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OZET

Ceren OCAKOGLU, Azoospermi ve normozoospermi infertil vakalarm tam zamanh
izleme sisteminde (Time-lapse) embriyo morfokinetiginin Kkarsilastirilmasi, Klinik
Embriyoloji Yiiksek Lisans Tezi, T.C. Maltepe Universitesi, Istanbul, 2015. infertilite,
korunmasiz ve diizenli cinsel iligkiye ragmen bir yil slire sonunda gebe kalinamamasi
seklinde tanimlanir. Yardimla iireme teknikleri gebelik elde edilmesi icin bagvurulan
uygulamalarda kullanilan ICSI (intrasitoplazik Sperm Enjeksiyonu) ciddi erkek faktorlii
infertil olgularin tedavilerinde yeni bir donem yaratmistir. Bunun ardindan epididimden veya
direkt olarak testisten sperm elde etme tekniklerinin gelismesiyle azoospermi olgularda TESE
sonucu elde edilen minimal sperm sayilar1 kullanilarak ICSI ile basarili gebelikler elde
edilebilmistir. Nedeni agiklanamayan infertilite ise %1-37 gibi genis bir dagilim iginde
ortalama %10-15 olguda karsimiza ¢ikan bir sorundur. Yardimla lireme teknolojilerinin
kullanilmaya baslandig1 ilk yillardan beri iizerinde bir¢ok arastirma yapilmasma karsin,
ilerlemenin olduk¢a smirli kaldigi konularin basinda implantasyon potansiyeli yiiksek
embriyonun belirlenmesinde kullanilacak kriterlerin tanimlanmasi gelmektedir. Normal
isleyiste, kontrol yapilan zamanlarin haricinde embriyolarin gelisimleri hakkinda fikir sahibi
olunamamaktadir. Time-lapse iginde embriyolar1 goriintiilemek amaciyla tasarlanmis dahili
kameralar bulunmaktadir. Bu sayede déllenmeden embriyo transferi asamasina kadar yaklagik
5 giin sliren embriyo gelisimi takip siireci, hizlandirilmis bir video goriintiisii seklinde
izlenebilmektedir. Gerekli analizler yapildiginda, hangi embriyonun daha iyi gelisim
gosterdigi ve en yliksek implantasyon oranina hangi embriyo veya embriyolarin sahip oldugu

ortaya cikartilabilir.

Calismamizda sperm kaynagi farkli olan normozoospermiye sahip agiklanamayan
infertil vakalar ve azoospermi vakalari arasinda fertilizasyon oranlari, embriyo
morfokinetikleri, implantasyon oranlar1 ve gebelik oranlar1 karsilagtirilmistir. Grup 1 ve grup
2’nin fertilizasyon oranlar sirasiyla 75,05, 75,5 olarak bulunmustur. Grup 1 ve grup 2’nin
implantasyon oranlar1 sirastyla %37, %26 bulunmustur. Grup 1 ve grup 2’nin gebelik oranlari
sirastyla %53, %50 olarak bulunmustur. Sperm kaynagi olarak farkli olan iki grup arasinda
fertilizasyon oranlari, embriyo morfokinetigi ve gebelik oranlart acisindan bir fark
olmamasina ragmen implantasyon oranlarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.

Sperm kaynaginin etkisi implantasyon agsamasinda goriilmiistiir.



ABSTRACT

Ceren OCAKOGLU, Azoospermi and normozoospermi infertility cases in full -time
monitoring system (Time-lapse) comparison of embryo morphokinetic. Clinical
Embryology Master’s Thesis, T.C. Maltepe University, Istanbul, 2015. Infertilite,
unprotected sexual intercourse and regularly, but after a time a year is defined as pregnant or
appearance cannot be reproduced. Reproductive techniques with assistance to obtain the labor
used in referenced ICSI (intrasitoplazik sperm injection) severe male-factor infertil fact
treatments has created a new term. This is then followed by testicular epididimal or direct
with sperm development techniques to obtain azoospermi obtained as a result of cases TESE
minimal sperm numbers using ICSI with successful pregnancy. Unexplained infertilite %1-37
such as if it is a wide range in average %10-15 case we face a huge problem. Reproductive
technologies were started to be used with first since many years of research to be carried out
on, but the progress has been very limited in early issues of embryo implantation high
potential to be used in determining the definition of criteria have been met. Normally, the idea
of the development of the embryos with the exception of the time control can not be made. In
time-lapse embryos designed to display built-in cameras are available. Thus, fertilization
embryo transfer, an approximately 5-day follow-up period of embryo development can be
observed as an accelerated video image. When the necessary analysis performed, which
showed better embryonic development and which can be demonstrated to have the highest

implantation rate of the embryo or embryos.

In our study can not be explained with the different sperm source normozoospermi
fertilization rates of infertility and azoospermia cases, the implantation of the embryo
transfers between known cases morphokinetic embryos were compared implantation rates and
pregnancy rates. Fertilization rate are %75,05 in the first group and %75,5 in the second
group. Implantation rate are %37 in the first group and %26 in the second group. Pregnancy
rate are %53 in the first group and %50 in the second group. Sperm as a source that is
different between the two groups of fertilization, embryo morphokinetic and pregnancy rates
although it is not a difference in implantation statistically meaningful difference was found.

Effect of sperm source implantation phase has been observed.
Anahtar Kelimeler: Béliinme hizi, Ejakiilat spermi, implantasyon, Testikiiler sperm, Time-

lapse. T.C. Maltepe Universitesi, Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu tarafindan 11.03.2015 tarih
ve 2015/900/36 numaral karar ile onaylanmistir.
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1. GIRIS

Infertilite, korunmasiz ve diizenli cinsel iliskiye ragmen bir yil siire sonunda
gebe kalinamamasi seklinde tanimlanir. Yardimla tireme teknikleri gebelik elde
edilmesi i¢in bagvurulan uygulamalardir. Bir in vitro fertilizasyon (IVF) siklusunda
basariy1 etkileyen en onemli faktorlerden biri transfer edilecek en iyi embriyonun
secimidir.

1984 yilinda embriyolarin morfolojik 6zellikleri ve boliinme hizlar1 Edwards
ve arkadaglar tarafindan implantasyon potansiyelleriyle iliskilendirilmis ve ilerleyen
yillarda embriyolarin kalitesini belirlemek iizere gelistirilen kiimiilatif sistemler bu
ozellikler dikkate alinarak olusturulmustur. Bu sistemlerin kullanilmasiyla azalan
cogul gebelik oranlarina implantasyon ve gebelik oranlarinda gozlenen anlamh
artiglar  eslik edince arastirmacilar embriyo kalitesinin  belirlenmesinde
kullanilabilecek daha yeni ve kesin kriterler belirleme yoluna gitmislerdir. IVF (In
vitro fertilizasyon) programlarinda embriyo yasayabilirligini degerlendirmek igin
birgok yontem ileri siiriilmiistir. Bu yontem herhangi bir aleti igeri sokmadan
yapilmali ve zaman alic1 olmamalidir. Aligila gelindigi gibi, transfer i¢in secilen
embriyolar morfolojileri ve kiiltiirdeki gelisim hizlar1 temel alinarak segilir. Embriyo
kalitesinin belirlenmesinde kullanilabilecek bir diger kriter de zamanlamadir.
Embriyolar arasindaki farkliliklari en iyi belirleyecek kritik zaman noktasinin se¢imi
cok onemlidir. Kiiltiirdeki embriyo gelisimine ait gozlemler belli zamanlarda yapilir
ve bu nedenle bolinme zamani konusunda kesin bir bilgi elde edilemez (1). Ayni
zamanda, embriyolart kiiltiir edildikleri ortamdan ¢ikarmak ve onlar1 1s18a maruz
birakmak kalitelerini olumsuz etkileyebilmektedir. Se¢im yontemleri, yasayabilirlik
orani yiiksek bir veya iki embriyoyu se¢gmemizi saglayan bir program olusturmak
i¢cin kullanilmaktadir.

Bugiin embriyolarin se¢iminde sadece se¢im sirasindaki ozellikleri degil,
embriyoner gelisim proniiklear evreden itibaren izlenerek kaydedilmekte ve ardisik
gozlemler belirli donemlerde yapilarak, erken preembriyoner donemde veya
blastosist evresinde implantasyon potansiyeli yiiksek olan tek bir embriyo Time-
lapse (Tam zamanli izleme sistemi) sayesinde secilebilmektedir (2,3). Ik kez

1929°da Lewis ve Gregory tarafindan time-lapse aragtirmalari tavsan embriyolarinda



yapilmistir. Bu ¢aligma daha sonra genisletilmis, hiicre dongiisii uzunlugu,
kompaktlagma, blastosdl olusumu ve ¢esitli kiiltiir kosullarinin etkileri arastirilmistir.
Insanlarda, ICSI (Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu) sonrasi oosit aktivasyonu,
proniikleus olusumu, boéliinme time-lapse ile ¢alisilmistir. Time-lapse sayesinde, ilk
boliinme zamani, multiniikleasyonlarin olusup kendi kendine tamir edilerek
kaybolabilecegi ve ilk kavitasyonun 6nemi daha iyi anlasilmistir (4).

Embriyo se¢im kriterleri ne kadar 6nemli olsa da embriyoyu meydana getiren
gametlerin Ozellikleri de bu gelisimde Onemli rol oynamaktadr. Embriyonik
genomun aktive oldugu 4-8 blastomerli doneme kadar embriyoner gelisim maternal
genom ve oosit proteinlerince yiiritilir. IVF uygulamalarinda oosit morfolojisi
kadar sperm Ozelliklerinin de etkisi incelenmektedir. Oositlerdeki o6zellikle
intrasitoplazmik anomaliler embriyoner gelisimi etkilerken saglikli sperm secimi
icin de gesitli yontemler gelistirilmistir. Sitoplazma i¢ine sperm enjeksiyonu (ICSI)
teknigi ile segilen tek bir sperm yumurta sitoplazmasi igine enjekte edilir. Boylece
zona pellusida ve yumurta zar1 devre dis1 birakilir. ICSI’nin sperm karakterlerinden
bagimsiz olarak yiiksek fertilizasyon ve gebelik orani saglamasi nedeni ile, erkek
verimsizliginde en giicli mikro manipiilasyon yontemi haline gelmistir. ICSI’nin
tedavi edici olanaklar1 sperm se¢iminin zayif ileri dogru kendiliginden hareket giicii
olan sperm vakalarindan azospermi vakalarina, mikro cerrahi ile epididim ve
testisten spermin elde edildigi vakalara kadar uzanmaktadir (5). Testikiiler spermin
dolleme yetenegi kazanabilmesi i¢in 1 veya 2 hafta epididimis boyunca yol almasi
gerekir. Epididimal tiibiil boyunca aldig1 yol sonunda sperm hareket yetenegi kazanir
ve kapasite olur. Testikiiler sperm daha az olgundur ve ejakiilat spermine gore daha
az fertilizasyon yetenegi vardir, ¢linkii sperm matiirasyonunun son basamagi
epididimiste gergeklesir. ICSI ile, testis ve epididimden elde edilen spermlerin
olgunlagsma basamaklarinin devre dis1 birakilmasi ile akrozom reaksiyonun, zona
pellisudaya baglanabilme ve yumurta hiicre zari ile birlesmesinin atlanabilmesi
ihtimalleri ile erkek faktoriine bagli verimsizlige ragmen fertilizasyonda basariya

ulagilabilecegi gosterilmistir (6).

Sperm Kkalitesi, embriyogenez ve implantasyon potansiyelinde etki sahibi
olabilmektedir. Calismamizda sperm kaynagi olarak farkli iki gruptan;

normozoospermiye sahip agiklanamayan infertil vakalarda ve azoospermi



vakalarinda ICSI (Intrastoplazmik Sperm Injeksiyonu) sonrasinda implantasyonu
bilinen transfer embriyolarinin gelisimleri tam zamanli izleme sisteminde (Time-
lapse) izlenerek morfokinetik olarak karsilastirilacaktir. 1ki grup arasinda

fertilizasyon oranlari, implantasyon ve gebelik oranlari1 da karsilastirilacaktir.

Spermatik kusurlarin etkisini belirlemek zordur. Bu yiizden time-lapse ile iki grubun
embriyolarinin gelisimlerini proniikleuslarin olusumu, erken klivaj, boliinme hizi,
blastomer sayilar1 ve farkli zamanlarda karakteristiklerini inceleyerek implantasyon

potansiyeli daha yliksek embriyolar transfer icin se¢ilebilir.

Time-lapse, embriyolarin gelisimini daha detayli bir sekilde inceleyebilme imkani
tamimustir. Bunun sonucunda en iyi kriterlere sahip embriyolar transfer edilirse anne
ve bebek sagligini tehdit eden ¢ogul gebelikleri onleyip, gebelik basarisinin daha
fazla olacag1 diistiniilmektedir. Embriyo se¢im kriterleri sadece transfer edilecek
embriyolarin belirlenmesinde degil, ayni zamanda dondurulacak embriyolarin
seciminde de kullanilmasi1 gereken degerlendirmelerdir ve tek embriyo transferinin
maliyet ve basarisin1 etkileyen bir uygulama olan dondurma protokollerinin

basarisinda da 6nemli rol oynamaktadir (7).

Diinya ¢apinda yardimla iireme tekniklerinde, ¢ogul gebeliklerin anne ve
bebek sagligini tehdit eden medikal sorunlara neden olmasi ve bunlarin telafisinin
tilkelerin ekonomisine getirdigi yiik dikkate alindiginda, bunu 6nlemek i¢in transfer
edilen embriyo sayisinin azaltilmasina hatta tek embriyo transferi yapilmasi yoluna

gidilmistir.

Hedefimiz, implantasyon olasilig1 yiiksek olan embriyolar1 belirleyebilme
yetenegimizi arttirarak, bazi ¢iftlerde tek embriyo transferi yoniinde ¢alismalarimiza

devam etmektir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. UREME BiYOLOJiSi
2.1.1. Gametogenez

Erkek ve kadin gametleri olan sperm ve ovum haploid kromozom tagiyan,
Ozellesmis cinsiyet hiicreleridir. Gametogenezis sirasinda mayoz boliinme ile
kromozom sayis1 yartya diiser. Bu olgunlagma siirecine erkekte spermatogenez,

kadinda ise oogenez denir (8).

2.1.1.1. Spermatogenez

Testisler 900 adet her biri 5 m uzunlukta seminifer tiibiilden olusur, spermler
burada meydana gelir. Sperm hiicrelerini olusturan kok hiicreler, spermatogonia, her
seminifer tiibiiliin dis kenarinda yer alir. Gelismekte olan sperm hiicreleri, mayoz ve
farklilasma gecirirlerken, tliblilin ortasindaki bosluga dogru hareket ederler.
Ortalama 24 giinlik bir siire¢ i¢inde sertoli hiicre tabakasina ulasan her bir
spermatogoniyum biiyiik degisim evresine girer ve primer spermatosit olusturmak
lizere genisler. Mayoz sonucunda olusan dort hiicrenin hepsi olgun sperm hiicrelerini
olustururlar. Spermlerin daha sonra gegis yaptigi boliim olan epididimis, toplam 6 m
boyunda halka yapisinda tiibiildiir. Epididimis vas deferans ile devam eder ve
ampulla bunun bir parcasini olusturur. Sonra gelen prostat bolgesinde seminal
vezikiillerde bir kanal ile salgilanirlar. Daha sonra duktus ejakulatorius ve iiretra
gelir. Seminifer tiibiil ve epididimis baslangicindaki sperm immotildir. 18-24 saat
epididimisde kalirsa motilite 6zelligi kazanir ancak epididimal sividaki inhibitor
proteinler ejakulasyona kadar hareket olusumunu inhibe eder. Seminifer tiibiile giren
spermde bas, boyun, gévde ve kuyruk bdliimleri vardir. Bas boliimiinde golgi
aparatindan olusan ve hyaluronidaz igeren akrozom (hidrolitik ve proteolitik

enzimleri igerir), haploid niikleus vardir (9, 10, 11).



2.1.1.1.1. Azoospermi ve Mikro TESE

Azoospermi, ejakiilatta hi¢ sperm bulunmamasi anlamina gelir ve erkeklerin
%1’inde, infertilite yakinmasi olanlarin ise %10-15’inde bulunur (12). Ejakiilatta hi¢
sperm hiicresi olmamasi ¢esitli nedenlere baglidir. Bunlar; sperm kanallarinda
tikaniklik, sperm kanallarinin dogustan olmamasi, hormonal nedenler, genetik
nedenler, erkekte sperm {retimi saglayan genler Y kromozomu iizerindedir, bu
genlerdeki problem sperm iiretimini etkiler. Kanser tedavisi nedeniyle radyasyon
alinmas1 bazen sperm iiretimini tamamen ortadan kaldirabilir. ilaglar, ozellikle
kanser tedavisinde kullanilanlar ve enfeksiyon (kabakulak sonrasi) ejakiilatta sperm
bulunmamasinin nedenleridir (13,14). Non-obstriiktif azoospermi (NOA), testislerde
tam olarak gelismis spermin minimal olmasi ya da {retilememesi nedeniyle
ejakiilatta spermatozoa yoklugu olarak tanimlanir (15). NOA olgularinda giiniimiizde
kabul goren tedavi mikro testikiiler sperm ekstraksiyonu (MTESE) yontemi Schlegel
tarafindan tanmimlanmistir (16). Mikro TESE, ejakiilatinda hi¢ sperm hiicresi
bulunmayan hastalarin, mikroskobik operasyon ile testislerinden alinan dokularin
belli iglemlerden gecirilerek sperm aranmasidir. TESE operasyonu, azoospermi
tedavisinde basar ile uygulanabilen bir yontemdir (17).

TESE’de elde edilen spermatozoalarla intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
(ICSI) kullanilarak saglikli gebelikler saglanabilmektedir. ICSI, 1992 yilinda
Palermo tarafindan uygulanmis ve ilk gebelik ger¢eklesmistir (18). ICSI isleminde
kullanilmak tizere mikro TESE operasyonlar1 genelde yumurta toplanmadan 6nce
yapilir. Eger sperm bulunursa dondurulur ve ICSI isleminde kullanilir. Boylelikle
kadin partnere bos yere islem yapilmamis olur (19).

Sertoli hiicrelerinden ayrilan spermatid ve spermatozoa oksidatif stres ve
sertoli hiicrelerden salinan nutrisyonel destekten yoksun kalmaya bagli DNA
hasarma maruz kalir. Buna bagli spermatozoanin destek hiicrelerden ayrilma siiresi
de uzar. Bu ana fikirden yola ¢ikarak, DNA hasarinin testisten ayrildik¢a artacagini
sOyleyebiliriz. DNA hasar1 yiiksek olan erkekler i¢in ejakiilat spermi ile basarisiz
ICSI sonrasinda testikiiler sperm ile ICSI uygulanmasi diisiiniilebilir (20). Her ne
kadar testikiiler sperm, tekrarlayan ICSI basarisizliklarinda DNA hasar1 agisindan

tercih edilse de; seminifer tiibiil epitelinde apoptozise bagli ve spermiyogenezde



kromatinin remodelasyonu sirasinda defektlere bagli testikiiler sperme ait DNA
hasar1 olabilmektedir (21).

Testikiiler spermlerin, ejakiilat spermleri ile kiyaslandiginda fertilizasyon
oranlarinin diisik oldugunu gosteren c¢alismalar da vardir (22). Testikiiler
spermatozoa, epididimin pozitif etkilerinden yoksundur. Bu nedenle her ne kadar
canli olsalar da, fertilizasyon oranlart MESA (Mikrocerrahi ile sperm aspirasyonu)
ile elde edilen spermlerle yapilan ICSI kadar yiiksek degildir (23). Bu nedenle
ekstrakte edilen spermatozoalarin ICSI anina kadar kiiltiire edilmesi en azindan
motiliteyi artirarak canli spermatozoalarin se¢imine ve dolayisi ile ICSI’nin
basarisini artirmaktadir (24).

TESE materyali %0.5 HSA (Human Serum Albumin) ile desteklenmis
EBSS(Earl’s Balanced Salt Solution) mediumu igerisinde in-vitro sartlarda 30°C’da
24 saat boyunca inkiibe edilir. Motiliteyi artirict ajan: rec-FSH veya pentoksifilin
kullanilabilir (25).

2.1.1.2. Oogenez

Oogenez, olgun ve dollenmemis yumurta hiicrelerinin gelisimidir. Yumurtay1
olusturacak kok hiicreler olan oogoniyumlar, gelismekte olan disi embriyoda ¢ogalir
ve mayoza baslarlar; ancak bu siireg, profaz I evresinde durur. Birincil oositler olarak
adlandirilan bu agamadaki hiicreler, hormonlar tarafindan yeniden aktive edilecekleri
ergenlik donemine kadar, kiiciik folikiiller icinde hareketsiz kalirlar. Ergenlikte
baslayan FSH etkisi ile, belirli zamanlarda uyarilarak, folikiiliin biiylimesi ve birincil
oositin mayoz | evresini tamamlayarak, mayoz II’ye baslamasi saglanir. Mayoz
tekrar durur, ovulasyon sirasinda salinan ikincil oosit, mayoz II’ye hemen devam
etmez. Insanlarda, spermin yumurta hiicresine girmesi, mayozun tamamlanmasini

tetikler ve sonrasinda oogenez gerektigi gibi sonuglanir (8).



2.1.2. Fertilizasyon

Déllenmenin asil islevi, iki bireyden gelen haploid kromozom takimlarini tek
bir diploid hiicrede, yani zigotta, birlestirmektir. Diger bir islevi ise, yumurtanin
aktivasyonudur. Spermin yumurtanin ylizeyi ile iliski kurmasi, yumurtanin igerisinde

embriyonik gelisimin baslamasini tetikleyen metobolik reaksiyonlar1 baslatir.

Sperm, folikiil hiicre tabakasina dogru hareket eder ve yumurtanin zonha
pellucidasinda reseptor molekiillerine baglanir. Bu baglanma akrozomal reaksiyonu
aktive eder, sperm zona pellucida i¢ine hidrolitik enzimleri salar. Bu enzimlerin
yardimi ile sperm yumurtanin plazma zarma ulasir; spermin zar proteinleri, yumurta
zar1 iizerindeki reseptore baglanir. Yumurta zarlarinin kaynasmasi ile sperm hiicresi
iceriginin yumurtaya girmesi miimkiin hale gelir. Yumurtanin kortikal reaksiyonu
boyunca zona pelluciday1 sertlestiren enzimler salinir; zona pellucida polispermiye

kars1 engelleyici islev goriir (26).

2.1.3. Zigotun Yariklanmasi (Klivaj)

Yariklanma, zigotun bir dizi mitotik boliinmeden gectigi siireci ifade eder.
Buna bagli olarak, hiicre sayisinda hizli bir artig olur. Blastomer adi verilen bu
hiicreler her yariklanma bdliinmesiyle daha c¢ok kiiciiliir. Baslangigta zigot iki
blastomere ayrilir, daha sonra bdliinerek dort, sekiz seklinde artan blastomerler
olusur. Yariklanma normalde, zigotun uterin tiiplerden uterusa yolculugu sirasinda
gerceklesir. Zigot yariklanma sirasinda olduk¢a kalin ve jole kivamindaki zona
pellucida igerisindedir. Zigotun blastomerlere boliinmesi fertilizasyondan ortalama
30 saat sonra baglar. Blastomer sayis1 12-16 oldugunda morula adini alir. Morula
uterusa girdiginde uterus boslugundaki sivi i¢ hiicre kitlesinin hiicreler arasi
boslugunda toplanmaya baslar. Bu bosluklarin genisleyip birlesmesiyle blastosol
denilen tek bir bosluk olusur. Bu donemdeki embriyo blastosist adini alir.
Blastosistin bir kutbuna yerlesmis i¢ hiicre kitlesi embriyoblast, dis hiicre kitlesi
trofoblast adin1 alir. Blastosist, uterus salgisi i¢inde yaklasik 2 giin kaldiktan sonra
zona pellusidadan kurtulmasi, blastosistin hizla biliylimesine ve implante olmasina

olanak verir (27).



2.1.4. Implantasyon

Implantasyon, insanlarda normal olarak embriyonun blastosist asamasinda
gerceklesir. Fertilizasyondan yaklasik 6 gilin sonra, blastosist i¢ hiicre kitlesine
komsu trofoblastlar sekretuar fazdaki endometriyum epiteline tutunmaya baglar.
Yaklasik 8. giin blastosist endometriyum igine kismen gémiiliir. Trofoblastlar igte
tek niikleuslu sitotrofoblastlar ve dista ¢ok niikleuslu sinsityotrofoblastlar olmak

tizere iki tabakaya ayrilir ve bu asamada endometriyum igerisine tamamen yerlesir

(1).

2.2. INFERTILITE VE UREMEYE YARDIMCI TEDAVI YONTEMLERI

Infertilite, korunmasiz ve diizenli cinsel iliskiye ragmen bir yil siire sonunda
gebe kalinanamasi olarak tanimlanir. Bugiin oositlerin in vitro fertilizasyonu (IVF)
ve yariklanan zigotun uterus icerisine transfer edilmesiyle infertil olan 6zellikle de
tiiplerdeki tikanikliga bagli bir¢ok kadin cocuk sahibi olmustur. Tarihi gelisim
icerisinde standart IVF ilk olarak kadinda bilateral tubal blok olmasi nedeniyle
infertilite problemi olan giftlere uygulanmistir (7).

Standart IVF i¢in kullanilacak spermler laboratuvarda islemden gegirildikten sonra
en hareketlileri segildigi ve oosit basina kullanilacak sperm sayist az oldugu i¢in
erkek subfertilitesinde de kullanimina baslanmistir (70).

Sperm disfonksiyonunun spermin zona pellucida (ZP)’ya baglanma ve penetrasyon
bozuklugu oldugu durumlar karsisinda bilim adamlari mikroasiste fertilizasyon yolu
ile ZP’yi ge¢meyi denemislerdir. Parsiyel Zona Disseksiyonu (PZD), Subzonal
inseminasyon  (SUZI) 1992°’1li  wyillar  oncesindeki ~ mikrofertilizasyon
uygulamalarmdandir. Tek bir spermin SUZI uygulamalar sirasinda oosit oolemmasi
igine kagmasi ile tesadiifen olusan intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) sonrasi
basarili erken gebelik olusmasi, yardime1 iireme tekniklerinde yeni bir ¢igir agmustir.
Zona Drilling ve Parsiyel Zona Disseksiyonu (PZD): Zonada bir agiklik meydana

getirildikten sonra klasik IVF deki gibi inseminasyonun yapilmasidir.



Subzonal Inseminasyon (SUZI): Spermlerin zona pellusidayr asmasmna gerek
kalmaksizin dogrudan perivitellin araliga birakilmasidir (66).

Mikroenjeksiyon (ICSI): Tek bir spermin mekanik yolla oosit sitoplazmasina
enjekte edilmesidir (28).

2.2.1. Time-lapse

Tiip bebek isleminde transfer i¢in embriyo secimi en kritik basamaktir.
Gebelik sansini arttirmak igin dogru embriyonun segilmesi ¢ok onemlidir. Time-
lapse (Tam zamanli izleme sistemi), embriyolardaki hi¢bir degisimi gozden
kacirmayan gelismis kamera sistemidir. Embriyolar siirekli izlendigi i¢in boliinme
zamanlar1 kesin olarak tespit edilir. Embriyolarin gelisimleri film olarak saklanir. Bu
sayede embriyolarin goriintii kayitlarindan kritik zaman noktalari kaydedilmistir.
Ayn1 zamanda Time-lapse, her hastanin tiim embriyolarinin gelisimi hakkinda
karsilastirmali bilgiler, hatta daha Onceki tedavilerindeki embriyo gelisimleri ile
karsilastirmali olarak sunar. Herhangi bir detay gozden kagirilmadan, embriyolar
tekrar tekrar izleyebilme imkani ve hatta gerektiginde farkli embriyologlar ile birlikte
izleyerek transfer edilecek ve dondurulacak embriyolarin secilmesine izin verir.
Time-lapse, invaziv olmayan, embriyo se¢imi i¢in kullanilan kamerali bir sistemdir.
Her 15 dakikada bir embriyolarin bes farkli seviyede fotograflarin1 ¢ekerek
bilgisayar ortaminda depolar. Bu sistem IVF laboratuvarlarinda detayli embriyo
gelisim kinetiklerinin incelenmesine olanak vermistir (29).

Standart inkiibatorde morfolojik degerlendirme kritik zaman noktalari
sinirlidir, normalde embriyolar her giin bir kez bulunduklar1 ortamdan ¢ikarilip,
mikroskop altinda incelenerek embriyo se¢imine karar verilir. Fakat degerlendirmek
i¢cin inkiibator ortamindan uzaklasan kiiltiir petrisindeki sicaklik ve pH degisimi
istenmeyen bir durumdur (30). Oysa time-lapse’de, embriyolar hi¢ dis ortama
cikarilmadan degerlendirilerek embriyo se¢imi yapilir ve embriyo morfokinetigi
hakkinda detayli bilgiler verdigi igin oldukg¢a 6nemlidir (31).

Time-lapse arastirmalari, polar body atilimi ve proniikleus olusum

mekanizmasinin anlasilmasina olanak saglamistir ve fragmantasyonlarin geri



dontigiimli olduguna kesin kanit saglamistir. Proniikleuslarin erken kaybolmasi ve
erken bolinen embriyolarin 2. giinde daha fazla blastomere sahip olacag:

bulunmustur (4).

2.3. INTRASITOPLAZMIK SPERM ENJEKSIYONU (ICSI) VE
SONRASINDA DEGERLENDIRILEN PARAMETRELER

2.3.1. ICSI

Erkek infertilitesinin tedavisinde ¢igir acan ICSI ile, daha dnceden basarisiz
olunmus IVF denemeleri olan veya ciddi derecede bozuk sperm parametreleri
bulunan infertil hastalarda fertilizasyon ve gebelik elde edebilme sansi ortaya
cikmistir (18). ICSI, tek bir sperm hiicresinin zona pellicuda ve oolemmayi atlayarak,
oosit sitoplazmasina enjeksiyon islemidir. Ileri derecede anormal semen
parametrelerine sahip, epididimden veya testisten cerrahi yontemlerle elde edilen
spermlerin kullanildigi islemlerde, ileri kadin yas1 ve oosit sayisinin az olmasi gibi

diistik fertilizasyon riski tasiyan hastalarda ICSI islemi tercih edilir (70).

2.3.2. ICSI Sonras1 Embriyo Degerlendirme Parametreleri

Yardimla iireme teknolojilerinin kullanilmaya baslandig: ilk yillardan beri
tizerinde bir¢ok arastirma yapilmasina karsin, ilerlemenin oldukg¢a sinirli kaldig
konularin baginda implantasyon potansiyeli yliksek embriyonun belirlenmesinde
kullanilacak kriterlerin tanimlanmasi gelmektedir. Glinlimiizde 2 ya da 3. giin
geleneksel yontemlerle segilen ve birden fazla embriyo verilen transferlerde
embriyolarin yaklasik %80°1 implante olmamaktadir. Erken bdliinme ve proniikleus
morfolojileri gibi goreceli olarak daha yeni parametrelerin kullanimi ile
implantasyon orani, embriyo basina yaklasik %30 dolaylarna kadar
arttirtlabilmektedir. Kompaktlasma ve sonugta blastosdl boslugu olusumunda biiyiik
Oonemi olan blastomer kutuplagsma parametreleri de, 4 blastomerli ve 8 blastomerli

embriyolarda kullanarak proniiklear puanlama ile birlikte 6nem kazanmustir. Hiicre
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sayist ve morfolojisine dayali embriyo se¢im kriterleri kullanilarak yapilan
caligmalarin biliyik ¢ogunlugunda, embriyo se¢iminin 2. veya 3. giinde yapildig
belirtilmektedir. Bavister tarafindan da belirtildigi gibi, se¢im kriterleri belirlenirken
en Onemli faktorlerden biri embriyolarin karsilastirilacagi kesin zaman noktalarinin

saptanmasidir (32).

implante olacak embriyoyu tahmin etmek igin sadece morfoloji degil time-
lapse ile embriyo gelisim kinetigi diger secim kriteri olarak eklenmistir (33, 34).
Time-lapse sayesinde embriyoyu dis ortama ¢ikarmadan, fertilizasyondan transfer
edilecegi giine kadar olan zamanda nasil gelistigi izlenerek, transfer i¢in en iyi

performans gosteren embriyo segilir (35).

Embriyolar degerlendirilirken en iyi kaliteye sahip denilebilmesi i¢in gerekli
Ozellikler belirlenmistir. Bunlar; fertilizasyondan sonra 2. giinde dort veya bes
blastomer ve 3. giinde en az yedi blastomer, multiniikleer blastomer bulunmamasi ve

fertilizasyondan sonra 2. ve 3. giinde <%20 fragmentasyon olusmasi (36).

Cogul gebeliklerin 6nlenebilmesi ancak transfer edilen embriyo sayisinin
azaltilmasi ve hatta tek embriyo transfer edilmesiyle miimkiindiir. En iyi kalitede
embriyonun transfer edilebilmesi igin kritik zaman noktalar1 ve embriyonun her

asamasinda nasil ilerlediginin bilinmesi ¢ok 6nemlidir.

2.3.2.1. Proniiklear Degerlendirme

Mikroenjeksiyon igleminden 16-18 saat sonra, anne ve babadan gelen
kromozomlar1 tasiyan 2 c¢ekirdek yumurta ortasinda olusmaya baslar. Disi
proniikleus erkek prontikleusa iyice yaklasana kadar ilerler ve bitisirler. Yumurtanin
ortasinda 2 ¢ekirdegin izlenmesi, oositin dollendigi anlamima gelir. Yapilan
calismalar,  proniikleer  oositlerin  morfolojik  olarak  normal  olarak
degerlendirilebilmeleri i¢in her iki PN’in sitoplazmada merkezi pozisyonda, birbirine

yakin ve esit bitylikliikte olmasi gerektigini gostermistir (37).
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Sekil 1. Tesarik ve Greco proniikleus puanlama sistemi.

Tesarik ve Greco puanlama sistemine gore PO en yiikksek PS5 ise en diisiik
implantasyon potansiyeline sahiptir.

Kutup cisimcigi, perivitellin aralikta bulunan ve mayoz boéliinme sirasinda ortaya
¢ikan bir yapidir. Kutup cisimciginin goriilmesi yumurtanin olgun oldugunu gosterir.
Cekirdeklerin kutup cisimcigi ile yaptiklart B agisinin kiigiik olmasi embriyonun

implantasyon potansiyelini arttirdigi gosterilmistir (38).

Sitoplazmik halo, yumurtanin ¢evresinde goriilen az yogun bolge olarak tanimlanir.
Bu yapmin varligt embriyonun implantasyon potansiyelinin yiliksek oldugunu

gosteren bir bulgudur (39).
Optimum implantasyon potansiyelinin belirteci olarak onerilen kriterler soyledir:

- Niikleoluslarin bir tarafta birbirine yakin olarak siralanmasi
- Proniikleuslarin esit ayrilmasi

- Belirgin bir halo ile heterojen bir sitoplazma
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- 24-26. saatlerde erken boliinme (26).

2.3.2.2. Boliinme Evresi Degerlendirme

Erken Boliinme

Sakkas ve arkadaslari, inseminasyon veya mikroenjeksiyon sonrasi 25. saatte
2 hiicreli evreye boliinmeyi embriyo se¢imi i¢in kritik zaman noktasi olarak almigtir
(40). inseminasyondan 25-27. saat sonra olusan erken klivajin transfer icin yasama
kapasitesi olan embriyolarin se¢iminde ¢ok etkili oldugu bilinmektedir. Fakat dogru
erken boliinmenin goriilebilmesi icin sadece kisa bir aralik vardir ve bunu bir IVF
laboratuvarinda rutine oturtmak zor olabilir. Time-lapse ile birlikte, erken boliinme

zamanlar1 da kagirilmadan gozlemlenebilir (26).

Fertilizasyondan 24-28 saat sonra ilk boliinmenin gergeklesmedigi embriyolar
transfer glinii iyt bir morfolojiye sahip olsalar bile daha diisiik implantasyon
oranlarina sahip olurlar. Erken klivaj gosteren zigotlarin daha senkronize ve

sitoplazmik ve niiklear olgunlagmasi olan oositlerden kaynaklandig: diistiniiliir (41).

Multiniikleasyon

Multiniikleasyonu olan blastomerler erken boliinme asamalarinda, en kolay 2. giin
gozlemlenebilirler. Blastomerlerinde multiniikleasyon goriilen embriyolarin transferi,
azalmis implantasyon, gebelik ve dogum oranlariyla iligkili olabilir, miimkiin
oldugunca bu embriyolar transfer igin segilmemelidir (Meriano et al. 2004, Hnida ve
Ziebe 2007).

Boliinme Hizi

Boliinmenin zamaninda gergeklesmesi ve siirekli olmasi embriyonun
canliligim gosteren dnemli bir 6zelliktir. Iyi kaliteli bir embriyonun, 2. giinde (44-48.

saat) 2-5 blastomer ve 3. giinde (64-72. saat) 6-10 blastomere sahip olmasi
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gerekmektedir . Yapilan galismalarda, time-lapse’de implantasyon basarisi agisindan
kullanilan parametrelerden en énemlileri; t2 (24.3-27.9 h), t3 (35.4-40.4 h), t5 (48.8—
56.6 h), cc2 (<11.9 h), s2 (<0.76 h)’dir (42,43).

Yapilan c¢alismalar, ¢ok yavas ya da c¢ok hizli embriyo gelisiminin embriyo

implantasyon oranlarini olumsuz yonde etkiledigini gostermislerdir (44).

Embriyo Kalitesi

Embriyo kalitesi degerlendirilirken, blastomerlerin bigim ve biiyiikligi
sitoplazmik ozellikleri ve fragmantasyon orani gibi oOzellikler dikkate alinir.
Embriyolar biitiin bu 6zelliklerin birlikte degerlendirildigi ¢esitli embriyo kriterlerine
gore smiflandirilirlar. Esit olmayan hiicresel boliinme, embriyo kalitesi ve
embriyonun gelisim kapasitesi ile ilgili bilgi veren bir parametredir. Yapilan
caligmalar, esit boliinmeyen embriyolarin transferiyle gebelik ve implantasyon

oranlarimin olumsuz yonde etkilendigini gostermistir (35).

Embriyonun i¢inde bulunan ve hiicre olmayan yapilar fragman olarak
adlandirilir. Cekirdegi olmayan fragmanlarin sayisi ve miktarinin embriyo hacmine
orani, embriyo kalitesi belirlenirken degerlendirilmelidir. Hiicre fragmantasyonunun
nedeni ve embriyo gelisimine etkisi tam olarak bilinmemekle birlikte hem embriyo

hem de hastaya 6zgii bir durum olarak ortaya ¢ikabilmektedir (26).

Sitoplazma, ac¢ik renkli, seffaf ya da hafif graniilasyona (siingerimsi yap1) sahipse,

normal olarak degerlendirilmektedir.

Embriyolar puanlanirken perivitellin alandaki (sitoplazma dis1 alan) genislik, darlik
ve inkliizyonlar not edilmekte, zona pellusida (dis kabuk) yapist ve kalinhigr da

degerlendirilmektedir (45).

2.3.2.3. Blastosist Evresinde Embriyo Degerlendirilmesi

Bazi durumlarda embriyolar blastosist olarak adlandirilan evreye kadar (5. ve

6. giin) laboratuvarda gelistirilmektedirler. Blastosist kiiltiirinde amag, gelisen
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embriyolar arasindan en iyi kalitede ve implantasyon potansiyeli en yiiksek

embriyonun se¢ilmesine olanak taniabilmesidir (46).

Boliinme evresindeki embriyolarinda oldugu gibi blastosist degerlendirme ve
seciminde de zaman ve morfoloji ¢ok biiyiikk dneme sahiptir. Blastosist puanlama
sisteminde embriyonun genisleme derecesi, i¢ hiicre kitlesi ve dis hiicre kitlesinin
hiicrelerinin ~ yogunlugu esas almir (43). Iyi kaliteli bir blastosistin,
mikroenjeksiyondan yaklasik 112-114 saat sonra belirli ve genis (embriyo hacminin
en az yarisi kadar) bir blastosole (orta bosluk), belirli bir i¢ hiicre kitlesine ve diizgiin
ve sik yerlesmis dis hiicre kitlesi hiicrelerine sahip olmasi gerekmektedir. Gardner ve
arkadaslar1 kaliteli bir blastosistin implantasyon ve gebelik oranlarini olumlu yonde

etkiledigini bildirmislerdir (47).

Yeni jenerasyon kiiltiir medyumlarinin gelismesi sonrasinda tek blastosist
transferi hem tiip bebek basarisini arttirmak i¢in hem de ¢ogul gebelikleri azaltmak

icin One stirlilmeye baglanmistir (Gardner et al. 1998).

Uygun embriyo secildikten sonra 2, 3 ya da 5. giin anne adayinin uterusuna
bir katater yardimiyla yerlestirilir. Transfer isleminden 12 giin sonra kanda B-hCG

degeri olgiilerek gebelik olusup olusmadig: kontrol edilir (26).
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3. GEREC VE YONTEM:

3.1. KULLANILAN KiMYASAL MADDE VE COZELTILER

URUN MARKA  KATALOG NO

G-MOPS  Vitrolife 10129
G-IVF Vitrolife 10136
G-1 Vitrolife 10127
G-2 Vitrolife 10131
HSA Vitrolife 10064
G-rinse Vitrolife 10069
Hyase 10X Vitrolife 10017
Ovaoll Vitrolife 10026
ICSI Vitrolife 10111

3.2. CALISMA GRUBU

Bu ¢alismaya ¢ocuk sahibi olmak igin 2011-2014 yillar1 arasinda Eurofertil
Tiip Bebek Merkezi’ne bagvurup ICSI programina alinan 164 ¢ift dahil edilmistir.

Aragtirma evrenini olustururken erkek partnerlerde 18 yas ve ilizeri olmasi, 1.
grup i¢in agiklanamayan infertilite hastalarindan normozoospermi olanlardan 82 cift,
2. grup ig¢in azoospermi olanlardan 82 c¢ift calismaya dahil edilmistir. Kadin
partnerlerde ise yasin 19-39 arasi olmasi, herhangi bir endikasyon olmamasi, 4 ve

tizeri yumurta toplanan hastalardan olmasina dikkat edilerek segilmistir.
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Calismamiz toplamda 224 adet implantasyonu bilinen transfer embriyolarina
ait veriler ile yapilan retrospektif bir ¢aligmadir. Iki embriyo transfer edilen
hastalarda iki embriyonunda implante oldugu bilinen hastalar dahil edilmistir.
Klinigimizde time-lapse kullanilan hastalardan 2 grup olarak segilen
normozoospermi olup agiklanamayan infertil vakalar ve azoospermi vakalarin
embriyo gorlintiileri izlenerek yapilmistir. Embriyolar bdlinme saatlarine gore
degerlendirilmistir. Time-lapse’de normozoospermi olan agiklanamayan infertil hasta
grubu ve azoospermi hasta grubu transfer embriyolarinin t2, t3, t4, t5, t6, t7, t8, cc2,
s2, cc3 parametreleri kaydedildikten sonra istatiksel analiz yapilmustir.

ccl cc2 cc3

Sekil 2. Embriyo gelisimi sirasinda t2, t3, t4, t5, cc2=t3-t2, s2= t4-t3

parametrelerinin grafikte gosterilmesi.

Embriyolarin morfokinetigi, time-lapse’de incelenerek 2 grubun embriyolari
arasinda fertilizasyon oranlari, ilk klivaj zamani (25-27. saat), 2. giin (44-48. saat) ve
3. glin (64-72. saat) boliinme zamanlar1 bakimindan fark olup olmadigi ve bunlarin
gebelige etkisi aragtinlmistir. Ayrica gebelik ve implantasyon oranlari 2 grup

arasinda karsilastirtlmistir. Kullanilan tiim verilerle ilgili etik onay alinmustir.
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3.3. HASTALARA UYGULANAN ISLEMLER

Klinigimize bagvuran erkek partnere spermiyogram tesi yapildi. Kadin
partnere ise birden fazla yumurta elde edebilmek igin ovaryan stimiilasyon

uygulanda.

Semen Analizi

3-5 giinliik cinsel perhiz siiresinin ardindan mastiirbasyon yoluyla steril 6rnek
kabimna verilen semen Ornegi, oda sicakliginda 10-15 dakika likefiye olana kadar
bekletildi. 5’1ik enjektor yardimiyla semen 6rneginin hacmi belirlendi.

Likefiye olmus semen 6rneginden Makler Chamber iizerine 10 pl semen 6rneginden
konularak 20X’de 151tk mikroskobunda degerlendirildi. Makler Chamberda bir
stitundaki 10 karede bulunan tiim spermler (motil ve immotil) sayilarak kaydedildi.

Bu total konsantrasyonu gosterir. 10 karedeki motil tim spermler sayilarak
kaydedildi.

Asagidaki derecelendirilmeye gore 10 karedeki A ve C spermler sayilarak
kaydedildi. En az iki kez ve her defasinda en az iki siitun sayilarak kaydedildi.

A+B: Ileri dogru hareketli

C: Yerinde hareketli

D: Hareketsiz

Mikro TESE (Testikiiler Sperm Ekstraksiyonu)

Semen Ornegi incelenirken Makler Chamberda hi¢ sperm goriilmezse, lam
tizerine 20 pl semen 6rnegi konularak iizeri lamel ile kapatildi. Preparat 40X’de 151k
mikroskobunda incelendi, motil veya immotil sperm arandi. Sayet praparatta hig
sperm goriilmezse; konik falcon tiipiin (Falcon 2095) iizerine hastanin ismi ve SOy
ismi sabit kalemle yazilip, semen 6rneginin tiimi enjektdr yardimiyla tiip igerisine

bosaltild1. Agz1 sikica kapatilan tiip 2500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
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sonrasi supernatant kismi dokiildii. Pellet kendi sivisi ile resiispanse edildi. Lam
lizerine resiispanse edilen sividan 20 pl konularak lamel ile kapatildi. Ornek 151k
mikroskobunda 40X’de incelendi. En az dort preparat bakildi. Eger hi¢c motil ve
immotil sperm goriilmezse hasta azospermi olarak degerlendirildi. Islem giiniinden
Once yapilan spermiyogram testi sonucu azospermi olan hastalara TESE ameliyati

Onerildi.

Mikro TESE, erkek infertilitesinde hi¢ sperm bulunmadigi durumlarda
gergeklestirilen bir operasyondur. Operasyon sirasinda erkek testislerinden toplam 8
doku alindi. Mikro cerrahi yontemle testisten alinan dokular centerwell igerisindeki
G-IVF medyumunda iki adet PPD enjektorii ile disseke edilerek lam lamel 151k
mikroskobunda 40X objektifte sperm arandi. Sperm goriilmesi durumunda alinan
doku pargalar1 visotiipe toplanip iizerine 600 ul sperm freezing medyum damla
damla konuldu. Her damladan sonra 6rnek karistirildi. Kapagi sikica kapatilan nunc
tiip birka¢ kez ters diiz edildi. Sperm freezing medyum eklendikten sonra 3 dakika
oda 1s1sinda beklendi. Ornekler aliminyum folyo ile 151k gecirmeyecek sekilde sarild:
ve +4’¢ buzdolabina yerlestirildi, burada da 45 dakika bekletildi. Sonra sivi
nitrojenden 4 cm yukarida, buharinda 10 dakika bekletildikten sonra sivi nitrojen
icerisine daldirildi. Ornekler cane’lere sivi nitrojen icerisinde yerlestirilerek tasiyici

kanistere, buradan da depo tank igerisindeki yerine yerlestirildi.

Ovaryan Stimiilasyon

Tiim hastalarda antagonist protokol kullanildi. Ovaryan stimiilasyon, GnRH
(gonadotropin salgilatict hormon) antagonist (Cetrotide 0.25 mg; Merk Serono, Bari,
Italy) ile adetin 2-3. giinleri baslandi.

Overlerin tedaviye yaniti, ultrason taramalart ve serum Ostradiol seviyelerinin
Olgiilmesiyle takip edildi. Folikiiller en az 13-14 mm ¢apmna ulastiklarinda ve
Ostrojen seviyesi istenilen seviyeye geldiginde hCG (insan koryonik gonadotropini)
enjeksiyonu uygulandi. HCG (Ovitrelle; Merck Serono, Bari, Italy) enjeksiyonundan

sonraki 36. saatte oositler toplandi.
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ICSI

0.giin

Islem giinii kadmn oositleri toplanirken erkekten alman sperm 6nce sayisal
olarak degerlendirildi. Daha sonra da ICSI isleminde kullanilmak tizere yikandi.
TESE olan hastalarin 6nceden dondurulmus TESE dokularindan ¢6ziildii ve sperm

hazirlandi.

ICSI isleminde Kullanilmak Uzere Spermlerin Hazirlanmasi

Normal ejakiilat spermi ile ICSI yapacagimiz hastalardan alinan Ssemen
ornekleri sayisal olarak degerlendirildi. Tipe 1 ml G-IVF ve 1 ml likefiye olmus
semen Ornegi konulup vortekslendi. Santrifiije yerlestirilen tiipler 10 dakika 500 g’de
santrifiij edildi. PPD enjektoriiniin ucuna sar1 igne ucu takilip, bunun yardimiyla
pellete zarar vermeden supernatant alinarak atildi. Yeni bir PPD enjektoriine sari
igne ucu takilarak her tiipe sperm sayisina gore 0,1-0,5 ml aras1 G-1VF stok ¢ekildi.
Egik tutulan tiipe, pellete zarar vermeden medyum konuldu. Medyum miktari sperm
say1 ve motilitesine gore degisir. Tiipler 45 derece egimli olacak sekilde spora
dikkatlice yerlestirildi. Yaklasik 30 dakika gectikten sonra PPD enjektor yardimiyla
sar1 igne ucu pellete yaklastirilmadan yiizen spermler ve medyum c¢ekilip yeni bir
tiipe konuldu. Isleme kadar deskin iizerinde bekletildi.

TESE sperminin hazirlanmasi ise, ponksiyon giinii hastanin esinin islemi
bittikten sonra TESE materyali ¢6ziild.

Hastanin protokoliine gore 6rnek bulunarak pens yardimiyla alindi ve 37 °C deki su
banyosunda yaklasik 5 dakika ¢6ziilene kadar bekletildi. Coziilen disseke ise; kiigiik
falcon tiipiin lizerine hastanin adi1 soyadi, esinin adi1 soyad:1 yazildi. Nunc igerisindeki
materyalin hepsi bu tiip icerisine dokiildii. PPD enjektoriine bir giin Oncesinde
hazirlanmis G-IVF’ten 1 ml c¢ekilerek damla damla bu soliisyona eklendi. Her
damlada soliisyon iyice karistirildi. Kiiglik falcon tiipiin kapagi sikica kapatild.
Vorteksde karistirildi. Karisim 500 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Centerwell’in
lizerine hastanin, esinin ad1 soyadi yazildi. Kiigiik falcon tiip icerisindeki supernatant

atildi. Pelet 1 ml G-IVF ile diliie edilerek centerwell icerisine dokiildii. iki adet PPD
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enjektorii yardimiyla doku disseke edildi. 30 dakika beklendikten sonra centerwell
icerisindeki s1vi kisim alinarak kiigiik tiip igerisine konuldu ve 1800 rpm de 5 dakika
santrifiij edildi. Supernatant atilip pelet 1 ml G-IVF ile santrifiij edildi. Supernatant
tekrar atilarak pelet 300 pl ile restispanse edildi ve deskte bekletildi.

Total immotil sperm bulunan ve ¢dzdiirme sonras1 motil sperm goriilemeyen TESE
vakalarinda 250 pl 6rnegin i¢ine 50 pl onceden 1sitilmis sperm mobil eklendi. 5
dakika kadar inkiibatdrde bekletildikten sonra sperm toplama islemine gecildi. Sperm

mobil uygulamasi sonrasi sperm motilitesi yaklagik 40-45 dakika siirmektedir.

Oosit Toplama Islemi (OPU)

Tiim basamaklarda embriyo kiiltiirii medyumu olarak (Vitrolife; Goteberg,
Sweden) kullanildi. HCG enjeksiyonundan sonraki 36. saatte oositler transvajinal
olarak ultrasonografi esliginde ve yikama medyumu G-MOPS kullanilarak toplanda.
Aspirasyon ignesi yardimiyla kadin dogum uzmani tarafindan toplanan oositleri
iceren folikiil sivist biliyiik falcon tiip i¢ine alindi. Biiyiik falcon tiip igerisinde
getirilen folikiil s1ivis1 hemen Falcon 60 mm’lik petri i¢erisine dokiildi. 200’1k pipet
yardimiyla tespit edilen oositler alinarak yikama petrilerinin (centerwell)
cevresindeki G-MOPS medyum igerisinde yikand: ve merkezi kisimda toplandi.
OPU islemi bitip, tiim folikiil sivilar1 kontrol edildikten sonra; toplanan oositler bir
giin oncesinden hazirlanan G-IVF petrisinin kenarinda yikanip, ortadaki yag alti 1
ml’lik G-IVF igerisine yerlestirildi. Tiim folikiil sivilar1 hizli bir sekilde kontrol
edildi. Kontrol edilen folikiil sivilari, farkli bir kisi tarafindan bir kez daha kontrol
edildikten sonra atild1.

G-IVF petrisi igerisinde toplanan oositler, 1-2 saat 37°C’lik, %5 CO; igeren ve %90

nem ortami saglayan inkiibatorde bekletildi.

ICSI Islemi i¢in Oositlerin Temizlenmesi (Hyase)

ICSI yapilabilmesi i¢in oositin etrafindaki korona ve kumulus hiicrelerinin

temizlenmesi gerekir. Bu islem deniidasyon olarak adlandirilir.
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Hyase (1U:20), falcon 60 mm’lik petride ve yag altinda yapildi. Hastanin yumurta
sayisina gore petri sayisina karar verildi. Hyase’dan 15 dakika once 1500 pl G-
MOPS stok ve 150 pl Hyase stoktan isitma inkiibatoriine kaldirildi. Medyumlar
1sindiktan sonra Falcon 60 mm’lik petriye 4 adet 50ul G-MOPS stok damlalar1 ve
150 pl Hyase damlalar1 hazirlandi. Petri hazirlandiktan hemen sonra {izeri 1sitma
inkiibatoriindeki yag ile kapatildi. Hazirlanmis petri tekrar 1sitma inkiibatoriine
kaldirildi, medyumlar ve yag regiilasyonu i¢in 10 dakika kadar beklendi. Ardindan
ICSI petrileri hazirlandi. G-MOPS medyumdan gerekli olan miktarda kullandiktan
sonra tekrar 1sitma inkiibatoriine kaldirildi, ICSI petrisi hazirlarken kullanildi.
Ayiklama islemi i¢in 135pl lik stripper kullanildi. 100’liik pipet yardimiyla alinan
oositler hyase stok damlalarina yerlestirildi. Oositler pipete alinip verilerek kabaca
kumulus hiicrelerinden temizlendiler. Daha sonra stripper yardimiyla kumulus
hiicreleri mekanik olarak temizlendi. Hyase stok igerisinde kismen temizlenen
oositler G-MOPS yikama damlalari igerisine alindilar. Stripper yardimiyla kumulus
hiicrelerinden tamamen temizlenene kadar oositler G-MOPS damlalarinda sirasiyla
dentidasyon yapildi. Temizlenmis oositler buradan, daha dnceden hazirlanmis olan
ICSI petrisine yerlestirildi. ICSI sirasinda oositlerin matiirasyonlar1 degerlendirilip
kaydedildi.

Oositin incelenmesi

Kutup cisimcigi olan olgun oositler Metafaz II (MII), kutup cisimcigini
atmamuis tek hiicre goriinlimiinde olan olgunlasmamis oositler Metafaz I (MI) olarak
degerlendirildi. Kutup cisimcigi olmayan ve germinal vesikiil goriilenler olgun

olmadiklar1 i¢in ICSI isleminde kullanilmad.
ICSI (Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu)

Oositler temizlendikten sonra MII olanlar ile Van Steirteghem ve
arkadaglariin protokoliine uygun olarak mikroenjeksiyon islemi yapildi (34). ICSI

petrisi Nunc ICSI Dish/centerwell kapagina hazirlandi. Petrinin ortasindan asagiya

dogru damlaciklar hazirlandi. Petrinin ortasina, alt alta iki adet 15 pl PVP
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(Polivinilpirolidon) konuldu. Bu damlalarin tizerine iki adet, altina da 4 adet 15 ul G-
MOPS stoktan konuldu. Damlaciklarin iizeri Ovoil ile kaplandi. ICSI petrisindeki tist
kisimdaki iki G-MOPS ve altindaki PVP damlasina sperm sayisina gore 1-10 pl
sperm soliisyonundan eklendi. Her bir G-MOPS damlasina bir oosit yerlestirildi.

ICSI petrisi invert mikroskoba yerlestirildi. Pipetler yavasca bos PVP damlasina
indirildi. Once holding pipete sonrada ICSI pipetine bir miktar PVP cekilerek
damlacigin disina ¢ikartildi. Spermlerin bulundugu PVP damlacigindaki spermlerden
morfolojisi iyi olan spermler segilerek, kuyruklar1 ICSI pipeti yardimiyla ezilerek
hareketsiz hale getirildi. Hareketsiz hale getirilen sperm pipet icerisine alindi.
Holding pipet ile oosit tutularak sabitlendi. Oositi polar body’si saat 12:00 veya
06:00 hizasinda olmalidir. Oosit, holding pipet ve ICSI pipeti net hale getirildi.

Saat 03:00 hizasindan ICSI yapildi. Sperm ICSI pipetinin u¢ kismina kadar
getirildikten sonra oosit icerisine girildi. Sperm ile birlikte ooplasma bir miktar geri
cekildi. Ooplasma birden geri geldiginde sperm ve ooplasma, oositin igerisine
bosaltildi. Oositin igerisine miimkiin olan en az miktarda PVP verildi. Daha sonra
ICSI pipeti igerisindeki akim durduruldu. Alinan diger oositlerde enjekte edildikten
sonra, enjekte edilen oositler bir giin 6nceden hazirlanmis G-1VF petrisine alindilar.
G-IVF petrisinde, oncelikle ortadaki yikama damlaciklarinda birka¢ kez yikandiktan

sonra her bir damlaciga bir oosit yerlestirildi ve petri inkiibatore kaldirildi,

1.giin

Fertilizasyon

ICSI uygulanan oositler enjeksiyondan 16-18 saat sonra fertilizasyon
acisindan degerlendirildi. Her bir oositte proniikleus olup olmadigi ve sayisi
acisindan  degerlendirildi. 2 proniikleus varligi normal fertilizasyon olarak
degerlendirilir. Proniikleuslarin biiyiikliikleri esit olmalidir. Bu takip igin Tesarik ve
Greco’nun skorlama sistemi kullanilir (48).

Tiim fertilize olan oositler 6zel dishlere (EmbryoSlide; Unisense FertiliTech, Aarhus,
Denmark) aktarildi ve transfere kadar 6.0% CO,, 7.0% O, ve 37.0 °C ortam1 olan
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time-lapse inkiibatore (EmbryoScope; Unisense FertiliTech, Aarhus, Denmark)

yerlestirildi.

Erken Klivaj

Inseminasyondan 25-27. saat sonra olusan erken klivajin transfer i¢in yasama
kapasitesi olan embriyolarin se¢iminde ¢ok etkili oldugu bilinmektedir (49).
Mikroenjeksiyondan 16-20. saat sonra fertilize olan oosit, 25. saatte veya oncesinde
ikiye boliinme gergeklestirmigse erken boliinen embriyo olarak degerlendirilmistir.
25. saatten sonra boliinenler erken bdliinmemis embriyo olarak degerlendirilmistir.
Sakkas ve arkadaglari, bu nedenle inseminasyon veya mikroenjeksiyon sonrast 25.
saatte 2 hiicreli evreye boliinmeyi embriyo se¢imi i¢in kritik zaman noktasi olarak

almustir (40).

2.giin

Embriyo degerlendirmesi yaparken kullanilan skorlama sisteminde 2. ve 3.
giin embriyolarin boliinme hiz1 ve kalitesi degerlendirilmistir. Embriyo bdliinme hizi
degerlendirilirken 2. giin (44-48. saat) blastomer sayis1t 4 ve dortten fazla olan
embriyolar normal, dortten az blastomeri olan embriyolar anormal bdoliinmiis
embriyo olarak degerlendirilmistir (50).

Kalite degerlendirilmesi i¢in kullanilan skorlama sistemine gore;

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

2. Kalite Embriyo: Blastomerler esit biiyiikliikte, fragmantasyon oran1 %20’den fazla
3. Kalite Embriyo: Blastomerler esit biiytikliikte degil, fragmantasyon oran1 %50’den
fazla

4. Kalite Embriyo: Blastomer biiyiikliigli, sayis1 ve fragmantasyon orami ayirt

edilemiyor seklinde degerlendirilmistir (51).
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3. giin

Iyi kalite embriyo ¢ok sayida blastomeri olup hi¢ ya da fark edilmez oranda
fragmantasyon gosteren embriyodur. Uygun blastomer sayilar1 kiiltiiriin 2. giiniinde
(44-48. saat) 4-6, 3. giiniinde (64-72. saat) 8-12’dir. Kalite degerlendirmesi i¢in yine
2. glinde yapilan degerlendirme kullanilmistir. 3. giinde yapilan morfolojik
degerlendirmede 8 ve fiizeri blastomer sayisi olanlar iyi embriyo olarak segilir.
Blastomerlerde niikleuslarin olup olmadigi, birden fazla niikleusu olup olmadig: not
edildi. Transfere uygun embriyolar forma isaretlendi. Bastan beri her kritik zaman

noktasinda gerektigi gibi olan embriyolardan transfer igin se¢ildi.

Transfer

Embriyolar ikinci giinde (inseminasyondan 44-48 saat sonra), liclincii glinde
(inseminasyondan sonra 64-72 saat sonra) veya blastosist doneminde 5-6. giinde
(inseminasyondan 114-120 saat sonra) transfer edilebilirler.

Anne yas1, daha 6nceki deneme sayisi, embriyolarin kalitesi, bolinme hizlar1 ve
embriyo sayisi goz Oniine alinarak uygun olan embriyolar 2., 3., 5. giin embriyo

transfer kateterine yiiklenerek anne adayinin uterusuna yerlestirildi.

Time-lapse’te Embriyolarin Incelenmesi

Klinigimizde 2011-2014 yillar1 arasinda yukaridaki iglemler rutin olarak
yapilmigtir.  Calismamizda,  klinigimize  basvuran  hastalardan  secilen
normozoospermi ve azoospermi hasta gruplarinin embriyolarinin goriintiileri time-
lapse’de izlenerek embriyo morfokinetik parametreleri olan t2, t3, t4, t5, t6, t7, t8,

cc2, s2, cc3 degerleri kaydedildi.
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Sekil 3. Time-lapse’de embriyo goriintiileri.

3.4. ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Calismamizda verilerin istatistiksel analizi igin Statistical Package for the
Social Sciences 16.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA.)  kullanildi. Parametrik
degiskenler student-t testi ile, parametrik olmayan degiskenler Man-Whitney U testi
ile degerlendirildi. Gruplar aras1 gebelik oranlarinin karsilastiriimasinda Chi-Square

Test kullanildi. Anlamlilik sinir1 P<0.005 olarak alindi.

4. BULGULAR

Merkezimizde 82 siklusta ejakiillasyon menisinin spermleri ve 82 siklusta
MTESE ile elde edilen spermlerle ICSI uygulanmigtir. Calismamizda toplam 164
hastadan 1914 adet oosit toplanmistir ve olgun olan 1344 tanesine ICSI islemi
gergeklestirilmistir. Ejakiilasyon grubunun ortalama anne yasi1 30,47 ve mTESE ile
elde edilmis sperm grubunun ortalama anne yas1 29,6°dir.

ICSI isleminden sonra 1. grup olan normozoosperminin 00sitlerinden % 75,05’i ve 2.
grup olan azoosperminin oositlerinden %75,5’1 fertilize olmustur. Oositin fertilize

oldugu sitoplazmasinda 2 proniikleus ve 2 kutup cisimcigi varligi ile belirlenmistir.
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Embriyo kaliteleri grade 1 olan embriyolardan 2 grupta toplam 224 adet embriyo

transfer edilmistir (51).

Bulgular dikkate alinarak, normozoospermi ve azoospermi gruplarimizda sperm
kaynaginin, embriyo morfokinetigine, implantasyon orani ve gebelik oranlarina

etkileri degerlendirilmistir.

Calisma gruplar1 arasinda sonuglar1 etkileyebilecek faktérlerden olan sperm

konsantrasyonu ve kadin yasi benzer degerlere sahip bireylerden olusturulmustur.

Tablo 1. Demografik 6zellikler ve gruplarin klinik karakteristikleri.

Grup 1 Grup 2 p
Hasta sayis1 I 82
30,47+2,84 29,6+5,21 0,19
Anne yas1
BMI (kg/m?) 24,76+3,66 24,83+3,8 0,64
. 11,46+6,5 11,88+5,47 0,28
Oosit sayisi
o 75,05+£20,51 | 75,5+24,04 0,29
Fertilizasyon orani
Transfer edlle:a(})]:ts?lama embriyo 1,3240,47 1,410,49 0,19

BMI: Beden Kitle Indeksi, Grup 1: Normozoospermi Grup 2: Azoospermi
Her iki grupta da yas, BMI, oosit sayisi, transfer edilen embriyo sayis1 benzerdir.

Grup 1’in fertilizasyon orani 75,05, grup 2’nin fertilizasyon orani 75,5 olarak

bulunmustur. 2 grup arasinda fertilizasyon oranlarinda anlamli fark bulunmamustir.
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Tablo 2. Ejakiilat spermi ve testikiiler sperm ile ICSI sonrasi elde edilen 2. giin

transfer embriyolarinin time-lapse’de morfokinetik parametrelerinin incelenmesi.

Grup 1 (n:24) Grup 2 (n:44) p
t2 26,97+2,73 25,67+3,42 0,26
t3 37,42+4,59 35,98+4,04 0,19
t4 38,33+4,30 36,91+3,92 0,18
cc2 (t3-12) 10,45+3.,55 10,62+2,41 0,14
s2 (t4-t3) 0,9+2.,05 0,660,93 0,45

Grup 1: Normozoospermi Grup 2: Azoospermi

cc2 S2

B Grup 1 (n:24)
B Grup 2 (n:44)

Sekil 4. 2. giin transfer edilen grup 1 ve 2 embriyolarinin morfokinetik

parametrelerinin karsilagtiriimasi.

2. giin transfer edilen grup 1 ve grup 2 embriyolarinin embriyo morfokinetikleri

arasinda anlamli fark bulunmamastir.
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Tablo 3. Ejakiilat spermi ve testikiiler sperm ile ICSI sonrasi elde edilen 3. giin

transfer embriyolarinin time-lapse’de morfokinetik parametrelerinin incelenmesi.

Grup 1 (n:74) Grup 2 (n:68) p

t2 26,25+2,36 26,54+2.97 0,52

t3 37,5243,19 37,45+£3,91 0,9

t4 38,37+£3,4 38,55+4,02 0,77

t5 50,1£5,46 49,61+6,0 0,55

t6 52,04+5,36 51,6545,11 0,67

t7 53,1£5.9 53,33+5,03 0,8

t8 55,24+6,64 54,84+4,82 0,88
cc2(t3-12) 11,27+1,48 10,9+2,76 0,76
S2(t4-t3) 0,84+1,79 1,1£2,4 0,45
cc3 (t5-t3) 12,6+4,0 12,16+4,22 0,62
t8-t5 5,5+5,46 6,28+5,22 0,24

Grup 1: Normozoospermi Grup 2: Azoospermi

BGrup 1 (n:74)

®Grup 2 (n:68)

Sekil 5. 3. giin transfer edilen grup 1 ve 2 embriyolarinin morfokinetik

parametrelerinin kargilastirilmasi.
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3. giin transfer embriyolarinin morfokinetikleri bakimindan gruplar arasinda anlamli

fark goriilmemistir.

Tablo 4. Ejakiilat spermi ve testikiiler sperm ile ICSI sonras1 elde edilen 3. ve 5. giin

transfer embriyolarinin time-lapse’de morfokinetik parametrelerinin incelenmesi.

Grup 1 (n:85) Grup 2 (n:72) p
t2 26,16+2,54 26,60+2,96 0,31
t3 37,26+3,24 37,55+£3,92 0,61
t4 38,41+4,28 38,60+4,01 0,76
t5 50,05+5,38 49,81+6,01 0,79
t6 51,92+5,63 51,7745,12 0,86
t7 52,99+6,1 53,4145,03 0,65
t8 55,08+7,04 54,97+4,90 0,74
cc2 11,1+1,83 10,9427 0,48
S2 1,15+£3,6 1,05+2,34 0,5
cc3 12,8+4,2 12,26+4,14 0,46
t8-t5 5,36+5,4 6,1£5,15 0,23

Grup 1: Normozoospermi Grup 2: Azoospermi

60
50

40

30 -
20 -

t2

t3

t4 t5 t6

t7 t8 cc2 S2 cc3 t8-t5

mGrup 1 (n:85)
BGrup 2 (n:72)

Sekil 6. 3. ve 5. giin transfer edilen grup 1 ve 2 embriyolarinin morfokinetik olarak

karsilagtirilmasi.
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5. giin transfer embriyolarinin sayis1 az oldugu i¢in 3. giin embriyolar: ile birlikte
degerlendirilmistir. 3. ve 5. giin transfer edilen embriyolarin morfokinetikleri

bakimindan gruplar arasinda anlamli fark goriilmemistir.

Tablo 5. 2 grubun tiim transfer edilen embriyolarinin Meseguer kriterleri ile

karsilastrilmasi (42).

12 3 t5 cc2 S2
Grup 1 26,57+6,0 | 34,44+9,19 | 49,51+13,15 10,97 1,13
Grup 2 29,88+9,04 [35,02+11,03 | 47,7+13,63 10,72 1,03

Meseguer
Kriterleri 24,3-27,9h | 35,4-40,3h | 48,8-56,6h | <119h | <0,76 h

Grup 1: Normozoospermi Grup 2: Azoospermi

Meseguer’in ortalama degerlerine gore karsilagtirildiginda, 2. grubun embriyolarinin
ikiye boliinme zamani (t2) daha ge¢ olmustur. S2: t4-t3, 3 blastomerden 4 blastomere
gecis siiresini ifade eder. S2 degeri, her iki grupta da Meseguer ortalama degerlerine

gore daha uzun siirmiistiir.

Tablo 6. Gruplar arasinda gebelik ve implantasyon oraninin karsilagtirilmasi.

Grup 1 (n:82) Grup 2 (n:82) p
Gebelik orani 53% 50% >0,005
Implantasyon orani 37% 26% <0,005*

Grup 1: Normozoospermi Grup 2: Azoospermi
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60%

50% -

40% - H Gebelik

® implantasyon
orani

30% -

20% -

10% -

0% -

Grup 1 (n:82) Grup 2 (n:82)

Sekil 7. Grup 1 ve Grup 2 transfer embriyolarinin gebelik ve implantasyon oranlart.

Grup 1’in gebelik oran1t %53, grup 2’nin gebelik orani %50 olarak bulunmustur.
Grup 1 ve 2’de gebelik oranlari bakimindan anlamli fark bulunmamistir (p>0,005).
Grup 1’in implantasyon orani %37, grup 2’nin implantasyon orant %26 bulunmustur.

Grup 1 ve 2’de implantasyon orani bakimindan anlaml fark bulunmustur (p<0,005).
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5. TARTISMA

Time-lapse, son yillarda erken embriyo gelisim ¢alismalari i¢in giiglii bir
teknoloji olmustur. Kullanilan bu teknik ile, embriyo morfokinetigi degerlendirilerek
saglikli embriyo gelisimi i¢in bir¢ok bilinmeyen agiga ¢ikarilmistir (52). Simdiye
kadar bu sistemin kullanimina dair klinik sonuglar sinirhdir. Ik sonuglar, 3. giin
blastomer boyutlar1 ve sayisinin implantasyonu etkiledigini, embriyo implantasyon
tahmininin bu sistemde geleneksel degerlendirme sistemine gore daha yiiksek
oldugunu gostermistir (Paternot et al., 2009). Tam zamanli embriyo izleme sistemi
ve kiiltiir sistemi kombinasyonu gibi modern sistemlerden morfoloji ve embriyo

gelisimi ile ilgili elde edilen ek bilgiler gogalmaktadir (53).

Tek embriyo transferi yapilan ilkeler igin, time-lapse ile birlikte en iyi embriyo

sec¢im kriterleri onem kazanmustir (54).

Kotli sperm parametrelerine sahip hastalarin embriyo gelisimlerinin de
etkilendigi sanilmaktadir. Fakat ICSI ile siirli sayida ve iy1 kalite spermler secilir.
Bu nedenle farkli semen Kkaliteleri ile yapilan ICSI sonrasi benzer sonuglar
bulunmustur. Embriyonik genomun aktive oldugu 4-8 blastomerli doneme kadar
embriyoner gelisim maternal genom ve oosit proteinlerince yiritiiliir. Bu nedenle
IVF uygulamalarinda oosit morfolojisi kadar sperm ozelliklerinin de etkisi
incelenmektedir. Embriyonik genom aktive olmadan Once, sperm Kkalitesi
embriyogenezin ¢ok erken kisimlarini etkiyebilmektedir. Erkege bagli problemler
fertilizasyondan sonra ilk bdliinme olana kadar etkilese de implantasyon Oncesi

gelisimi de etkilemektedir (9, 55).

(Calismamiza benzer olarak, 63 hastada ejakiilat ve testikiiler sperm ile ICSI
sonucu elde edilen embriyolarin morfokinetik parametreleri incelenmistir. Testikiiler

sperm grubu embriyolarin daha hizli bolindigi gosterilmistir (56).

Bagka bir ¢aligmada, testikiiler sperm ve normal ejakiilat spermi ile yapilan
ICSI sonucu elde edilen embriyolarin morfokinetigi time-lapse kullanilarak
incelenmistir. Bu iki grupta spermin matiirasyon farkindan dolayr hiicre

boliinmelerinde farkliliklar oldugu diisiiniilmiistiir. Testikiiler sperm ile elde edilen
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embriyolarin 4 hiicreli durumdaki siiresi daha kisa olarak gozlenmistir. Bunun
aksine, testikiiler sperm ile elde edilen embriyolarda 5 ile 6 ve 5 ile 8 hiicreli

zamanlar normal ejakiilat spermine gore daha uzun olarak gozlenmistir (57).

Azoospermi hastalardan elde edilen testikiiler sperm ile yapilan ICSI, ejakiilat
spermi kadar etkili sonuglar vermistir (58). Testikiiler sperm ile yapilan ICSI
sonuclarinda implantasyon potansiyeli diisik olsa da fertilizasyon ve embriyo

gelisimi etkilenmemistir (59).

Epididimal veya testikiiler sperm kullanilarak uygulanan ICSI ile
fertilizasyon, implantasyon ve gebelik oranlari arasinda anlamli farklilik yoktur.
Ejakiilat sperminde testikiiler sperme gore DNA hasar1 daha fazladir. Ejakiilat
sperminde yiiksek DNA hasar1 olan hastalarda basarisiz ICSI sonrasi testikiiler sperm
ile ICSI uygulanabilir (67,68). Hamileligin devaminin, spermin testikiiler, epididimal
veya ejakiilat kaynakli olmasindan etkilenmedigi genis ¢aligmalarla gosterilmistir
(60, 61). Oligoasthenoteratospermi ile normozoospermi hastalarin tedavilerinde
implantasyon, gebelik veya diisiik oranlar1 arasinda bir fark bulunmamuistir (62).

Yapilan baska bir ¢aligmada sperm kokeni ve kalitesinin fertilizasyon ve
boliinme kosullarint etkileyip etkilemedigi arastirilmistir. Bu c¢alismada sperm

kalitesinin ICSI sonuglarini etkilemedigi goriilmiistiir (63).

Diger bir c¢aligmada, testikiiler sperm ve oligoasthenoteratospermi olan
hastalarin ICSI sonucunda testikiiler sperm grubunun fertilizasyon orani daha diisiik

olmustur. Sperm kaynagi, embriyo kalitesi ve gebelik oranlarini etkilememistir (64).

Standart inkiibatore gore, time-lapse kullanilmasiyla stabil kiiltiir kosullart ve
embriyo se¢imi i¢in embriyo morfokinetigi sayesinde gebelik oranlart yiikselmistir
(65).

Calismamizda, 2 grubun embriyolarinda sperm kaynaginin fertilizasyon
oranlari, morfokinetik parametreleri, gebelik ve implantasyon oranlarina etkisi
incelenmistir. Fertilizasyon oranlari, morfokinetik parametreleri, gebelik oranlar
agisindan istatistiksel olarak anlamli fark goériilmemistir. 3. giine kadar klivaj

tizerinde sperm kaynaginin bir etkisinin olmadig1 gériilmiistir.
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Gruplar arasinda implantasyon oranlarinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur. Bu farkin sperm matiirasyonu bakimindan oldugu diisiiniilmektedir.
Testikiiler sperm daha az olgundur, ¢iinkii sperm matiirasyonunun son basamagi
epididimiste ger¢eklesir. Bu nedenle mTESE ile sperm elde edilen grup 2’de
implantasyon orani daha diisiik olmustur. Embriyonik genomun aktive oldugu 4-8
blastomerli doneme kadar embriyoner gelisim maternal genom ve oosit
proteinlerince yiiriittliir. 4-8 hiicreli zamana kadar maternal genom, sonrasinda
embriyonik genom devreye girdiginden dolay1 testikiiler sperm kullanilan 2. grupta
sperm kalitesinin etkisi, implantasyon asamasinda ortaya c¢ikarak 2. grupta

implantasyon oraninin daha diisiik olmasina sebep olmus olabilir.

Bu verilere dayanarak, sperm kaynagi farkli olsa bile ICSI ile sinirli sayida ve
kalitede spermler secildigi icin, fertilizasyon ve gebelik oranlari arasinda bir fark
bulunmamustir. Fakat sperm matiirasyonun etkisi implantasyon asamasinda ortaya
¢ikmis olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sperm kaynagi farkli olan normozoospermi ve azoospermi gruplar arasinda
fertilizasyon oranlari, embriyo morfokinetigi, implantasyon ve gebelik oranlari
karsilastirilmistir. Calismamiza 164 cift dahil edilmis ve 2 grupta incelenmistir. 1.
grup agiklanamayan infertilite hastalarindan normozoospermi olan 82 hastanin, 2.
grup ise azoospermi olan 82 hastanin transferi yapilan toplam 224 adet embriyo

secilmistir.

Bulgularimiz dogrultusunda normozoospermi ve azoospermi infertil vakalarin
fertilizasyon oranlari, time-lapse’de embriyo morfokinetiginin karsilastirma sonuglari

ve iki grubun implantasyon ve gebelik oranlar1 s6yle siralanabilir.

e Grup 1’in fertilizasyon oran1 75,05, grup 2’nin fertilizasyon oran1 75,5 olarak
bulunmustur. 2 grup arasinda fertilizasyon oranlarinda anlaml fark
bulunmamastir.

e 2.  giin transfer edilen embriyolarda 2 grup arasinda morfokinetik
parametreleri agisindan istatiksel olarak anlamli fark gériilmemistir.

e 3. giin transfer edilen embriyolarda 2 grup arasinda morfokinetik
parametreleri agisindan istatiksel olarak anlamli fark goriilmemistir.

e 3. ve 5. giin transfer edilen embriyolar birlikte degerlendirildiginde 2 grup
arasinda morfokinetik parametreleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
goriilmemistir.

e Implantasyon oranlari incelendiginde; 1. grupta %37, 2. grupta %26 olarak
bulunmustur. 1. grup olan normozoospermi hastalarin ve 2. grup olan
azoospermi hastalarin implantasyon oranlari arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark goriilmustiir.

e Gebelik oranlar1 incelendiginde; 1. grupta %53, 2. grupta %50 gebelik elde
edilmistir. 2 grup arasinda gebelik oranlar1 agisindan istatistiksel olarak

anlaml fark goriilmemistir.

Bu bulgular dogrultusunda, implantasyonu bilinen normozoospermi ve azoospermi

transfer embriyolarinda sperm kaynagmin embriyo morfokinetigine bir etkisi
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olmadigr gozlenmistir. Sperm kaynagmin farkli olmasi sadece implantasyonu
etkilemistir. Fertilizasyon oranlari, embriyo gelisimi ve gebelik oranlarini

etkilememistir.

Bu konuda yapilacak ileri ki ¢alismalarda, 5. glin embriyo sayisinin arttirilmasi ve
hasta sayisinin genisletilmesi boyle bir ¢alismayr ve benzerlerini daha anlamli

kilacagi diigiiniilmektedir.
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