicre evresine
ulagir, bu evrede embriyo “morula” adim alir (Resim 4). Bes giinliik embriyoda, uterus
sivist i¢ hiicre kitlesindeki hiicrelerarasi bosluga sizarak blastosel denen tek bir boslugun
olusmasina yol acar ve bu evre blastosist adini alir (Resim 4). Embriyonun endometriyuma
tutunmasi, zona pellusidanin yirtilmasini takiben dis hiicre kitlesinden gelisen trofoblast

hiicrelerinin endometriyuma penetrasyonu ile gerceklesir (Resim 5) (22).



Resim 2. Fertilize olmus oosit (a), ikiye boliinmiis embriyo (b).

3b

Resim 3. Dért hiicreli embriyo (a), Sekiz hiicreli embriyo (b).

4b

Resim 4. Morula (a), blastosist (b).

Resim 5. Zona pellusidasi yirtilmis (hatched) blastosist.

2t



Mikroenjeksiyon yontemiyle elde edilen embriyolar her zaman birinci kalitede
olmayabilir. Bunda anne yas1, genetik faktorler, oosit ve sperm kalitesi gibi nedenler etkili
olmaktadir. Genellikle embriyonun icerdigi blastomer sayisinin, embriyonun iginde
bulundugu saate gore normal oldugu, blastomer boyutlarinin birbirine esit oldugu ve
fragmantasyon yani blastomer disi1 parcaciklarin olmadigi durumlarda birinci kalitede bir
embriyodan soz edilebilmektedir. Embriyonun igerdigi fragmantasyon oranina, blastomer
boyutlarindaki farkliliklara gére embriyo kalitesi degisen skorlarla degerlendirilmektedir

(23).

4.2.2.1. Fertilizasyon Donemi

Fertilizasyon, kisaca tek bir sperm niikleusunun aktive olmus oosit sitoplazmasi
icinde oosit niikleusu ile birlesmesi olarak 6zetlenebilir. Yakin zamanda yapilan bilimsel
arastirmalar bize fertilizasyonun uygun sekilde gerceklesebilmesi icin gerek hiicre icinde
gerekse hiicre disinda birtakim olaylar dizisinin olusmasinin sart oldugunu gostermistir.
Niikleuslar fertilizasyonunun en basit ve kolayca gozlemlenebilen isaretleridir. Normal
fertilizasyonda 2 proniikleus ve birinci ve ikinci kutup cisimcigi gozlenir. Her iki niikleusta
meydana gelen olaylarin es zamanlh olmasi dollenme ve ileri embriyo gelisimi agisindan
onem tasimaktadir. Erken zigot olusumunda proniikleus ve niikleolusa bagh olusumlar
biiyiik 6nem tasir. Es zamanli gelisim gostermeyen dollenme aktivitelerine sahip zigotlarla
yapilan arastirmalarda yiiksek oranda kromozomal anomali, anormal klivaj ve gelisim
blokaj1 nedeni ile nadir blastosist olusumu gozlenmistir (24).

Embriyo transferi sonrasi implantasyon oranlart ile zigot kalitesi arasinda baglanti
oldugu gosterilmistir. Bu sonuglara gore belirli formlardaki proniikleus ve niikleolar
prekiirsor cisimciklere (Nucleolar precursor bodies-NBP) sahip embriyolarda digerlerine
kiyasla daha yiiksek implantasyon ve gebelik oranlart saglanmaktadir. Salumets ve
arkadaslar1 da benzer degerlendirme kriterlerini kullanmis ve bu kriterlere gore segilen
embriyolar ile embriyo transferi sirasinda ii¢ yerine iki embriyo transferi ile benzer gebelik
oranlar1 elde etmislerdir. Genellikle d6llenme sonrasi dort ana kriter dikkate alinmaktadir:
Bunlar proniikleus biiyiikliigii, nukleolar prekiirsor cisimciklerin sayilari, biiyiikliikleri ve

dagilimidir (25).
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4.2.2.2. Embriyo Donemi (Klivaj Donemi)

Zigot asamasindan 4-8 hiicreli bir embriyo olusumuna kadar gecen siire erken
klivaj donemi olarak tanimlanir. Bu donem igerisinde zigot birbiri ile yapisal anlamda
degisiklik gostermeyen iki-ii¢c boliinme gecirir. Klivaj hizi embriyolar arasinda degisiklik
gosterebilir fakat bu boliinmeler sonrasinda normal bir embriyo birbirine es biiyiikliikte 6-8
hiicreden olugur. Yapilan arastirmalar bu parametrenin disinda, esit olmayan blastomer
veya fragman denilen sitoplazmik parcaciklar iceren embriyolarin ileri gelisim yOniinden
digerlerine gore daha riskli olduklarim gostermistir. Bu 6zelliklere sahip embriyolar ayrica
daha yiiksek oranda kromozomal anomali icerirler ve cok ¢ekirdekli blastomer olusturma
sanslar1 yiiksektir (26). Bu donem ayrica proniikleuslarin birlesmesi sonrasi olusan
embriyoya ait genomun da devreye girdigi donemdir. Normal olarak yapilanmamis bir
genoma sahip embriyolarin ¢ogu bu donem sonrast ileri gelisim gostermezler (27). Bu
donem ayrica hiicreler arasi baglarin (siki baglantilar, tutucu baglantilar ve oluklu
baglantilar) kuvvetlenerek arttigi bir donemdir. Bu baglari bir kismi hiicreleri birbirine
sikica baglayarak gecirgen olmayan bir tabaka olustururken diger bir kism1 segici olarak
bazi molekiillerin tasinmasini ve bdylece ileri embriyo gelisim déneminde hiicreler arasi
sinyal mekanizmalarinin olusumu sonucu gerceklesen baskalagimlar saglarlar. Birlesme
(kompaksiyon) olarak ta adlandirilan bu donemde artik hiicrelerin sinirlarin1 belirlemek

zordur (28).

4.2.2.3. Blastosist Donemi

Uciincii giinii takip eden boliinmeler ile embriyonun hiicre sayis1 artar ve 16-32
hiicreden olusan siki bir kitle haline gelir. Bu asamadaki bir embriyoya morula ad1 verilir.
Normal bir morulada i¢ kisimda yerlesik olarak bulunan hiicreler ile dis kistmdaki hiicreler
ileri gelisim agamasinda baskalasimlarina devam eder. Blastosist agamasina gelindiginde
sirasiyla, i¢ hiicre kiitlesi embriyoblast dis hiicre kitlesiyse trofoblast tabakasini olusturur.
Uterus stvisinin i¢ hiicre kitlesindeki hiicrelerarasi bosluga sizmasi sonucu blastosel denen
bosluk olugur. Blastosel igcerdigi degisik iyon ve protein konsantrasyonu bakimindan ig¢
hiicre kiitlesinin ileri gelisimi i¢in son derece kritik bir énem tasir. Bu asamada olusan

embriyonun yapisal degerlendirmesinde kullanilan ii¢ temel kriter; blastosel kavitesinin
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yapisi, trofoblast hiicrelerinin yapisi ve dizilimi ile i¢ hiicre kiitlesini olusturan hiicrelerin
sayis1 ve yapisidir (29).

Yardimci iireme tekniklerinin uygulanmasi sirasinda embriyolar in vitro ortamda
bulunduklarn siirece, disi iireme organlarindaki ortamlar imite edilerek {iiretilen inkiibator
denilen cihazlar icinde tutulurlar. Bu cihazlar embriyolara nem, 1s1 ve uygun pH ortami
saglarlar. %5-6 konsantrasyonda CO, saglayan klasik inkiibatorlerin uzun siireli
kullanimindan sonra giiniimiizde piyasaya siiriilen ve oksijen kontrol sistemi ile de hizmet
veren inkiibatorler, embriyoya hem O,, hem de CO;’i kontrollii olarak saglamaktadirlar.
Bu gelismeyle birlikte dogala daha yakin bir ortamda kiiltiire edilen embriyolarin daha

kaliteli olabilecegini gosteren calismalar rapor edilmistir (13,15,17).

4.3. OKSIJENLIi SOLUNUM VE ROT

Memeli hiicrelerindeki solunum sekli olan oksijenli solunum mekanizmasi,
oksijenin besinlerin yakilmasi sirasinda kullanilmasi ile enerji iiretilmesi esasina dayanir.
Buna gore solunum; hidrojen ile oksijenin suyu olusturmak iizere gelisen kontrolli
reaksiyonundan, hiicrelerin enerjiyi ATP seklinde {iirettikleri islem olarak tanimlanabilir.
Uretilen enerji, 1s1 dahil, yasam igin gerekli olan tiim eylemlerde tiiketilir. Enerji tiiketimi
ise c¢esitli metabolitlerin ortaya ¢ikmasi ile sonuglanir (4).

Oksijenin kullanilmas1 ve enerji iiretim islemi, hiicrenin mitokondri denen
organellerinde gerceklestirilir. ki adet membranla kapli olan bu organelin i¢ ve dis
membranlar1 ile membranlarast bolgesinde, oksidatif fosforilasyon ve elektron tasiyict

sisteme ait bilesik ve enzimlerin bulundugu bilinmektedir (30).

4.3.1. Reaktif Oksijen Tiirevleri (ROT)

Serbest radikaller, tiim aerobik hiicrelerde normal mitokondrial respirasyon yani
oksijenli solunum sirasinda olusan, 6zellesmis fagositik hiicreler tarafindan bakterilerin
yok edilmesinde kullanilan, toksik ilaglar ve metabolitlerinin intraseliiler metabolizmasinin
yan {riinii olarak ortaya ¢ikan molekiillerdir (4). Hiicresel hasar, mutagenez, kanser ve
biyolojik yaslanmayla ilgili dejeneratif siirecte aldiklari roliin disinda, guanilat siklaz

aktivasyonu, T-hiicre biiyiime faktorii olan interlokin-2 (IL-2)’nin tiretimi, heme oksijenaz
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gen ekspresyonu ile memeli hiicrelerinde niikleer faktér kB (NF-xB) transkripsiyon
faktoriiniin aktivasyonu, damar tonusunun diizenlenmesi, oksijen basincinin algilanmasi,
oksijen konsantrasyonu ile kontrol edilen fonksiyonlarin diizenlenmesi, ¢esitli membran
reseptorlerinde sinyal iletiminin artirilmasi ve redoks homeostazisinin korunmasi gibi
yararli iglevleri de vardir (31).

Oksijen radikalleri aerobik solunumda oksijen kullaniminin bir sonucu olarak tiim
memeli hiicrelerinde siirekli {iretilirler. Triplet haldeki molekiiler oksijenin univalan
indirgenmesi ile siiperoksit anyonu meydana gelir. Bu olaya nikotinamid diniikleotid fosfat
(NAD(P)H) oksidaz ve ksantin oksidaz gibi enzimler ile mitokondrial elektron transport
zincirinin semi-ubiquinon bileseni gibi non-enzimatik redoks-reaktif bilesikler aracilik
eder. Siiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksiti enzimatik olarak hidrojen peroksite
doniistiiriir. Indirgenmis gecis metalleri varliginda (6rnegin ferroz ve kiiproz iyonlar)
hidrojen peroksite (HyO,), ileri diizeyde reaktif olan hidroksil radikaline (.OH)
dondistiiriilebilir (4). Bu tiirevler hiicre membranlarindan kolayca gecerek lipid, protein ve
niikleik asit gibi bir¢ok hiicresel molekiile hasar verirler. Sonucta mitokondrial degisimler,
hiicresel blok, ATP eksikligi veya apopitoz (progamlanmis hiicre 6liimii) gibi hiicresel
olaylarla sonuclanabilir (4).

Lipidler: ROT, lipid peroksidasyonunu indiikleyerek hiicre bdéliinmesi, metabolit
transportu  ve mitokondriyal fonksiyonlarin bozulmasina yol acabilir. Fare
embriyolarindaki 2-hiicreli asamada gelisen blok olayinda lipid peroksitlerinde artig
saptanmistir (5).

Proteinler: ROT, protein siilfidril oksidasyonu ve disiilfid olusumunu indiikler.
Oksidatif stresteki artis hiicre i¢indeki disiilfid bag1 sayisindaki artisa ve mikst disiilfit
formasyonlarina neden olur. Sonug¢ olarak, gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (G;PDH)
gibi enzimlerin inaktivasyonu meydana gelebilir (5).

DNA: ROT, niikleer DNA iplik kiriklarina yol agar. Spermatozoa hiicreleri ROT ne
maruz kaldiklarinda niikleer DNA fragmantasyonunda 4 kathik bir artis gozlenmistir. Bu
tiir DNA lezyonlar1 embriyoda gelisimsel duraklamaya neden olabilmektedir (5).

Mitokondrial degisimler: Oksidatif stres mitokondriyal hasara neden olur.
Mitokondriyal DNA (mtDNA) mutasyonlara 6zellikle duyarhdir, ¢iinkii normalde ROT’ni
etkisizlestirebilen histon proteinlerinden yoksundur. Oksidatif stres esnasinda mtDNA’daki

mutasyonlar, niikleer DNA’dakinin yaklagik 4 kati kadar gozlenmektedir. mtDNA
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OXPHOS (oksidatif fosforilasyon) sistemine ait esansiyel enzimleri kodlamaktadir.
Embriyo mtDNA’sinin bozuk olmasi metabolik disfonksiyona neden olarak embriyo
gelisimini olumsuz yonde etkileyecektir. Bu olumsuz etkiler embriyoda gelisimsel gecikme

veya duraklama, metabolik disfonksiyon ve apopitoz gibi olaylar kapsamaktadir (5,30).

4.3.2. ROT’un Oosit ve Embriyo icinde Uretimi

Embriyo tarafindan baslica H,O,, siiperoksit anyonu (O,") ve OH iiretilmektedir. Bu
tiretimin miktar1 in vitro kiiltiir kosullarinda 6zellikle 6nem tasimaktadir. Yapilan fare
embriyo ¢alismalarinda in vitro ortamda embriyolarin in vivo ortama gore daha yiiksek
miktarda H,O iirettikleri gosterilmistir (5). Uretilen ROT miktar1 gelisimsel evreye gore
farklihik gostermektedir. Farelerde ROT’nde artis iki ayr1 zamanda gozlenmektedir:
fertilizasyon agamasinda ve ikinci hiicre boliinmesinin Go/M fazinda.

ROT, direkt olarak gamet veya embriyolardan kaynaklanabilecegi gibi cevresel
kaynakli da olabilir.

ROT’nin endojen kaynaklari: ROT’nin endojen kaynaklar1 arasinda oksidatif
fosforilasyon gibi cesitli metabolik yollar, ve NADPH oksidaz, ksantin oksidaz gibi ¢esitli
enzimler gosterilebilir.

Ekzojen kaynakli ROT iiretiminde ise oksijen konsantrasyonu, metalik katyonlar,
151k, amin oksidaz enzimi ve spermatozoa rol oynamaktadir.

Oksidatif fosforilasyon: Implantasyon oncesi bir embriyo OXPHOS ve glikoliz
yoluyla ATP iiretmektedir. OXPHOS’ un inhibisyonu ROT olusumunu azaltir, domuz ve
sigir embriyolarinda in vitro gelisim {iizerinde pozitif etkisi vardir. Fare embriyosunda
oksijenin %701 blastosist agsamasinda, %30’u da 2-4 hiicreli donemde OXPHOS yoluyla
metabolize edilmektedir (5).

NADPH oksidaz: Tavsan blastosist ylizeyinde siiperoksit anyonu ve H,0O,’in
NADPH aracili iiretimi tanimlanmistir. Ayrica, 2 hiicreli fare embriyolarinin NADPH
oksidaz inhibitorii ile inkiibasyonunun, H,0O, iiretiminde konsantrasyona bagimli bir
azalma ile sonug¢landigi bildirilmistir (5).

Ksantin oksidaz: Ksantinin, farede implantasyon Oncesi gelisim siiresince piirin
metabolizmasinin esas son iiriinii oldugu ileri siiriilmektedir. Ksantin oksidazin

inhibisyonu, embriyolardaki ROT miktarinda azalmay1 indiiklemektedir. Hipoksantin ise
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fare embriyolarinda 2 hiicreli asamada blok olusturmaktadir. Piirin ise in vitro kosullarda
fare embriyosunun gelisimini inhibe etmektedir (5).

Siklooksijenaz: Arasidonatin prostanoidlere doniistiiriilmesine aracilik eden bir
enzim olan siklooksijenazin miktar1 inflamatuar kosullarda artar. Bu da ROT diiretimine
neden olur (32).

P450 sistemi: Kolesterolden steroid hormon sentezlenmesi sirasindaki metabolik
siirecte gorev alir.

ATP’nin tiikenmesi: Hiicrede G3PDH ve/veya glikolitik ve mitokondrial yollarin
inaktivasyonu ATP tikkenmesine yol agar. Oksidatif stres GSH (Glutatyon peroksidaz) gibi
cesitli indirgeyici ekivalanlarin tiikketimini indiikler. Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi
GSH endojen havuzunun korunmasimi saglar. GR, NADPH bagimhidir ve monofosfat
yolundaki (pentoz fosfat yolu) NADPH’n ana kayna@idir. Indirgeyici ekivalanlarin
yarigmali tikketimi yolu ile oksidatif stres, 6nemli metabolik fonksiyonlar1 bozabilir ve

monofosfat yolunu indiikleyerek glukozu diger yollardan ayirir.

4.3.3. ROT’ne Kars1 Savunma Mekanizmalari

Aktif metabolizma ve steroidogenez nedeniyle ROT’nin dretimi {iireme
sistemindeki dokularda fazla oldugundan, bu dokular devamli oksidatif stres altindadir. Bu
yiizden in vivo ortamda embriyo ve cevresinde ¢esitli savunma mekanizmalart mevcuttur.
ROT’den kaynaklanan riskin en aza indirilmesi igin c¢esitli antioksidatif sistemler
gelismistir. Cesitli enzimler ve non-enzimatik bilesikleri iceren bu antioksidanlar folikiiler
sivida ve ovidukt sivisinda ROT savicist gorevi yaparak oksidatif stresin hasarlarindan
korunmada rol oynarlar (5).

Fizyolojik  miktarlarda =~ ROT,  hiicrenin  antioksidan  sistemleri ile
zararsizlastirilabilirken, daha yiiksek miktarda iiretildiklerinde mitokondriyal hasar,

embriyonel blok, ATP deplesyonu ve apopitoz gibi kotii sonuglar dogurabilirler (5).
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4.4. ROT’NIN EMBRIYODAKI ETKILERI

ROT normal embriyo metabolizmasi sirasinda da iiretilir ve bunu hemen takiben
savunma mekanizmalarinin aktivasyonu gozlenir. ROT olusumuna karsi savunma hem
endojen hem de eksojen mekanizmalar aracilifiyla olur. Endojen yolla savunma daha 6nce
sOzii gecen savunma mekanizmalar aracilifiyla yapilir. Eksojen savunma ise oviduktal
cevredeki salgi maddeleri yoluyla gerceklestirilir (33).

ROT diizeyindeki artisin embriyo gelisimini olumsuz yonde etkiledigine dair
caligmalar mevcuttur (10). Yiiksek ROT oranlarmma maruz kalindiginda 1.giin
embriyolarinda yavas gelisim (3. giinde <7 hiicre), fragmantasyon artist1 (> % 10) ve
normal morfolojide blastosist elde etme yiizdesinde azalma bildirilmistir (10). Ayrica ICSI
uygulamalarinda fertilizasyon oranlarinda da anlamli azalma kaydedilmis, klinik gebelik

oranlari ise hem IVF hem de ICSI uygulamalarinda daha diisiik bulunmustur (10).
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5.MATERYAL VE YONTEM

5.1. KULLANILAN KiMYASAL MADDE VE COZELTIiLER

URUN

1. GSperm

2. HTFw/Hepes
3. HTF

4. Global

5. PVP

6. HSA

7. Hyaluronidase
8. Paraffin Oil

MARKA

Vitrolife

LifeGlobal
LifeGlobal
LifeGlobal
LifeGlobal
LifeGlobal
LifeGlobal
LifeGlobal

KATALOG NO

10070
GMHH-250
GMHT-100
LGGG-050
LPVP-001
GHSA-005
LGHY-010
LGPO-100
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5.2. CALISMA GRUBU

Infertilite nedeni ile bagvuran standart grup (5 ve iizeri MII yumurta elde edilmis,
37 yasin1 asmamis, motil ve normal morfolojiye sahip spermler ile enjeksiyonu yapilmas,
tekrarlayan implantasyon basarisizligr ve tekrarlayan gebelik kayiplar1 gibi implantasyon
oncesi genetik tani endikasyonlan icermeyen) 214 vaka bu calismaya dahil edilmistir.
Vakalar %5 O, ve %20 O, konsantrasyonu igeren inkiibatdrlere randomize olarak

yerlestirilmistir.

5.3. ICSI

5.3.1. Hastamin Hazirlanmasi

Overlerin stimiilasyonu, gonadotropin salgilatict hormon GnRH analoglar
(Suprecur; Hoechst AG, Frankfurt, Almanya) ve insan menopozal gonadotropinleri (HMG;
Pergonal; Serono, Aubonne, 1svigre, Humegon; Organon, Oss, Hollanda) ya da folikiil
stimiilan hormonlarin (FSH) birlikte kullanimlarim igeren protokol ile gerceklestirildi.
Hastanin folikiilleri yeterli biyiiklige (18 mm ve iizeri) ve Ostrojen seviyesi istenilen
seviyeye ulastiginda insan koryonik gonadotropini (HCG) enjeksiyonu (5000 ya da 10000
IU: Profasi; Serono, Pregnyl; Organon) uygulandi. Overlerin tedaviye verdigi yanit,

ultrason taramalar1 ve serum Ostradiol seviyelerinin dl¢iilmesiyle takip edildi.

5.3.2. Yumurta Toplama islemi ve Kumulus ve Korona Hiicrelerinin Temizlenmesi

Oosit toplanmast islemi transvajinal ultrasonografi esliginde genel anestezi altinda
yapildi. Islem icin tek yada cift limenli steril igneler kullanildi. Islem sirasinda oosit
kalitesini ve embriyo gelisimini etkileyebilecek olan 1s1, osmolarite ve pH degisimlerini en
aza indirmek icin, oositler en kisa zamanda kiiltir medyumuna (Global, LifeGlobal,
Amerika) alinip inkiibatore kaldirildi.

Daha sonra oosit kumulus diseksiyonu gerceklestirildi. Etrafinda kumulus hiicresi
kalmamis olan oositlerin stereo mikroskop altinda X110 biiylitmede maturasyon

degerlendirmesi yapildi. Metafaz II fazindaki oositler (sitoplazmas1 homojen goriiniimlii ve
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birinci polar cisimcigi bulunan oositler) belirlendi ve HTF (GMHT-100, LifeGlobal,

Amerika) iceren 8+3 petri kaplarina aktarildi.

5.3.3. Swim-Up Teknigi

Swim-up uygulamasinda progressif motiliteye sahip spermatozoalarin yikanmig
peletten ayrilip, taze kiiltiir medyumuna yiizmesi saglandi. Swim-up uygulamasi su sekilde
gerceklestirildi:

Likefaksiyon tamamlandiktan sonra bir pastor pipeti ile semen birkag kez
pipetlendi. Semen 5 veya 10 ml lik pipet (Falcon 7543 ve Falcon 7551) vasitasiyla 15 ml
(Falcon 2095) konik santrifiij tiipiine alindi. Bu sirada hacmi ol¢iiliip kaydedildi. 5 pl
almarak makler sayma kamarasina yerlestirildi. Ayn1 miktarda sperm yikama mediumu
tipe ilave edilip birka¢ kez pipetlenerek karigmalar saglandi. Bu siispansiyon 4 adet
(Falcon 2095) santrifiij tiiptine paylastirildi (ayn1 tiip + ii¢ yeni tiip). 10 dakika 800 rpm’ de
santrifiij (Heraus —Labofuge 400 ) edildi. Supernatant pastor pipeti kullanilarak 10 ml
(Falcon 2001) tiip igerisine aktarildi ve bu tiip atildi. Her tiipe 0.5’er ml sperm yikama
mediumu (G-sperm, Vitrolife, USA) ilave edilip birkac kez pastor pipeti ile pipetlenerek
karismas1 saglandi. 10 dakika 800 rpm’de santrifiij edildi. Supernatant pastor pipeti
kullanilarak 10 ml (Falcon 2001) tiip igerisine alindi. Her tiip tizerine 0.25 ml sperm
yikama mediumu yavas yavas ilave edildi. Bu dort tiip bir saat inkiibasyona birakildi.
Supernatantlar pastor pipeti kullanilarak bir 5 ml (Falcon 2003) tiip igerisine alindi. 5 pl

almarak Makler sayma kamarasina yerlestirildi, sperm parametreleri degerlendirildi.

5.3.4. Mikroenjeksiyon islemi (ICSI)

Mikroenjeksiyon islemi Hoffman modiilasyonu olan inverted mikroskobun 1sitici
tablas1 tizerinde X400 biiyiitme ile yapildi.

Mikroenjeksiyon isleminde morfolojik olarak normal goriiniimlii ve motil spermler
secildi. Mikroenjeksiyon pipetinin u¢ kismi ile sperm boynuna yakin kismindan hafifce
immobilize edildi ve kuyruga dogru pipet ucu ileri geri kaydirilarak sperm kendi etrafinda
dondiiriildi. Sonunda ani bir hareketle kuyrugun kivrilmasi ve sperm membranin

zedelenmesi saglandi. Bu islem poli vinil propilen (PVP) (LPVP-001; LifeGlobal,
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Amerika) icinde gergeklestirildi. Enjeksiyon pipeti oosit sitoplazmasi i¢ine ulastirildiginda
hafif bir aspirasyon yapildi. Ooplazmanin pipet icine yavasca dolmasi ve spermin geriye
dogru hareketlenmesi oolemma membraninin asildiginin gostergesiydi. Yavasca aspire
edilen sitoplazma ve sperm geri verildi. Bu islem tiim oositlerde ayni sira ile uygulandi.
Islem esnasinda sperm, oosit morfolojisi ve mikroenjeksiyon ile ilgili tiim bilgiler sira ile
ICSI takip formuna kayit edildi. Mikroenjeksiyon sonrasi oositler sirayla dropletlerden
alindi ve aymi kisiye ait petri kabinda orta dropletlerde 3 kez pipetlenerek Hepes'li
(HTFw/Hepes, LifeGlobal, Amerika) soliisyondan temizlendi. Yerlestirme islemi bittikten
sonra oositlere islem sirasina gore verilen numaralar droplet yanina yazildi ve inkiibatdre

kaldirilda.

5.3.5. Fertilizasyonun Degerlendirilmesi (1.giin)

Fertilizasyon kontrolii mikroenjeksiyon isleminden 12-18 saat sonra yapildi.
Fertilizasyon 2 proniikleus ile birinci ve ikinci kutup cisimciginin tespiti ile degerlendirildi.
Sabah yapilan fertilizasyon kontroliinden sonra takip formuna fertilizasyon goriilen
oositler, fertilizasyon gozlenmeyen (intakt) oositler kaydedildi. Daha sonra fertilizasyon
gozlenen oositler bir giin 6nce hazirlanan yeni Global (LGGG-050; LifeGlobal, Amerika)

medyum dropletleri iceren kiiltiir kaplarina (6+1) sirasiyla alindi.

5.3.6. Embriyo Degerlendirilmesi (Klivaj Donemi)

Uciincii giin donemindeki embriyolar degerlendirilirken blastomer sayis1, blastomer
morfolojisi, embriyonun igerdigi fragmantasyon ve sitoplazma yapisi goz Oniine alindi.
Klivaj hizina gore embriyonun sahip oldugu blastomer sayisi sayet giiniin beklenen
limitleri arasinda ise normal gelisen bir embriyo, eger bu say1 diisiikse yavas gelisen bir
embriyo olarak degerlendirildi. Normal klivaj hizina sahip bir embriyo 24-25. saatte 2
hiicre, 2.giinde 3-4 hiicre, 3.giinde 6-8 hiicre ve 4.giinde ise birlesme isaretlerine bagh
olarak 10 ve iizerinde hiicreye sahip olan embriyo olarak degerlendirildi.

Gelisim giinlerine bagli olarak embriyolarin degerlendirilmesinde kullanilan

siniflandirma sistemi ve her bir sinifa ait tanimlama kriterleri asagidadir:
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1. Esit blastomer morfolojisine sahip, fragmantasyon veya graniilasyon isaretleri
gostermeyen embriyo.

2. Esit blastomer morfolojisine sahip, %5-10 oraninda fragmantasyon igeren veya
graniilasyon igaretleri gosteren embriyo.

3. Blastomerler birbirinden hafifce farkli, %10 iizerinde fragmantasyona sahip veya
graniilasyon igaretleri gosteren embriyo.

4. Blastomer sayis1 net sayillamayan, %30 dan fazla fragmantasyona sahip,
blastomerler birbirinden belirgin derecede farkli veya ileri derecede graniilasyon

gosteren embriyo.

5.3.7. Blastosist Donemi Embriyo Gelisim Degerlendirilmesi

Bu asamada olusan embriyonun yapisal degerlendirmesinde kullanilan ii¢ temel
kriter blastosel kavite yapisi, trofoektoderm hiicrelerinin yapisi ve dizilimi, ve i¢ hiicre
kiitlesini olusturan hiicrelerin sayis1 ve yapisidir. Blastosel kavite olusumuna gore

siniflandirma kriterleri asagidadir:

1. Erken Blastosist: Blastosel kavitesi embriyo voliimiiniin yarisindan azdir.

2. Blastosist: Blastosel kavitesi embriyo voliimiiniin yarisindan fazladir.

3. Tam Blastosist: Blastosel kavitesi embriyo voliimiiniin tiimiinii kaplamistir.

4. Genis Blastosist: Blastosel kavitesi voliimii artmis, ¢ap bilylimiis, zona iyice
incelmistir.

5. Zona Pellusidasindan Cikmakta olan Blastosist: Trofoektoderm hiicrelerinin bir
kismi zona katmani disina ¢ikmaya baslamistir.

6. Zona Pellusidasindan Tamamen Cikmis Blastosist: Embriyo tiimiiyle zona katmani

disina ¢cikmugtir.

I¢ Hiicre Kitlesi ICM) Yapisina Gore Simflandirma:

a) Siki, paket seklinde cok sayida hiicre icermesi.
b) Gevsek bir grup halinde ¢ok sayida hiicre icermesi.

¢) Cok az hiicre icermesi.
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Trofoektoderm Yapisina Gore Siniflandirma:

a) Birbirine sikica bagh bir¢ok hiicreden olusan epitel.

b) Daha gevsek bagh birkac hiicreden olusan epitel yapi.

Bu calismada fertilizasyon orani, fertilize olan yumurta sayisinin enjeksiyon islemi
uygulanan yumurta sayisina orani olarak hesaplanmaistir.

Iyi kaliteli embriyo orani, 3. giinde grade 1 ve 2 olan embriyolarin tiim embriyolara
orani, kotii kaliteli embriyo orani ise grade 3 ve 4 olan embriyolarin tiim embriyolara orani,
5. giinde ise blastosist olusturan embriyolarin tiim embriyolara orani olarak hesaplanmistir.
5. giinde grade a ve b ICM iceren embriyolarin tiim embriyolara orani iyi kalite ICM,
grade a trofoektoderme sahip embriyolarin tiim embriyolara orani iyi kalite trofoektodermi
belirtmektedir.

Normal béliinme hizina sahip embriyo orani, 3. giinde 6 veya daha fazla blastomerli

embriyo sayisinin toplam embriyo sayisina orani alinarak hesaplanmaistir.

5.3.8. Transfer Islemi

Steril transfer kateteri, i¢inde kiiltiir ortam1 bulunan tiipe daldirilip air-tight enjektor
ile 0.5-1.0 ml serum cekilerek bosaltildi. Bu islem 3-4 kez tekrarlandi. Ardindan i¢inde
tranfer edilecek tiim embriyolarin bulundugu droplete gidildi ve embriyolar katetere
alinmadan 6nce 20-25 mikrolitre medyum ¢ekildi. Daha sonra embriyolar c¢ekildi. Kateter
kilif1 icerisinde transfer odasina gotiiriildii. Transfer sonrasi kateter enjektorden cikarildi ve

icerisinde embriyo kalip kalmadigi kontrol edildi.

5.3.9. Gebelik

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. Bu calismada adi gecen gebelik orani, gebe vaka sayisinin toplam vaka
sayisina orani alinarak hesaplanmistir. implantasyon orani ise fetal kalp atimi gozlenen

kese sayisinin transfer edilen embriyo sayisina orani olarak degerlendirildi.
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5.4. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler i¢in SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) for Windows 10.0 programi kullanildi. Calisma
verileri degerlendirilirken tanimlayici istatistiksel metodlarin (Ortalama, Standart sapma)
yanisira verilerin karsilastirilmasinda Mann Whitney-U ve Chi-Square testleri kullanildi.

Sonuglar % 95°lik giiven araliginda, anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirdi.
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6. BULGULAR

Calisma, yaslann 22 ile 37 arasinda degismekte olan toplam 214 ICSI olgusu
tizerinde yapilmistir. Olgularin tamami standart olarak tanimlanan gruba ait olup yas
ortalamalar1 30.25 + 4.69 dur. Calismaya erkek infertilitesi, <5 MII oosit sayisi, >37 yas ve
herhangi bir genetik tam1 endikasyonu tasiyan vakalar dahil edilmemistir. Tiim olgulara
ICSI islemi uygulanmistir. Olgular, embriyolar1 oksijen kontrollii (%5 O, konsantrasyonu
iceren) ve oksijen kontrolli olmayan (%20 O, konsantrasyonu iceren) inkiibatorlere
yerlestirilen olgular olmak iizere randomize sekilde iki gruba ayrilmistir. Bu kriterlere
uygun 113 olgu %5°lik, 101 olgu ise %20’lik gruba dahil edilmistir. Embriyolara ait

skorlamalar birinci, iiclincii ve gerekli durumlarda besinci giinlerde yapilmistir.

ICSI uygulanan 214 olgunun tamamina transfer islemi yapilabilmistir. Embriyolara
ait olarak degerlendirilen parametreler fertilize oosit sayisi, ligiincii giinde blastomer sayisi,
icinci giinde fragmantasyon, iiclincli giin iyi kalite embriyo sayisi, lgiincii giin
kompaktlagma, besinci giin blastosist olusturma, besinci giin iyi kalite i¢ hiicre kiitlesi
olusturma ve besinci giin iyi kalite trofoblast olusturma kriterlerinden olugmaktadir.
Degerlendirilen diger parametreler ise gebelik oranlar ve implantasyon oranlaridir. Bu
parametreler dikkate alinarak oksijen konsantrasyonunun ICSI sonrast embriyo gelisimi ve

gebelik iizerine olasi etkileri degerlendirilmistir.

Iki grup, yas, oosit sayisi, embriyo sayisi ve transfer edilen embriyo sayisi
acisindan benzerdir.
Gruplarin yaslart arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir

(p>0.05), (Tablo 1).

Elde edilen total oosit sayilari bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark bulunmamaktadir (p>0.05), (Tablo 1).

ICSI uygulanan olgun oosit (MII) sayilari, gruplara gore istatistiksel olarak anlamli
bir fark géstermemektedir (p>0.05), (Tablo 1).
Gruplarn transfer edilen embriyo sayilar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunmamaktadir (p>0.05), (Tablo 1).
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%5 O, %20 O,

(Ort £ SD) (Ort £ SD) i
Yas 29.76 £4.82 30.75 +4.56 0.165
Total oosit sayisi 15.06 £6.12 14.86 £ 6.27 0.701
Olgun yumurta (MII) sayis1 11.69 £ 7.00 14.86 £ 6.27 0.346
Fertilize oosit sayis1 (2 PN) 85.30 + 12.06 85.07 +11.79 0.854
3. giinde > 6 blastomer sayisi orani
%) 77.51 £20.24 73.02 £ 24.00 0.266
3. giinde fragmantasyon orani (%) 3.66 £3.94 3.79 £4.12 0.571
3. giin iyi kalitede embriyo orami(%) |87.58 + 16.96 87.43 +17.20 0.894
3. giin kompaktlasma oram (%) 26.27 +26.85 19.09 +24.43 0.024
5. giin blastosist olusturma oram (%) | 83.73 + 18.57 66.29 + 23.74 0.006
5. giin iyi kalitede i¢ hiicre Kkiitlesi|98.35 + 6.24 77.66 +22.63 0.000
oram (%)
5. giin iyi kalitede trofoblast olusumu | 61.03 + 29.09 51.42 +37.00 0.345
Transfer edilen ortalama embriyo

2.66 +0.71 2.82 +0.66 0.101
sayisl
Gebelik oram (%) 65 57 0.247
Implantasyon oram (%) 56.96 +26.48 50.20 £22.32 0.232

Tablo 1. Parametrelerin gruplara gore dagilimi. Istatistiksel anlamlilik: p<0.05.
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Fertilizasyon Oranlari

%5 O, grubu olgularimin fertilizasyon oranlar ortalamasi %85.30 £ 12.06, %20 O,
grubu olgularinin fertilizasyon oranlari ortalamasi ise %85.07 + 11.79 olarak saptanmuigtir.
Iki grup arasinda fertilizasyon oranlari bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmadig saptanmistir (p=0.854).

Olgularimizdan birine ait fertilize olmus bir yumurta, sitoplazmasindaki 2

proniikleus ile goriilmektedir (Resim 6).

Resim 6. Olgu 21°e ait fertilize olmus bir oosit goriilmektedir X400.

Uciincii Giinde >6 Blastomerli Embriyo Elde Etme Oranlar:

%5 O, grubu olgularinin iiciincii giinde >6 blastomerli embriyo elde etme oranlari
ortalamast %77.51 + 20.24, %20 O, grubu olgularinin ortalamasi ise %73.02 + 24.00
olarak belirlenmistir. Gruplar arasinda anlamli fark saptanmamistir (p=0.266). Resim 7a’da

%5 O, grubuna ait bir embriyo ile 7b’de %20 O, grubuna ait bir embriyo goriilmektedir.

Resim 7. Sekiz blastomerli embriyolar; %5 O, grubunda 66. vakaya ait embriyo (a),
%?20 O, grubunda 9. vakaya ait embriyolar (b) X200.
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Uciincii Giinde Fragmantasyon Oranlar:

%5 O, grubu olgularinin {i¢iincii giinde fragmantasyon oranlari ortalamas1 %3.66 +
3.94, %20 O, grubu olgularinin ortalamasi ise %3.79 + 4.12 olarak belirlenmistir. Gruplar

arasinda anlamli fark saptanmamustir (p=0.571).

Uciincii Giinde iyi Kalitede Embriyo Elde Etme Oranlari

%50, grubu olgulariin {iigiincii giinde iyi kalitede embriyo elde etme oranlar
ortalamas1 %87.58 £ 16.96, %20 O, grubu olgularinin ortalamasi ise %87.43 + 17.20

olarak belirlenmistir. Gruplar arasinda anlamli fark saptanmamistir (p=0.894).

%20 O, grubundaki iki farkli vakada embriyo kaliteleri gosterilmektedir (Resim 8).

Resim 8. %20 O, grubuna ait 2 olguda 3. giin embriyolar; (a) 60. vakaya ait kotii
kaliteli bir embriyo, 25. vakaya ait iyi kalite bir embriyo (b) X200.

Uciincii Giin Kompaktlasma Oranlari

%5 O, grubu olgularinin {i¢iincii giin kompaktlagsma oranlar1 ortalamasi %26.27 +
26.85, %20 O, grubu olgularinin ortalamast ise %19.09 + 24.43 olarak belirlenmistir. %5
O, grubunda kompaktlasma oranlari, %20 O, grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

diizeyde daha yiiksektir (p=0.024), (Sekil 1).
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Resim 9a’da %5 O, grubuna ait bir embriyo ile 9b’de %20 O, grubuna ait bir

embriyo goriilmektedir.

Resim 9: %5 O, grubunda 49. vakaya ait 3 giinlik embriyoda kompaktlasma

gozlenmektedir (a), %20 O, grubunda 23. vakaya ait 3 giinliilk embriyo gozlenmektedir.
Kompaktlagsma heniiz baglamamistir (b) X200.

30
25
20
15
10

0]

Kompaktlasma orani

0O % 5 oksijen
konsanrasyonu

O % 20 oksijen
konsanrasyonu

Sekil 1. Her iki grubun kompaktlasma bakimindan karsilastiriimasi.
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Besinci Giin Blastosist Olusturma Oranlari

%5 O, grubu olgularinin besinci giin blastosist olusturma oranlar1 ortalamasi
%83.73 + 18.57, %20 O, grubu olgularinin ortalamas1 ise %66.29 + 23.74 olarak
belirlenmistir. %5 O, grubundaki blastosist olusturma oranlari, %20 O, grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksektir (p=0.006), (Sekil 2).

Resim 10a’da %5 O, grubuna ait bir embriyo ile b’de %20 O, grubuna ait bir

embriyo goriilmektedir.

Resim 10: %5 O, grubunda 20. vakaya ait 5 giinlik embriyoda blastosist olusturma
gozlenmektedir (a). %20 O, grubunda 51. vakaya ait 5 giinliik embriyo izlenmektedir (b),
kavitasyon heniiz baslamistir X200.

20
80
70
60 O % 5 oksijen
50 konsantrasyonu
O % 20 oksijen
40 konsantrasyonu
30
20
10
0

Blastosist olusturma orani

Sekil 2. Her iki grubun blastosist olusturma oranlar1 bakimindan karsilastiriimasi.
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Besinci Giin Iyi Kalitede i¢ Hiicre Kiitlesine Sahip Olma Oranlar:

%5 O, grubu olgularinin besinci giin iyi kalitede i¢ hiicre kiitlesi olusturma oranlari
ortalamasi %98.35 £ 6.24, %20 O, grubu olgularinin ortalamasi ise 77.66 + 22.63 olarak
belirlenmistir. %5 O, grubunda besinci giinde iyi kalitede ic hiicre kiitlesine sahip olma
oranlar1 %20 O, grubuna gore istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli farkla daha yiiksek

bulundu (p<0.001), (Sekil 3).

Resim 11a’da %5 O, grubuna ait bir embriyo ile 11b’de %20 O, grubuna ait bir

embriyo goriilmektedir.

Resim 11: %5 O, grubunda 38. vakaya ait 5 giinliikk embriyolarda iyi kalitede i¢ hiicre
kiitlelerinin varlig1 goriilmektedir (a). %20 O, grubunda 59. vakaya ait 5 giinliik embriyoda
i¢ hiicre kiitlesi daginiktir ve hacim olarak kiiciiktiir (b) X200.

100
%,
&),
701 0 %5 oksijen
60- konsantrasyonu
50 0O % 20 oksijen
404 konsantrasyonu
m,
20,
104

0,

lyi kalitede ICM orani

Sekil 3. Her iki grubun i¢ hiicre kiitleleri bakimindan karsilagtirilmasi.
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Besinci Giin Iyi Kalitede Trofoblast Hiicre Tabakasina Sahip Olma Oranlar1

%5 0O, grubu olgularinin besinci giin iyi kalitede trofoblast hiicre tabakasi
olusturma oranlart ortalamasi %61.03 + 29.09, %20 O, grubu olgularinin ortalamasi ise
9%51.42 + 37.00 olarak belirlenmistir. %5 O, grubunda besinci giinde iyi kalitede i¢ hiicre
kiitlesine sahip olma oranlar1 %20 O, grubuna gore yiiksek olmasina karsin istatistiksel

olarak anlamli bulunmamistir (p=0.345), (Sekil 4).

Resim 12a’da %50, grubuna ait bir embriyo ile b’de %20 O, grubuna ait bir

embriyo goriilmektedir.

Resim 12: %5 O, grubunda 75. vakaya ait 5 giinlilk embriyolarda iyi kalitede trofoblast
hiicre tabakasimin varligi goriilmektedir (a). %20 O, grubunda 14. vakaya ait 5 giinliik
embriyoda trofoblast hiicre tabakasi (b) X200.
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0O % 5 oksijen
konsantrasyonu

O % 20 oksijen
konsantrasyonu

lyi kalitede trofoblast olusumu

Sekil 4. Her iki grubun trofoblast hiicre tabakas1 gelisimi bakimindan karsilastirilmasi.

Gebelik Oranlar:

%5 O, grubu olgularinin gebelik oranlar ortalamasi %65 ile %20 O, grubu
olgularinin gebelik oranlar1 ortalamasi %57 olarak belirlenmistir. Gebelik oranlar
acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamasina karsin %5

O, grubunda biraz daha yiiksek bulunmustur (p=0.247), (Sekil 5).

0 % 5 oksijen
konsantrasyonu

O % 20 oksijen
konsantrasyonu

Gebelik oranlari

Sekil 5. Her iki grubun gebelik oranlar1 bakimindan kargilagtiritlmasi.
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Implantasyon Oranlar:

%5 O, grubu olgularinin implantasyon oranlar1 ortalamasi %56.96 ve %20 O,
grubu olgularinin implantasyon oranlart ortalamasi %350.20 olarak belirlenmistir.
Implantasyon oranlar1 acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamasina karsin %5 O, grubunda biraz daha yiiksek bulunmustur (p=0.232).
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6. TARTISMA

Embriyonun in vivo kosullarda maruz kaldigi oksijen orami ovidukt ve uterusta
farkl: tiirlere bagh olarak %?2 ile %8 arasinda degismektedir (17). Ovidukt i¢indeki oksijen
basinci, atmosferik basincin yaklasik dortte birine esittir. Hiicre ici fizyolojik oksijen
konsantrasyonu yaklasik ~10 mikromol/litre iken atmosferik oksijenle inkiibe edilen
medyumlarda bu miktarin 224 mikromol/litre oldugu bildirilmistir. Yani fizyolojik
kosullarda embriyolar hicbir zaman atmosferik oksijene (%20) maruz kalmaz. In vitro
kiiltir ortaminda embriyolarin atmosferik oksijene maruz birakilmasi sonucunda ise
embriyoda fazla miktardaki oksijenin toksik etkileri gozlenir (17).

ROT iiretimi in vitro kiiltiir sartlarinda 6zellikle 6nemlidir. Bu ortamda gamet ya da
embriyolarin maruz kaldigi yiiksek oksijen konsantrasyonu ROT iiretiminde artisa ve
antioksidan savunmada azalmaya neden olur (17).

Yapilan bir¢cok hayvan ¢alismasinda in vitro ortamda atmosferik oksijenin embriyo
gelisimini olumsuz etkiledigi gosterilmistir. %20 oksijen iceren kosullarda olusan
blastosistlerin hiicre sayisinin az oldugu ve normal morfolojiye sahip olsalar bile %5
oksijen kosullarma gore daha diisiik olasilikla gebelik meydana getirdigi gosterilmistir
(17,35).

Insanda yapilan ¢aligmalarda ise %35 oksijenin ayni sekilde daha fazla sayida
blastosist olusumunu sagladigi ve bu blastosistlerin hiicre sayisinin %20 oksijene gore
daha fazla oldugu gosterilmis fakat gebelik oranlarinda fark olmadigi gozlenmistir (36).
Gebelik oranlarinin neden degismedigi incelendiginde ise bu vakalara ait embriyo
transferlerinin 2. veya 3. giinde yapildigi go6zlenmis ve uterus ici ortamin bu
embriyolardaki dezavantaji yok edebilecegi tizerinde durulmustur (37). Nitekim Karageng
ve arkadaslarinin 2004’ te yaptiklar bir calisma, embriyonun oksijen konsantrasyonuna en
cok duyarli oldugu asamanin zigot asamasi oldugunu gostermistir (17). Catt ve Henman
2000 yilinda yaptiklar genis kapsamli bir calisma ile %5 O; kullanilan kisilerde gebelik ve
implantasyon oranlariin belirgin sekilde arttifini géstermislerdir (38).

%20 gibi yiiksek konsantrasyonda oksijen iceren ortamda kiiltiire edilen
embriyolarda siiperoksit anyonu, hidroksil radikali ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen

tirevlerine maruz kalma sonucu oksidatif stres gozlenmektedir.  Oksijen
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konsantrasyonunun  yiikselmesine = bagli  olarak  embriyo icerisindeki  H,0O,
konsantrasyonunda asamali bir artis oldugu gosterilmistir (39).

Biz bu calismada, yiiksek oksijen konsantrasyonuna bagli olarak gozlenen fazla
miktarda ROT iiretiminin, embriyo iizerindeki olas1 olumsuz etkilerini incelemekteyiz.

Simdiye kadar yiiriitiilen oksijen konsantrasyonu ¢alismalari, transfer edilme giinii
bakimindan 2., 3. ve 5. giinleri ayn1 anda olacak sekilde dizayn edilmemistir. Bu calismada
ise 2., 3. ve 5. giin transferleri ayn1 ¢alisma i¢cinde uygulanmistir. Bu nedenle bu caligmada
ayrica, 2. ve 3. giinde yapilan transferlerde uterin c¢evrenin yiiksek oksijen
konsantrasyonunun olast dezavantajim kompanse etme ihtimali de degerlendirilmis
olmaktadir.

Yine diger bazi1 c¢alismalarda embriyolar kiiltire edildikleri %20 oksijen
konsantrasyonuna sahip inkiibatorden, 2 veya 3 giin sonra oksijen konsantrasyonu %35 olan
bir inkiibatére aktarilmistir. Bu da sonucu etkileyebilmektedir. Biz bu caligmada
embriyolan kiiltiire edildikleri konsantrasyonda sabit tutarak sonuglarin giivenilirligini
artirdik. Boylece embriyolar oksijen konsantrasyonunun en 6nemli oldugu fertilizasyon
asamasinda bulunduklar1 konsantrasyonda birakildilar.

Sonuglarimiz, simdiye kadar yiiriitillen calismalan teyit eder niteliktedir. Buna
gore; oksijen konsantrasyonunun %20’den %5’e indirilmesi fertilizasyon, bdliinme, 3.
giinde kaliteli embriyo gelistirme ve 3. giine kadar bolinme hizi parametrelerini
etkilemezken, morula ve erken morula olusumu, erken ve zamaninda blastosist gelisimi
parametreleri {izerinde istatistiksel olarak anlamh diizeyde iyilesme gostermistir. Embriyo
skorlarinin daha yiiksek olusu ile kendini gosteren kalitenin, gebelik veya implantasyon
olasiliginin haricinde fetal gelisim sirasinda da goriilmesi muhtemel olumsuz etkileri en
aza indirebilecegi diisiiniilmektedir.

Diisiik oksijen konsantrasyonunda gelisen blastosistlerde i¢ hiicre kiitlesinde artig
bulgumuzda yine literatiir ile uyumludur. Yapilan bazi ¢aligmalarda blastosiste ait i¢ hiicre
kitlesindeki kalitenin gebelik parametrelerini olumlu yonde etkileyebilecegi gosterilmistir
(34). Aym sekilde trofoblast hiicre tabakasi da %20 oksijen konsantrasyonunda inkiibe
edilen embriyolara oranla daha fazla sayida (daha yogun) hiicre icermektedir (34).

Gebelik ve implantasyon oranlarina bakildiginda iki grup arasinda anlamh fark
olmamasina ragmen %35’lik oksijen grubu oraninda bir miktar artis kaydedilmistir. Iki grup

arasinda transfer giinleri bakimindan fark olmamasina karsin gebelikte gozlenen bu
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iyilesme, %5 oran ile kullanilan oksijen gazinin embriyolar iizerinde olumlu etkileri

olabilecegini diisiindiirmektedir.
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7. SONUC

Bu calismada, infertilitt nedeniyle Yardimci Ureme Teknikleri ve Genetik
Merkezine basvuran vakalara ait embriyolarda, atmosferik ve %5’lik oksijen
konsantrasyonlarinin, implantasyon Oncesi embriyolojik gelisim ve gebelik oranlar
tizerine etkilerini inceledik.

Bulgularimiz gostermistir ki, uterus oksijen konsantrasyonuna uygun olan %5’lik
oksijen konsantrasyonunun, atmosferik oksijen konsantrasyonuyla karsilastirildiginda
implantasyon Oncesi embriyolojik gelisim ve gebelik oranlar1 iizerinde olumlu etkileri
bulunmaktadir. Istatistiksel olarak bakildiginda, %5’lik oksijen konsantrasyonu grubunda
3. giin kompaktlagsma orani, 5. giinde blastosist olusturma oranmi ve iyi kalite i¢ hiicre
kiitlesi oran1 anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur. Bununla beraber gebelik oranlari
%5’lik oksijen konsantrasyonu grubunda %?20’lik grupla karsilastirildiginda bir miktar
yiiksek bulunmasina karsin bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.

Bu bulgular 1s181inda, %5 oksijen konsantrasyonu grubunda 3. ve daha sonraki
giinlerde embriyo kalitesinde gozlenen bu artigin daha ileri embriyonel ve fetal gelisimler
sirasinda sonuglari nasil etkileyebilecegi ve daha fazla olgu sayisi ile gebelik oranlarinda
gozlenmesi olas1 farklarin hangi boyutta olabilecegi konusunda daha fazla ¢alisma

yiiriitiilmesi gerektigi sonucuna varilmstir.
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