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OZET

ERKEK FAKTORUNUN EMBRiYO BOLUNME ANORMALLIKLERI
UZERINDEKI  ETKISININ  ZAMAN  ARALIKLI  EMBRIYO
GORUNTULEME YONTEMI ILE INCELENMESI

Gliniimiizde infertilite nedenlerinin 6nemli bir kismi erkek kaynakli faktorlerdir
ancak bu faktorlerin embriyo lizerindeki etkisi tam olarak bilinmemektedir. Bu
calismada, VKV Amerikan Hastanesi’nden alinan verilerden erkek faktorii oldugu ve
kadin faktorii olmadigr bilinen c¢iftlerin (n=215), zaman aralikli goriintiileme
sistemindeki embriyo bilgileri (n=1954) retrospektif incelenerek embriyo
boliinmesinde gergeklesen anomalilerde erkek faktor etkisi arastirilmistir.
Karsilastirma yapabilmek icin ise kadin ve erkek faktoér olmadigi bilinen ciftlerden
(n=221) rastgele ve deney grubu ile esit biiyiiklikte (1954 embriyo) bir grup
olusturulmustur.

Calismamizda embriyolar incelenen erkek faktorlii hastalar, hafif erkek faktorli
(HEF) hasta, oligoastenoteratozoospermili (OAT) hasta, ciddi
oligoastenoteratozoospermili (C. OAT) hasta, virtual azospermili (VA) hasta ve
testikiiler sperm ekstrasyonu (TESE) yapilmis hasta olarak 5 gruba ayrilmstir.
Boylelikle sperm sayisina gore de boliinme anomalileri karsilagtirilmisgtir.

Incelenen boliinme anomalileri direkt bdliinme, tek proniikleus olmas,
fragmantasyon, geri birlesme, anormal bese boliinme zamani (t5), anormal
blastulasyon baslama zamanidir (tSB). Ayn1 zamanda gebelik iizerindeki etkilerin
gozlemlenebilmesi i¢in gebelik sonuglar1 da karsilagtirilmistir.

Elde edilen sonuglara gore, erkek faktoriiniin embriyoda erkek faktorii olmayan
embriyolara gore fertilizasyon oranini ve geri birlesme oranimi diisiirdtigii, 3’e direkt
boliinme oranini arttirdigit ve daha az embriyonun boliinmenin ileri asamalarin
ulastigr goriilmistiir. Bunlarin yan1 sira, gebelik oranlar1 incelenmis ancak
istatistiksel anlamli bir sonuca ulasilamamistir. Fakat, abort goriillme oraninin, erkek

faktorlii hastalarin embriyolarinda goreceli olarak daha yiiksek oldugu saptanmistir.

Anahtar kelimeler: Erkek faktor, boliinme anormallikleri, zaman aralikli gériintiileme

sistemi.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF MALE FACTOR ON CLEAVAGE
ABNORMALITIES WITH THE TIME-LAPSE SYSTEM

At the present time, a significant part of infertility reasons is due to male factors.
However, the impact of these factors on embryo is not known. In this study, male
factor effect on abnormalities of embryo (n=1954) cleavage is retrospectively
investigated among male factor patients with healthy wife (n=215) which is from
time-lapse system data of VKV American Hospital. In order to compare results,
both male and female healthy same-size group (n=1954) is randomly selected as
control group.

In our study, investigated male factor patients are classified in 5 groups as mild male
(HEF), oligoasthenoteratozoospermia (OAT) patients, severe
oligoasthenoteratozoospermia (C. OAT) patients, virtual azoospermia (VA) patients
and testicular sperm extraction (TESE) patients. Consequently, cleavage
abnormalities can be compared according to sperm number.

Investigated cleavage abnormalities are direct cleavage, mono pronucleus,
fragmantation, reverse cleavage, abnormal time of cleavage to 5 cells (t5) and
abnormal time of start of blastulation (tSB). Meanwhile, in order to observe effects
on pregnancy, pregnancy result be also compared.

According to results, male factor embriyos, rather than non-male factor embryos,
decrease fertilization rate and reverse cleavage rate, increases direct cleavege to 3
and fewer embryos reach advance embryo cleavage stages. Besides of these,
pregnancy rates are examined, but any statistically significant result is not found.

However, abort rates of male factor embryos are found at relatively higher rates.

Keywords: Male factor, cleavage abnormalities, time-lapse system.
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1. GIRIS

1.1.  Arastirmanin Onemi

Diinya iizerinde yaklasik 48,5 milyon c¢iftin, yani her 100 g¢iftten 15inin
infertil oldugu hesaplanmaktadir. 48,5 milyon ¢iftin yaklasik %50’sinde erkek
yardimct veya tek faktor olarak etkilidir. Sadece erkek kaynakli oldugu diistiniilen
vakalarin yiizdesi ise %20 ila %30 olarak belirlenmistir. ) Bu sayilar, infertilitede
erkek faktoriiniin Onemli bir yeri oldugunu gdstermektedir. Ancak akademik
calismalarda infertilitede kadin fakt6rii daha ¢ok incelenmistir.

Zaman aralikli embriyo goriintileme sistemi (ZAEG) ile embriyodaki
degisimler detayli olarak izlenmis ve morfolojik olarak daha kaliteli embiryo se¢imi
icin algoritmalar olusturulmustur. Ancak embriyo gelisiminde hala ¢éziimlenememis
sorular bulunmaktadir. ZAEG ile embriyolarin detayli incelenmesi, iyi embriyo
seciminde yeni kriterler olusturulmasini saglamaktadir.

Embriyo boliinmesinde erkek faktoriiniin etkisi simdiye kadar ¢ogunlukla

(4 Zaman aralikli embriyo

boliinme zamanlar1 ele alinarak incelenmistir.
goriintiileme sistemi kullanilarak embriyoda bdliinme zamanlamasinin disinda,
boliinme anormalligi olarak adlandirilabilecek kriterler de incelenebilir. Bdylece
hakkinda az bilgi bulunan erkek faktoriiniin etkisi daha detayli incelenebilir ve iyi

embriyo icin gerekli olan kriterlerle sperm iliskisi kurulabilir.

1.2. Arastirmanin Amaci

Embriyonun genetiginden anne ve baba esit oranlarda etkilidir. Oositten
kaynaklanabilen sorunlar gibi sperm DNA fragmantasyonu gibi bir sorundan dolay1
embriyoda genetik bir sorun olusabilir ve bu da gelisimsel bir anormallik dogurabilir.
®)

Boliinme agamasindaki embriyodan mitoz boliinmeler gecirerek blastomer
sayisint  arttirmast  beklenmektedir. Boliinme sirasinda  gergeklesebilecek
multiniikleasyon ©, 1den 3e direkt bslinme ), bir proniikleus (PN) gozlemlenmesi

® fragmantasyon, bdliinme zamanlamalarimin normal kabul edilen degerlerin

©) embriyoda genetik bir anomali olabilecegi olasiligini arttirdigi

disinda olmasi
diisiiniilmektedir. Ancak bu anormalliklerin her zaman neden kaynaklandigin

bilememekteyiz.



Embriyo gelisiminde simdiye kadar sadece sperm deoksiriboniikleik asit
(DNA) fragmantasyonundan kaynakli sorunlar olabilecegi bulunmustur. @
Spermden kaynaklanabilecek sorunlar detayli olarak aydinlatilmamistir.

Bu calismada ZAEG ile EmbryoScope kullanilarak diizenli olarak
goriintlilenen embriyolarda boliiniirken olusan multiniikleasyon, birden lige direkt
bolinme, tek PN gozlemlenmesi, fragmantasyon olusumu gibi boliinme
anormallikleri gozlemlenerek sperm sayisina gore smiflandirilmis erkek gruplarina

dagilimi incelendi. Boylece, embriyo boliinmesinde goriilen anormal durumlarda

erkek faktoriniin etkisi incelendi.



2. GENEL BILGILER

2.1.  Sperm ve Spermatogenez

Erkek gamet hiicresi spermdir ve ergenlikle birlikte spermatogenez adi
verilen, mayoz, mitoz boliinmeler ve baskalasim iceren bir siliregle seminifer
tiibiillerde tretilir. Sperm olusumu kisiden kisiye degismekle birlikte ortalama 74
giinde olusmaktadir.

Bir erkek dogdugunda testislerinde bulunan seks kordonlarinda folikiiler
hiicrelerle cevrili biiyiik ve solgun renkli hiicreler bulunmaktadir. Daha sonra seks
kordon hiicreleri seminifer tiibiilleri, folikiiler hiicreler Sertoli hiicrelerini ve biiyiik
solgun hiicreler primordial germ hiicrelerini olusturacaktir. Primordial germ hiicreleri
once spermatogonial sperm hiicrelerine daha sonra da diizenli araliklarla tip A
spermatagonyumu (2n) olusturmaktadir. Ergenlikle birlikte spermatogenez
baslamaktadir. (11,12)

Bu siirecte hipofiz bezinden salgilanan Liiteinlestiren hormon (LH) Leydig
hiicrelerinin reseptorlerine baglanarak testosteron olusumunu saglar. Salgilanan

13 Sertoli

testosteron Sertoli hiicrelerine baglanarak spermatogenezi baslatir.
hiicrelerine gomiilii olarak bulunan tip A spermatagonyumlar tip A; ve tip A, olarak
ikiye ayrilmaktadir. Tip A; spermatagonyumlar (2n) koyu renklidir ve ¢ekirdeginin
inaktif oldugu disiliniilmektedir. Tip A spermatogonyumlar (2n) ise daha acik
renklidir ve aktif bir ¢ekirdege sahiptir. Bir dizi mitoz béliinme gegirerek gekirdek
sayisint  ve sitoplazmasini arttirmakta ve tip B spermatagonyumu (2n)
olusturmaktadir. Bu asamada mitoz boliinmelerde sitokinez tamamlanmamaktadir ve
bu ylizden hiicreler arasi sitoplazmik kopriiler kurulmaktadir. Sitoplazmik kdopriiler,
olusan tiim hiicrelerin birbirleriyle baglantili olarak ayni anda farklilagmasim
saglamaktadir. Tip B spermatagonyum hiicreleri diploidtir ve bdliinerek primer
spermatositleri (2n) olusturmaktadir. Primer spermatositler uzun bir profaz evresi
iceren birinci mayoz bolinme gecirerek sekonder spermatositleri  (n)
olusturmaktadirlar ve bu hiicrelerin mayozun ikinci evresini gecirmesi ile de
spermatitler olusmaktadir (n). “**? Spermatagonyum ve spermatiler, onlara besin ve
destek saglayan Sertoli hiicrelerine gomiilii olarak bulunmaktadirlar. (13) Spermatitler

spermiyogenez adi verilen bir dizi degisim gecirdikten sonra olgunlagarak



spermatozoay1 olusturmaktadirlar ve bu olgun hiicreler Sertoli hiicrelerinden

salinmaktadirlar. **?

Tip B Tip A,
vas Sertoli ~ spermatagonyum  spermatagonyum
deferens hiicresi, /

g Tip A,
=7~ spermata-
gonyum

Birincil
spermatosit

Seminiter Seminifer Tibiil
tiubul Yan Kesiti

ikincil
spermatosit

spermatit

Tubul Limeni

__sperm

Sekil 2.1 Seminifer Tiibiillerde Spermiyogram Asamalari. (12)

Spermatitlerin spermatozoaya doniismesinde bir adim akrozom olusumudur.
Oncelikle golgi cisimcigi ileride oositin hiicre ¢eperini gegmeyi saglayacak hidrolitik
enzimler salgilar ve bu enzimler bir ¢eperle sarilarak akrozomal vezikiil olusturulur.
Akrozomal vezikiil biiyliyerek basal laminaya bakacak sekilde hareket eder ve
sperme Ozgii olan akrozom organelini olusturur. (14) Spermin basinda, akrozomun
disinda bir de niikleus bulunmaktadir. Spermiyogenez asamasinda spermatid uzarken
niikleus yogunlasarak kiiciiliir ve yassi bir gekil alirken mitokondriler yer degistirerek
orta parcaciga dogru hareket eder ve spermatidin bir sentrioliinii (distal sentriol)
kullanilarak kuyruk olusturulur. Bu siirecte kuyruk olusturulsa da spermatid heniiz
immotildir. Bunlarin yani sira, spermatidin fazla sitoplazmasinin atilmasi ve
spermatidler arasindaki sitoplazmik kopriilerin ortadan kalkmasi ile spermatid
olgunlagma siirecini tamamalayarak spermatozoa olur. Sertoli hiicresinden salgilanan
spermatozoa seminifer tiibiillerin limenine gider, buradan epididimise gecerek

olgunlagmaya devam eder ve hareket 6zelligi kazanir. (12)



akrozom
haploid niikleus

aksonom mikrottbulleri
mitokondri

mitokondri

plazma zari

plazma zari J
dis yogun fiberler
e —

5um

flagellum

10 um

Sekil 2.2 Sperm Fizyolojisi. **

Normal bir spermatozoa akrozom ve niikleus igeren bir bastan, basi kuyruga
baglayan, 9 fibril ile devam1 gelen ve 2 sentriol i¢eren bir boyundan, spermin enerji
tiretimi i¢in 6nemli olan mitokondrileri igeren bir orta pargadan, hareketi saglayan 2
fiberi ¢evreleyen 9 fiberden olusan esas parcadan ve mikrotiibiillerden olusan son
par¢adan olusan bir kuyruk kismindan olusmaktadir. @5 Her bir sperm boliimii
diizgiin sinirlara sahip olmalidir. Normal bir spermde basin sekli diizgiin oval olmali
ve diizgiin sekilli bir akrozom igermelidir. Akrozomun boyutlar1 sperm basinin %40
ila %70’ini kapsayabilirken en fazla 2 kiigiik vakuol igerebilir. Ancak spermde
akrozom disinda herhangi bir vakuol bulunmamalidir. Basin seklinin diizgiin olmasi
yapiy1 etkileyen bir anomali olmadiginin bir gostergesi olarak kabul edilerek dikkat
edilmektedir. Basin diger ucunda, yaklasik ortada ise yaklasik bas uzunlugunda,
basin {i¢te birinden biiylik sitoplazma damlacig1 icermeyen orta parca yer almalidir.
Orta pargayi takiben orta pargadan ince, basin yaklagik on kati1 uzunlugunda ve sabit
kalinlikta ana parga yer almalidir. (16) Diinya Saglik Orgiitii’'ne gore Papanicolaou

boyasiyla boyanip Olgiilen spermlerde bas ortalama 4,1 pm uzunlukta, 2,8 pm



genislikte Ol¢iiliirken, orta parga ortalama 4,0 pym uzunlukta ve 0,6 pm genislikte

Olciilmiistiir. Esas parca ise basin yaklagik 10 kati civarinda olmalidir. (16)

A. Bag defektleri

(a) (b) © o . C) [y

Koni Piriform Yuvarlak Amorf (sekilsiz) Vakuolli Dar akrozom
! alani
Ak;%zlfm Kiigiik

B. Boyun ve orta parca defektleri C. Kuyruk defektleri D. Agini rezidiel
sitoplazma
- o O 0 ® 0 (m) 0
Buikiik Asimetrik  Kalin Ince Kisa Biikik Kiviimhi Basin > 1/3’0

1

Sekil 2.3 Anormal Sperm Morfolojileri. ©

Morfolojik alarak anormal olarak adlandirilan bir spermin;

. Bas1 normal boyutlardan biiytik ya da kiiciik ve farkl sekilli,

. Akrozomu bas hacminin %40’indan kiiciik ya da %70’inden daha
biiyiik,

° Vakuollii,

. Boynu, orta parcasi veya kuyrugu kirilmas,

J Boyun, orta parca veya kuyruk uzunluklar1 degisken kalinlikta,

. Asimetrik basg-boyun baglantisi,

° Kivrimli kuyrugu,

e  Boyunda sitoplazma defekti olabilir. *®



Sperm hareketleri ileri hareket (PR; a), yerinde hareket (NP; b) ve hareketsiz
(IM; c) olarak ii¢ grup altinda degerlendirilir. Diizlemde dogrusal bir yol izleyerek
hareket eden spermatozoanin ileri hareketli, aktif bir ilerleme gostermeyen
spermatozoanin yerine hareketli ve yerinde sabit duran spermatozoa ise hareketsiz
spermatozoa olarak siniflandirilir. (16)

Spermi degerlendirmek i¢in semen degerlendirmesi yapilmaktadir. Semen,
iginde spermin yani sira semenin ¢ogunu olusturan, seminal s1v1 ad1 verilen sekretuar
bezlerin (prostat bezi, bulboiiretral bez ve seminal kese) salgilarini da icermektedir.
Bu salgilarda fruktoz, proteinler, C vitamini, prostoglandinler, enzimler, vb.

icermektedir. *® WHO Laboratuvar El Kitabi’na ®© gore semen degerleri Tablo
2.1’deki gibi olmalidir.

Tablo 2.1 Diinya Saglik Orgiiti Semen Referans Degerleri. Diinya Saglik

Orgiitii’'nden “® alinmistur.
Parametre Alt Referans Degeri
Semen hacmi (ml) 15@1,4-17)
Toplam sperm sayis1 (10%/ejekiilat) 39 (33-46)
Sperm konsantrasyonu (10%/ml) 15 (12 -16)
Toplam motilite (PR+NP, %) 40 (38 -42)
Ileriye dogru hareketlilik (PR, %) 32 (31-34)
Vitalite (canli spermler, %) 58 (55 -63)
Sperm morfolojisi (normal formlar, %) 4(3,0-4,0)
Uzlasilan Esik Degerler
pH >172
Peroksidaz pozitif 15kositler (10%/ml) <1,0

MAR testi (partikiillere bagli harketli spermler, %) <50
Immunobead test (boncuklrin baglandigi hareketli

spermler, %) <50
Seminal ¢inko (umol/ejekiilat) >24
Seminal fruktoz (umol/ejekiilat) > 13
Seminal nétral glikozidaz (mU/ejekiilat) > 20

Her bir bireyde spermatogenez, spermiyogenez, genetik gibi bazi nedenlerden
dolayr sperm sayilari, hareketi veya morfolojisinde degiskenlikler goriilebilir.

Spermin hareketindeki sorun “asteno-" ile, morfolojisindeki sorun “terato-” ile, ve



sayisindaki sorun “oligo-" ile ifade edilir. Eger spermin ileri hareketli sperm sayisi
referans degerin altinda ise Astenozoospermi, hem ileri hareketli sperm sayist diigiik
hem de morfolojisi ve toplam sperm sayisi referans degerlerin altinda ise
Oligoastenoteratozoospermi olarak adlandirilir. "

Ejekiilatta sperm bulunmadigi durumlar Azospermi olarak adlandirilir.
Azospermi, ¢ok az sayida sperm liretilmesinden ya da sperm {liretilememesinden yani
testise bagli olabildigi gibi sperm {iretildigi halde iireme kanallarindaki bir
tikanikliktan dolayr da olabilir. Birka¢ kez alinan ejekiilatin sentrifiijlenmesinden
sperm elde edilemezse cerrahi yollarla testislerden sperm alinir. (18)

Azospermi, her yiiz erkekten birinde, her yiiz infertil erkegin 10 ila 15’inde
goriilen bir hastaliktir. Spermatogenezi etkileyen hormonsal nedenler (pre-testikiiler),
testis bozukluklar1 (testikiiler), ejekiilasyon bozukluklari, tikaniklik (post-testikiiler)
gibi nedenler azospermiye neden olabilir. Post-testikiiler ve pre-testikiiler nedenler
tedavi edilebilir nedenlerdir ancak testis sorunlari cerrahi yontemlerle tedavi
edilemez. ® Tikanikhiga bagli olan azospermi vakalarinda, tikamikliga bagh
olmayanlara gore dollenmenin ve hamilelik oranlarinin daha yiiksek oldugu
gosterilmis, ancak implantasyon ve diisiik oranlarinda herhangi bir farklilik
gosterilememistir. Tikanikliga bagli azospermide spermatogenezden kaynakli bir
sorun olmadigi i¢in sperm iiretimi normal olarak gerceklesmektedir ancak testikiiler
bir neden varsa spermatogenez normal olarak gergeklestirilemediginden sperme bagl
olarak dollenme oranlarinda azalma olabilir. @

Bir erkekten alinan en az iki Ornekte 3000 rpm’de 15 dakika sentrifiij
yapilmasina ragmen sperme rastlanamaz ise ameliyat yolu ile seminifer tiibiillerden
sperm almabilir. Bu islem igne yoluyla sperm aspirasyonu seklide (TESA) ya da agik
biyopsi (TESE) seklinde yapilabilir. (7. 19 TESA ile TESE arasinda da tikaniklaga
bagli olan ve tikanikliga bagli olmayan azospermi gibi bir baglanti bulunmaktadir.
TESE vakalarinda spermatogenez bozukluklar1 TESA vakalarina goére daha ileri
derecede oldugundan TESE vakalarinda dollenme ve gebelik oranlarinda diisiis

oldugu gozlemlenmistir. "

2.2.  Fertilizasyon ve Embriyo
Sperm, 2 ila 7 saat siirecek bir yolculukla tubalara hareket eder ve eger

sekonder oositle burada karsilasirsa dollenme gergeklesebilir. Déllenmede ilk asama,



yumurtaya ulagsmak i¢in etrafini ¢cevreleyen korona radiata hiicrelerini gegmektir. Bu
asamada kapasitasyon sayesinde sperm korona hiicreleri gecebilir. Kapasitasyon
siirecinde tubal epitel hiicreleriyle sperm etkileserek seminal plazmanin ve spermi
cevreleyen glikoproteinlerin degrede olmasini saglar ve boylelikle sperm akrozomu
aciga c¢ikarak reaksiyona hazir hale gelir. Korona hiicrelerini gecen spermin siradaki
engeli zona pelusidadir (ZP). ZP’de bulunan ZP3 proteini sperm ile etkilesime
gecerek akrozomdan akrosin gibi enzimlerin salgilanmasini saglar ve bu da spermin
ZP’yi ge¢mesini saglar. ZP’yi gecen sperm oolemma adi verilen oosit zariyla temas
eder. Bu etkilesim yumurtada bazi kimyasal degisimlere sebep olarak bagka bir
spermin yumurtayi déllemesini engeller. Bu degisimlerden bir tanesi sperm-oolemma
etkilesimiyle olusan yumurta zarindaki kalsiyum (Ca*™) artisidir. Bunun disinda bazi
enzimler salgilanarak ZP iizerindeki sperm reseptdrlerini inhibe eder ve yumurtanin
sperm gecirgenligini yok eder. Aymi zamanda kortikal graniillerden lizozomal
enzimler de salgilanir. Bu kimyasal degisimlerden once igeriye girmeyi basaran
sperm zarindaki fertilin ile oosit zarindaki integrin etkileserek zarlarin kaynagmasina

ve boOylece spermin zarmi disarida birakarak, bas-boyun-kuyruk olarak oosit

. . d - 11
sitoplazmasina girmesi saglanir. ‘%
1. Giin: Déllenme 2.-4, Gi.i.n.!er: ) 4. - 5. Giinler: Blastosistin
Hiicre boliinmesi uterusa ulagmasi ic hiicre

kitlesi

? Ovulasyon uteris

Sekil 2.4 Kadm Ureme Sisteminde Déllenme ve Erken Embriyo Gelisimi. (20)



Spermin oosit sitoplazmasina girdikten sonra singamiye kadar sperm ve oosit
farkli yollar izleyerek kendini hazirlar. Oolemma-sperm etkilesimi oositi aktive
ederek duraksamis olan ikinci mayoz boliinmenin tamamlanmasini saglar. Aktive
olan oositten ikinci polar cisim atilir ve disi proniikleus (PN) olusur. Oositi aktive
eden sperm ise sikilastirarak tasidigi kromatinlerini agmaya ve zarini kaybetmeye
baglar. Oosit gibi sperm de bazi degisimler gegirerek erkek proniikleusunu olusturur

ve disi proniikleusuna dogru hareket eder. ™

1. Gin

cisimcikleri

Proniikleuslar

TE

Blastosol

I¢ hiicre
kitlesi

3. Gln

Sekil 2.5 Embriyonun Giinlere Gore Gelisimi. (a) Dollenmis, erkek ve disi PN’leri
ile kutup cisimcikleri goriilen yumurta, (b) 2 blastomerli embriyo, (c) 4 blastomerli

embriyo, (d) ¢ok blastomerli embriyo, (e) morula, (f) blastosist. (22)

Karsilagan disi ve erken proniikleuslar hiicrenin ortasina dogru ilerlerken
birbirleriyle kaynagsirlar. Her iki hiicre de genetik materyalini iki katina g¢ikarir.
Proniikleus zarlar1 yok olurken kromozomlar, karsilikli konumlanan sentromerlerin
olusturdugu ig ipliklerine baglanarak metafaz plagina dizilirler ve mayoz béliinme
tamamlanince esit biiyiikliikte iki blastomer olusur. Her bir blastomer boliinmeye
devam edererek yaklasik 24-30 saat icinde iki yeni blastomer olusturur. Normal
kosullarda her boliime senkronize olmalidir ve her bir blastomer bir niikleus
icermelidir. Ikinci boliinme tamamlandiginda yani yaklasik 40-50 saatte dort, iigiincii
boélinme tamamlandiginda yani yaklasik 60 saatte ise sekiz blastomer bulunur. (11)

ESHRE 2011°de verilen ortak karara gore 26+1 saatte 2 blastomer, 44+1 saatte 4
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blastomer ve 68+1 saatte 8 blastomer olusmasi beklenmektedir. ?Y) Fertilizasyondan
yaklasik li¢ glin sonra embriyo 16 hiicreli olur ve her bir blastomer kaynasarak
morulay1 olusturur. Morulanin i¢inde kalan hiicreler daha sonra embryo gelisiminde
gorev alacak i¢ hiicre kitlesini, disin1 ¢evreleyen hiicreler ise daha sonra plasentay1
olusturacak trafoblast hiicrelerini olusturur. I¢ hiicre kitlesinde bulunan hiicrelere
embriyoblast denir ve embriyonun kutup cisimcigini attigi animal kutbunda
toplanirlar. Yaklagik 8 embriyoblast ve 99 trafoblast bulunmaktadir. Embriyoblast ve
trafoblast arasinda olusan sivi dolu bosluk blastosdl olarak adlandirilirken bu
asamadaki embryoya blastosist ad1 verilir. Blastosist genislemeye devam ettiginde
zona pelusidayi ittirmeye baslar ve ittirdikce zonayr incelterek patlatir. Bu siireg

yaklasik besinci giinde gerceklesmektedir. ()

Sekil 2.6 Cesitli PN Sayilarina Sahip Déllenmis Yumurta Ornekleri. (a) 2 PN, (b) 1
PN (mono PN), (c) 3 PN. @

Embryoda PN merkezde konumlanmuis, esit biiyiikliikte ve yanyana, her biri
gorliniir zarlarla ¢evrilmis olmalidir. Yapilan caligmalarla PN’ler olusacak gametin
yapist ve embryo yeterliligi hakkinda bilgi verdigi kabul edilmis bunun igin
inseminasyondan 17+1 saat sonra kontrol edilmeleri gerektigi vurgulanmigtir. @
Zaman aralikli embryo goriintiileme sistemiyle PN’lerde olusacak her tiirlii degisimin
gozlemlenebilecegi diisiiniilmektedir. ¥ Embriyolarda 1 PN, 3 ve daha fazla PN de
gozlemlenebilmektedir. 1 PN gozlemlenen durumlarda asenkronize PN olusumu ve
birlesmesi olabilir. Bu durumda zigot yine diploid olarak ikiye boéliinebilir. Ancak
bazi durumlarda tek kutup cisimcigi gozlenebilir ve bu durum da genetik bir

anormallik  olabilecegini gésterebilmektedir.(g) Cift sperm  dollemesi,

tamamlanamayan sitokinez gibi bazi nedenlerden dolay1 oositte 3 PN gozlemlenen
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durumlar da olabilir. Bu gibi durumlarda da 2 kutup cisimcigi atlabilir ve normal
ikiye boliinme goriilebilir ancak yine genetik bir bozukluk olabileceginin gostergesi
olarak kabul edilmektedir. ¥

Oosit sitoplazmasma giren spermin yogun kromatinleri oositin ilgili
proteinlerini kullanarak acilirlar. Bu da spermden gelen PN biiyiikligiinii
belirlemektedir. Disi PN’i erkek PN’inden biraz daha kiigiik olabilmektedir. @3) Eger
oosit immatiir ise 17+1 saat sonra PN’ler olmas1 gerektiginden daha kiiciik olabilir.
PN’lerin normalden kiiciik olmas1 dollenmede gecikmeyi gosterebildigi i¢in gamette
genetik  bir sorun oldugunu da gosterebilmektedir. (26) Eger PN’ler beklenenden
onemli derecede biiyiik (> 4 um) ise ya da fragmantasyonlu ise yine kromozomal

anormallik olabilecegi diistintilmelidir. @D

Sekil 2.7 Fragmantasyonlu Embriyo Ornekleri. (a) %0 fragmantasyon, (b) < %10
fragmantasyon, (c) %10-%25 fragmantasyon, (d) > %25 fragmantasyon. %

Oosit sitoplazmasinin homojen olmasi beklenir ancak graniiler, vakuollii ya
da graniiler endoplazmik retikuliimlii olabilir. Graniiler sitoplazmanin embriyo
gelisimi tlizerindeki etkisi ile ilgili net bir bilgi bulunmamaktadir. @) Ancak 14

pm’den biiyiik vakuoller boliinmeyi etkileyerek daha az sayida blastomer olugmasina
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neden olabilir. “” Oolemmada graniiler endoplazmik retikuliim goriilmesi de
beklenmeyen sorunlara neden olabilir. ®®

Blastomerler bdliiniirken olusan niikleussuz parcalar fragman olarak
adlandirilir. @ Bazi fragmanlar embriyonun her asamasinda goézlemlenebilirken
bazilar1 olustuktan sonra yok olabilir. (9 Yyiiksek oranlarda fragman varlhig
hiicrelerin yerlesimi ve dagilimi etkileyebilir. Fragmantasyonun implantasyon
potansiyeli ve andploidi ile baglantili oldugu gosterilmistir GD ancak %10’a kadar
olan fragmantasyonlarin zararsiz oldugu ifade edilmistir. (32)

Oosit mitoz boliinme ile bdliineceginden ilk olarak 2 blastomer gozlenmesi
beklenir ancak bazi durumlarda direkt 3 blastomer olustugu da gbézlemlenmistir. Bu
duruma “Direkt Boliinme” adi verilir. Direkt boliinme olmasi, kromozomal bir sorun
olabilecegini gosterdigi diistiniilmektedir. )

Embriyonun bir blastomerini geri almasi ve sonra tekrar boliinmesine “Geri
Birlesme” ad1 verilir. Geri birlesme 2 gesit goriilmektedir. Tip I’de blastomerler
tamamen ayrildiktan sonra birlesmekte, tip II’de ise sitokinez tamamlanmadan geri
birlesme gerceklesmektedir ve bu tip geri birlesme daha sik goriilmektedir. Geri
birlesmenin implantasyon oranini diisiirdiigli diisiiniilmektedir. Geri birlesme
gerceklesen embriyolarin ¢ogunda multiniikleasyon gozlendigi, bunun da genetik
bozukluklara ve implantasyon oranlarinda diisiise neden olacag: diisiiniilmektedir. ¥

Boliinme sirasinda blastomerler sitoplazmay: esit olarak boliisemediklerinde
sitoplazmadaki molekiilleri de esit olarak boéliisemezler. Bu ylizden blastomerin
boliinmeyi devam ettirebilmesi i¢in gerekli mRNA, protein, vb. molekiilleri yeteri
kadar bulunduramayabilirler. Bu da multiniikleasyon ve andploidi ihtimalini
arttirirken implantasyon potansiyelini diistirebilir. (39)

Yukarida da belirtildigi gibi fragmantasyon, esit olmayan blastomerler gibi
nedenlerden dolayr multiniikleasyon gozlenebilir. 3% Birden fazla niikleus olmasi
durumu genetik bir sorun olabilecegini gosterir. 3738 Multiniikleusun gozlemlendigi
durumlarda abort ihtimali de yiiksektir. (39)

Boliinerek sekiz blastomerli olan embriyoda hiicreler aras1 baglanma noktlar
ve E-cadherin artarak hiicreler arasi baglantilar olusmaya baglar. Bu duruma

kompaksiyon yani birlesme adi verilir. Baz1 durumlarda tiim blastomerler birlesmeye

katilmaz bu da 1iyi kalitede embriyo olugsmasini etkileyebilir. Birlesmeyi
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degerlendirmek i¢in birlesmeye katilan hiicre sayisina ve olusan morulanin

morfolojisine dikkat edilmelidir.

Sekil 2.8 Multiniikleuslu Embriyo Ornegi. (a) Normal kabul edilen tek niikleuslu
blastomerleri olan embriyo, (b) iki blastomerinde de multiniikleasyon olan embriyo.
(40)

Hiicreler arasinda sinirlar gériinmez oldugunda embriyoya morula ad1 verilir.
Bu asamada 16 ila 32 blastomerin morulaya katilmas1 beklenir. (23) Embriyo igine bir
kaviteden s1v1 dolmaya baslar ve bunun devamliligi Na/K-ATPase kanallarinin tuz
konsantrasyonunu degistirmesi ile devam eder. Sivi alan embriyo agilmaya ve
gittikge ZP’y1 ittirmeye baslar. (1) Blastosist siniflandirmasi 6 derecede yapilir.

e 1. Derece: Blastosdl embryo embriyo hacminin yarisinan azdir..

e 2. Derece: Blastosol embriyo hacminin yarisi veya daha fazlasini kaplar.

e 3. Derece: Embriyonun i¢i tamamen s1v1 ile dolu olur.

e 4. Derece: Embriyo bliyiiyerek ZP’yi inceltmeye baglar.

e 5. Derece: Embriyo hacmi oldugundan daha biiyiiktiir ve ZP’yi catlatarak

bir kismi1 disar1 ¢ikmustir.

e 6. Derece: ZP’yi ¢atlatan embriyo tamamen disar1 ¢gikmistir. @3)

Blastosist degerlendirmesi Gardner ve Schoolcraft sistemine goére yapilir. 3.
derecede blastosist ve sonrakiler i¢in kalite belirlemek i¢in blastomer sayisina yani i¢
hiicre kitlesine (ICM) ve trofoektoderme (TE) bakilir. ICM kalitesi kag¢ hiicre
icerdigine ve ne kadar siki baglarla birlestiklerine gore 3 simifa ayrilir. 23) Ayrica
ICM biiyiikliigiinin implantasyon oranini arttirdigi diisiiniilmektedir. “? TE’nin

implantasyonda ve sonrasinda gorev aldigi, embriyonun disindaki zarlari olusturdugu
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bilinmektedir. “ TE de ayn1 ICM gibi hiicre sayisina ve baglantilarina gore 3 gruba

ayrilir. Siki baglanan ve ¢ok hiicreli TE en iyi siniflandirilanidir. (44)

2.3.  Zaman Aralikh Embriyo Goriintiileme Sistemi

Embriyo hizli degisimler yasayan hiicreler toplulugudur ve giinliik
kontrollerle bu degisimler meydana geldiginde neler oldugunu kagirilabilir. Bu
yizden zaman aralikli embriyo goriintiileme sistemi kullanilarak devamli bir
goriintiileme saglanmaktadir. Zaman aralikli embriyo goriintiileme sistemi belirlenen
araliklarla sisteme yerlestirilen embriyolarin fotograflarinin c¢ekildigi ve bu
fotograflarin videoya dontstiiriildiigii, karanlik ortamli ve kontrollii gaz basinglarinin
oldugu bir mikroskop ve bir inkiibatorden olusan birlesik bir sistemdir. Morfokinetik
degerlendirme yapilmasini saglayan bu sistem ile enjekte edilmis yumurtanin
embriyoya doniigmesi, bu doniisiimdeki tiim hiicre boliinmeleri, niikleus hareketleri,

fragmantasyonlar, blastomer hareketleri gibi bir ¢ok parametre araliksiz

gozlemlenmektedir. “° 4
16 hrs 26 hrs 44 hrs 68 hrs
2 PN 2-cell 4-cell 8-cell
Standard C C C O
culture T T T

Sekil 2.9 Standart Sistem ve Zaman Araliklt Embriyo Goriintiileme Sistemi

Karsilagtirilmasi. “7)

Yardimla tireme tekniklerinde en onemli basamaklardan biri olan embriyo
secme islemi, zaman aralikli embriyo goriintiileme sisteminin sagladigr morfokinetik
degerlendirme ile daha detayli degerlendirilebilir. Embriyolar inkiibatérde inkiibe
edildiginde, devamli gbzlem yapilmadigindan gozden kacirilan zaman araliklarinda

zamanindan Once olan boliinmeleri, PN eksikligini ya da fazlaligimi, grantlli
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endoplazmik retikulum ve vakuol varligini; c¢ok hiicreli donemde hiicre geri
birlesmesini, fragmantasyon geri alinimini, proniikleus sayilarmi vb. gdzden
kacirilabilir. Ayrica PN ve embriyo kontrol etmek ya da medium degistirilmek
istendiginde, her kapak acildiginda igerideki gaz basinct ve 1s1 degismekte,
embriyolar 151k alabilmekte ve bu embriyolarn etkileyebilmektedir. ZAEG
sisteminde, tek asamali medium kullanimi tercih edildiginde kontrol etmek igin
embriyo ¢ikarmaya gerek kalmadigindan ortam optimizasyonu bozulmamakta ve
embriyolarin bazi dis etkenlerden korunmasi saglanmaktadir. (46)

Iyi kalite embriyo se¢imi implantasyon oraninda artis, diisikk sayisinda
azalma gibi pozitif sonuglar getirmektedir. “®

ZAEG sisteminde 2 hiicreli oldugu zaman (t2), 3 hiicreli oldugu zaman (t3), 4
hiicreli oldugu zaman (t4), 5 hiicreli oldugu zaman (t5), ikinci hiicre boliinmesi
(cc2=t3-t2), ikinci hiicre boliinmesinin her iki hiicre igin de zamanalama uyumu
(s2=t4-t3), Dblastomer esitligi, c¢ekirdek sayilari, fragmantasyon varligi,
multiniikleasyon, graniillii endoplazmik retikuliim varligi gibi parametreler tim
embriyolar i¢in kaydedilir ve incelenir. 49 By degerler, embriyo videolar: izlenerek
notlandirilir ve bilgisayar ortamina veri olarak aktarilir. Bu verilere tablo olarak

ulasabilir ve incelemeler yapilabilir. (50)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.  Deney ve Kontrol Gruplari

17.08.2013 — 19.11.2016 tarihleri arasinda Amerikan Hastanesi Embriyoloji
Laboratuvari’nda zaman aralikli embriyo goriintiilleme sistemi ile goriintiilenmis
1005 gifte ait 8375 embriyo arasindan &rneklem grubu olusturuldu. Orneklem grubu
icin erkek faktorii oldugu bilenen ciftler se¢ildi. Bu g¢iftler arasinda ise;

e Endometriozis, diisiikk over rezervi, Polikistik Over Sendromu gibi erkek

faktorden baska etkili olabilecek kadina bagl faktorler ¢ikarildi.

e Kadin yasi 40 ve alt1 olacak sekilde secildi. Ortalama kadin yast 32,05
olarak hesaplandi (mininum: 19, maksimum: 40). Bu grupta erkek yas
ortalamasi ise 35,85 olarak hesaplandi (mininum: 23, maksimum: 52)

e Tedaviye zayif yanit verip 3 oositten az oosit toplanabilen hastalar
cikarildi.

Elemelerden sonra olusan orneklem grubu icin 215 ¢ifte ait 1954 embriyo
sayisina ulasildi. Bu embriyolar sperm sayisina gore siniflandirilarak hafif erkek
faktor (HEF), oligoastenoteratozoospermi (OAT), ciddi oligoastenoteratozoospermi
(C. OAT), kriptozoospermi (virtual azospermi, VA) ve TESE spermi olarak 5 gruba
ayrildi.

Tablo 3.1 Erkek Faktoriiniin Sperm Sayisina Gore Siniflandiriimasi.

Hasta Grubu Ejekiilatta Gozlenen Sperm Sayisi
Hafif Erkek Faktorlii (HEF) 20x10° > HEF > 5x10°
Oligoastenoteratozoospermi (OAT)  5x10°> OAT > 1x10°

Ciddi Oligoastenoteratozoospermi 1x10°> Ciddi OAT

Virtual Azospermi Lam-lamel arasinda gozlenebilen ¢ok az
(Kriptozoospermi, VA) sperm

Testikiiler sperm ekstrasyonu 0

(TESE)

Kontrol grubu, erkek faktdr olmadigi bilinen hasta grubundan deney grubu
secilirken kullanilan kriterler (kadin yas1 40 ve alt1 olanlar, en az 3 oositi olanlar ve
kadina baglh faktorii olmayanlar) gozetilerek rastlantisal olarak secildi. Kadin

ortalama yast 33,60 (minimum: 21, maksimum: 40) olarak hesaplanirken, erkek

17



ortalama yasi 36,88 (minimum: 24, maksimum: 53) olarak hesaplandi. Kontrol
grubunun biiyiikligli, deney grubu ile esit olmast icin 221 ¢ifte ait 1954 embriyo

olarak ayarlandi.

Tablo 3.2 Calismada kullanilan Embriyo ve Hasta Sayilarinin Dagilimu.

Toplam 8375 1005
Erkek Faktorlii 1954 215
Hafif Erkek Faktorlii (HEF) 706 81
Oligoastenoteratozoospermi (OAT) 445 50
Ciddi Oligoastenoteratozoospermi 510 55
Virtual Azospermi (Kriptozoospermi) 55 5
Testikiiler sperm ekstrasyonu (TESE) 238 24

3.2.  Soliisyonlarin Hazirlanmasi

3.2.1. Sperm icin hazirlanan soliisyonlar

e G-IVF: 60 ml’'lik G-IVF solusyoniina %10 oraninda (6 ml) HSA
soliisyonu eklendi ve 37°C’de inkiibe edildi.

e %90’k gradient soliisyonu: 10 ml’lik tiipte, 9 ml Puresperm 100
soliisyonuna 1 ml Puresperm Buffer soliisyonu eklenerek yapildi. 37°C’de
inkiibe edildi.

e %50’lik gradient soliisyonu: 10 ml’lik tiipte, 5 ml Puresperm 100
soliisyonuna 5 ml Puresperm Buffer soliisyonu eklenerek yapildi. 37°C’de
inkiibe edildi.

e Ovoil: 37°C’de inkiibe edildi.

3.2.2. Oosit icin hazirlanan soliisyonlar

e G-IVF: 60 ml’lik G-IVF solusyoniina %10 oraninda (6 ml) HSA
soliisyonu eklendi ve 37°C’de inkiibe edildi.

e HSA’h G-MOPS: Hasta basina 5 ml olacak sekilde giinliik hasta sayisina
gore miktar belirlendi ve %5 HSA eklenerek 37°C’de etiivde bekletildi.
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e Heparinli G-MOPS: 1 sise G-MOPS (125 ml) i¢in 0,25 cc Nevparin
siringa yardimu ile ilave edildi ve 37°C’lik etiivde bekletildi.

e Hyase: HSA eklenmis G-MOPS ile 1:10 diliisyonu yapild1 ve 37°C’lik
etiivde bekletildi.

e Ovoil: 37°C’lik etiivde bekletildi.

3.3.  Sperm Islemleri

3.3.1. Sperm Orneginin Toplanmasi

Steril, tek kullanimlik sperm toplama kaplar1 herhangi bir karigikligt
engellemek ve islemleri takip edebilmek i¢in RI Witness sistemi yardimiyla 6nceden
ciplendi ve etiketlendi. Kisa cinsel perhiz sperm sayisinda, uzun cinsel perhiz ise
sperm hareketinde yanilmalara neden olabildigi icin cinsel perhizi 2 ila 7 giin

(16) sperm Ornekleri alindi. Ornek verilmeden dnce

arasinda olan hastalardan
¢iplenmis steril kap ile birlikte kurallarin yazili oldugu bir metin verildi . Toplanan
ornek 37C’de 30 dakika inkiibe edildi. Azospermi gibi az sayida sperm rastlanan

durumlarda ikinci bir 6rnek istendi.

3.3.2. Sperm Degerlendirilmesi (Spermiyogram)

Laboratuvara gelen ejekiilat , kivam, renk, sperm yogunlugu, sperm hareketi,
yuvarlak hiicre sayis1 bakimindan incelendi . 37C’de 30 dakika inkiibe edilen 6rnegin
ilk 6nce bir pipet yardimi ile hacmi 6l¢iildii. Pastor pipete alindiginda damlamayacak
kadar yogun kivamli olan orneklerin hacim Olgiimiinden Once bir siringadan
gecirilerek akiskan olmasi saglandi. (16)

Hacmi Olgiilen sperm Ornekleri say1 ve hareket bakimindan incelendi. Bu
islem i¢in Makler sayim kamerasi kullanildi. Makler sayim kamerasina karistirilmis
kiigiik bir miktar (~10 pl) 6rnek konularak faz-kontrast mikroskop altinda 400X
biiyiitme ile soldan saga 10 kerede, yukaridan asagiya 10 karede ve ¢arpaz 10 karede
bulunan sperm sayis1 sayilarak ortalamasi alindi. Karelerde goriilen serbest kuyruk
ya da serbest baslar sayilmadi. **

Sperm hareketleri i¢in yine yukaridan asagiya, soldan saga ve capraz olarak

toplam 30 kare sayilarak sperm hareketleri gozlemlendi. Hareketli spermler 6nce

sayilacak sekilde hizlica hareketine gdre spermler sayildi ve yilizdesi hesaplandi.
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Bunun yani sira, epitel hiicreleri, olgunlasmamis spermleri ve lokositleri igeren

yuvarlak hiicre sayisi da hesaplanarak not alindu.

3.3.3. Sperm Yikama islemi

Sperm ornekleri yogunluga gore siralayicilar ile yikandi. %50 ve %90°lik
hazirlanan Puresperm® (Nidacon) soliisyonlari kullamldi. Etiketlenen ve RI Witness
sistemi ile ¢iplenen 10 mililitrelik tiipe, 1 ml %90’lik Puresperm soliisyonuna
karismamasi i¢in yavasca ve duvardan 1 ml %50’lik soliisyon eklendi ve en son yine
yavase¢a ve duvardan sperm ornegi eklendi. Eger sperm 6rnegi 6 mililitreden fazla ise
ornek iki ayri tiipe boliinerek daha fazla sperm elde edilmeye c¢alisildi. Daha sonra
tiipler, sperm sayist ve hareketine gore Tablo 3.3’de belirtildigi gibi belirli hiz ve

stirede sentrifiijde ¢evrildi.

Tablo 3.3 Sperm Morfolojisine Gére Sperm Yikamada Kullanilan Sentrifiij Hizlar1.

Ejekiilat Spermi
. Ortaderecede _— Cok ileri
Normospermi OAT Ciddi OAT derecede OAT
20x10° < 20x10° < 5x10° < 100000
Sperm morfolojisi > %50 hareketli < %50 hareketli < %50 hareketli < %50 hareketli
%30 PR <% 30 PR <% 30 PR <% 30 PR
Sentrifiij 1. Step 250 g 500¢g 750 g 1000 g
hz1 2. step 400 g 7509 1000 g 1000 g
Sentrifiij 1. step 15-20 dk 20 dk 20-25 dk 20-25 dk
siiresi 2 step 5-10 dk 10 dk 10-15 dk 15 dk
Epididimal/Testikiiler Sperm
Orta derecede . ileri derecede Cok ileri
OAT Ciddi OAT OAT derecede OAT
< 20x10° < 5x10° < 1x10° < 100000
Sperm morfolojisi < %50 hareketli < %50 hareketli < %50 hareketli < %50 hareketli
<% 30 PR <% 30 PR <% 30 PR <% 30 PR
Sentrifiij 1. step 500 g 750 g 1000 g 1000 g
iz 2. step 750 g 1000 g 1000 g 1500 g
Sentrifiij 1. step 20 dk 20-25 dk 25 dk 25-30 dk
siiresi 2 step 10 dk 10-15 dk 15 dk 15-30 dk

Ik sentrifiij sonras1 %90°lik soliisyon diger katmanlara karistirilmadan cam
pipet yardimiyla alind1 ve yine 6nceden etiketlenmis ve ¢iplenmis bir tiipte, dnceden

HSA-Solution™ (Vitrolife) eklenmis ve 37°C’de inkiibe edilmis 5 ml G-IVF™
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(Vitrolife) soliisyonuna eklendi. Bu karisim da Tablo 3.3’e gore sentrifiij yapildi.
Sentrifiij sonrasi elde edilen ¢okeltiyi bozmadan {istte kalan ¢ozelti tiipte 1 ml
kalacak sekilde toplanarak atildi. Geride kalan ¢okelti, geride kalan 1 ml’lik
soliisyonda ¢oziildii ve ¢iplenmis 6 cm’lik Petri kabinin ortasina yayilmayacak
sekilde yavasga konuldu ve iizeri 5 ml Ovoil™ (Vitrolife) ile kaplanarak gazlanmasi

icin 37°C’deki inkiibatdre konuldu.

3.3.4. Testikiiler Sperm Ekstrasyonu (TESE)

Urolog tarafindan alman testis dokusu 6 cm’lik Petri kabinda yaklagik 2
ml’lik HSA igeren G-IVF soliisyonuna alindi. Dokuyla birlikte gelen kandan
kurtulmak i¢in doku, ayn1 6zellikteki yeni bir kaba alind1 ve steril lamellerle kiigiik
parcalara ayrildi. Kaptaki tiim sivi ve doku parcalari bir tiipe alinarak vortex
kullanarak karistirildi. Sividan 6rnek alinarak lam-lamel arasinda 400X biiyiitme ile
alan taramasi yapildi. Sperm goriilemez ise yeni doku Ornegi alinarak islem tekrar

edildi. Sperm goriildiiyse sperm yikama iglemi yapildi.
3.4. Oosit Islemleri

3.4.1. QOosit Toplanmasi

Yumurtalar hekim tarafindan kiiltiir soliisyonu olarak Nevparin (Mustafa
Nevzat) eklenmis G-MOPS™ (Vitrolife) kullanarak aspire edildi. Tiipe toplanan
kanli vasat 10 cm’lik tabaga alindi, nceden 1sitilmis 37°C tablanm {izerinde
mikroskop yardimi ile gozlemlendi ve yumurtalar toplandi. Toplanan yumurtalar
HSA™ (Vitrolife) eklenmis ve 37°C’de 1sitilmis G-MOPS™ (Vitrolife) igeren dort
g06zIl tabaga alindi. Her bir hasta i¢in 2 tabak yani 8 g6z kullanildi. Her bir gozde al-
ver islemi uygulanarak kandan ve yumurtanin etrafindaki kiimiiliis hiicrelerinin bir

kismindan arindirildi. 37C’de inkiibe edildi.

3.4.2. Oosit Yikanmasi

Oositleri yikamak i¢in 4 gbzlii ¢iplenmis petri kab1 hazirlandi. Her kabin ilk
goziinde HSA soliisyonu yani hyaluronidase enzimi iceren G-MOPS, diger ¢
gbziinde ise yikama amaclh HSA igeren G-MOPS kullanildi. Inkiibe edilen oositler
ag1z pipeti yardimiyla 45 saniye boyunca al-ver islemi yapmak i¢in ilk goze alindi.

45 saniye gecmeden oositlerin enzimden dolay1 zarar gérmesini engellemek amaciyla
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ve etrafinda kalan hiicrelerden kurtulmak amaciyla G-MOPS soliisyonuna alinarak
al-ver iglemi yapilarak yikandi. Bu asamada oositler G-MOPS soliisyonunda
yikadiktan sonra 6nceden hazirlanip inkiibe edilmis G-IVF soliisyonuna alindi. Yalin
hale gelen oositlerin 151k mikroskobunda yiiksek biiyiitmede bakilarak hangi evrede
olduklar1 gézlemlendi. Birinci kutup cisimcigi goriilen oositler metafaz 11 (M),
germinal vezikiilii ve polar cisimcigi goriinmeyen oositler metafaz I (MI) olarak
adlandirildi.*® Evrelerine gore ayrilan oositler temiz gozlerde birakilarak 37°C’de

inkiibe edildi.

3.4.3. Sitoplazma I¢ine Sperm Enjeksiyonu (SISE / ICSI)

Oosit yikama isleminden sonra SISE tabagi hazirandi. Sperm igin ICSI™
(Vitrolife) soliisyonu (polivinilpirolidon (PVP)) ve oositler igin G-MOPS soliisyonu
kullanilarak damlaciklar hazirlandi.

Toplanan oositler MII ise ya da MI’den MII'ye doniistiiyse toplanmalarindan
4-5 saat sonra enjeksiyon igin ¢iplenmis ve 37°C’ye 1sitilmis SISE tabagma alindi.
Sperm damlacig: i¢in hareketli olan spermler bulunduklari damlacigin dis ¢eperine
yakin kismindan toplandi ve PVP soliisyonunun bir ucuna konuldu. Yiizen spermler

icin yiliksek magnifikasyonda morfolojisi normal olan spermler segilerek enjekte
edildi.

3.5. Embriyo Islemleri

3.5.1. EmbryoScope Tabag Hazirlanmasi

EmbryoScope tabaklarinin oncelikle mikro gozleri mikropipet yardimi ile
onceden 1sitilmig soliisyon ile dolduruldu. Bu islem tamamlaninca baloncuk
yapmamaya Ozen gostererek tabagin gozleri ~25 pl soliisyon ile tamamen
dolduruldu. Yaklagik 1.4 ml Ovoil ile soliisyonlarin {izeri kapatildi. Hazirlanan
tabaklar, 37°C’de inkiibe edildi.

Enjekte edilen yumurtalar, etiketlenmis ve c¢iplenmis, Ovoil ile Ortiilmiis,
inkiibe edilmis EmbryoScope tabagmma her goze bir yumurta gelecek ve hava
kabarcig1 olmayacak sekilde yerlestirildi ve EmbryoScope’a konuldu. Hasta bilgileri
girilerek kaydedildi. Bundan sonraki siirecte, embriyolar giinliik olarak takip edildi

ve notlandirmalar1 yapildi.
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Tablo 3.4 Evrelere Goére EmbriyoScope Parametreleri ve Agiklamalari.

Parametre Zamanlama

PB Atilmasi Ikinci kutup cisimciginin atilma ani isaretlenir.

GER Varhi }J;I;Ir;zre ngi(;.rulmeden once graniillii endoplazmik retikuliim goriildiigii zaman
Vakuol Varh: lr:(l)\i eeai i(k))l?il:.meden once vakuol goriildiigii zaman isaretlenir. Biiyiikliigi de
g\ll\l;})érﬁlmesi Proniikleuslarin zigotun merkezine ulastig1 an isaretlenir.

Proniikleus Roniikleus sayis1 belirtilir, PN goriilmesi ile birlikte isaretlenir.
E:I’\,I\lld()aybolmam Proniikleuslarin kayboldugu an isaretlenir.

Embriyonun 2 blastomere boliindiigii an isaretlenir (t2). Ayrica;

o Simetri (esit / esit degil),

e Fragmantasyon yiizdesi (0-10 / 10-20 / 20-50 / >50),

o Multiniikleasyon goriilen blastomer sayisi1 (0/1/2 /3 />4) da isaretlenir.

2 hiicreli evre

3 hiicreli evre Embriyonun 3 blastomere boliind{igii an isaretlenir (t3).

Embriyonun 4 blastomere boliindiigii an isaretlenir (t4). Ayrica;

o Simetri (esit / esit degil),

e Fragmantasyon yiizdesi (0-10 / 10-20 / 20-50 / >50),

e Multiniikleasyon goriilen blastomer sayis1 (0/1/2 /3 />4) da isaretlenir.

4 hiicreli evre

5 hiicreli evre Embriyonun 5 blastomere boliind{igii an isaretlenir (t5).
6 hiicreli evre Embriyonun 6 blastomere boliindiigii an isaretlenir (t6).
7 hiicreli evre Embriyonun 7 blastomere boliindiigii an isaretlenir (t7).
Embriyonun 8 blastomere boliindiigii an isaretlenir (t8). Ayrica;
8 hiicreli evre o Simetri (esit / esit degil),
o Fragmantasyon yiizdesi (0-10 / 10-20 / 20-50 / >50) de isaretlenir.
9+ hiicreli evre Embriyonun 9 veya daha fazla blastomere boliindiigii an isaretlenir (19, ...).
Embriyonun herhangi bir sayidaki blastomer evresinde, blastomer sayisini
Geri Birlesme azaltip tekrar arttirmasi s6z konusu oldugunda isaretlenir. Blastomer sayilari

da not edilebilir (6r: 1-2-1 gibi.)

Tim blastomerlerin birlegerek hiicre sinirlarinin kayboldugu an isaretlenir.

Belirtilmesi gereken diger noktalar sunlardir:

e Tamamen birlesme (full compaction, C): Biitiin blastomerler birlesmeye
katilmast.

o Net dekompaksiyon (decompaction clear, DCC): Birlesmeden sonra
moruladan canli bir blastomer atilmasi.

¢ Net Olmayan Dekompaksiyon (decompaction unclear, DCU): Birlesmeden
sonra moruladan dejenere olmus blastomer atilmas.

o Net Kismi Birlegsme (partial compaction clear, PCC): Morulaya katilmayan
canli blastomer olmasi.

e Net Olmayan Kismi Birlesme (partial compaction unclear, PCU):
Morulaya katilmayan dejenere olmus blastomer olmasi.

Morula

Blastulasyon Blastosol olusumunun bagladigr an isaretlenir (tSB).

Baslangici

Blastosist Embriyo genislerken zonaya degdigi an isaretlenir (tB).
Genislemis - e .

Blastosist Zona kalinliginin yariya indigi an isaretlenir (tEB).
Catlamus . - . .
Blastosist Blastosistin zonadan ¢ikmaya basladigi an isaretlenir (tHB).
Olii Embriyo Embriyonun tamamen dejenere oldugu zaman isaretlenir.
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3.5.2. Embriyo Notlandirmasi

EmbriyoScope’da isaretlenmesi gereken noktalar Tablo 3.4’te verilmistir.

3.5.3. Embriyo Se¢ilmesi
Embriyolar EmbriyoScope’ta notlandirilan 6zelliklerden yola ¢ikilarak
ESHRE 2011’de varilan ortak kararlara gore embriyolar siiflandirilarak oncelikle

iyi, yoksa orta dereceli embriyolar secilmistir.

Tablo 3.5 Embriyolar Igin Belirli Saatlerde Yapilabilecek Kontroller ve Beklenen
Embriyo Evreleri. (Zamanlama inseminasyon sonrasi saat olarak verilmistir.)

ESHRE’den Y alinmustir.

Gozlemleme tipi Zamanlama  Beklenen Gelisim Evresi
Dollenme kontroli 17 £ 1 sa. Prontikleer evre
Singami kontrolii 23+ 1sa %50 oranda singamide,

g ’ %20 oranda 2 hiicreli evrede
Erken bolinme kontroli 26 £ 1 sa. 2 hucreli evre
2. {gun embrlyo 44 + 1 sa. 4 hucreli evre
degerlendirme
- gun embrlyo 68 £ 1 sa. 8 hiicreli evre
degerlendirme
4. gun embnyo 92 + 2 sa. Morula
degerlendirme
5. glin embriyo

N .
degerlendirme 116+ 2 sa. Blastosist

Embriyo secerken Oncelikle inseminasyon sonrasi saatine uygun evrede
olmas1 beklenir. (Tablo 3.5) Proniikleer evrede, PN boyutlari, PN sayis1 gibi; erken
boliinme evrelerinde ise blastomer sayist diginda blastomer biiyiikliigii, blastomer
esitligi, fragmantasyon varligt (> %10), multiniikleasyon varligi, grantlli
endoplazmik retikulum varligi, vakuol varligi (> 14 um) gibi kriterlere dikkat edildi.
(Tablo 3.6)

Birlesmeye baslayan embriyolar i¢in birlesmeye katilan hiicre sayisina dikkat
edildi. Blastosist asamasindaki embriyo i¢in ise evresi, i¢ hiicre kitlesi ve

trofoektodermi degerlendirildi. (Tablo 3.8)
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Tablo 3.6 Bolinme Asamasindaki Embriyonun Degerlendirilmesinde Blastomer

Sayis1 Disinda Kullanilan Kriterler. ESHRE’ den (21) alinmustir.

Skor Derece Tammlama

e < %10 fragmantasyon

1 Iyi e Evreye uygun hiicre boyutu
e Multiniikleasyon yok
¢ %10-25 fragmantasyon
2 Orta e Cogunlukta evreye uygun hiicre boyutu

e Multiniikleasyon kanit1 yok
e Ciddi fragmantasyon (> %25)

3 Kotii e Evreye uygun olmayan hiicre boyutu
e Multiniikleasyon kanit1 var

Tablo 3.7 Dérdiincii Giin Embriyosunu Degerlendirmek I¢in Kullanilan Kriterler.

ESHRE’den Y alinmustir.

Skor Derece Tammlama

e 4. Hiicre boliinmesine girilmesi
1 Iyi e Tiim embriyo hacminin birlesmeye
katilmas1
e 4. Hiicre boliinmesine girilmesi
2 Orta e Embriyo hacminin ¢ogunun birlesmeye
katilmas1
e Embriyonun yarisindan daha azinin
3 Kot birlesmeye katilmasi ve 2-3 blastomerin
ayri olarak disarida kalmasi

Tablo 3.8 Blastosist Derecelendirme Kriterleri. ESHRE den Y alinmustir.

Skor Derece Tamimlama

1 Erken blastosist
Gelisim evresi 2 Blastosist

3 Genislemis blastosist

4 Catlamis blastosist

1 Iyi
I¢ hiicre kitlesi 2 Orta

3 Kotii

1 Iyi Cok hiicreden olusan yapigkan epitel
Trofoektoderm 2 Orta Az hiicreden olusan gevsek epitel

3 Kot Cok az hiicre
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3.5.4. Embriyo Transfer Islemi

Embriyo transferleri iiclincli giin ya da besinci glin yapilmistir. Embriyo
transferi icin bir gece dnceden transfer tabag: hazirlanarak 37°C’de inkiibe edildi.
Tabagin iki goziine embriyo kiiltiiriinde kullanilan soliisyon konulurken bir goziine
ise EmbryoGlue® (Vitrolife) konuldu. Ayni sekilde kateter i¢in kullanilacak
soliisyon da kii¢iik bir tiibe alinarak bir gece dnceden inkiibeedildi.

Transfer giinli secilen embriyo/embriyolar transfer tabagina, transferden 10
dakika once ise EmbryoGlue’ya alindi. Bu islem tamamlaninca embriyo uygun

katetere dikkatlice ¢ekilerek transfer islemi icin doktora iletildi.

3.5.5. EmbryoScope Datalarinin Bilgisayar Ortamina Aktarilmasi ve
Islenmesi
EmbryoScope ekranindan biitiin hastalar segilerek bilgileri csv dosyasi olarak
alindi. Bu dosya, Microsoft Office Excel programi kullanilarak bir tablo haline
getirildi. Bundan sonraki asamalarda, gerekli parametreler program o6zellikleri
kullanilarak filtrelendi ve gerekli sayilara ulasildi.

Incelenen parametreler;

e Direkt boliinme: t2, t3 ve t4 zamanlarina bakilarak 1°den 3’e ve 1’den 4’¢
boliinen embriyolar tespit edildi. Erkek faktdr gruplarina gore
smiflandirildi ve istatiksel olarak incelendi.

e Monoproniikleus: PN sayilarina bakilarak, 0 PN, 1 PN, 2PN ve 3 PN olan
embriyolar tespit edildi. 1 PN olanlarin oranlarina bakildi. Erkek faktor
gruplarina gore siniflandirildi ve istatiksel olarak incelendi.

e Fragmantasyon: Fragmantasyonu olan embriyolar fragmantasyon
yiizdenlerine gore ve erkek faktdr gruplarmma gore siniflandirildi ve
istatiksel olarak incelendi.

e Geri birlesme: Boliindiikten sonra blastomeri geri alan embriyolar tespit
edilerek, gortilme sikliklart hesaplandi ve istatiksel olarak incelendi.

e t5: Ortalama t5 hesaplandi. 5 blastomerli olma zamani normal kabul
edilen 45.-55. saatler “® arasinda olanlar ve olmayanlar ayrildi, erkek
faktor gruplarma gore siniflandirilarak ortalamalari hesaplandi ve

istatiksel olarak incelendi.
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e tSB: Ortalama tSB hesaplandi. Blastulasyonun baslangi¢ zamani normal
kabul edilen 92.-96. saatler “® arasinda olanlar ve olmayanlar ayrildi,
erkek faktdr gruplarina gore siniflandirilarak ortalamalart hesaplandi ve
istatiksel olarak incelendi.

e Gebelik oranlari: Béliinme anormalliklerinin gebelige etkisini gorebilmek
icin gebe sayisi, abort sayisi hesaplanarak oranlarina bakildi ve istatiksel

olarak incelendi.

3.6. Istatistik islemleri

Istatistiksel analizler i¢in NCSS (Number Cruncher Statistical System) 2007
(Kaysville, Utah, USA) programi kullanildi. Calisma verileri degerlendirilirken
tanimlayict istatistiksel metotlar (frekans, oran) kullanildi. Niteliksel verilerin
karsilastirilmasinda Pearson Ki-Kare testi, Fisher-Freeman-Halton testi ve Fisher’s
Exact test kullanildi. Anlamlilik p<0,05 diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Mono Proniikleus

SISE islemi yapilmis oositlerde proniikleus sayilar1 incelendiginde hasta
grubunda 48 (%2,8), deney gurubunda ise 58 (%3,1) mono PN goriilmiistiir. Gruplar,
bilinen PN sayilarina gore degerlendirildiginde 1 proniikleus varligi istatistiksel
olarak anlamli farklilik gostermemektedir (p>0,05).

Hasta grubunda gozlemlenen 2 PN oranmi %70,5 (n=1201) iken kontrol
grubunda %76,3’tlir (n=1421). Bu oranlar arasinda istatistiksel olarak anlamh
farklilik saptanmis olup; hasta grubunda 2 proniikleus orani kontrol grubundan

anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (p=0,001; p<0,01).

Tablo 4.1 Gruplara Gére Mono PN Degerlendirmesi.

Hasta grubu Kontrol grubu a
(n=1703) (%)  (n=1864) (%) P
1 Proniikleus 48 (2,8) 58 (3,1) 0,607
2 Proniikleus 1201 (70,5) 1421 (76,3) 0,001**
3 Proniikleus 35(2,1) 51 (2,7) 0,185
4 Proniikleus 12 (0,7) 11 (0,6) 0,670
0 Proniikleus 407 (23,9) 323 (17,3) 0,001**

Pearson Chi-Square Test, **p<0,01

MonoPN
76,3
80 70,5
60
S
= 40 23,9
I 17,3
© 2
0 A T .
1 2 3 4 0
Proniikleus Proniikleus Proniikleus Proniikleus Proniikleus
B Hasta grubu Kontrol grubu

Grafik 4.1 Gruplara Gére Mono PN Dagilimlari.
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3 PN gozlemlenen embriyo orani hasta grubu icin %2,1 (n=35) ve kontrol
grubu icin %2,7’dir (n=51). 4 PN oranlar ise sirastyla %0,7 (n=12) ve %0,6’dir
(n=11). Gruplar arasinda bu oranlar karsilastirildiginda 3 proniikleus ve 4 proniikleus
varligi istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermemektedir (p>0,05).

Hasta grubunda 0 PN goriilme oran1 %23,9 (n=407) iken kontrol grubunda
%17,3’tiir (n=323). Gruplara gore 0 proniikleus goézlenme oranlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmis olup; hasta grubunda O proniikleus
orani kontrol grubundan anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p=0,001; p<0,01)
(Tablo 4.1). Yani, hasta grubunda fertilizasyon oranit kontrol grubundan daha
dustiktiir.

Mono PN oldugunu bildigimiz embriyolarin bdliinmelerini incelemek igin 2’ye
boliinme oranlarina ve direkt boliinme oranlarina bakildi. Hasta grubunun %66,7’s1
(n=32) 2’ye boliiniirken kontrol grubunun %67,2’si (n=39) 2’ye boliinmektedir. 3’e
direkt boliinme orani hasta grubu i¢in %10,4 (n=5), kontrol grubu i¢in %8,6’dir
(n=5). Boliinmeyen embriyolara bakildiginda ise hasta grubu icin %16,7’1lik (n=8) bir
oran ve kontrol grubu i¢in %19,0’lik (n=11) bir oran bulunmustur. 1 PN go6zlenen
olgularin boliinme sekilleri gruplara gore istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermemektedir (p>0,05); ancak hasta grubu direkt 3’e boliinme oranlar1 kontrol

grubuna gore goreceli olarak yiiksektir. (Tablo 4.2)

Tablo 4.2 Gruplara Gore 1 Proniikleus Saptanan Olgularda Boliinme Sekillerinin

Degerlendirilmesi.
Hasta grubu  Kontrol grubu a
(n=48) (%) (n=58) (%) P
2’ye boliinen 32 (66,7) 39 (67,2) 0,950
3’e direkt boliinen 5(10,4) 5(8,6) 0,753
4’e direkt béliinen 3(6,3) 3(5,2) 1,000
Béliinmeyen 8 (16,7) 11 (19,0) 0,759

Pearson Chi-Square Test, “Fisher’s Exact Test
Hasta gruplari incelendiginde, HEF grubunda %20,8 (n=10), OAT grubunda

%27,1 (n=13), C. OAT grubunda %27,1 (n=13), VA grubunda %2,1 (n=1) ve TESE

gurubunda %22,9 (n=11) oraninda mono PN oldugu goriilmiistiir. Hasta grubunda
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olup 1 proniikleus gozlenen olgularda, faktorler istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermektedir; bu olgularda virtual azospermi orani diger faktorlerden anlamli
diizeyde diisiik bulunmustur (p=0,012; p<0,05). Ancak bu durum, virtual azospermi

vakalarinin diger gruplara gore az olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Tablo 4.3 Hasta Grubunda 1 Proniikleus Saptanan Olgularda Gozlenen Erkek

Faktorlerinin Degerlendirilmesi.

Erkek Faktor Gruplar (1 PN) n (%)

HEF 10 (20,8)

OAT 13 (27,1)

C.OAT 13 (27,1)
VA 1(2,1)

TESE 11 (22,9)
p 0,012*

#Pearson Chi-Square Test, *p<0,05

1 PN Grubunda Faktér Dagilimlari

27,1 27,1

Oran (%)

HEF OAT C. OAT VA TESE

Grafik 4.2 Hasta Grubunda Olup Mono PN Goézlenen Embriyolarda Erkek

Faktorlerinin Dagilimlari.

4.2. Direkt Boliinme
Hasta grubu SISE islemi yapilmis oositlerinin %55,7’sinde (n=1088), kontrol
grubu SISE islemi yapilmis oositlerinin %73,8’inde (n=1442) 2’ye bdliinme
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gbzlenmistir. Hasta grupta 2’ye boliinme orani kontrol grubundan istatistiksel olarak
anlamli diizeyde diisiik saptanmistir (p=0,001; p<0,01).

Hasta grubunun %5,4’tinde (n=106), kontrol grubunun %4,2’sinde (n=82) 3’¢
direkt boliinme gozlenmistir. Gruplara gore 3’e direkt boliinme oranlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmazken (p>0,05); boliinme oranlarinin
hasta grubunda goreceli yiiksek olmasi dikkat ¢ekicidir. (Grafik 4.3)

Hasta grubunun %2,5’inde (n=49), kontrol grubunun ise %1,8’inde (n=35)
4’e direkt boliinme gozlenmistir. Gruplara gore 4’e direkt boliinme oranlar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir (p>0,05). (Tablo 4.4)

Tablo 4.4 Gruplara Goére Direkt Boliinme Degerlendirmesi.

Tiim SISE Yapilan Oositler Arasinda
Hasta grubu Kontrol grubu

(n=1954) (n=1954) %
n (%) n (%)

2’ye biliinme (+) 1088 (55,7) 1442 (738) o
2’ye boliinme (-) 866 (44,3) 512 (26,2) '
3’e direkt boliinme (+) 106 (5,4) 82 (4,2) 0073
3’e direkt boliinme (-) 1848 (94,6) 1872 (95,8) '
4’e direkt boliinme (+) 49 (2,5) 35(1,8) 0.123
4’e direkt boliinme (-) 1905 (97,5) 1919 (98,2) ’

Boliindiigii Bilinen Embriyolar Arasinda
Hasta grubu Kontrol grubu

(n=1243) (n=1559) p
n (%) n (%)

2’ye b?lljnme ) 1088 (87,5) 1442 (92,5) 0.001%*
2’ye boliinme (-) 155 (12,5) 117 (7,5)

3’e direkt boliinme (+) 106 (8,5) 82 (5,3) 0.001%*
3’e direkt boliinme (-) 1137 (91,5) 1477 (94,7) '

4’e direkt boliinme (+) 49 (3,9) 35(2,2) 0.009%*
4’e direkt boliinme (-) 1194 (96,1) 1524 (97,8) ’

Pearson Chi-Square Test, **p<0,01

Olugsan embriyolar arasinda degerlendirme yapildiginda hasta grubu
embriyolarinin %87,5’inde (n=1088), kontrol grubu embriyolarinin %92,5’inde

(n=1442) 2’ye boliinme gozlenmistir. Hasta grubunda 2’ye boliinme orani kontrol
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grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik saptanmistir (p=0,001; p<0,01)
(Tablo 4.4, Grafik 4.4).

Oran (%)

Hasta grubu Kontrol grubu

M 2’ye bélinme (+) H 2’ye bélinme (-)

Grafik 4.3 Gruplara Gére Tiim SISE Yapilan Oositlerde 2’ye Béliinmenin

Karsilagtirilmasi.
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Hasta grubu Kontrol grubu
H 2’ye béliinme (+) H 2’ye béliinme (-)

Grafik 4.4 Gruplara Gore Embriyolarda 2’ye Boliinmenin Karsilagtirilmast.

Hasta grubu embriyolarinin %8,5’inde (n=106), kontrol grubu embriyolarinin
%5,3’linde (n=82) 3’e direkt boliinme gozlenmistir. Hasta grubunda 3’e direkt
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boliinme oraninin kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek

oldugu saptanmistir (p=0,001; p<0,01) (Bkz. Tablo 4.4, Grafik 4.5).

100

80

60

40

Oran (%)

20

Hasta grubu Kontrol grubu

m 3’e direkt béliinme (+)  m 3’e direkt boliinme (-)

Grafik 4.5 Gruplara Gore Embriyolarda 3’°e Direkt Boliinme Oranlarinin Dagilimlart.
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Hasta grubu Kontrol grubu

m 4’e direkt béliinme (+) = 4’e direkt boliinme (-)

Grafik 4.6 Gruplara Gore Embriyolarda 4’e Direkt Boliinme Oranlarinin Dagilimlart.

Hasta grubu embriyolarinin %3,9’unda (n=49), kontrol grubu embriyolarinin

%2,2’sinde (n=35) 4’e direkt boliinme gozlenmistir. Hasta grubunda 4’e direkt
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boliinme oraninin kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek

oldugu saptanmistir (p=0,009; p<0,01) (Bkz. Tablo 4.4, Grafik 4.6).

Tablo 4.5 Hasta Grubunda Erkek Faktorlerine Gore Bolinme Sekillerinin
Degerlendirilmesi.

Boliinme Sekli
2’ye boliinme  3’e direkt boliinme 4’e direkt boliinme

Erkek (+) (n=1088) (+) (n=106) (+) (n=49)
Faktirleri n (%) n (%) n (%)
HEF 401 (88,7) 39 (8,6) 12 (2,7)
OAT 287 (90,8) 22 (7,0) 7(2,2)
C. OAT 276 (86,5) 26 (8,2) 17 (5,3)
VA 19 (79,2) 4 (16,4) 1(4,2)
TESE 105 (79,5) 15 (11,4) 12 (9,1)
®n 0,010* 0,305 0,005**

°Fisher Freeman Halton Test, *p<0,05, **p<0,01

Faktorlere Gore 2'ye B6liinme Oranlari

95 90,8

Oran (%)

HEF OAT C. OAT VA TESE

Grafik 4.7 Erkek Faktorlerine Gore 2’ye Boliinme Oranlarinin Dagilimlart.

Hasta grubu i¢inde erkek faktorlerin boliinmeleri incelendiginde HEF
grubunun %88,7’sinin (n=401), OAT grubunun %90,8’inin (n=287), C. OAT
grubunun %86,5’inin (n=276), VA grubunun %79,2’sinin (n=19) ve TESE grubunun
%79,5’inin (n=105) 2’ye boliindigi gozlemlenmistir. Erkek faktorlere gore ikiye
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boliinme oranlart arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmis olup; VA ve
TESE gruplarinda ikiye boliinme orani, HEF, OAT ve C. OAT gruplarindan anlamli
diizeyde diisiik bulunmustur (p=0,010; p<0,05) (Tablo 4.5, Grafik 4.7).

HEF grubunun %8,6’s1 (n=39), OAT grubunun %7,0’1 (n=22), C. OAT
grubunun %38,2’si (n=26), VA grubunun %16,4’1i (n=4) ve TESE grubunun %11,4’
(n=15) direkt 3’e boliinmiistiir. Faktorlere gore lice direkt boliinme oranlar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir (p>0,05).

Doérde direkt boliinme, HEF grubunun %2,7’sinde (n=12), OAT grubunun
%2,2’sinde (n=7), C. OAT grubunun %5,3’tinde (n=17), VA grubunun %#4,2’sinde
(n=1) ve TESE grubunun %9,1’inde (n=12) goriilmektedir. Faktorlere gore dorde
direkt boliinme oranlar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmis olup;
TESE grubunda dorde direkt boliinme orami diger faktor gruplarindan anlamhi

diizeyde yiiksek bulunmustur (p=0,005; p<0,01). (Tablo 4.5, Grafik 4.8).

Faktorlere Gore 4'e Direkt Boliinme Oranlari
9,1
10
8
5,3
X 6 4.2
c 2,7
© ]
S5 4 2,2
2
0
HEF OAT C. OAT VA TESE

Grafik 4.8 Erkek Faktorlerine Gore 4’e Direkt Boliinme Oranlarinin Dagilimlari.

Boliinme sekillerine gore erkek faktor gruplari degerlendirildiginde, ikiye
boliinen embriyolarin %36,8’ini hafif erkek faktorlii embriyolar, %26,4’tinii OAT 11
embriyolar, %25,4’tinli ciddi OAT’li embriyolar, %1,7’sini virtual azospermili

embriyolar, %9,7’sini ise TESE embriyolar1 olugturmaktadir.
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Tablo 4.6 Hasta Grubunda Bolinme Seckline Gore Erkek Faktorlerinin

Degerlendirilmesi.

Boliinme Sekli

. 2’ye boliinme "TS direkt ‘.!’S direkt a
Faktorler (+) (n=1088) bolul_lme +) bolun_me +) p
(n=106) (n=49)
n (%) n (%) n (%)
HEF 401 (36,8) 39 (36,8) 12 (24,5) 0,211
OAT 287 (26,4) 22 (20,8) 7(14,3) 0,084
C. OAT 276 (25,4) 26 (24,4) 17 (34,7) 0,330
VA 19 (1,7) 4 (3,8) 1(2,0) b0,217
TESE 105 (9,7) 15 (14,2) 12 (24,5) 0,002**

®Pearson Chi-Square Test, °Fisher Freeman Halton Test, **p<0,01

Direkt tice boliinen embriyolarin %36,8’ini hafif erkek faktorlii embriyolar,
%20,8’ini OAT’li embriyolar, %24,4’linii ciddi OAT’li embriyolar, %3,8’ini virtual
azospermili embriyolar, %14,2’sini ise TESE embriyolar1 olusturmaktadir.

Direkt dorde boliinen embriyolarin %24,5’ini hafif erkek faktorlii embriyolar,
%14,03’tinti OAT’li embriyolar, %34,7’sini ciddi OAT’li embriyolar, %2,0’1m
virtual azospermili embriyolar, %24,5’ini ise TESE embriyolar1 olusturmaktadir.

Istatistiksel olarak incelendiginde, boliinme sekline gore HEF, OAT, C. OAT
ve VA oranlar istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermemektedir (p>0,05).
Dorde direkt boliinme gozlenen gruptaki OAT oranin, ikiye boliinen ve iige direkt
boliinen gruplardan goreceli diisiik olmasi dikkat ¢ekicidir.

Boliinme sekline gore TESE oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik saptanmis olup; 4’e direkt boliinme gozlenen gruptaki TESE orani, ikiye
boliinme ve lige direkt bolinme gozlenen gruplardan anlamli diizeyde yliksek

bulunmustur (p=0,002; p<0,01). (Tablo 4.6).

4.3. Fragmantasyon

Fragmantasyonda kabul edilebilir aralik olan %0-10 fragmantasyon (1)
goriilme orani hasta grubunda %70,1 (n=804) iken kontrol grubunda %68,6’dir
(n=908) ve istatistiksel olarak anlamli farklilik goéstermemektedir (p>0,05). (Tablo

4.7, Grafik 4.9)

36



%0-10’dan daha ileri derecedeki fragmantasyon oranlari hasta grubu igin
%29,9 (n=343) ve kontrol grubu i¢in %31,4’tlir (n=15) ve bu oranlar istatistiksel
olarak incelendiklerinde anlamli farklilik géstermemektedirler (p>0,05). (Tablo 4.7)

Tablo 4.7 Gruplara Gore Fragmantasyon Degerlendirmesi.

Fragmantasvon Hasta grubu  Kontrol grubu a
g y (n=1147) (n=1123)
Kabul Edilebilir
Aralikta (%60-10) 804 (70,1) 908 (68,6) o431
Dz:cha Ileri derecede 343 (29,9) 415 (31,4)
ragmantasyon
%10-20 233 (20,3) 321 (24,3) 0,019*
%620-50 91 (7,9) 84 (6,3) 0,126
%50-100 19 (1,7) 10 (0,8) 0,038*

Pearson Chi-Square Test, *p<0,05

Fragmantasyon

80
60
g a0
c
&
(@)
20 17 08
-
0
%0-10 %10-20 %20-50 %50-100

B Hasta grubu Kontrol grubu

Grafik 4.9 Gruplara Gore Fragmantasyon Dagilimlari.

Hasta grubunda %10-20 fragmantasyon goriilme orant %20,3 (n=233) iken
kontrol grubunda %?24,3’tiir (n=321). Hasta grubunun orani, kontrol grubundan
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diistiktiir (p=0,019; p<0,05).

%20-50 oranindaki fragmantasyon gosteren embriyo ylizdelerine

bakildiginda, hasta grubunda %7,9 (n=91), kontrol grubunda ise %6,3 (n=84) oldugu
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gozlenmistir. Gruplara gore %20-50 fragmantasyon oranlari istatistiksel olarak
anlamli farklilik gostermemektedir (p>0,05).

%50-100 oranlarindaki fragmantasyonlara bakildiginda, hasta grubunda %1,7
(n=19), kontrol grubunda ise %0,8 (n=10) oraninda oldugu goriilmiistiir.Hasta
grubunda yiiksek derecede fragmantasyon goriilme orani istatistiksel anlamli

diizeyde yiiksek bulunmustur. (Tablo 4.7)

Tablo 4.8 Hasta Grubunda Erkek Faktorlerine Gore Fragmantasyon Degerlendirmesi.

Erkek Faktor Fragmantasyon

Gruplar %0-10 9%10-20  %20-50  %50-100

HEF 303(73,2) 78(18,8) 27 (6,5) 6 (1,4)

OAT 215(70,7) 68(22,4) 17 (5,6) 4 (1,3)

C. OAT 201 (68,4) 56 (19,00  29(9,9) 8 (2,7)

V. AZO 8 (61,5) 5 (38,5) 0 (0) 0(0)

TESE 77(63,1) 26(21,3) 18(14,8) 1(0,8)

°p 0,216 0,350 0,015* 0,602

PFisher Freeman Halton Test, *p<0,05

%0-10 fragmantasyon en ¢ok gozlenen fragmantasyon grubu olup; HEF
grubunda %73,2 (n=303), OAT grubunda %70,7 (n=215), C. OAT grubunda %68,4
(n=201), VA grubunda %61,5 (n=8) ve TESE grubunda %63,1 (n=77) oranlarinda
gorilmiistiir.

%10-20 fragmantasyon HEF grubunda %18,8 (n=78), OAT grubunda %22,4
(n=68), C. OAT grubunda %19,0 (n=56), VA grubunda %38,5 (n=5) ve TESE
grubunda %21,3 (n=26) oranlarinda gorilmiistiir.

%20-50 fragmantasyon goriilme oranlar1 HEF grubu i¢in %6,5 (n=27), OAT
grubu i¢in %5,6 (n=17), C. OAT grubu i¢in %9,9 (n=29) ve TESE grubu i¢in
%14,8°dir (n=18). Ancak VA grubunda hi¢ %20-50 fragmantasyon goriilmemistir.
Faktorlere gore degerlendirildiginde %?20-50 fragmantasyon oranlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmis olup; TESE gozlenen olgularda %20-
50 fragmantasyon orani, diger faktér gruplarindan anlamli diizeyde yiiksek

bulunmustur (p=0,015; p<0,05).
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En ileri derece fragmantasyon yiizdesi olan %50-100, HEF grubunda %1,4
(n=6), OAT grubunda %1,3 (n=4), C. OAT grubunda %2,7 (n=8) ve TESE grubunda
%0,8 (n=1) oranlarinda goriilmiistiir. VA grubunda bu fragmantasyon ylizdesi de
goriilmemistir. Bu oranlar, istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermemektedir

(p>0,05). (Tablo 4.8)

4.4. Geri Birlesme

Hasta grubu embriyolarinin %7,4’tinde (n=144) geri birlesme saptanirken;
kontrol grubu embriyolarmin %9,7’sinde (n=190) geri birlesme saptanmistir. Hasta
grubunda geri birlesme oraninin kontrol grubundan diisiik olmasi istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p=0,008; p<0,01). (Tablo 4.9)

Tablo 4.9 Gruplara Gére Geri Birlesme Durumunun Degerlendirmesi.

Geri birlesme Hasta grubu Kontrol grubu a
durumu (n=1954) (n=1954) P

Var 144 (7,4) 190 (9,7) 0,008**
Yok 1810 (92,6) 1764 (90,3)

®Pearson Chi-Square Test, **p<0,01

100

80

g 60

§ 40
(@]

20

0

Hasta grubu Kontrol grubu
H Geri birlesme (+) u Geri birlesme (-)

Grafik 4.10 Gruplara Goére Geri Birlesme Oranlarinin Dagilimlari.

Erkek faktorlerine gore siniflandirarak geri birlesme oranlaria bakildiginda,

HEF’li embriyolarin %38,9’unda (n=56), OAT’li embriyolarin %20,1’inde (n=29),
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ciddi OAT’li embriyolarin %25,7’sinde (n=37), virtual azospermi embriyolarinin
%6,3’tinde (n=9) ve TESE grubu embriyolarin %9,0’inda (n=13) geri birlesme
gergeklestigi goriilmistiir. Hasta grubunda olup geri birlesme gozlenen olgularda
erkek faktorler istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermektedir (p=0,001; p<0,01).
Geri birlesme goriilen embriyolarda VA ve TESE orani; HEF, OAT ve C. OAT
oranlarindan anlamli diizeyde diisitk bulunmustur (p=0,001; p<0,01). OAT orani,
HEF oranindan anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (p=0,001; p<0,01). (Tablo 4.10)

Tablo 4.10 Hasta Grubunda Geri Birlesme Saptanan Olgularda Gozlenen Erkek

Faktorlerinin Degerlendirmesi.

Geri Birlesme (+) (n=144)

Erkek Faktor Gruplari n (%)
HEF 56 (38.9)
OAT 29 (20,1)
C. OAT 37(257)
V. AZO 9(6,3)
TESE 13 (9,0)
S 0,001**

®Pearson Chi-Square Test, **p<0,01

Geri Birlesme Saptanan Grupta Faktor Dagilimlari
50 38,9
40
25,7
g 30 20,1
&
S 20 9,0
6,3
10
0
HEF OAT C. OAT V. AZO TESE

Grafik 4.11 Hasta Grubunda Olup Geri Birlesme Saptanan Olgularda Erkek

Faktorlerinin Dagilimlari.
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4.5. Bese Boliinme Zamani (t5)

Hasta grubunda 1954 SISE islemi yapilmis oositin %51,9’unun (n=940)
embriyonun 5 blastomerli evresine erisebildigi, kontrol grubunda ise bu oranin
%62,0 (n=742) oldugu goriilmiistiir. Gruplara goére t5 zamanlamasi oranlar
istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermektedir. Hasta grubunda t5 goriilme orani
kontrol grubundan anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (p=0,001; p<0,01). (Tablo
4.11). Yani, hasta grubunda 5 blastomerli evreye ulasan daha az sayida embriyo

bulunmaktadir.

Tablo 4.11 Hasta ve Kontrol Gruplarina Gore t5 Degerlendirmesi.

Hasta grubu  Kontrol grubu

(n=1954) (n=1954) (%) D
n (%) n (%)
t5 () 940 (48,1) 742(380) oo
5 (+) 1014 (51,9) 1212 (62,0)
Normal arahkta t5 491 (48,4) 608 (50,2) 0.413
Anormal arahikta t5 523 (51,6) 604 (49,8) '

Pearson Chi-Square Test, **p<0,017

Oran (%)

Hasta grubu Kontrol grubu

H t5 zamanlamasi (-) t5 zamanlamasi (+)

Grafik 4.12 Gruplara Gore t5 Varligr Dagilimlart.
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Hasta grubunda embriyolarin %48,4’inde (n=491) normal aralikta (45. ve 55.
saatler arasi) t5 goriiliirken, kontrol grubun bu oran %50,2 (n=608) olarak
hesaplanmistir. Normal kabul edilen araligin disinda t5’e sahip embriyolarin orani ise
hasta grubunda % 51,6 (n=523) ve kontrol grubunda %49,8’dir (n=604). Normal ve
anormal araliktaki t5 oranlari gruplara gore istatistiksel olarak anlamli farklilik

gostermemektedir (p>0,05). (Tablo 4.12)

Tablo 4.12 Hasta Grubunda Erkek Faktorlere Gore t5 Degerlendirilmesi.

Normal aralikta t5 Anormal aralikta t5

Eréek Faktor (n=491) (n=523)
ruplari n (%) n (%)
HEF 188 (49,1) 195 (50,9)
OAT 144 (53,1) 127 (46,9)

C. OAT 117 (46,1) 137 (53,9)

VA 4(26,7) 11 (73,3)

TESE 38 (41,8) 53 (58,2)
% 0,111

Pearson Chi-Square Test

t5’1 normal aralikta olan embriyo oranlarinin HEF’li grupta %49,1,0AT’li
grupta %53,1, ciddi OAT’li grupta %46,1, virtual azospermi grubunda %?26,7 ve
TESE grubunda %41,8 oldugu saptanmistir. Anormal oranlar1 ise HEF grubu i¢in
%50,9, OAT’li grup i¢in %46,9, ciddi OAT’li grup i¢in %53.,9, VA grubunda %73,3
ve TESE grubunda %58,2 oldugu goriilmiistiir. Hasta grubunda, erkek faktorlerine
gore normal ve anormal araliktaki t5 oranlari istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermemektedir (p>0,05). Anormal aralikta t5 oranin, VA grubunda, diger faktor
gruplarindan yiiksek olmasi dikkat cekicidir.

4.6. Blastulasyon Baslama Zamam (tSB)

Hasta grubunda 349 embriyo, kontrol grubunda ise 359 embriyo blastulasyon
baslangici asamasina ulagmustir. Virtual azospermi grubundan hi¢ bir embriyo bu
asamaya ulagsamamustir.

Hasta ve kontrol gruplarinda blastulasyon baslama zamanlar1 (tSB)

karsilastirildiginda, hasta grubundaki embriyolarin %16,9’unun (n=59), kontrol
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grubunun ise %26,7’sinin (n=96) normal aralikta tSB’si oldugu saptanmistir. Hasta
grubunun %83,1’inin (n=290) ve kontrol grubunun %73,3’linlin (n=263) normal
kabul edilen aralik disinda oldugu gozlenmistir. Gruplara gore anormal araliktaki tSB
oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmis olup; hasta grubu
anormal araliktaki tSB oran1 kontrol grubundan anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur

(p=0,002; p<0,01). (Tablo 4.13)

Tablo 4.13 Gruplara Gore tSB Degerlendirmesi.

Hasta Kontrol
grubu grubu p
(n=349) (n=359)

tSB durumu  Normal aralikta tSB 59 (16,9) 96 (26,7)

o 30,002**
n (%) Anormal arahkta tSB 290 (83,1) 263 (73,3)

N Ort£Ss 99,16+9,36 100,81+8,50  0,014*
zamanlari

®Pearson Chi-Square Test, 9Student t Test, *p<0,05, **p<0,01

100

80

60

40

Oran (%)

20

Hasta grubu Kontrol grubu

B Normal aralikta tSB B Anormal aralikta tSB

Grafik 4.13 Gruplara Gore tSB Dagilimlari.

Her iki grup i¢in de zamanlamalar hesaplandiginda, hasta grubunda ortalama
tSB 99,16+9,36, kontrol grubu i¢in ise 100,81£8,50°dir. Gruplara gore tSB zamanlari
istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermektedir. Hasta grubu tSB zamanlar

kontrol grubundan anlamli diizeyde diisiik saptanmistir (p=0,014; p<0,05).
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tSB Zamanlari

160

140 -
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100 -
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Orttss
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40
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Hasta grubu Kontrol grubu

Grafik 4.14 Gruplara Gore Blastulasyon Baglama Zamanlari.

Tablo 4.14 Hasta Grubunda Erkek Faktorlerine Gore tSB Degerlendirilmesi.

Erkek Normal arahikta Anormal aralhikta
Faktor tSB (n=59) tSB (n=290)
Gruplar n (%) n (%)
HEF 21 (15,6) 114 (84,4)
OAT 20 (15,4) 110 (84,6)
C. OAT 12 (21,1) 45 (78,9)
TESE 6 (22,2) 21 (77,8)
°p 0,616

VA olgularinda tSB saptanmadig igin degerlendirmeye alinmamustir.

®Fisher Freeman Halton Test

Erkek faktorlerine gore tSB degerlendirildiginde, HEF grubunun %15,6’sinin
(n=21), OAT grubunun %15,4 {iniin (n=20), C. OAT grubunun %21,1’inin (n=12) ve

TESE grubunun %22,2’sinin (n=6) normal kabul edilen aralikta blastulasyona

basladigi, normal kabul edilen aralik diginda olanlarin yiizdelerinin ise sirasiyla

%84,4 (n=114), %84,6 (n=110), %78,9 (n=45) ve %77,8 (n=21) oldugu gozlenmistir.

Hasta grubunda faktorlere gore anormal araliktaki tSB oranlar istatistiksel olarak

anlaml farklilik gostermemektedir (p>0,05). VA olgularinda tSB saptanmadig: i¢in

degerlendirmeye alinmamistir. (Tablo 4.14)
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Tablo 4.15 Hasta Grubunda Frkek Faktorlerine Gore SB Zamanlarinin

Degerlendirilmesi.
Normal aralikta Anormal aralikta
E rkelk tSB Zamanlari tSB Zamanlari
Faktor (n=59) (n=290)
Gruplan Ort+Ss Ort+Ss
HEF 94,37+1,27 99,17+9,56
OAT 94,00+1,23 101,06+9,27
C. OAT 95,13+1,24 98,07+11,23
TESE 94,26+1,33 101,71+9,17
ep 0,001** 0,009**

VA olgularinda tSB saptanmadigi igin degerlendirmeye alinmanugtir.
*Oneway ANOVA Test, **p<0,01

Hasta grubunda erkek faktorlere gore tSB hesaplandiginda, normal aralikta
olan tSB’ler istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermektedir (p=0,001; p<0,01).
Anlaml farkliliga neden olan faktorii saptamak i¢in yapilan ikili karsilastirmalar
sonucu; C. OAT gozlenen olgularin normal aralikta tSB zamanlari, HEF (p=0,001),
OAT (p=0,001) ve TESE (p=0,001) gozlenenlerden anlamli diizeyde yiiksek
bulunmustur (p<0,01). Diger ikili karsilastirmalarda istatistiksel olarak anlaml

farklilik saptanmamustir (p>0,05).

Hasta Grubunda Normal Aralikta tSB Zamanlari
97
96,5 -
96 -
95,5 -
95 -
(2]
TmJ 94,5
S 94 1
93,5 -
93 A
92,5 -
HEF ‘ OAT ‘ C. OAT ‘ TESE
Erkek Faktorleri

Grafik 4.15 Erkek Faktorlerinin Normal Aralikta tSB Dagilimlari.
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Hasta grubunda erkek faktorlere gore tSB hesaplandiginda, normal aralik
disinda olan tSB’ler istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermektedir (p=0,009;
p<0,01). Anlamli farkliliga neden olan faktorii saptamak icin yapilan ikili
karsilastirmalar sonucu; TESE gozlenen olgularin anormal aralikta tSB zamanlari,
HEF (p=0,001) ve C. OAT (p=0,001) gozlenenlerden anlamli diizeyde yiiksek
bulunmustur (p<0,01). OAT gozlenen olgularin anormal aralikta tSB zamanlar1 da,
HEF (p=0,016) ve C. OAT (p=0,001) gozlenenlerden anlamli diizeyde yiiksek
bulunmustur (p<0,01). Diger ikili karsilastirmalarda istatistiksel olarak anlamli

farklilik saptanmamustir (p>0,05). (Tablo 4.15)

Hasta Grubunda Anormal Aralikta tSB Zamanlari
115
110 -
105 -
A
H 100 -
o
95 -
90 -
HEF ‘ OAT ‘ C. OAT ‘ TESE
Erkek Faktorleri

Grafik 4.16 Erkek Faktorlerinin Normal Aralik Diginda Kalan tSB Dagilimlari.

4.7. Gebelik

Hasta grubunda embriyolarin %86,5’1 (n=186), kontrol grubunda ise
embriyolarin %86,9’u (n=192) transfer edilmistir. (Tablo 4.16)

Hasta grubunda sonucu bilinelerin %55,9’u (n=38) gebe kalirken %27,9’u
(n=19) gebe kalamamistir. Sonucu bilinenlerin %16,2°si (n=11) ise diisiik yapmustir.
Kontrol grubunda ise sonucu bilinen hastalarin %56,8’1 (n=108) gebe kalirken
%35,3’1 (n=67) gebe kalamamistir. %7,9 (n=15) oraninda ise abort goriilmiistiir.
Gebelik durumuna gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

saptanmazken (p>0,05); abort oranin hasta grupta yiiksek olmasi dikkat ¢ekicidir.
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Tablo 4.16 Gruplara Gore Embriyo Transferi ve Gebelik Durumunun

Degerlendirmesi.
Hasta grubu  Kontrol grubu a
(n=215) (n=221) P
Transfer edilen embriyo sayisi 186 (86,5) 192 (86,9)
_ B-HCG (+) 38 (55,9) 108 (56,8)
Gebelik B-HCG (-) 19 (27.9) 67(353) 0121
durumu ’ ’ ’
Abort 11 (16,2) 15 (7,9)

Pearson Chi-Square Test

Gebelik Durumu

Oran (%)

hcg + hcg - Abort

B Hasta grubu Kontrol grubu

Grafik 4.17 Gruplara Gore Gebelik Durumlarinin Dagilimlari.
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5. TARTISMA

Infertilite nedenlerinde erkek kaynakli faktdrler énemli bir orana sahiptir
ancak bu faktorlerin embriyo gelisimindeki etki mekanizmalar1 bilinmemektedir.
Erkek faktoriiniin embriyo boliinmesindeki etkilerini anlamak ig¢in yapilan
calismalarda daha ¢ok boliinme zamanlar tizerinde durulmus, boliinme anomalileri

incelenmemistir. Neyer ve arkadaslarinin @

yaptig1 ¢alismada sperm kalitesi vakuol
varhgina gore siniflandirilip SISE yapilarak elde edilen embriyolarda béliinme
zamanlarina gore embriyolar simiflandirilarak sperm morfolojisi ile baglantisi
incelenmis ancak istatistiksel anlamli sonu¢ bulunamamistir. Ayni ¢alismada, sperm
morfolojisi ile blasta ulagma arasinda bir bag kurulamadigi da belirtilmistir.
Lammers ve arkadaslarmm © yaptig1 calismada testikiiler sperm, ejekiilat spermi ile
karsilastirilmis, ejekiilat sperminden elde edilen embriyolarda daha erken t3, t8
goriildiigli ve morula ile blastosist evrelerinin daha erken goriildiigli dikkat ¢ekmistir.
Buna benzeyen baska bir calismada ise ©®* yiiksek kalitede embriyo ejekiilat spermi
olgularinda daha yiiksek oldugu goriilmiis ancak daha diisiik kalitedeki embriyolar
igin istatistiksel bir anlamlilik bulunamamistir. Gryshchenko ve arkadaslarinin @)
yaptigt calismada embriyo bdliinme zamanlart incelenmis, erkek faktor
embriyolarinin, saglikli kabul edilen hastalarin embriyolart ile istatistiksel anlamli
farki olmadig saptanmustir. Ornekleri verilen galigmalardan da anlasilacagi gibi,
embriyo boliinme anormallikleri ile erkek faktorleri arasinda herhangi bag heniiz
kurulmamaistir.

Bu calismada, ejekiilatta goriilen sperm sayilarina gore erkek faktorleri
simiflandirilmis ve embriyo boliinme anomalileri ile iligkisi aragtirilmastir.
Karsilagtirma yapabilmek icin ise kadin ve erkegin saglikli oldugu bilenen ciftlerle
bir kontrol grubu olusturulmustur. Incelenen parametreler, mono PN, direkt boliinme,
geri birlesme, beklenen zamanin disinda kalan t5 ve tSB ile bunlarin implantasyona
etkisini gorebilmek i¢in degerlendirilen gebelik oranlaridir.

PN sayilar1 incelendiginde, hasta ve kontrol gruplarinda mono PN gdriilme
oranlar1 arasinda bir farklilik olmadigr gozlenmistir. Ayni sekilde, 3 PN ve 4 PN

gorilme oranlar1 da farklilik gostermemektedir. Sonug¢ olarak, PN sayilarinda

goriilen ve genetik bir anomaliye sebep olabilecegi bilinen ®) anomalilerin erkek
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faktor ile baglantili olmadigi goriilmiistiir. Mono PN olgularinda, en az oran virtual
azospermi grubuna aittir ancak bu durum virtual azospermi vakalarinin sayisinin
diger gruplara gore diisiik olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Mono PN goriilen embriyolarin boliinmeleri incelendiginde istatistiksel
anlamli bir sonu¢ bulunamasa da hasta grubunda direkt boliinme orani goreceli
olarak yiiksektir. Daha biiyiik bir hasta grubuyla degerlendirmeler tekrarlandiginda,
mono PN ve direkt béliinme arasinda bir bag oldugu gosterilebilir.

2 PN goriilme orani erkek faktdrlii embriyolarda diisiikken, bunula tutarh
olarak 0 PN goriilme orami yiiksektir. Bu durum, istatistiksel anlamli olup; erkek
faktor grubunda dollenme oraninin saglikli gruptan diisiik oldugunu gdstermektedir.
De Vos ve arkadaglarinin daha 6nce yaptigi bir calismada da anormal morfolojili
sperm enjeksiyonunda fertilizasyon oraninin daha diisiik oldugu séylenmistir ve elde
edilen sonu¢ bununla tutarhdir. (52)

Bir bagka parametre olan direkt boliinme oranlar1 incelendiginde, hasta
grubunda dollenmenin saglikli gruptan az oldugu yargisi ile tutarli olarak ikiye
boliinme orani hasta grubunda, kontrol grubundan daha diisiiktiir.

Tiim SISE yapilan oositler arasinda degerlendirme yapildiginda, iice direkt
boliinme ve dorde direkt boliinme gruplar arasinda farklilik géstermese de tige direkt
boliinmenin hasta grubunda goreceli olarak yiiksek oldugu goriilmiistiir. Embriyolar
arasinda yapilan degerlendirmede ise hem {ige hem de dorde direk boliinme hasta
grubunda daha yiiksek goriilmektedir. Yani, erkek faktér ve genetik bozukluklara
neden oldugu diisiiniilen () direkt bolinme arasinda istatistiksel anlamli bir fark
oldugu gozlenmistir.

Erkek faktor gruplarinda boliinme durumlart incelendiginde, TESE grubu
hari¢, azalan sperm sayisinin direkt boliinme ile baglantili olmadig1 goriilmiistiir.
TESE grubunda istatistiksel onemli olacak sekilde hem ikiye ve tlice boliinmeden
yiiksek oranda hem de diger hasta gruplarindan ytiksek oranda doérde direkt boliinme
gerceklesmektedir. Bu durumda, daha biylik bir hasta grubunda incelemeler
tekrarlandiginda, azalan sperm sayisi ile direkt boliinme ile baglantili olabilecegini
distiniilmektedir.

Ikiye boliinen embriyo oranlarinin TESE ve virtual azospermi gruplarinda

istatistiksel onemli oranda diisiik oldugu gozlenmistir. Daha Once elde ettigimiz
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erkek faktorde dollenme oraninin diisiik oldugu sonucuna ek olarak, ileri derece
erkek faktoriiniin de délenme oranini azalttig1 sonucuna ulagilmistir.

Fragmantasyon i¢in %0-10 araligi kabul edilebilir aralik olarak kabul
edilmektedir ve bu fragmantasyon orani hasta ve kontrol gruplari arasinda bir
farklilik gostermemektedir. Kabul edilebilir (%0-10) ve anormal kabul edilen aralik
(%10-100) karsilastirildiginda hem hasta hem de kontrol grubu igin istatistiksel bir
anlaml bir farklilik bulunamamistir. Normal kabul edilen araligin disinda, %10-20
fragmantasyon oraninin, hasta grubunda diisiik oldugu ve %50-100 fragmantasyon
oraninin hasta grubunda yiiksek oldugu saptanmistir. %20-50 oraninin ise
istatistiksel anlamli bir farklilik gostermedigi saptanmistir ve bu oran en ¢ok
TESE’de goriilmektedir. Fragmantasyon varligi erkek faktore bagh goziikmemekle
birlikte, yiiksek oranda fragmantasyonun erkek faktorlii grupta yliksek olmasi ve
yiiksek kabul edilebilecek bir oran olan %20-50 oraninin TESE grubunda yiiksek
olmasi ileri derece fragmantasyon nedenlerinden birinin erkek faktor olabilecegini
gostermektedir. Yani, fragmantasyon goriilmesi degil ancak ileri derecede
fragmantasyon goriilmesi erkek faktor ile baglantili olabilir.

Geri birlesme oranlari, hasta grubunda kontrol grubundan anlamli diisiik;
erkek faktorler arasinda ise VA ve TESE gruplarinda digerlerine gore anlamh
diisiiktiir. Geri birlesme oranmin diger parametrelerin tersine kontrol grubunda
yiikksek olmasi ve bununla tutarli olarak sperm sayis1 azaldik¢a goriilme oraninin
azalmasi embriyonun yararina olan bir degisiklik olabilecegini diisiinmektedir. Ayni
zamanda hasta gruplar1 da kendi aralarinda incelendiginde OAT’de geri birlesme
goriilme oraninin HEF’de goriilme oranindan diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu durum,
yukarida belirtilen yargiya uymamakla birlikte daha biiylik bir hasta grubunda
incelenmelidir.

Liu ve arkadaglarinin yaptig1 calismada azospermi ve ciddi oligospermi
hastalarinda geri birlesme oranmnin hareketi iyi spermle ayni oranda oldugu ve
implantasyon oranini diigiirdiigli gosterilmistir. Ayn1 zamanda erkek faktor ile ilgili

olarak ¢aligmanin tekrarlanmasi gerektigini de sOylenmistir. (34)

Yaptigimiz
calismada bu bulgularla ¢akisacak sonuglar elde edilmistir. Kendi ic¢inde istikrarl

olarak saglikli grupta daha yiiksek oranda goriilmiistiir. Bu da embriyonun sorunlu
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olabilecegini  diisiindiigii  blastomeri  diizeltmek amaciyla geri aldigim
distindiirmektedir.

Hasta grubu ve kontrol grubu embriyolar1 boliinme zamanlamalar1 agisindan
da karsilagtirilmistir. Embriyo Kkaliteleri hakkinda bilgi verecekleri i¢in embriyo
se¢cme kriteri olarak kullanilan bese boliinme zamani (t5) ve blastulasyona baglama

zamant (tSB) (48)

parametre olarak secilmistir.

t5 varligr incelendiginde, bir diger deyisle 5 blastomerli evreye ulasan
embriyo sayisina bakidiginda, hasta grubunda istatistiksel anlamli oranda diisiik
oldugu gdriilmiistiir. t5, normal kabul edilen aralik (45.-55. saatler) “® ve bunun
disinda kalan zamanlamalar olarak ikiye bolinmiis ve gruplar bu iki grupta
icerdikleri embriyo sayilarina gore karsilastirilmistir ancak hasta ve kontrol grubu
arasinda normal veya anormal kabul edilen araliklarda herhangi bir farka
rastlanmamistir. Ayn sekilde erkek faktor gruplar karsilastirildiginda da istatistiksel
anlamli bir farka ulagilamamistir. Yalnizca, anormal aralikta goriilen VA’l1 embriyo
sayist dikkat cekici diizeyde yliksektir. Bu durum VA’li embriyo sayisinin az
olmasindan kaynaklanabilir, bu yiizden daha yiiksek sayida hasta i¢eren incelemeler
yapilmalidir.

tSB’ler karsilagtirilirken tSB varligi bir kriter olarak kullanilmamastir.
Uciincii giinde transfer edilen embriyolar blast asamasma ulasamayacag icin ve
hasta grubundan ti¢iincii giin transfer edilen embriyolar: ¢ikaracak veri bulunamadigi
icin, gercek degerlere ulasmak miimkiin olmamaktadir. Yalnizca blastulayon
baglama zamanlamalar1 ve normal-anormal kabul edilen araliktaki embriyo
sayilarinin degerlendirilmesi yapilmistir.

Anormal araliktaki hasta grubunda embriyolarinin tSB oranlarimin daha
yiiksek oldugu saptanmistir. Yani, hasta grubunda kontrol grubuna goére daha ¢ok
sayida anormal aralikta olan embriyo gézlenmistir.

Hasta grubu ile kontrol grubu zamanlamalar karsilastirildiginda, kontrol
grubunun tSB degerinin daha yiiksek oldugu goézlenmistir. Yani, hasta grubundaki
embriyolar blast asamasina daha erken ulagmaktadirlar. Bu sonug, Lammers ve
arkadaslarinin @ buldugu sonugla uyusmamaktadir. Lammers ve arkadaslarinin

deney grubunun kii¢iik olmasi bu farkliliga neden olmus olabilir.
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Normal kabul edilen aralik ve disinda kalan embriyolar karsilagtirildiginda,
anormal aralikta erkek faktorler arasi bir farklilik olmadigi gozlenmistir. VA
grubunda hi¢ tSB degerine rastlanmamistir. Bu, embriyolar aras1 tSB’yi etkileyen
faktoriin erkek faktor olmadigini gosteren bir durumdur.

Zamanlamalar erkek faktorler i¢in hesaplandiginda, normal aralikta bulunan
C. OAT embriyolarina ait tSB degerinin en yiiksek tSB degeri oldugu goriilmiistiir.
Anormal araliktaki tSB’lerde TESE ve OAT zamanlamalar1 HEF ve C. OAT
gruplarindan yiiksektir. Bu bulgular bir trende uymadig: i¢in sperm-tSB arasinda bir
baglant1 kurulamamustir.

Hasta grubunda, implantasyon oranini azalttigi bilinen direkt boliinme, ileri
derecede fragmantasyon gibi nedenler genetik bozukluklara yol agacagi icin
implantasyon oraninin kontrol grubundan daha diisiikk olmasi beklenir. Ancak, iki
grup arasinda anlamli bir farka ulagilamamigtir. Anlamli bir fark goriillememesindeki
neden, az sayida hastanin sonucunun bilinmesi olabilir. Tiim hastalarin sonuglari
ogrenildiginde farkli bir sonuca ulasilabilir. Iki grup arasinda istatistiksel anlamlilik
olmamasma ragmen goriilen abort orani hasta grupta dikkat cekici diizeyde
yiiksektir. Bunun nedeni, direkt boliinme, mono PN, multiniikleasyon gibi faktorler
olabilir. Bu faktorlerin sperm ile baglantisi hentiz detayli olarak aydinlatilamamastir.

Erkek faktoriiniin neden olabilecegini diisiindiigiimiiz boliinme anormallikleri
gosteriyor ki, implantasyon oranini diisiirdiigii bilinen direkt boliinme, mono PN gibi
parametrelere sperm kaynakli nedenler yol agabilir. Bunun, bu ¢alismada yapilan
sperm  smiflandirmas1  ile baglantili  oldugu istatistiksel anlamli  olarak
gosterilememistir; bu ylizden spermin neden bu parametrelere yol actiginm
bulabilmek i¢in degerlendirmeler detaylandirilarak ve embriyo sayisi arttirilarak

tekrar incelenmelidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, erkek faktorlerinin embriyo bdliinmesi iizerindeki etkilerini
anlamak i¢in embriyo bdliinmelerinde olusabilen anormallikler sperm sayisi
gozetilerek olusturulan gruplara ve kontrol grubuna gore incelendi.

Erkek faktorlii hastalarin embriyolarinda, fertilizasyon oraninin daha diisiik
oldugu, 3’e direkt boliinme oranlarinin daha yiiksek oldugu, geri birlesmenin daha az
gbzlendigi, daha az embriyonun 5 blastomerli agamaya ulastig1 ve blastulasyona daha
erken basladiklar1 gosterilmistir.

Mono PN goriilen olgularda direkt boliinme oranlart goreceli olarak yiiksek
bulunmustur. Mono PN olmayan olgularda da 3’e direkt boliinme goreceli olarak
yiiksek ¢ikmustir. Goreceli olan bir diger deger ise VA olgularinda goriilen anormal
araliktaki t5 oraninin yiiksek olmasidir. Gebelik oranlarinda istatistiksel farklilik
olmasa da abort oranin hasta grupta yiiksek olmasi dikkat ¢ekicidir. Tiim bu goreceli
sonuglar, daha yiiksek sayida embriyo igeren bir grupla tekrar degerlendirilmelidir.
Ayni sekilde gebelik sonuglarinin tamami bilinemedigi i¢in tam sonuglara
ulasilamadigindan, daha yiiksek katilimla degerlendirme yinelenmelidir.

Virtual azospermi olgularinin sayisinin az olmasi nedeniyle blasta ulagan ve
bazi oranlarda fragmantasyon gézlenen hi¢ embriyo olmadig icin degerlendirmeye
almamamistir. Daha fazla sayida VA hastasi eklenerek degerlendirme tekrar
edilmelidir.

Geri birlesme parametresi, zamanlamalarina gore; tip [ ve tip II olarak
siiflandirilarak ve erkek faktér gruplarmma gore gruplandirilarak daha detayli
incelenebilir. Boylelikle, elde edilen sonuglarin tutarliligi kontrol edilmis ve daha
detayl bilgi edinilmis olacaktir.

Yapilan bu ¢alisma, direkt boliinme, geri birlesme ve zamanlama degisimleri
gibi boliinme anormalliklerinin erkek faktor ile baglantis1 oldugu gostermistir. Mono
PN ile direkt boliinme baglantisi, boliinme anormalliklerinin gebelige yanisimasi
boliinme anormallikleri ile sperm sayist arasindaki baglanti istatistiksel anlaml
olarak kurulamasa da dikkat ¢ekici sonuglar igermektedir ve daha biiyiik bir hasta

grubuyla degerlendirmeler yinelendiginde 6nemli sonuglar bulunabilir. Bu ¢alismada
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yapilan degerlendirmeler ve elde edilen sonugclar, erkek faktdrii ve embriyo boliinme

anormallikleri iizerine yeni bir bakis agis1 kazandiracaktir.

54



1)

@)

(3)

(4)

()

(6)

KAYNAKLAR

Agarwal, A., Mulgund, A., Hamada, A., ve Chyatte, M. R. (2015). A Unique
View on Male Infertility Around the Globe [Diinya Capindaki Erkek
Infertilitesine Ozgiin Bir Bakis]. Reproductive Biology and Endocrinology,
13:37, doi 10.1186/s12958-015-0032-1.

Neyer, A., Zintz, M., Stecher, A., Bach, M., Wirleitner, B., Zech, N. H. ve
digerleri. (2015). The Impact of Paternal Factors on Cleavage Stage and
Blastocyst Development Analyzed by Time-Lapse Imaging — A Reprospective
Observational Study [Bolinme Asamasinda ve Blastosist Olusumunda Erkek
Faktor Etkisinin Zaman Aralikli Gériintiileme Yontemi ile Incelenmesi — Bir
Retrospektif Gozlem Calismasi]. Journal of Assisted Reproductive Genetics,
32:1607-1614, doi 10.1007/s10815-015-0558-3.

Lammers, J., Reigner, A., Splingart, C., Catteau, A., David, L., Barriere, P. ve
digerleri. Does Sperm Origin Affect Embryo Morphokinetic Parameters?
(2015). [Spermin Kokeni Embriyonun Morfokinetik Parametrelerini Etkiler
Mi?]. Journal of Assisted Reproductive Genetics, 32:1325-1332, doi
10.1007/s10815-015-0517-z.

Gryshchenko, M. G., Pravdyuk, A. I. ve Parashchyuk, V. Y. (2014). Analysis
of Factors Influencing Morphokinetic Characteristics of Embryos in ART
Cycles [Yardimla Ureme Dongiilerinde Embriyonun Morfokinetik
Parametrelerini Etkileyen Faktorlerin Analizi]. Gynecological Endocrinology,
30(S1):6-8.

Tesarik, J., Greco, E. ve Mendoza, C. (2004). Late, But Not Early, Paternal
Effect on Human Embryo Development Is Related to Sperm DNA
Fragmentation [Geg, Erken Degil, Baba Etkisi, Insan Embriyo Gelisiminde
Sperm DNA Fragmantasyonu ile ilgilidir]. Human Reproduction, 19(3): 611-
615.

Hardarson, T., Hanson, C., Sjogren, A. ve Lundin, K. (2001) Human Embryos
with Unevenly Sized Blastomeres Have Lower Pregnancy and Implantation
Rates: Indications for Aneuploidy and Multinucleation [Blastomer

Biiyiikliikleri Esit Olmayan Insan Embriyolar1 Diisiik Gebelik Oram ve

55



()

(8)

©)

(10)

(11)

(12)

(13)

Implantasyon Oranina Sahiptir: Andploidi ve Multiniikleasyon Gostergeleri].
Human Reproduction, 16:313-318.

Rubio, 1., Kuhlmann, R., Agerholm, 1., Kirk, J., Herrero, J., Escriba M. J. ve
digerleri. (2012). Limited Implantation Success of Direct-Cleaved Human
Zygotes: A Time-Lapse Study [Direkt Béliinen Insan Zigotunda Siirl
Implantasyon Basarisi: Bir Zaman Aralikli Gériintiileme Calismasi]. Fertility
and Sterility, 98(6):1458-63, doi 10.1016/j.fertnstert.2012.07.1135.

Yan, J., Li, Y., Shi, Y., Feng, H. L., Gao, S. ve Chenz, Z. (2010). Assessment
of Sex Chromosomes of Human Embryos Arising from Monopronucleus
Zygotes in vitro Fertilization and Intracytoplasmic Sperm Injection Cycles of
Chinese Women [Cinli Kadmlarmin in vitro Déllenme ve Sitoplazma Icine
Sperm Enjeksiyonu Dongiilerinde Monoproniikleusu olan Zigotlarinin Cinsiyet
Kromozomlarinin Degerlendirilmesi]. Gynecolic and Obstetric Investigation,
69:20-23.

Magli, M. C., Gianaroli, L., Ferraretti, A. P., Lappi, M., Ruberti, A. ve Farfalli,
V. (2007). Embryo Morphology and Development Are Dependent on the
Chromosomal Complement [Embriyo Morfolojisi ve Gelisimi Kromozomal
Tamamlayici ile Baglantihidir]. Fertility and Sterility, 87(3):534-540.

Cissen, M., Wely, M. V., Scholten, I., Mansell, S., Bruin, J. P., Mol, B. W. ve
digerleri. (2016). Measuring Sperm DNA Fragmentation and Clinical
Outcomes of Medically Assisted Reproduction: A Systematic Review and
Meta-Analysis [Sperm DNA Fragmantasyonu Olgme ve Tibbi Yardiml
Uremede Klinik Sonuglar: Sistematik Inceleme ve Meta-Analiz]. PLoS One,
11(11):e0165125, doi 10.1371/journal.pone.0165125.

Sadler, T. W. (1996). Langman’s Medikal Embriyoloji (7. bs., s. 1-20) (C.
Basaklar, Cev.) Ankara: Palme Yayincilik. (1995).

Gilbert, S. F. (2000). Developmental Biology (6. bs.) [Elektronik siirtim].
Sunderland: Sinauer Associates. Erisim: 02 Eyliil 2017.

Neto, F. T. L., Bach, P. V., Najari, B. B., Li, P. S. ve Goldstein, M. (2016).
Spermatogenesis in Humans and Its Affecting Factors [Insanlarda
Spermatogenez ve Onu Etkileyen Faktorler]. Seminars in Cell &

Developmental Biology, 59:10-26.

56



(14)

(15)

(16)

(17)

(18)

(19)

(20)

(21)

(22)

Yoshinaga, K. ve Toshimori, K. (2003). Organization and Modifications of
Sperm Acrosomal Molecules During Spermatogenesis and Epididymal
Maturation [Spermatogenez ve Epididimal Olgunlasmada Sperm Akrozom
Molekiillerinin Organizasyonu ve Modifikasyonu]. Microscopy Research and
Technique, 61:39-45.

Alberts, B., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K. ve Walter, P. (2002)
The Cell (4. bs.) [Elektronik siiriim]. New York: Garland Science. Erisim: 02
Eyliil 2017.

World Health Organization. (2010). WHO Laboratuvar El Kitabi1 insan
Semeninin Incelenmesi ve Islemlerden Gegirilmesi (5. bs.) (A. Kadioglu, Cev.)
Istanbul: Nobel T1p Kitapevleri.

Gardner, D. K., Weissmann, A., Howles, C. M. ve Shoham, Z. (2009).
Textbook of Assisted Reproductive Technologies Laboratory and Clinical
Perspectives (3. bs.) United Kingdom: Informa. s. 104, 661-664.

Cocuzza, M., Alvarenga, C. ve Pagani, R. (2013). The Epidemiology and
Etiology of Azoospermia [Azosperminin Epidemiyoloji ve Etiyolojisi]. Clinics,
68:15-26.

Giideloglu, A. ve Parekattil, S. J. (2012). Update in the Evaluation of the
Azoospermic  Male  [Azospermik  Erkeklerin ~ Degerlendirilmesinde
Giincelleme]. Clinics, doi 10.6061/clinics/2013(Sup01)04.

Austin  Commubity College District. (t.y.). Associate Degree Nursing
Physiology Review. Erisim: 03 Eyliil 2017,
https://www.austincc.edu/apreview/PhysText/Reproductive.html

Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group
of Embriology. (2014). The Istanbul Consensus Workshop on Embryo
Assessment: Proceedings of An Expert Meeting [Embriyo Degerlendirilmesi
Uzerine Istanbul Ortak Calisma Atdlyesi: Bir Uzman Toplantis1 Bildirileri].
Human Reproduction, 26(6):1270-1283.

Washington University Physicians. (2017). In Vitro Fertilization. Erisim: 03

Eyliil 2017. https://fertility.wustl.edu/treatments-services/in-vitro-fertilization/

57



(23)

(24)

(25)

(26)

(27)

(28)

(29)

Magli, M. C., Jones, G. M., Lundin, K., Van den Abbeel, E. ve digerleri.
(2012) Atlas of Human Embryology: From Oocytes to Preimplantation
Embryos. Human Reproduction, Voliim 26, Ek 1.

Montag, M., Liebenthron, J. ve Koster, M. (2011). Which Morphological
Scoring System Is Relevant in Human Embryo Development? [insan Embriyo
Gelisimi Igin Hangi Morfolojik Degerlendirme Sistemi Uygundur?] Placenta,
32:5252-S256.

Dr. Fatih Ogiing. (ty.). Embriyo Gelisimi. Erisim: 03 Eyliil 2017.
http://www.eskisehirtupbebek.com/embriyo-gelisimi.php

Payne, D., Flaherty, S. P., Barry, M. F. ve Matthews, C.D. (1997). Preliminary
Observations on Polar Body Extrusion and Pronuclear Formation in Human
Oocytes Using Time-Lapse Video Cinematography [Zaman Aralikli Video
Sinematografi Yontemi Kullanarak Insan Yumurtalarinda Kutup Cisimcigi
Atilmast ve Proniikleus Olusumu Uzerine On Incelemeler ]. Human
Reproduction, 12:532-541.

Ebner T., Moster, M., Sommergruber, M., Gaiswinkler, U., Shebl, O., Jesacher,
K. ve digerleri. (2005). Occurrence and Developmental Consequences of
Vacuoles Throughout Preimplantation Development [Preimplantasyon
Gelisimi Boyunca Vakuol Olusumu ve Gelisimsel Sonuglari]. Fertility and
Sterility, 83:1635-1640.

Otsuki, J., Okada, A., Morimoto, K., Nagai, Y. ve Kubo, H. (2004). The
Relationship Between Pregnancy Outcome and Smooth Endoplasmic
Reticulum Clusters in MII Human Oocytes [Insan MII Yumurtalarinda Gebelik
Sonuglar1 ve Graniilsiiz Endoplazmik Retikuliim Kiimeleri Arasindaki Iliski].
Human Reproduction, 19:1591-1597.

Antczak, M. ve Van Blerkom, J. (1999). Temporal and Spatial Aspects of
Fragmentation in Early Human Embryos: Possible Effects on Developmental
Competence and Association with the Differential Elimination of Regulatory
Proteins from Polarized Domains [Insan Erken Embryo Fragmantasyonunda
Zamansal ve Mekansal Boyutlar: Gelisim Yeterliligi {izerindeki Olas1 Etkiler
ve Polarize Bolgelerden Diizenleyici Proteinlerin Ayrimsal Eliminasyonu ile

Baglantisi]. Human Reproduction, 14:429-447.

58



(30)

(31)

(32)

(33)

(34)

(35)

(36)

(37)

Van Blerkom, J., Davis, P. ve Alexander, S. (2001). A Microscopic and
Biochemical Study of Fragmentation Phenotypes in Stage-Appropriate Human
Embryos [Insan Embriyolarinin Evresine Uygun Fragmantasyon Fenotiplerinin
Mikroskopik ve Biyokimyasal Calismasi]. Human Reproduction, 16:719-729.
Munné, S. (2006). Chromosome Abnormalities and Their Relationship to
Morphology and Development of Human Embryos [Kromozom Anormallikleri
ve Bu Anormalliklerin insan Embriyosu Gelisimi ve Morfolojisi ile
Baglantisi]. Reproductive Biomedicine Online, 12:234-253.

Holte, J., Berglund, L., Milton, K., Garello, C., Gennarelli, G., Revelli, A. ve
Bergh, T. (2007). Construction of An Evidence-Based Integrated Morphology
Cleavage Embryo Score for Implantation Potential of Embryos Scored and
Transferred on Day 2 After Oocyte Retrieval [Oosit Toplama Sonrasinda 2.
Giin Transfer Edilen Embriyolarin Implantasyon Potansiyelleri i¢in Kanita
Dayali Boliinen Embryo Morfoloji Puanlamasinin Olusturulmasi]. Human
Reproduction, 22:548-557.

Fertility Solutions. (t.y.). Choosing Embryos for Transfer and Freezing. Erigim:
03 Eyliil 2017. http://fertilitysolutions.com.au/choosing-embryos-for-transfer-
or-freezing/

Liu, Y., Chapple, V., Roberts, P. ve Matson, P. (2014) Prevalence,
Consequence, and Significance of Reverse Cleavage by Human Embryos
Viewed with the Use of the Embryoscope Time-Lapse Video System. Fertility
and Sterility, 102:5(1295-1300).

Magli, M. C., Gianaroli, L. ve Ferraretti, A. P. (2001). Chromosomal
Abnormalities in Embryos [Embriyolardaki Kromozomal Anormallikler].
Molecular and Cellular Endocrinology, 183:29-34.

Van Royen, E., Mangelschots, K., Vercruyssen, M., De Neubourg, D.,
Valkenburg, M., Ryckaert, G. ve digerleri. (2003). Multinucleation in Cleavage
Stage Embryos [Boliinme Asamasindaki Embriyolarda Multiniikleasyon].
Human Reproduction, 18:1062—-1069.

Moriwaki, T., Suganuma, N., Hayakawa, M., Hibi, H., Katsumata, Y., Oguchi,
H. ve digerleri. (2004). Embryo Evaluation by Analysing Blastomere Nuclei

59



(38)

(39)

(40)

(41)

(42)

(43)

(44)

[Blastomer Cekirdeklerini Analiz Ederek Embriyo Degerlendirme]. Human
Reproduction, 19:152-156.

Agerholm, I. E., Hnida, C., Criiger, D. G., Berg, C., Bruun-Petersen, G.,
Kolvraa, S. ve digerleri. (2008). Nuclei Size in Relation to Nuclear Status and
Aneuploidy Rate for 13 Chromosomes in Donated Four Cells Embryos
[Bagislanmis Dort Hiicreli Embriyolarda Cekirdek Boyutunun Cekirdek
Durumu ve 13. Kromozomda Anéploidi ile iliskisi]. Journal of
Assisted Reproduction and Genetics, 25:95-102.

Scott, L., Finn, A., O’Leary, T., McLellan, S. ve Hill, J. (2007). Morphologic
Parameters of Early Cleavage-Stage Embryos That Correlate with Fetal
Development and Delivery: Prospective and Applied Data for Increased
Pregnancy Rates [Erken Boéliinme Asamasi Embriyolarinin Fetal Gelisim ve
Dogum ile Ilgili Morfolojik Parametreleri: Artan Dogum Oranlar1 Igin
Prospektif ve Uygulamali1 Veri]. Human Reproduction, 22:230-240.

Fertility Solutions. (t.y.). Multinucleated Embryos. Erisim: 03 Eylil 2017.
http://fertilitysolutions.com.au/multinucleated-embryos/

Watson, A. J., Natale, D. R. ve Barcroft, L. C. (2004). Molecular Regulation of
Blastocyst Formation [Blastokist Olusumunun Molekiiler Diizenlemesi].
Animal Reproduction Science, 82—83:583-592.

Balaban, B., Urman, B., Sertag, A., Alatas, C., Aksoy, S. ve Mercan, R. (2000).
Blastocyst Quality Affects the Success of Blastocyst-Stage Embryo Transfer
[Blastokist Kalitesi, Blastokist Asamasindaki Embriyo Transfer Basarisini
Etkiler]. Fertility and Sterility, 74:282-287.

Aplin, J. D. (2000). The Cell Biological Basis of Implantation [iImplantasyonun
Hiicre Biyolojisel Temeli]. Bailliere's Best Practice & Research: Clinical
Obstetrics & Gynaecology, 14:757-764.

Ahlstrom, A., Westin, C., Reismer, E., Wikland, M. ve Hardarson, T. (2011).
Trophectoderm Morphology: An Important Parameter for Predicting
Pregnancy and Birth After Single Blastocyst Transfer [Trofoektoderm
Morfolojisi: Tek Blastokist Transferinden Sonra Gebelik ve Dogum Tahmin

Etmede Onemli Bir Parametre]. Human Reproduction, 26:3289-3296.

60



(45)

(46)

(47)

(48)

(49)

(50)

(51)

(52)

Kovacs, P. (2014) Embyo Selection: The Role of Time-Lapse Monitoring
[Embriyo Se¢me: Zaman Aralikli Goriintiilemenin Rolii]. Reproductive
Biology and Endocrinology, 12:124, doi 10.1186/1477-7827-12-124.

Montag, M. Time-Lapse - What Do Your Embryos Do While You Are
Sleeping? Vitrolife White Paper. Vitrolife.

Vitrolife. (t.y.) How Can You Benefit from Time-Lapse? Erisim: 03 Eyliil
2017. http://info.vitrolife.com/how-can-you-benefit-from-time-
lapse?__ hstc=244810778.cdd61286e5bd60chaca75e5efdab0e75.14913037379
51.1491303737951.1491303737951.1&__hssc=244810778.1.1491303737953
& hsfp=3821908436&hsCtaTracking=f8748240-c353-4c72-9fc8-
2160b0409207%7C8ef7c605-8271-426d-aedd-98a7d62a07ac

Meseguer, M., Herrero, J., Tejera, A., Hilligsee, K. M., Ramsing, N. B. ve
Remohi, J. (2011). The Use of Morphokinetics As A Predictor of Embryo
Implantation [Embriyo Implantasyon Gostergesi Olarak Morfokinetik
Kullanimi]. Human Reproduction, 26(10):2658-2671

Motato, Y., de los Santos, M. J., Escriba, M. J., Ruiz, B. A., Remohi, J. ve
Meseguer, M. (2015). Morphokinetic Analysis and Embryonic Prediction for
Blastocyst Formation Through An Integrated Time-Lapse System [Zaman
Aralikli  Goriintiileme Yontemi ile Morfokinetik Analiz ve Blastokist
Olusumunun Embriyosal Tahmini]. Fertility and Sterility, 105(2):376-384.
Vitrolife. ~ EmbryoViewer  Software.  Erisim: 03 Eylil 2017,
http://www.vitrolife.com/en/Products/EmbryoScope-Time-Lapse-
System/EmbryoViewer-Software/

Amirjannati, N., Heidari-Vala, H., Akhondi, M. A., Hosseini, J. S., Kamali, K.
ve Sadeghi, M. R. (2012) Comparison of Intracytoplasmic Sperm Injection
Outcomes Between Spermatozoa Retrieved from Testicular Biopsy and from
Ejeculation in Cryptozoospermic Men. [Testikiiler Biyopsi ile Elde Edilen
Sperm ve Kriptozoospermic Ejekiilat Sperminin Sitoplazma Igine Sperm
Enjeksiyonu Sonuglariin Karsilagtiritlmasi]. Andrologia, 44, Supply 1:704-9.
De Vos, A., Van De Helde, H., Joris, H., Verheyen, G., Devroey, P. ve Van
Steirteghem, A. (2003). Influence of Individual Sperm Morphology on

Fertilization, Embryo Morphology, and Pregnancy Outcome of

61



Intracytoplasmic ~ Sperm  Injection.  [Bireysel Sperm  Morfolojisinin
Dollenmedeki, Embriyo Morfolojisindeki ve Gebelik Sonuglarindaki Etkileri].
Fertility and Sterility, 76:1(42-48).

62



OZGECMIS

Kisisel Bilgiler:

Ad1 Soyadi: Burcu UGURLU

Dogum Tarihi ve Yeri: 1991, Bakirkdy

Yabanci Diller: Ingilizce (Cok iyi), Almanca (Orta), Italyanca (Baslangic)
Egitim Bilgileri:

2017 — halen BBA, Istanbul Universitesi — Isletme

2015 — 2017 MSc, Maltepe Universitesi — Klinik Embriyoloji Anabilim Dal1

2009 — 2014 BSc, Bogazici Universitesi — Molekiiler Biyoloji ve Genetik
2005 — 2009 Fatih Gelenbevi Anadolu Lisesi — Fen Bilimleri

Deneyim:

Biyolog: Amerikan Hastanesi Embriyoloji Laboratuvari, Haziran 2016 — Aralik 2016
Editor: VGS Bilgisayar ve Organizasyon, Temmuz 2015 — Haziran 2016

Arastirma Asistani: Bogazici Universitesi Kanser ve Sinyalizasyon Laboratuvari,
Mart 2011 — Haziran 2014

Arastirma  Asistam: Bogazigi Universitesi CMT Laboratuvari, Mayis 2010 —
Temmuz 2010

63



