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Oosit Aktivasyonu I¢in Kalsiyum Iyonofor Kullanilan 30-40 Yas Arahigindaki
Hastalarin Fertilizasyon Ve Embriyo Kalitelerinin Kontrol Grubuyla

Karsilastirilmasi

Zehra Etkin OZKARLIKLI
Yiiksek Lisans Tezi
Klinik Embriyoloji Anabilim Dali
Danigsman: Prof. Dr. Mehmet Cincik
Maltepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, 2018
Bu tez caligmasmnin amaci, oosit aktivasyonu saglanamayan vakalarda
kalsiyum iyonofor ile oositin aktivasyon sorununu ¢ézmektir. Calismaya 2012-2017
yillar1 arasinda Acibadem Kadikdy Hastanesi tiip bebek merkezine basvuran ve
inseminasyon sirasinda kalsiyum iyonofor kullanilan 50 hasta ile kullanilmayan 50
hastanin dosyasindan taranan bulgular dahil edildi. Yapilan g¢alismanin amaci
dogrultusunda daha Once fertilizasyon problemi yasayan (TFF, fertilizasyon
disiikligii veya klivaj azligi gibi) oosit aktivasyonu icin kalsiyum iyonofor
kullanilan 30-40 yas araligindaki 50 hasta deney grubu olarak, inseminasyon
sirasinda kalsiyum iyonofor kullanilmayan 50 hasta ise kontrol grubu olarak kabul
edildi. Her iki grup arasinda toplam 695 oositin fertilizasyon ve embriyo kalitesi

incelendi.

Deney grubunda (362 oosit) fertilize olan oosit say1 ortalamasi (3,6442,76),
kontrol grubunda (333 oosit) ise (2,16+2,05) olup gruplar arasinda fertilize olan oosit
sayist karsilastirlldiginda deney grubunda istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptandi. Deney grubunda Grade 1 embriyo sayi ortalamasi (1,76+1,39), kontrol
grubunda ise (1,00£1,32) olup gruplar arasinda Grade 1 embriyo sayisi
karsilastirildiginda deney grubunda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi.
Yapilan ¢aligmadan elde edilen sonuglar kalsiyum iyonoforun, oosit aktivasyonunu
indiikleyerek  fertilizasyonu  sagladigi, embriyo kalitesini  iyilestirdigini
gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: 1.00sit aktivasyonu; 2. kalsiyum iyonofor
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ABSTRACT

Comparison of Fertilization and Embryo Qualities of Patients Between 30 and

40 Years of Age Using Calcium lonophore for Oocyte Activation

Zehra Etkin Ozkarhkh
Master Thesis
Clinical Embryology Department
Thesis Advisor :Prof Dr. Mehmet CINCIK
Maltepe University Health Sciences Graduate School,2018

The purpose of this thesis is to solve the problem of oocyte activation with
calcium ionophore in cases where oocyte activation is not possible. The study
included findings from 50 patients who used Calcium ionophore during insemination
and 50 patients who were not used during the period of 2012-2017 who applied to
the Acibadem Kadikdy Hospital in vitro fertilization center. Fifty patients in the age
range of 30-40 years who used calcium ionophore for oocyte activation previously
experiencing fertilization problems (TFF, low fertilization, or lack of cleavage) in the
direction of the study were accepted as the control group and 50 patients who did not
use calcium ionophore during insemination were accepted as the control group. A
total of 695 oocytes fertilization and embryo quality were studied between the two

groups.

The mean number of oocytes fertilized in the experimental group (362
oocytes) (3,64 £ 2,76) and the number of oocytes fertilized among the groups (333
oocytes) in the control group (2,16 =+ 2,05) were statistically significant the difference
was detected. Grade 1 embryo number average (1.76 = 1.39) in the experimental
group and (1.00 + 1.32) in the control group were statistically significant when the
number of Grade | embryos was compared between the groups. The results obtained
without the study show that calcium ionophore improves embryo quality by inducing

oocyte activation and fertilization.

Key words: Oocyte activation, calcium ionophore
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KISALTMALAR
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BOLUM 1.GiRiS

Problem
YUT tekniklerinin siirekli iyilesmesine ragmen, fertilizasyon basarisizlig1, insanlarda
tekrarlayan bir olgudur (1). Fertilizasyon basarisizligi  farkli nedenlerden
kaynaklanabilir (2). ICSI sonrasi basarisizligin baslica nedeni, oosit aktivasyonunun

saglanamamasidir (1).

Oosit aktivasyonunun ger¢eklesmesi kalsiyum salinimina baglidir (3). Oosit,
kalsiyum salinimi ger¢eklesmediginde aktivasyon i¢in gerekli biyokimyasal siirecleri
baglatamamaktadir (4). Oosit aktivasyon anormalliklerinin, bir¢ok embriyonik

anormalligin nedeni oldugu distiniilmektedir (5).

Aktivasyon ger¢eklesmediginde kalsiyum (Ca*?) salimmini saglamak
amaciyla yapay oosit aktivasyon yontemleri kullanilir. Yapay oosit aktivasyon
(AOA) yontemlerinden biri, kalsiyum (Ca+2) takviyesi ile oosit aktivasyonunu

indiiklemek i¢in kalsiyum iyonoforu kullanmaktadir (6,7) .

Bu arastirma ile kalsiyum iyonoforun oosit aktivasyonunun saglanmasinda

etkili olabilecegi disiiniildii.

Amacg

Oosit aktivasyon anormalliklerinin goriildiigii vakalarda kalsiyum iyonofor
kullanilarak oosit aktivasyonunun saglanmasi ile basarili sonu¢ almak ve bdylece
infertilite sorununun ¢Ozlimiine katkida bulunmak amagclandi.

Bu amac¢ dogrultusunda oosit aktivasyonunun kalsiyum (Ca+2) ile saglandig1
bilgisinden yola ¢ikilarak daha Once fertilizasyon problemi yasayan (TFF,
fertilizasyon diistikliigli veya klivaj azlig1 gibi) 30-40 yas araliginda ki 100 hastanin
dosyasindan inseminasyon sirasinda kalsiyum iyonofor kullanilan 50 hasta segildi.
Secilen hastalarin fertilize olan oosit sayisi, embriyo sayisi, klivaj orani, embriyo
kalitesi, kalsiyum iyonofor kullanilmayan 50 hasta ile karsilastirildi ve bunun
sonucunda kalsiyum iyonofor kullanilan hastalarda daha iyi sonu¢ alinip alinmadig1

arastirildi.



1.1 INFERTILITE

Herhangi bir korunma yontemi kullanmaksizin 35 yag alt1 bayanlarda en az
bir yillik siire igerisinde, 35 yas ve yukarisi bayanlarda ise 6 aylik siirede diizenli
cinsel iligkiye ragmen gebe kalinamamasi infertilite olarak tanimlanir (8). Tim
diinyada pek cok cifti ilgilendiren tibbi, psikiyatrik, sosyal, kiiltiirel ve etik boyutlar
olan bir saglik sorunudur (9,10,11,12). infertilite yaygin olup ciftlerin yaklasik %10 u
¢ocuk sahibi olmakta zorluk ¢ekmektedir (13).

Tipine gore primer ve sekonder infertilite olarak ikiye ayrilir. Cinsel hayatin
hi¢bir doneminde hamile kalamama primer infertilite; daha 6nce hamile kalmis, canli
bir ¢ocuk dogurmus veya dogurmamis ancak daha sonraki dénemde korunmasiz

hamile kalamama durumuna sekonder infertilite denir (14).

Tim infertil ciftlerin %30-40’1inda erkek, %40-50’sinde kadin faktori
infertiliteye yol agmaktadir. %20-25 ¢iftte hem erkek hem de kadina bagl faktorler ,
%15 giftte ise agiklanamayan infertilite goriiliir (15).

Kadin infertilitesinin etyolojisi (16)

* Ovulatuar disfonksiyon (yumurtlama problemi)

* Tubal ve pelvik hastaliklar

* Sik goriilmeyen nedenler (uterin, servikal hastaliklar)
* Aciklanamayan infertilite

Biitiin bunlarla birlikte kadinin yasimin ilerlemesi sebebiyle de dogurganlik
azalmaktadir (13).



Erkek infertilitesinin etyolojisi (17)

* Cinsel faktorler

» Urogenital enfeksiyonlar

» Konjenital (dogumsal) anomaliler
* Varikosel

* Endokrin bozukluklar

+ Immiinolojik faktorler

* Diger hastaliklar

* Nedeni bilinmeyen semen bozukluklar1 ((OAT) sendromu) veya agiklanamayan

infertilite.

Aciklanamayan infertilite nedeni bilinmeyen infertilite anlamina gelmektedir.
Aciklanamayan infertilite tanis1 standart infertilite degerlendirmesinde sonuglari

normal ¢ikan ¢iftlere konulmaktadir (18).
1.2.YARDIMCI UREME TEKNIKLERI
1.2.1.As1llama

Sperm degerlendirmesinde sayi, hareket ve morfoloji ile ilgili problemleri
olan giftlerde, servikal mukusu normalden fazla ve sperm i¢in zararli olabilecek
nitelikler tasiyan olgularda ve agiklanamayan infertil ¢iftlerde ilk uygulanan tedavidir

(19).

Ileri iiremeye yardimei tekniklere (IVF ve ICSI gibi) basvurulmadan &nce

spontan olarak gebelik elde edilmesine en yakin yontemdir (20).

Bu yontem asilama (IUI) uygulanacak bireyin esinin iyi ve hareketli olan

spermlerinin se¢ilip kateter vasitasiyla uterus igine verilmesi ile gergeklestirilir (21).



1.2.2 Konvansiyonel in Vitro Fertilizasyon

In vitro fertilizasyon kadinin yumurtaliklarindan alinan olgun yumurta
hiicresinin, erkekten elde edilen sperm ile viicut disinda 6zel bir ortamda

dollenmesidir (22).

.....

Robert Edwards tarafindan gelistirilmistir. Laparoskopi ile oosit toplanmasi ve,IVF
uygulanmasi1 sonucu 1978 yilinda ilk bebek diinyaya gelmistir. Dogumu iireme

tibbinda bir doniim noktast olmustur (23,24).

Egg isolation

Fertilization
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Sekil 1.2.2.1 Edwards tarafindan gelistirilen IVF prensibi

Klasik In Vitro Fertilizasyon 4 Asamadan Olusmaktadir;

+ Yumurta gelisiminin saglanmasi (Ovulasyon Indiiksiyonu),
*  Yumurta toplama islemi (OPU),

*  Yumurtalarin déllenmesi ve embriyo gelisimi,

- Embriyo transferi



Ovulasyon indiiksiyonu Yyumurta gelisiminin saglanmasi1 amaciyla anne
adaymndan maksimum miktarda yumurta elde edebilmek i¢in uygulanir. Folikiiller
istenilen olgunluga ulastiginda hCG enjeksiyonu uygulanir (25). 34-36 saat sonra

vajinadan ultrason yardimiyla yumurtalar toplanir (26).

Ayni giin erkekten de sperm Ornegi alinir. Spermler gradient veya yiizdiirme
islemleri ile temizlenir. Sperm yikama islemindeki amag, spermde hareketliligi

arttirmaktir.

Elde edilen oosit ve spermler, bir kiiltiir ortam1 igine yerlestirilir. Ortam,
dolleme islemi i¢in gerekli olan in vivo sperm aktivasyonunu tesvik eder. Yumurta-
sperm etkilesimleri yumurtanin mayoz II duraksamasini kurtarir. Bu durum, iki
haploid kromozom kiimesinin olusmasiyla sonuclanir, daha sonra ikinci polar cisim
atilir.  Dollenme  islemi, bir embriyonun olugmasiyla sonuglanir (27).

Embriyolar gelisme durumlarina gére 3. veya 5. giinde transfer edilirler.
Transfer edilecek embriyo sayisina hastanin yasi ve tibbi ge¢misine bakilarak karar
verilir. Se¢ilen embriyolar kateter yardimiyla rahim igerisine birakilir. Embriyolarin

gelismeye devam ederek uterusa tutunmalari beklenir.

1.2.3. Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI)

Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (Mikroenjeksiyon, ICSI) bir spermin
mikro pipet yardimiyla, oosit sitoplazmasi igerisine enjekte edilmesidir (28).
ICSI’nin gelismesi, bircok dollenme sorununu tedavi etmeyi miimkiin kilan bir
teknolojik atilimi temsil etmektedir (27). Sperm sayisi ¢ok diisiik olan olgularin
disinda zona pellucida ve vitellin membran seviyesindeki gamet etkilesimi
bozukluklarinda, nedeni bilinmeyen infertilite olgularinda, kalitatif ve fonksiyonel

sperm bozukluklarinda basarili olarak kullanilmaktadir (29, 30).



Sekil 1.2.3.1 Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICST)

Bu yontemde, oositler toplandiktan sonra kiimiiliis-korona hiicreleri
temizlenir(27). Geride kalan yumurtay1 saran folikiil hiicrelerinin ¢ikarilmasi pastor
pipetleri ile yumurtalarin defalarca aspire edilip tekrar birakilmasiyla olur. Ardindan
her bir yumurta olgunluk safthasi ve biitlinliigiiniin saptanmasi i¢in mikroskopta
incelenir (26).0lgun ve doéllenebilecek kutup cisimcigi olan oositler Metafaz 11 (MII),
olgunlagmamis kutup cisimcigini atamamis oositler Metafaz 1 (MI) olarak
degerlendirilir. Hem birinci polar cisimcigi olmayan hem de germinal vezikiilii olan
olgunlasmamis oositler germinal vezikiil (GV) olarak tanimlanir. Germinal vesikiil
(GV) olan oositler ICSI isleminde kullanilmaz. Metafaz II oositler ICSI isleminde

kullanilir. Metafaz I oositler ise gelisimlerinin incelenmesi i¢in inkiibasyona birakilir.



Germinal Vezikulli Metafaz 1 asamasinda Metafaz 2 asamasinda
(GV) Oosit (M1)Oosit (M2)Qosit

Sekil.1.2.3.2 Germinal Vezikiillii (GV) Oosit, Metafaz 1 asamasinda (M1)
Oosit , Metafaz 2 asamasinda (M2) Oosit

ICSI isleminde, erkekten elde edilen spermin hareketsizlestirilen kuyrugu
mikroskopik enjektorler ile alinir (24). Daha sonra sperm enjektor araciligi ile

oositlerin sitoplazmasina mikroenjekte edilir (27).

Ooplazma ile etkilesimi en 1yi sekilde saglayabilmek i¢in sperm hiicresi pipet
ucundan ¢ikip hiicre organelleri arasmna kadar itilmelidir. Boylece pipeti disari
¢ekerken spermin disari ¢ikmasi onlenmis olur (24). Bu islemden sonra oositlerin

inkiibatorde dollenmesi ve embriyo haline gelmesi beklenir.

Dollenmis oositte skorlama, dollenme isleminden 16-18 saat sonra
proniikleusun ve ¢ekirdek igindeki ¢ekirdek¢igin incelenmesiyle yapilir (26).
Embriyolarin derecelendirilmesinde blastomer sayisi, blastomer c¢ekirdeklerinin
yapist, boliinme hizi, blastomerlerin sitoplazmik sekil, biiyiiklik ve morfolojisi,

fragmantasyon varlig1 ve dagilimi dikkate alinir.



Embriyolar degerlendirilirken 2. ve 3. giin kalitesine gore ii¢ gruba ayrilirlar.
Grade I embriyolar 2.giin (44-48. saat) blastomer sayis1 4 ve dortten fazla, 3. giin
(64-72. saat) blastomer sayisi 8 ve 8’den fazla olup blastomerler esit biiyiikliikte,
yuvarlak ve seffaf sitoplazma igerir, fragmantasyon icermezler. Grade II
embriyolarda blastomer sayis1 az miktarda farkli olabilir, fragmantasyon orani
ise %10’dan azdir. Grade III embriyolarda ise blastomer farkliliklar1 artmis ve

fragmantasyon orani %20 nin iizerindedir (31, 32).

5.giin embriyo (blastosist) degerlendirmesi yapilirken i¢ hiicre kitlesi (ICM)
ve trofoektoderm (TE) ayr1 ayr1 skorlanir.

I¢ hiicre kitlesi (ICM) icin degerlendirme yapilirken:

Grade A, siki bir sekilde bir araya gelmis, pek cok hiicreden olusan,
Grade B, pek ¢ok hiicreden olusan ancak gevsek olarak bir arada bulunan,
Grade C, az sayida hiicreden olusan i¢ hiicre kitlesini tanimlar.
Trofoektoderm (TE) i¢in degerlendirme yapilirken:

Grade A, pek ¢ok hiicrenin olusturdugu yapisik (kohezif) epitelyum,
Grade B, az sayida hiicreden olusan gevsek epitelyum,

Grade C, az sayida hiicre varligini tanimlar (33).



Sekil 1.2.3.3 2.GUN EMBRIYOSU (GRADE 1)

Sekil 1.2.3.4 3.GUN EMBRIYOSU (GRADE 1)



Sekil 1.2.3.5 5.GUN EMBRIYOSU

Embriyo veya embriyolar klasik IVF yontemindeki gibi gelisme
durumlarina goére 3. veya 5. giinde transfer edilirler. Bu asamadan sonra
embriyolarin gelismeye devam ederek uterusa tutunmalari beklenir.

Klasik in vitro fertilizasyon teknigi ile ICSI teknigi arasindaki fark, ICSI
tekniginde spermin yumurta hiicresi igerisine kendi kendine girmemesidir. Klasik
IVF yonteminde ise sperm, yumurta hiicresini kendi kendine dollemektedir. Bu fark
disinda diger agsamalar aynidir.

1.2.4 YUT Tekniklerinde Déllenme Basarisizhig

YUT tekniklerinin siirekli iyilesmesine ragmen, fertilizasyon basarisizligs,
insanlarda tekrarlayan bir olgudur (1). Fertilizasyon basarisizlig1 farkli nedenlerden
kaynaklanabilir(2).

Rutin uygulamalarda, tercih edilen fertilizasyon yontemi ve diger
parametrelerin  etkisiyle, kismi ve total fertilizasyon  basarisizliklar
gozlemlenmektedir. Kismi fertilizasyon basarisizligi elde edilen oositlerin %25'den
azimin fertilize olmasi olarak tanimlanir. Konvansiyonel IVF dongiilerinin %20’sinde

(34), ICSI dongiilerinin %30’unda (35) gozlemlenir.
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Total fertilizasyon basarisizligt (TFF) toplanan tim oositlerin fertilizasyonunun
gerceklesmemesidir (34). IVF ve ICSI sikluslarinda infertilite etyolojisine bagli
olarak goriilmektedir. Temel sebebi oosit aktivasyonunun saglanamamasidir (37).
Oosit aktivasyon mekanizmasinda meydana gelen hatalar ICSI (36) ve IVF
sikluslarinda fertilizasyon basarisizliklarina neden olmaktadir. Total fertilizasyon
basarisizlig1 konvansiyonel IVF sikluslarinda %5-15 (34), ICSI sikluslarinda %2-3
(35) oranlarinda gozlemlenmektedir. IVF sonrasi total fertilizasyon basarisizlig
genellikle sperm probleminden kaynaklanmaktadir. ICSI'den sonra ise nadiren sperm
probleminden kaynaklanmaktadir. Bu durumun istisnasi globozoospermisi olan
hastalardir (38). Globozoospermi spermin kendi basmna oositi fertilize etme

kabiliyetinin olmadig1 bir teratozoospermi durumudur (39).
1.3. 0OSIT AKTIVASYONU

Yardimci iireme tekniklerinde, ovulasyon sonrasi veya toplama sonrasi elde
edilen oosit, klasik inseminasyon veya ICSI uygulamasiyla sperm hiicrelerinin igeri
girmesi ile aktive olur. Oosit aktivasyonu kortikal graniillerin bosalmasi, membran
bagimli adenozin 3 fosfatlarin (ATPaz) aktivasyonu, mayozun sonlanmasi ve sonug
olarak erkek ve disi proniikleusun olusumuyla birlikte ikinci kutup cisimciginin
atilmasi ile sonlanan kompleks olaylar dizisidir (26). Aktivasyon ile kapasitasyon ve
embriyo gelisimi ile iligkili olarak polispermi Onlenir (40, 41, 42, 43).
Oosit aktivasyonu sperm-oosit membranlarinin fiizyonu ile baslayan kalsiyum (Ca*?)
saliimu ile gerceklesir. Kalsiyum (Ca+2) salinimu fertilizasyon siiresince devam eder
ve proniikleuslar gelistik¢e frekansi azalir (44). Proniikleus formasyonu agamasinda
ise sona erer. Kalsiyum (Ca*?) salimlari sadece oosit aktivasyonunda degil, erken

dénem embriyoner gelisim siirecinde de kritik dneme sahiptir.

“Oosit  aktivasyonu ile hiicre 1i¢i kalsiyum artist iki asamada
gerceklesmektedir. Ik olarak hiicre i¢i kalsiyum artis1 sperm-oosit membranlarinin
biitiinlesmesiyle, oosit korteksinden baglar. ICSI sirasinda bu dogal tetikleme yerine
yapay bir tetikleme ile aktivasyon saglanir ve kalsiyum akisi gerceklesir Ilk kalsiyum
artist 20-30 dakika sonra baslar fakat bu yiikselme tek basina oositi aktive etmeye
yeterli degildir.
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30 dakika sonra baslayan ve daha kisa siiren, yiiksek amplitiidlii bir seri
kalsiyum yiikselmesi 3-4 saat boyunca devam eder (osilator). Osilatér fonksiyonu,
sperm kaynakli oosit aktive edici faktorlere (SAOAFs) baghdir. Oosit aktive edici
faktorler (SAOAFs) , sperm niikleusu dekondanse edici faktorlerin (SNDF) girisiyle
saliir. SNDF’lerin oosit aktivasyonunu baslattigi diisiiniilmektedir. Bu faktor 1siya
duyarhidir ve oositin hiicre i¢i depolarindaki kalsiyumun tekrarlayan saliniminin
frekansin1 kontrol eder. Bu sinyalin tekrarlama 6zelligi oositin tam aktivasyonu i¢in
gereklidir. Osilasyon fonksiyonunun devami igin ise sperm demembranizasyonu
gereklidir. Bu durum, osilatér fonksiyona sahip sitozolik sperm faktoriiniin

serbestlesmesinin hizlanmasi agisindan 6nemlidir”(45).

Son yillarda yapilan g¢alismalarda, oosit aktivasyonunu saglayan kalsiyum
(Ca*?) iyon salimsinin testiste sperm-spesifik faktor fosfolipaz C zeta (PLCQ)
izoenzimi ile saglandig1 rapor edilmistir. Bu enzimin aktivasyonu ile hiicre ici
kalsiyum (Ca*?) sinyal yolagi aktive olur ve inozitol 1, 4, 5-trifosfat (InsP3) ile
membran fosfolipid uyarimi; fosfotidil inozitol 4, 5 bifosfat (PIP2) ile de sitoplazmik
kalsiyum (Ca*?) salmimm gergeklesir (40, 46).

Sperm hareketi
ve kimyasal ¢cekim
Akrozom
reaksiyonu

Oosit ici "
(Sitoplazma)

Oosit
aktivasyonu

(o
@ Artis ve izahslaﬂ

Hucre igGi
PLC kalsiyum

artigi
PLC’nin oosit
icine birakilmasi
M) @ Erkek ¢ekirdeginin
oosit’e girigi

Sekil 1.3.1 Oosit Aktivasyonu
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Yoon ve arkadaslari tekrarlayan TFF goriilen olgularda kalsiyum (Ca*?)
salimiminin olmadigin1 goéstermis ve bunun sperm hiicresinde bulunan PLCC’nin
anormal ekspresyonuna bagli oldugunu bildirmesiyle OAD (oosit aktivasyon defekti)
ile PLC( arasindaki baglant1 ilk defa rapor edilmistir (47).

Kalsiyum sinyalizasyonu, insan hiicrelerinde  Onemli  gorevlerde
bulunmaktadir. Hiicre i¢i endoplazmik retikulum depolart ve oolemma igerisine
kalsiyum tasiyan kanallar hiicresel diizeyde iki onemli kaynagidir (48). Hiicre ici
depolarda kalsiyum (Ca*®) kaynagmmin azalmasi, yani oosit aktivasyon
mekanizmasinda hata meydana gelmesi, ICSI sikluslarinda fertilizasyon

basarisizliklarina neden olmaktadir (48, 49). Bu durumda disaridan igeriye kalsiyum

(Ca™?) tasinmasina ithtiya¢ duyulmaktadir.

Kalsiyum (Ca*?) takviyesi ile oosit aktivasyonunun gergeklesmesi igin
kalsiyum iyonofor kullanilmaktadir (48). Kalsiyum iyonofor uygulamasi 00sit
aktivasyonunu saglamak amaciyla 1990 yillarinda kullanilmaya baslanmistir ve
geemis 20 yilda, hem tam globozoospermilerde hem de siddetli izole
teratozoospermilerde basart ile kullanilmigtir (48, 50). Kimyasal aktivasyonda en ¢ok
tercih edilen yontemdir (35). Yapilan ¢alismalarda ICSI islemi sonucunda %50 den
az fertilizasyon Oykiisli varliginda, kalsiyum iyonofor kullanimi ile basarili sonuglar
bildirilmigtir (49). Fertilizasyon sorunlarinin yaninda, daha once embriyo gelisim
problemleri ve blastulasyon sorunlarinin yasandigi vakalar da, kalsiyum iyonofor

kullanimi i¢in bir endikasyon teskil etmektedir (48).
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BOLUM 2.YONTEM

Veriler ve Toplanmasi

Bu calismaya 2012-2017 yillar1 arasinda Acibadem Kadikdy Hastanesi tiip
bebek merkezine bagvuran ve inseminasyon sirasinda kalsiyum iyonofor kullanilan
50 hasta ile kullanilmayan 50 hastanin dosyalarindan taranan bulgular dahil edildi.
Bu hastalarin fertilize olan oosit sayilari, embriyo sayilari, klivaj oranlart ve embriyo

kalitelerine ait bilgiler retrospektif olarak degerlendirildi.

Kalsiyum iyonofor yonteminde; ICSI'den hemen sonra, yumurtalar,
inkiibatorde 10 dakika siireyle kiiltlir ortami1 igerisinde kalsiyum iyonofora maruz

birakilir. Daha sonra oositler yitkama veya kiiltiir ortaminda iyice yikanir (51).

Yapilan ¢alisma ile ilgili etik onay alindi. Kontrol ve deney grubu 30-40 yas
araliginda onceki denemelerinde fertilizasyon problemi yasayan, (TFF veya
fertilizasyon disiikliigli olan ya da anormal fertilizasyon gibi) hastalar ile
olusturuldu. Kalsiyum iyonofor kullanilan hastalar deney grubuna, kullanilmayan
hastalar ise kontrol grubuna dahil edildi. Hastalarin dosyalarindan toplanan bilgilerin

istatiksel analizi yapild.

Verilerin Coziimlenmesi ve Yorumlanmasi

Istatistiksel analiz igin SPSS 15.0 for Windows programi kullanilmistr.
Deney ve kontrol grubundan elde edilen verilerin normal dagilimdan anlamh
diizeyde farklilik gosterip gostermedigi Kolmogrov Smirnov ve Shapiro Wilks testi
ile incelenmistir. Inceleme sonucunda elde edilen parametrelerin normal dagilim
gostermedigi goriilmiistiir. Gruplardan herhangi birinin normal dagilim gostermedigi
durumlarda non-parametrik testler kullanilabilmektedir (52).Veriler normal dagilim
gostermedigi i¢in deney ve kontrol grubu karsilagtirmalarinda parametrik olmayan
test yontemlerinden Mann Whitney U testi kullanilmugtir. Istatistiksel anlamlilik

seviyesi p <0,05 olarak kabul edilmistir.
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BOLUM 3.BULGULAR VE YORUMLAR

Bulgular
3.1. Olgularin Demografik Ozellikleri
Calismaya 30-40 yas araliginda, inseminasyon sirasinda kalsiyum iyonofor
uygulanan 50 hastadan toplanan 362 oosit ve kalsiyum iyonofor uygulanmayan 50

hastadan 333 oosit olmak tizere toplam 695 oosit dahil edildi.

3.2. Deney ve Kontrol Gruplarindan Elde Edilen Parametrelerin

Karsilastirilmasi

Tablo 3.2.1. Toplam oosit sayillarinin gruplara gore karsilastirilmasi

Oosit Std. Sira
N Ortalama Z p
Grup Sayisi Sapma | Ortalama
Toplam oosit | P€N€Y | 50 | 362 7,24 4,61 52,52 ]
0,699 | 0,485
sayisi (695) |Kontrol | 50 | 333 6,66 4,40 48,48

Toplam oosit sayisinin gruplara gore anlamli farklilik gdstermedigi tespit
edildi. (z=-0,699, p>0,05). Deney grubu olgularin toplam oosit say1 ortalamasi
(7,24+4,61), kontrol grubu olgularin toplam oosit say1 ortalamasinin (6,66+4,40)
oldugu goriilmekteydi. Deney ve kontrol gruplari arasinda ortalama toplam oosit
sayilar1 agisindan anlamli diizeyde farklilik bulunmamaktaydi (p>0,05). (Tablo 1).

Tablo 3.2.2. Fertilize olan oosit sayillarinin gruplara gore karsilastirilmasi

Fertilize
N Oosit | Ortalama std. Sira z P
Sapma | Ortalama
Grup Sayisi
Toplam Deney 50 182 3,64 2,76 59,06
Oosit Sayis 50 108 2,16 2,05 ’ ’
(290)

Fertilize olan oosit sayisinin gruplara gore anlamh farklilik gosterdigi tespit
edildi.(z=-2,996, p<0,05). Deney grubu olgularin fertilize olan oosit say1 ortalamasi
(3,6442,76), kontrol grubunun ise (2,16+2,05) oldugu goriilmekteydi. Deney grubu
fertilize olan oosit sayis1 kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha

fazlaydi. (Tablo 2).
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Tablo 3.2.3 Olusan embriyo sayilarinin gruplara gore karsilastirilmasi

Olusan
N | Embriyo | Ortalama std. Sira z P
Sapma | Ortalama
Grup Sayisi
Toplam Embriyo Deney |50 147 2,94 1,88 58,94 5964 | 0.003*
saylisi (244) Kontrol | 50 97 1,94 1,93 42,06 ’ ’

Olusan embriyo sayisinin gruplara gore anlamli farklilik gosterdigi tespit
edildi.(z=-2,964, p<0,05). Deney grubu olgularin embriyo say1r ortalamasi
(2,94+1,88), kontrol grubunun ise (1,94+1,93) oldugu goriilmekteydi. Deney grubu
ortalama embriyo sayis1 kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha

fazlaydi. (Tablo 3).

Tablo 3.2.4. Klivaj oranlarinin gruplara gore karsilastirilmasi

Toplam N | Ortalama Sty i Z P
Klivaj orani Grup Sapma | Ortalama
Deney 50 57,55 28,59 60,47
-3,454 | 0,001*
Kontrol | 50 38,01 29,23 40,53

Klivaj oranlarmin gruplara gore anlamli farklilik gosterdigi tespit edildi.
(z=-3,454 p<0,05). Deney grubu olgularn klivaj orani ortalamasi (57,554+28,59),
kontrol grubunun ise (38,01+29,23) oldugu goriilmekteydi. Deney grubu klivaj orani
kontrol grubundan anlamli diizeyde daha fazlaydi. (Tablo 4).

Tablo 3.2.5. Grade 1 embriyo sayillarinin gruplara gore karsilastirilmasi

Grade 1 Std Sira
N | Embriyo |Ortalama ' Ortala Z P
Sapma
Toplam Grade Grup Saytlan ma
Deney | 50 88 1,76 1,39 59,23
1 Emb. Sayisi -3,119 | 0,002*
(138) Kontrol | 50 50 1,00 1,32 41,77

Grade 1 embriyo sayisinin gruplara gore anlamh farklilik gosterdigi tespit
edildi. (z=-3,119, p<0,05). Deney grubu olgularin grade 1 embriyo say1 ortalamasinin
(1,76+1,39), kontrol grubunun ise (1,00+1,32) oldugu goriilmekteydi. Deney grubu
ortalama grade 1 embriyo sayis1 kontrol grubundan anlamli diizeyde daha fazlaydi.
(Tablo 5).
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Tablo 3.2.6. Grade 2 embriyo sayilarinin gruplara gore karsilastirilmasi

Grad.e 2 Ortala Std. Sira
N Emriyo ma Sapma | Ortalama z P
Grup Sayilari P
Toplam Grade [peney | 50 37 074 | 0,99 49,76
2 Embriyo -0,282 | 0,778
Kontrol 51,24 ] ]
Sayisi (80) 50 43 0,86 | 1,20

Grade 2 embriyo sayilarinin gruplara gore anlamli farklilik gostermedigi
tespit edildi (p>0,05) (Tablo 6).

Tablo 3.2.7. Grade 3 embriyo sayillarinin gruplara gore karsilastirilmasi

Toplam Grade 3
Embriyo Sayisi

(6)

Gradt.e 3 Std. Sira
Embriyo | Ortalama z p
Sapma | Ortalama
Grup Sayilari
Deney | 50 2 0,04 0,28 49,52
-0,995| 0,320
Kontrol | 50 4 0,08 0,34 51,48

Grade 3 embriyo sayilarinin gruplara gére anlamli farklilik gostermedigi tespit

edildi (p>0,05)

(Tablo 7).

Tablo 3.2.8. Grade 1 embriyo oranlarinin gruplara gore karsilastiriimasi

Ortalam Std. Sira
N P
Grup a Sapma | Ortalama
- Deney |50| 58,71 38,05 56,56
Grade 1 embriyo 2,166 | 0,030*
orani Kontrol |50| 40,25 43,67 44,44

Grade 1 embriyo oranlarmin gruplara gore anlamli farklilik gosterdigi tespit
edildi. (z=-2,166, p<0,05). Deney grubu olgularin grade 1 embriyo oranlarinin
(58,71£38,05), (40,25+43,67)
goriilmekteydi. Deney grubu ortalama grade 1 embriyo oram1 kontrol grubundan

anlamli diizeyde daha fazlaydi. (Tablo 8).

ortalamasi kontrol  grubunun ise oldugu
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Yorumlar

Spermatozoonun oositi aktive etmemesi fertilizasyon problemlerine neden
olabilir (53). Oosit aktivasyonu sperm-oosit fiizyonundan sonra ¢ok Onemli bir
islemdir. Oosit i¢indeki hiicre i¢i kalsiyum seviyelerinde in vivo bir ylikselmeye
neden olan kalsiyum salinimlari, basarili oosit aktivasyonu ve embriyojenezin
(embriyonun olusumu) baslangicina yol agan déllenmis oositlerdeki tiim niikleer ve

sitolojik degisikliklerden sorumludur (54,55).

Oosit aktivasyonunun saglanamadigt durumlarda yapay oosit aktivasyon

yontemleri kullanilmaktadir.

Vanden Meerschaut ve arkadaslari, prospektif bir ¢alismada, yapay oosit
aktivasyonunun (AOA), ICSI isleminden sonra doéllenmeyen oositi olan ve
aktivasyon eksikliginden siiphelenilen bazi hastalarda yiiksek derecede etkili
oldugunu gostermistir (56).

Yapay oosit aktivasyon (AOA) yontemlerinden biri, kalsiyum iyonoforu oosit
aktivasyonunu indiiklemek i¢in kullanir (6). Hagen ve arkadaslari kalsiyum iyonofor
ile in vitro olgunlastiritlmis domuz oositlerinin aktivasyonunu bildirmislerdir (57).
Montag ve arkadaslar kalsiyum iyonofor ile saglanan yapay oosit aktivasyonu'nun,
ICSI islemi sonucunda % 30 dan diisiik dollenme orani olan hastalarda fertilizasyon

oranlarimi artirdigini bulmustur (6).

1995 yilinda Hoshi ve arkadaslari fertilizasyon oranimi arttirmak amaciyla
ICSI sonrasi oosit aktive edici olarak kalsiyum iyonofor kullanmis ve basarili

sonuglar almigtir (58).

1997 yilinda Rybouchkin ve arkadaglar1 ICSI uyguladiklart hastalarda oosit
aktivasyonunda bozukluk saptamalar1 iizerine oosit aktivasyonunu saglamak i¢in
kalsiyum iyonofor tedavisi uyguladiklar1 hastalarin oositlerinde aktivasyon

saptamislardir (59).
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Heindryckx ve arkadaglar1 2005 yilinda kalsiyum iyonoforun, ICSI sonrasi
basarisiz olgularda fertilizasyon siirecini baglatmakta etkili oldugunu beyan

etmislerdir (60).

Iyilesmis fertilizasyon yiizdelerinin yaninda, bu ydntem ile daha iyi embriyo
gelisimi, daha az arrest olmus embriyo saptanmistir (49). Cheung ve arkadaslari,
Alberio ve arkadaslar1 ve Bos-Mikich ve arkadaslar1 (61, 62, 63) mitoz sirasinda ve
mayozdan c¢ikis sirasinda kalsiyum osilasyonlarinin blastokistin i¢ hiicre kiitle

hiicrelerinin sayisini artirdigini géstermistir.

Yiiksek doz kalsiyum iyonofor ile uzun siireli maruziyet, kromozomlara geri
dontisii = olmayan  bir  sekilde  zarar  verebilir  Ancak  kalsiyum
iyonoforun,konsantrasyonu diisikkse ve kisa bir tedaviyse oositlere sitotoksik etkisi
gorinmemektedir. Kalsiyum iyonofor ile aktive edilen oositlerin, % 70-80'inin
normal haploid kromozom ve normal morfoloji gosterdigi yapilan insan ve fare
sitogenetik analizinde rapor edilmistir. Biitiin bu gelismelere ragmen kalsiyum

Iyonoforunun giivenligini onaylamak i¢in daha ileri caligmalar gereklidir (64).

Bu bilgilerden yola ¢ikilarak kalsiyum iyonoforun, oosit aktivasyonunu
indiikleyerek fertilizasyonu sagladigi, klivaj oranin1 ve embriyo sayisini arttirdigi,
embriyo kalitesini iyilestirdigi sdylenebilir. Elde edilen sonuglara gére deney grubu
fertilize olan oosit sayisi , ortalama embriyo sayisi, klivaj orani, grade 1 embriyo
sayis1, grade 1 embriyo oranlarinin ortalamasi kontrol grubundan anlamli diizeyde
daha fazlaydi. Dolayisiyla yapilan ¢alismadan elde edilen sonuglar daha 6nce yapilan

caligmalar1 desteklemektedir.
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BOLUM 4.SONUC

Calismamizin amaci, fertilizasyon problemi yasayan hastalarda oosit
aktivasyonunu saglamak amaciyla kalsiyum iyonofor kullaniminin fertilize olan oosit
sayisi, olusan embriyo sayisi, embriyo Kkalitesi ve klivaj oranmna etkisini
degerlendirmektir.Bu amagla 30-40 yas araliinda 50 hasta kontrol grubu,
inseminasyon sirasinda kalsiyum iyonofor uygulanan 50 hasta da deney grubu olarak

secilmistir.

Kalsiyum iyonofor tedavisi uygulanmayan kontrol grubu ile tedavi
uygulanan deney grubu kiyaslandiginda kalsiyum iyonofor uygulamasinin fertilize
olan oosit sayisint anlamli diizeyde arttirdigi goézlendi .(z=-2,996,p<0,05)
Olusan embriyo sayilar1 degerlendirildiginde, kalsiyum iyonofor tedavisi uygulanan

grupta tedavi uygulanmayan gruba gore embriyo sayisi anlamli diizeyde daha

fazlaydi. (z=-2,964,p<0,05)

Deney grubu olgularinin klivaj orani, kontrol grubu olgularindaki klivaj
oranindan anlaml diizeyde daha fazlaydi (z=-3,454 p<0,05).
Deney grubu olgularinin grade 1 embriyo sayisi, kontrol grubu olgularindaki grade 1
embriyo sayisindan anlamli diizeyde daha fazlaydi (z=-3,119, p<0,05).
Grade 2 embriyo sayilarinin gruplara gore anlaml farklilik géstermedigi tespit edildi

(p>0,05).

Grade 3 embriyo sayilarinin gruplara gore anlamli farklilik géstermedigi tespit edildi

(p>0,05).

Deney grubu olgularinin grade 1 embriyo orani, kontrol grubu olgularin grade

1 embriyo oranindan anlamli diizeyde daha fazlaydi (z=-2,166, p<0,05).

Sonu¢ olarak fertilizasyon problemi yasayan hastalarda kalsiyum
iyonofor kullaniminin fertilize olan oosit sayisini, olusan embriyo sayisini, klivaj
oranini, Grade 1 embriyo sayisi ve oranlarimm arttirdigl gozlenirken, Grade 2 ve

Grade 3 embriyo sayilarinda anlamh bir artis olmadig: tespit edildi.
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