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BEYAN
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safhalarda etik disi davramisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik ve etik
kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklari da kaynaklar listesine aldigimi, yine bu tezin
calisilmas1 ve yazimu sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigini

beyan ederim.
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KISALTMALAR
AMH: Anti- Miillerian Hormon
DOR : Diisiik over rezervi
E2 : Ostradiol
FSH : Folikiil stimiile edici hormon
GnRH: Gonadoropin- releasing hormon
GV : Germinal vezikiil
HSG : Histerosalpinografi
IUI : Intra- uterin inseminasyon
ICSI : Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
IVF : In- vitro fertilizasyon
KOH : Kontrollii ovaryen hiperstimiilasyon
LH : Luteinize hormon
MI : Metafaz I oosit
MII : Metafaz II oosit
OPU : Oosit toplama islemi ( Oosit pick-up )

PCO - PKOS : Polikistik over sendromu



PNa : pronukleus olusum zamani
Pnf : pronukleuslarin kaybolma zamani

t2 : Iki hiicreye béliinme zamani

t3 : Ug hiicreye boliinme zamani

t4 : Dort hiicreye boliinme zamani

t5 : Bes hiicreye boliinme zamani

t6 : Alt1 hiicreye boliinme zamani

t7 : Yedi hiicreye boliinme zamani

t8 : Sekiz hiicreye boliinme zamani

t9+ : Dokuz hiicreye ulasma zamani

tM : Morula evresi

tsb : Kavitasyon baslangici

tB : Blastosist evresine ulagsma zamani

t2-t5 : Iki hiicreden bes hiicreye gecisdeki zaman farki
t3-t5 (ce3) : Ug hiicreden bes hiicreye gecisdeki zaman farki
t2-t3 (cc2): iki hiicreden ii¢ hiicreye gegisdeki zaman farki

t3-t4 (s2) : ii¢ hiicreden dort hiicreye gegisdeki zaman farki
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OZET

HAYRIYE CELENK

POLIKISTIK OVER SENDROMU (PCO) VE POOR
RESPONDER (DUSUK OVER REZERVI) OLAN
HASTALARIN EMBRIYOLARININ MORFOKINETIK
OLARAK NORMAL YANITLI HASTA EMBRIYOLARI ILE
KARSILASTIRILMASI

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Klinik Embriyoloji
Program

Mayis 2017

Kapal1 goriintiileme sistemi, ile over rezervinin erken embriyo morfokinetik parametrelerine
olan etkisinin degerlendirilmesi ve over rezervlerine gore ayrilmis ii¢ grup hastadan alinan
embriyolarin time lapse monitor sistemi ile restrospektif karsilagtirilmas1 amaglanmistir.
Yardimli tireme teknikleriyle alinan sonucun basarisini etkileyen en 6nemli faktérlerden birisi
de embriyo secim metodudur. Zamanla gelisen laboratuar kosullarina ragmen, geleneksel
embriyo morfoloji degerlendirme metodlariin kisitli basarisi, embriyo hiicre boliinmelerinin
dinamik olarak degerlendirildigi time lapse moniterizasyon sistemi gibi alternatif teknolojilere
yoneltmistir.

Dolayisiyla yapilan son arastirmalar optimal embriyo morfokinetik parametrellerini

kullanarak implantasyon potansiyeli en yliksek olan en iyi embriyoyu segmeye odaklanmistir.
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Time lapse sisteminin avantajlari, embriyolarin siirekli goriintiilenmesi ki bu da objektif ve
kesin bilgi saglamaktadir. Gelismis kiiltiir kosullar1 ve embriyonun dis ortamla temas etmeden
degerlendirmesini yapmak ki bu da gbzlemci varyasyonunu azaltir.

Bilgimiz dahilinde, literatiirde diisiik over rezervi (POR), polikistik over sendromu (PCO) ve
normal over rezervi olan hastalar arasinda embriyo morfokinetik parametrelerinin
karsilastirildigr bir arastirma bulunmamaktadir. Ayn1 zamanda maternal yasin embriyonun
kinetik degisimiyle iligkisini gdsteren sinirli sayida bilgi bulunmaktadir. Sonug olarak over
rezervi ve embriyo morfokinetik parametreler arasindaki iligskiyi degerlendirmek hedeflendi.
Ayrica 35 yas altt ve 35 yas Ustii hastalar1 iceren iki grubu degerlendirerek yasin etkisini
arastirildu.

Bu calisma Aralik 2015 ve Aralik 2016 arasinda izmir Universitesine basvuran hastalarin
erken morfokinetik parametrelerinin retrospektif veri analizidir. Bu c¢alisma Kurumsal
Inceleme Kurulu tarafindan onaylanmistir. Calismaya 200 hasta dahil edilmis, bu hastalardan
41°1 Diisiikk over rezervli (POR), 62’si normal over rezervine sahip, 97’si Poliksitk over

sendromlu (PCO) hastalardir.

72 saatlik kiiltiir boyunca her embriyonun resmi 20 dakika da bir, 7 farkli planda ¢ekilir.
Embriyo goriinteleme yazilimi (Embryo Viewer software (Unisense Fertilitech Aarhus))
kullanilarak embriyonik resimler incelenir. Bu yazilim embriyonik gelisim siireclerini
mikroenjeksiyon sonrasindaki saatlik araliklarla incelemektedir. Bu zaman dilimleri
fertilizasyonu takip eden siiregleri analiz eder. Déllenmeden itibaren tPNf, t2, t3, t4, t5, t2-t5,
t3-t5, cc2(t2-t3), s2(t3-t4) parametreleri analiz edilip kayit altina alinmistir. Parametreler
arasinda iki ardisik boliinmenin arasinda gegen silire de hesaplanmistir. Bu parametreler ile
optimal embriyo parametreleri belirlenerek ideal embriyo segilip gelisiminin 3. giiniinde
transfer edildi.

Embriyolar Meseguer et. all tarafindan belirlenen time lapse analiz parametrelerine gore
secilmigtir. Luteal destek i¢in biitliin hastalara giinliik 90 mg progesterone gel (Crinone gel
8%, Merck ,Tiirkiye) ve 200 mg vajinal mikronize progesterone (Progestan caps 200 mg,
Kocak Farma, Tirkiye) verilmisti. BhCG kan testi embriyo transferinden 12 giin sonra
yapilmistir. Klinik olarak hamilelik pozitif BhCG kan testinden 2 hafta sonra bir veya birden

fazla intrauterin gestasyonel kese saptanmasiyla tanimlanir.
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0,05’den az olan bir p-degeri istatiksel olarak ©nemli sayilir. Toplamda 1144 embriyo
degerlendirildi. Morfokinetik parametreler tPNf, t2, t3, t4, t5, cc2, s2, cc3, t2-t5 gruplar
arasinda istatiksel olarak farklilik saptanmadi (p>0.05).

35 yas alt1 ve istlindeki hastalar yas gruplara gore degerlendirildi. Farkli yas grubundaki
hastalar arasinda morfokinetik parametreler istatiksel olarak farklilik icermemektedir(p>0.05).
Optimal embriyo morfokinetik parametre oranlar1 t5, s2 ve cc2, gruplar arasinda farklilik
gostermemektedir (p>0.05).

Over rezervi bu bulgulara goére embriyo morfokinetik parametrelerini etkilemiyor
goziikmektedir.

Anahtar kelimeler: Kapali goriinteleme sistemi, over rezervi, Polikistik over sendromu,,

embriyo morfokinetigi,
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ABSTRACT

COMPARISON OF EMBRYO MORPHOKINETIC PARAMETERS
POLYCYSTIC OVARY SYNDROME PATIENTS AND POOR OVARIAN
RESERVE PATIENTS WITH NORMAL OVARIAN RESERVE
PATIENTS

HAYRIYE CELENK

DEPARTMENT OF HISTOLOGY AND EMBRYOLOGY
CLINICAL EMBRYOLOGY PROGRAM

May 2017

To evaluate the impact of ovarian reserve on early embryo morphokinetic parameters in a
time lapse monitoring system and retrospective study comparing time lapse monitoring
analysis of embryos from three groups of patients according to the ovarian reserve.

One of the most important factor for the success of treatment outcomes in assisted
reproduction cycles is the embryo selection method. Although the laboratory conditions have
been evolving by the time, limited success rates with conventional embryo morphological
evaluation methods led to alternative technologies including time lapse monitoring system
which provides the dynamic evaluation of embryonic cell division parameters. Thus recent
researches have focused on optimal embryo morphokinetic parameters to select the best

embryo which has the most implantation potential. The advantages of time lapse system are
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the continuous monitoring of the embryos which provides objective and accurate information,
improved culture conditions and embryo evaluation without removal and also decreasing the
interobserver variability.

Although this evolving technologies have been shown to improve the reproductive outcomes,
there is still limited success in contrast to expected. Thus the most important factor for the
IVF success rate is the maternal age. Pregnancy rates for women over the age of 35 are
significantly lower with assisted reproduction, compared to those in women under the age of
35. The other important factor is the retrieved oocyte number after ovarian stimulation in IVF
cycles.

To our knowledge there is not any study in the literature that compared the embryo
morphokinetic parameters of patients with poor ovarian reserve (POR), normal ovarian
reserve and polycystic ovaries. There is also limited data on the effect of maternal age on
embryo developmental kinetics. Therefore we aimed to evaluate the relationship between
ovarian reserve and embryo morphokinetic parameters. We also investigated the role of age
by evaluating the results in two groups including under 35 and over 35 years of patients.

The study is a retrospective data analysis of early morphokinetic parameters of patients who
were admitted to Izmir University between December 2015 and December 2016. The study
was approved by the Instutional review board. 200 patients were included in the study. 41 of
them was patients with poor ovarian reserve, 62 of them were patients with normal ovarian
reserve, 97 of them were patients with polycystic ovaries.

Images of each embryo were taken every 20 min in seven different focal planes, during 72 h
of culture. The embryonic images were analyzed using Embryo Viewer software (Unisense
Fertilitech Aarhus), which annotates embryonic developmental events with the corresponding
time in hours after microinjection. The times from fertilization to the following events were
analyzed: tPNf, t2, t3, t4, t5, t2-t5, t3-t5, cc2(t2-t3), s2(t3-t4). The intervals between two
consecutive cleavages were also calculated.Embryo transfer was performed on Day 3 of
development.

The embryos were selected according to time lapse analysis parameters described by
Meseguer et. all. For luteal support all patients received 90 mg progesterone gel (Crinone gel
8%, Merck , Turkey) and 200 mg of vaginal micronized progesterone (Progestan caps 200

mg, Kocak Farma, Turkey) daily. BhCG blood test was performed 12 days after embryo
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transfer. The clinical pregnancy was defined by the presence of one or more intrauterine
gestational sacs 2 weeks after a positive beta hCG blood test.

A total of 1144 embryos were evaluated. The morphokinetic parameters including time to
tPNT, t2, t3, t4, t5, cc2, s2, cc3, t2-t5 were not statistically different between groups (p>0.05).
Data was analyzed according to different age groups including patients under and over 35
years. The morphokinetic parameters were not statistically different in patients. with different
age groups (p>0.05). The percentage of optimal embryos according to t5 , s2 and cc2 were not
statistically different between groups (p>0.05) .

The ovarian reserve does not seem to affect the embryo morphokinetic paramaters.

Key words: time lapse; ovarian reserve, PCOS, embryo morphokinetics, in vitro fertilization
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1. GIRIS ve AMAC

Infertilite, bir ¢iftin 1 y1l siiresince korunmasiz iliskiye girmesine ragmen gebe kalamamasi
olarak tanimlanir. Subfertilite, gebe kalma yeteneginin azalmasini ifade ederken, sterilite ise
bu yetenegin tamamen olmamasidir. Primer infertilite daha 6nce hi¢ gebe kalamamais hastalari

tanimlarken, sekonder infertilite ise daha 6nce gebe kalmay1 basarmis ciftleri tanimlar.

Infertilite tanis1 alan kadimlarmn prevalansi yiizde 13 civarindadir ve yasa gore yiizde 7 ile
ylizde 28 arasinda degiskenlik gosterir. Sik iliski de bulunan normal fertil ciftlerde
fekundabilite ylizde 20-25 arasindadir. Korunmayan c¢iftlerin yaklasik yiizde 85- 90’1 ilk yil
icinde gebe kalacaktir. Sterilite ciftlerin yiizde 1-2’sini etkiler. Infertilitenin sebebi, ¢iftlerden
birine ya da ikisine ait nedenler olabilir. Kadin veya erkek infertilitesi ayrimi yapilmadan,
birden fazla infertilite faktorii bulunan c¢iftlerde dahil edildiginde, olgularin % 80’inde bir
etiyoloji bulunabilir. Olgularin yiizde 25’inde neden erkekten kaynaklanan faktorlerdir.
Ovulatuar disfonksiyon ve tubal/peritoeal faktorler kadinlardaki infertilitenin basta gelen
nedenleri arasindadir. Infertil ¢iftlerin ancak yiizde 15-20’sinde etiyoloji bulunamaz ve
aciklanamayan infertilite tanis1 olarak tanimlanir. Infertilite i¢in hastanin ge¢misi ve kadinin
35 yasindan biiyiik olmasi goz Oniinde bulundurularak erken degerlendirme yapilabilir.
Fertilite kadinlarda ve 50 yasindan sonra erkeklerde genellikle yasla beraber azaldigindan,
cocuk sahibi olmay1 erteleyenler bu riskleri goz oniinde bulundurmalidir. Kilo artisi da
anoviilasyona sebep olmalari nedeniyle kadinlarda infertiliteyle iliskilendirilmigtir.
Dolayistyla saglikli bir hayat tarzi oviilasyon bozuklugu olan kadinlarda fertiliteyi arttirabilir.
Infertil bir ¢iftin degerlendirilmesinde kullanilan tan1 araclar ¢ok cesitlidir. Tibbi ge¢mis ve
fizik muayene, hastaya 6zel endokrinolojik ve radyolojik test algoritmasini bigimlendirir.
Gortigmenin ilk 6nemli konusu oviilasyon, sperm konsantrasyonu ve over rezervi gibi

fertiliteyi etkileyen faktorlerin sorgulanmasidir.

In vitro fertilizasyon laboratuvarinda embriyo gelisiminin degerlendirilmesi belirli araliklarla
embriyo boliinmelerinin izlenmesi ile mimkiindiir. pH degisiklikleri, sicaklik gibi dis

etkenlerin embriyo gelisimine negatif etkileri, embriyolarin izlenmesinde ortaya ¢ikmaktadir

17



(20,21). Kapal1 goriintiileme sistemi (EmbryoScope™ )’nde sicaklik, pH degisimlerine ve dis
etkenlere son derece hassas olan embriyonun inkiibatér disinda kaldigi siireyi en aza
indirgemek i¢in gelistirilmistir (22,23). Bu sistemde 6 giinliik gelisim siireci icinde embriyo
disar1 c¢ikarilmadan izlenerek blastomer simetrisi, blastomer sayisi, hesaplanarak bdliinme
stireleri gosterilmektedir. Bu siire zarfinda her 20 dakikada bir goriintii alinarak embriyonun

gelisim siireci tam olarak izlenebilmektedir.

Bu sistemde bir hastaya ait 12 embriyonun izlenmesi miimkiin olmaktadir. Toplamda 6 farkl
hastanin bilgileri sisteme kaydedilip ayn1 anda farkli embriyoskop kiiltiir dishlerinde inkiibe
edilebilmektedir. Sistemde ikinci kutup cisminin atiligindan itibaren, pronukleuslarin ortaya
cikisi, ilk boliinme, ikinci ve liglincli boliinme asamalari, morula, kavitasyon baslangici,

blastokist stireleri hesaplanmaktadir (24,25,26).

Embriyo gelisiminin zamanlamasi ile ilgili calismalar son yillarda iizerinde ¢aligilan konularin

basinda gelmektedir.

Arastiricilar bu zamanlama ile kaliteli embriyolart bulmayr hedeflemektedir. Yapilan
arastirmalar embriyo senkronizasyonunun implantasyon ile yakin iligkisi oldugunu
gostermistir. (27,28) Kapali goriinteleme sistemi (Embriyoskop)’nde kullanilan time-lapse
gorlintiileme programi goriintiileri kayit edip birlestirdikten sonra video halinde bize
sunabilmektedir. Embriyolarin tiip bebek laboratuvarinda gegirdikleri 6 giin sonunda amag,
normal ve anormal dollenen embriyolar1 ayirt etmek, embriyonun boliinme asamalarini
kontrol etmek, hizli veya yavas gelisen embriyolar1 takip ederek optimum hiicre boliinmesi
gosteren embriyolari belirlemek ve bdylece transfer edilecek en iyi embriyolari segme sansini

arttirmaktir. Bu sistem Diinya’da pek ¢ok iilkede kullanilmaya baglamistir.(29,30)

Embriyoskop ile tiim gelisim siiregleri, embriyo gelisim hizi boliinme zamanlari normal ve
anormal gelisen embriyolarda incelenmistir (31,32). Ayn1 zamanda bu sistem ile gilivenilir
embriyo se¢im kriterleri de ortaya cikarilmistir (33,34). Meseguer ve arkadaglar: yaptiklar
caligmada retrospektif olarak incelenen 247 embriyoda 5 hiicreye ulasma zamani, 3 hiicreden
4 hiicreye gec¢is zamani ve 2 hiicreden 3 hiicreye gecis zamani en 6nemli li¢ parametre olarak
belirlenmistir (35). Bu model blastosist olusumu ve kalitesi ile de iligskilendirilmistir (36).
Ovulasyon indiiksiyon protokolleri, embriyo kiiltiir soliisyonlar1 ve diisiikk veya yliksek

oksijen oranlarinin embriyonun boliinme zamanlarini etkiledigi gosterilmistir (37,38,39).
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Kapal1 goriintiileme sistemi, embriyo morfolojisi ve bdliinme kinetigi parametreleri dikkate
almarak embriyo se¢iminde yeni bir ¢alisma alani olusturmustur. Bu ¢alismada Polikistik over
sendromu(PCO) ve Diisiik over rezervli (DOR) olgularda ICSI sonras1 gelisen embriyolarin
kapali gotiintiileme sisteminde, prospektif olarak degerlendirilmesi, gelisen embriyolarin
morfokinetik parametrelerinin normal yanitli hasta grubunda olusan embriyolar ile

karsilastirilmas1 amaglanmistir.
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2. GENEL BiLGILER

2.1 Polikistik Over Sendromu (PCO)

Polikistik over sendromu (PCO) dogurganlik cagindaki kadinlarda en sik goriilen endokrin
bozukluktur. Sendromun prevalans1 yaklasik yiizde 6-8 olarak bildirilmektedir. ilk kez 1935
yilinda Stein ve Leventhal tarafindan, yedi hastadan olusan bir seride polikistik overler ve
amenore birlikteligi seklinde rapor edilmistir. Aradan gecen 70 yilda Polikistik over sendromu
alaninda Oonemli gelismeler kaydedilmis olmakla birlikte, giiniimiizde halen sendromun
etyopatogenezi ve tani kriterleri, 1990 yilinda Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Saglik
Enstitiileri (NIH) tarafindan diizenlenmis bir konferansta olusturulmustur.(Tablo:2). Buna
gore, PCO tanist i¢in klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgular: ile kronik
anoviilasyon bulunmasi ve Cushing sendromu, hiperprolaktinemi, klasik olmayan konjenital
adrenal hiperplazi gibi PCO benzeri klinige yol agabilecek diger nedenlerin ortadan
kaldirilmas1 gerekmektedir. Buna karsilik, 2003 yilinda diizenlenen bir uzman toplantisinda,
1990 NIH kriterleri yeniden gozden gecirilmis ve Oncekine benzer sekilde diger etyolojik
nedenler ortadan kaldirildiktan sonra sendrom tanisinin asagidaki ii¢ kriterden ikisinin

birlikteligi ile koyulmasi 6nerilmistir.

Tablo 1: Polikistik over sendromu tani kriterleri

1. Oligo-anoviilasyon

2. Klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgulari,

3. Ultrasonografide polikistik overler.

Kronik anoviilatuar infertilitenin en sik nedeni olan PCO, multisistemik reprodiiktif-metobalik
bir sendrom olarak Tipll diyabet, dislipidemi, kardiyovaskiiler hastalik ve endometriyal
karsinoma gibi uzun dénem saglik riskleri tagimasi nedeniyle giiniimiizde bir halk sagligi

problemi olarak da 6n plana ¢ikmaktadir.
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Tablo 2: 1990 NIH Polikistik over sendromu tan1 kriterleri

1. Kronik anoviilasyon

2. Klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgular1 ve diger etyolojik
nedenlerin ortadan kaldirilmasi

Tablo 3: 2003 Rotterdam yeniden gozden gecirilmis Polikistik over sendromu
tam kriterleri

1. Oligo-anoviilasyon

2. Klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgulari

3. Polikistik overler ve diger etyolojik nedenlerin ortadan kaldirilmast

(Polikistik over sendromu tanisi i¢in ii¢ kriterden ikisinin bulunmasi yeterlidir.)

Polikistik over sendromu, genellikle peripubertal donemden itibaren baslayan menstriiel
diizensizlikler (oligo-amenore, disfonksiyonel uterus kanamasi), hiperandrojenizm bulgulari
(hirsutizm, akne, ciltte yaglanma, androjenik alopesi) ve infertilite ile karsimiza ¢ikmaktadir.
Polikistik over sendromlu olgularda yiizde 20’lere ulasan siklikta adetlerin diizenli olabilecegi

bildirilmistir. PCO’da en sik goriilen hiperandrojenizm bulgusu hirsutizmdir.

Hirsutizm modifiye Ferriman-Gallwey metodu ile degerlendirilir. Bu metot ile list dudak,
cene gogiis bolgesi, sirtin alt ve iist kisimlar1 olmak {izere abdomen, kol ve bacaklarin iist
kisimlar1 olmak iizere toplam dokuz alanda kil dagilimi1 0-4 arasinda skorlandirilarak toplam

Ferriman-Gallwey skoru >6 hirsutizm olarak tanimlanur.

Akne, ciltte yaglanma ve androjenik alopesi de hiperandrojenizme bagli olarak karsimiza
cikabilmektedir. Ancak tani i¢in bu klinik bulgularin olmasi sart degildir. Ayrica, etnik
ozellikler ve bireysel farkliliklara bagli olarak her hastada hirsutizm bulunmayabilecegi de

akilda tutulmalidir.
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Tablo 4: Polikistik over sendromunun belirti ve bulgulari
Hirsutizm % 60-90
Oligomenore % 50-90
Infertilite % 55-75
Polikistik over gorliniimii (USG’de) % 50-75
Obezite % 40-60
Amenore % 25-50
Akne % 25
Disfonksiyonel uterus kanamasi % 30
Normal menstruel siklus % 22

Klinik bulgularin Polikistik over sendromunu diislindiirdiigii olgularda tan1 biyokimyasal ve
ultrasonografik bulgularla desteklenebilir. Hastalarin laboratuvar incelemesinde over ve

adrenal kokenli androjenik hormonlarda artigla karakterize hiperandrojenemi gozlenir.

Ayrica, LH diizeylerinde ve LH/FSH oraninda artis olabilir. Yaklasik yiizde 25-60 olguda

hiperinsiilinemi ve insiilin direnci saptanabilir.

PCO’lu hastalarin ultrasonografik goriintiillenmesinde 2-9 mm c¢apl, 12 veya daha fazla
follikiil olmas1 ve /veya artmis over voliimii ( >10ml) polikistik over olarak tanimlanir. Bu
bulgunun tek overde olmasi yeterlidir. Polikistik over degerlendirmesinde follikiilerin
dagilimi dikkate alinmaz. Oral kontraseptif ila¢ kullanimi1 over morfolojisini etkileyebilir.
Ayrica, multifollikiiler over hipogonadotropik hipogonadizmden normal doneme ge¢cmekte
olan hastalarda overde spontan follikiiler aktiviteye ya da oviilasyon indiiksiyonu ile over
stimiilasyonuna bagli olarak gelisebilmektedir. Ultrasonografik polikistik over goriintiisii,
saglikli kadinlarda da yiizde 20’lere varan oranlarda bulunabilir. PCO tanisi1 koyabilmek i¢in
benzer klinige neden olabilecek hastaliklarin g¢ikartilmasi gerekir. Ayirici tan1 da menstriiel
diizensizlikler ve hirsutizme neden olabilecek pitiiiter ve adrenal bez hastaliklari,
hiperandrojenizme neden olan hastaliklar bulunmaktadir. Bazi ilaglarin kullanimi
hiperandrojenizme ya da hiperandrojenemik degisikliklere yol agabilir (androjenler,

progestajen ajanlar, steroidler, fenitoin gibi).
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Cushing sendromunu diigiindliren  klinik bulgularin varliginda, 24 saatlik idrarda serbest
kortizol diizeyinin 6l¢iilmesi tarama i¢in kullanilabilir. Prolaktin ile ilgili bozukluklar ve tiroid
hastaliklar1 da ayirici tanida diisiintilmesi gereken durumlardir. PCO’larda yiizde 30’a varan
oranlarda hafif orta diizeylerde prolaktin yiiksekligi gortlebilir. Tiroid hastaliklarinda
menstriiel diizensizlikler goriilebilir. Trioid hastaliklarinda menstriiel diizensizlikler
goriilebilir, ancak ¢ogu zaman hastalikla iligkili diger semptom ve bulgular taniya olanak

saglar.

PCO, genetik ve ¢evresel faktorlerin etkilesimiyle ortaya ¢ikmis sik goriilen ve kompleks bir
hastalik olarak degerlendirilebilir. Sendromun fizyopatolojisinde gonadotropin dinamiginde
degisikliler, steroidogenez defektleri, insiilin salinim ve etki bozukluklar1 beraberinde genetik

faktorler on plana ¢ikmaktadir.

Tablo 5: Polikistik over sendromu uzun déonem saghk riskleri

Glukoz intoleransi ve tip 2 diyabet

Kardiyovaskiiler hastalik

Kanser

PCO’nun etyopatogenezi net olarak bilinmedigi i¢in giiniimiizde mevcut tedavi secenekleri de
genelllikle semptomatiktir. Bu anlamda, tedavi hedefleri hiperandrojenizmin kontrol edilmesi,

menstriiel disfonksiyonun diizeltilmesi ve fertilitenin saglanmasi seklinde siralanabilir.

Yasam tarzi degisikliklerinin over fonksiyonunun diizeltilmesinde etkili oldugu gosterilmistir.
Kombine oral kontraseptifler menstriiel siklusu diizenlerler, endometriyum {iistiinde koruyucu
etkiye sahiptirler ve androjen diizeyini azaltirlar. Gebelik istegi olan infertil hastalarda kanita
dayali tip perspektifinde bir tedavi semasinda diisiikk maliyetli invaziv olmayan tedavi
secenekleriyle baslamak ve cevap alimamazsa invaziv tibbi ve cerrahi seceneklerin

kullanilmas1 uygun olacaktir.

Oviilasyon indiiksiyonunda ilk secenek klomifen sitrattir. Bu ajanla hastalarin ylizde 80’inde
oviilasyon, yiizde 40’inda gebelik saglanir. Klomifen sitrata yanitsiz hastalarda ikinci

basamak ekzojen gonadotropinler kullanilabilmektedir. Over diyatermisi gibi cerrrahi
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oviilasyon indiiksiyon metotlari, PCO’da kiigiik hasta gruplarinda belli diizeyde basariyla
denenmistir. Bu metotlarin postoperatif adezyon gelisimi gibi riskleri mevcuttur. Bu nedenle
yalnizca klomifene direncli ve gonadotropin tedavisi almak istemeyen secilmis olgularda

kullanilmalidir.(57)

2.2 Zayif Over Yaniti (Poor Responder)

Zay1f overyan yanit ilk kez Garcia ve ark. tarafindan 1983 yilinda tanimlanmigtir. Prevalansi
In-Vitro Fertilizasyon (IVF) yapilan hastalar arasinda yiizde 5-24 olarak bildirilmistir.
Yardimla Ureme Tekniklerinde (YUT) meydana gelen ilerlemelere ragmen zayif overyan
yanithi hastalarin yonetimi hakkinda heniiz bir fikir birligine varilamamistir. Farkli yazarlar
farkl kriterler kullanmakla birlikte kontrollii ovaryan hiperstimulasyona (KOH) zayif yanit;
yeterli ovaryan stimulasyona ragmen 3’ten az oosit elde edilmesi ve maksimum serum

estradiol (E2) diizeylerinin 500 pg/ml’ye esit veya daha diisiik olmasi olarak tanimlanabilir.

European Society for Human Reproduction and Embryology/American Society for

Reproductive Medicine zayif ovaryan yaniti tanimlayan kriterler icin bir konsensusa varmistir.
IVF tedavisinde over stimiilasyonuna zayi1f yanit tanimi i¢in yapilmis ESHRE konsensusu :

Bologna kriterleri olarak bilinen bu ii¢ kriterden ikisinin olmasi, zayif overyan yanit i¢in

yeterli kabul edilmistir. Bunlar;
1. Tleri maternal yas (>40 yas) ya da zayif ovaryan yanit icin diger risk faktdrlerinin olmast,

2.0nceki zayif ovaryan yanit dykiisiiniin olmasi (konvansiyonel ovaryan hiperstimulasyon

yontemleri ile < 3 oosit toplanmis olmasi)
3. Anormal ovaryan rezervi testi olmasi .
* Yanit ; <3 /5 folikiil ( Hcg giinii )

« Pik E2 <300-500 pg /ml

¢ 5 giinde <100 pg / ml
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* Toplanmis oosit sayis1 <3-<5

* Kisa protokol 41 ampul >

* Uzun prrotokol 47 ampul >

* Yas <37, veya <70 kg 225 IU/giin...<S5 folikiil
*  Yas>37, veya > 70kg 300 U/ giin...<5 folikiil

Bu hastalarda IVF tedavi basarisimi arttirmak i¢in farkli KOH yontemleri kullanilmakla

birlikte optimal stimulasyon yontemi hakkinda fikir birligi olusmamustir.

KOH sirasinda uygulanan gonadotropin dozunun arttirilmasi, farkli tipte gonadotropin
kullanilmasi, gonadotropinlerin ya da GnRH analoglarinin (agonist ya da antagonist) baglama
zamaninin degistirilmesi, oral kontraseptif kullanilmasi, tedaviye biiylime hormonu, klomifen
sitrat, aromataz inhibitorleri, testosteron, E2, nitrik oksit donoérleri, aspirin gibi adjuvan
ajanlarin eklenmesi ya da dogal sikluslarin yardimla iireme tekniklerinde kullanilmasi
onerilmektedir. YUT de basar 6zellikle yeterli bir KOH a baglidir. Gonadotropinlere yetersiz
yanit, siklus iptali, transfer edilecek ya da dondurulacak embriyo say1 ve kalitesinde azalma,
diisiik gebelik oranlari, bunlarin sonucunda ciftlerde ve doktorda stres ve hayal kiriklig1 ile
sonuglanabilmektedir. Son yillarda yapilan bazi1 ¢aligmalar zayif yanith hastalarda mikrodoz
GnRH agonist (GnRHa) flare-up yonteminin avantajli oldugunu bildirmektedir. Bazi
caligmalarda ise GnRH antagonistlerinin faydali oldugu sonucuna ulasiimustir. iki stimulasyon

protokoliinii karsilastiran bazi ¢alismalarda ise fark saptanmamustur.
Zay1f over yaniti, olan hastalara tan1 koyarken ;

1. Yas,

2. Diistik over rezervi ile iligkili diger risk faktorleri ;

* Endometriozis

 Gegirilmis over cerrahisi

* Pelvik infeksiyon
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» Kemoterapi / Radyoterapi

* Prematiir over yetmezligi (POF)
» Obezite

» Sigara

3. Over rezervi i¢in yapilan testler

FSH

Bazal E2

Inhibin B

* Antral folikiil sayis1

* Over voliimii

» Antimiillerian horman seviyesi

« FMRI1 geninde 30 < CGG tekrar1 prematiir over yaglanmasi riskine isaret etmektedir
¢ Otoimmiin test

* Dinamik testler

4. Onceki zayif yanit dykiisii

Zayif over yanit i¢in en iyi protokoliin asagidaki 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir.
* Maksimum sayida olgun ve iyi kalite oositi uygun siirede saglamali

« Implantasyon i¢in uygun endometrium saglamali

» Maksimal gebelik ve dogum orani. (58)
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2.3 Gametogenez

Gametogenez veya gamet formasyonu, kadin lireme hiicresi oosit ile (oogenez) erkek ilireme
hiicresi spermatozoon'un (spermatogenez) olusumu ve matiirasyonu siireclerini igerir. Erkek
ve kadin germ hiicreleri embriyonik gelisimin 3.haftasinda yolk sac duvarindan ameboid
hareketlerle 4. haftanin sonunda veya 5. haftanin basinda gelismekte olan gonadlara ulasirlar.
Genetik olarak disi gonadlarda (over) oogonialara ve erkek gonadlarda (testis) ise

spermatogonialara doniisiirler.
2.4 Spermatogenez

Spermatogenez, primitif germ hiicrelerinin 6nce spermatogonia'lara ve daha sonra olgun
spermatozoa'lara donilistim siirecini tanimlar. Disilerden farkli olarak erkeklerde primordial
germ hiicrelerinin farklilagmas: pubertede baglar. Dogumda erkeklerdeki germ hiicreleri
testisin seks kord'lar1 igerisinde destek hiicreleri ile ¢evrelenmis biiyiik soluk hiicreler olarak
taninirlar. Destek hiicreleri olasilikla follikiiler hiicrelerde oldugu gibi glandin yiizey
epitelinden kdken alirlar ve Sertoli hiicreleri' ne doniisiirler. Puberteden hemen 6nce seks
kordlarda bir limen olusturarak bunlar seminifer tiibiiller'e doniisii. Hemen hemen ayni

zamanda primordial germ hiicreleri iki tip olan spermatogonialara farklilasir.

Tip A spermatogonialar mitozla boliinerek kok hiicreler icin devamli bir kaynak saglarken
bunlardan gelisen Tip B spermatogonialar primer spermatositleri olusturur. Normal gelisim
asamasindaki olaylarin olusumu ile tip A spermatogonialar bir yandan kok hiicreler i¢in
yeterli popiilasyonu geride birakirken bir yandan da tip B spermatogonilara doniisiir. Olusan
bu tip B spermatogonialar daha sonra mitoz ile ¢ogalarak primer spermatosit'leri meydana
getirirler. Primer spermatositler yaklagik 22 giin sliren bir profaz asamasindan sonra hizla

l.mayoz boliinmelerini tamamlayarak sekonder spermatositleri olustururlar.

Bu hiicreler hemen ikinci mayotik boéliinmelerini tamamlayarak spermatidlere doniisiirler ve
spermatidlerin her biri haploid sayida 23 kromozom igerir. Boylece tip A spermatogoniumdan
spermatid asamasina kadar olan farklilagmada birbirleriyle hiicre diizeyinde temaslarini
siirdiiren bir seri germ hiicresi olusur. Olusan bu germ hiicrelerinin desteklenmesi, korunmasi,
beslenmesi ve olgunlagsmalarinda limene salinmalar1 baslica Sertoli hiicreleri tarafindan

saglanir.
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Olusan spermatidlerin fertilizasyon yetenegine sahip olgun sperm hiicrelerine doniismesi
spermiyogenez denilen bir siirecte meydana gelir. Bu siiregte spermin bas kisminin yaklagik
2/3 'inii olusturan ve niikleer yiizeyi kaplayan, fertilizasyon sirasinda zona ve o0osit
membranin penetrasyonunu saglayan akrozomun olusumu, niikleusun kondensasyonu
spermin boyun, orta kisim ve kuyrugunun olusumu ve sitoplazmanin ¢ogunun atilmasi
gergeklesir. Boylece bir spermatogoniumdan olgun bir spermatozoonun olusmasina kadar
gecen siire yaklasik 70 gilindiir. Tam olarak olgunlagsan spermatozoolar serbestleserek
seminiferoz tiibiillere gecer ve tiibiillerin duvarindaki kontraktil yapilarin etkisi ile
epididimise dogru ilerler ve olgunlasirlar. Ejekiilasyon sirasinda epididimin kuyruk kismi, vaz
deferens ve vaza ampullada depolanan sperm ejekiilatuar kanal araciligi ile prostatik iiretraya
gegerek seminal vezikiil sekresyonu ile karisir ve mesane boynunun kapanmasini izleyerek

ritmik kasilmalarla penil iiretra araciligi ile disar1 atilir. (1)
2.5 Oogenezis

Gametler, primordiyal germ hiicrelerinden gelisir. Primordiyal germ hiicreleri ilk olarak
intrauterin 3. haftanin sonunda yolk kesesi duvarinin Allantoise yakin olan kisminda goriiliir.
3. haftanin sonu, 4. haftanin basinda primordiyal germ hiicreleri ameboid hareketlerle
gelismekte olan barsak dorsal mezenterinden gegerek gelismekte olan ilkel gonadlara gog
eder. Primordiyal germ hiicreleri gonadlara ulasamaz ise dejenere olarak yok olurlar. Ayni
sekilde gonadlarin da ileri gelisimi i¢in primordiyal germ hiicrelerinin gonadlara ulagmis
olmast gerekmektedir.(2) Primordiyal germ hiicreleri gelismekte olan gonadlara ulasir
ulasmaz oogoniumlara farklanir. Bu arada mitoz ile hizla ¢ogalarak oogoniumlarin sayilar
artar.(2) Oogoniumlar boliinerek hiicre kiimeleri olustururlar ve hiicreler arast kopriiler
araciligi ile birbirleriyle iliski kurarlar. Bu olaya kolonizasyon adi verilir. Oogenezisi prenatal
maturasyon ve postnatal maturasyon olmak iizere iki evrede inceleyebiliriz. Intrauterin 4.
aydan sonra oogoniumlardan primer oositler olusmaya baglar. Bu arada yiizeyel germinal
(¢6lomik) epitelinin proliferasyonu ve invaginasyonlar1 sonucu olusan follikiiler hiicreler de
oogonia ve primer oosit kiimelerini sarmaya baslar. Intrauterin 7. aydan sonra artik hig
oogonia kalmamistir ve her primer oosit ayr1 olarak follikiil hiicrelerince sarilmistir. Bu yap1
artik primordiyal follikiil olarak adlandirilir.Bu dénemde overde sadece primordial follikiiller

goriiliir. Artik mitoz ile ¢cogalma da biter. Primer oositlerin ileri gelisimi follikiil hiicrelerince
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salgilanan oosit maturasyonunu engelleyici faktér (OMI) araciligi ile puberteye kadar
engellenir ve I. mayozun profazinda (diploten evresinde) duraklar. Olusan primordial
follikiillerin bir kismi atrezi ile kaybolur ve primordiyal follikiil sayis1 doguma kadar bir

miktar azalir. (2)

Yenidoganin over korteksinde 700.000-2.000.000 civarinda primordiyal follikiil bulunur.
Devam eden atreziler sebebiyle say1 puberteye kadar 400.000’e kadar diiser. Puberte ile
birlikte hipofizden salgilanan gonadotropinlerin etkisiyle her menstruel siklus basinda 5-15
follikiil gelismeye baslar ancak bir, nadiren de daha fazlasi ovulasyon asamasina kadar
ilerleyebilir. Dominant follikiil disindaki gelismeye baglayan diger follikiiller atreziye ugrar.
Bu sekilde follikiil sayisi menapoza kadar gittikge azalir. Over korteksinde hig¢ follikiil
kalmadigr zaman menopoz gerceklesir. Puberteden menopoza kadar ancak 400-500 follikiil

ovule olabilecek sansa sahip olur. (2)

Puberte ile oositler primordial folikiilden sekonder ve tersiyer folikiillere dogru gelisir. Her
yeni siklusta salgilanan FSH etkisi ile 5-15 primordial follikiil olgunlagmaya baslar,
biiylikliiklerinde artis olur. Bir c¢ok primordial follikiil gelismeye baslamakla birlikte
genellikle sadece bir tanesi secilerek tam olgunlasma asamasina ulasir. Follikiiliin
olgunlagmasi ile follikiil hiicrelerinden salgilanan 6strojenin etkisi ile LH sagilanmasi uyarilir
ve primer oosit ilk mayoz boliinmesini tamamlar. Birbirine esit olmayan 2 kardes hiicre
olusur. Sekonder oosit hemen hemen sitoplazmanin tamamini alir, birinci kutup cisimcigine
ise ¢ok az1 kalir. {1k kutup cisimcigi kiigiik, islevsel olmayan, kisa siire i¢inde dejenere olacak
bir hiicredir ve oositi ¢evreleyen kabuk (zona pellusida) ile oosit zar1 arasinda yer alir.
Oviilasyondan hemen sonra sekonder oositin ¢ekirdegi ikinci mayoz boliinmeye girer,
boliinme durdugunda sadece metafaz asamasina kadar ilerlemistir. Eger bir sperm sekonder
oositin icine girerse, ikinci mayoz boliinme tamamlanir ve sitoplazmanin ¢ogu bu dollenmis
olan yumurta hiicresine geger. Ikinci kutup cisimcigi (polar body) atilir sonra oositin mayoz

boliinmesi tamamlanir.

Tip bebek tedavisinde bu olgunlasma siiregleri belirli ilaglar kullanilarak baglatilmakta,
hormon degerleri ve follikiil boyutlar1 Slgiilerek kontrol edilmekte ve uygun boyutlara
ulastiklarinda follikiil ¢atlatma igneleri verilerek son olgunlagsma siire¢lerinin tamamlanmasi

saglanmaktadr.
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Olgunlagsma siirecini tamamlayan oositler belirlenen saatte toplanir ve laboratuarda
embriyologlar tarafindan degerlendirilir. Ancak Metafaz II asamasindaki oositlere islem

uygulanir.(3)

2.6 Oosit toplama islemi (OPU)

Oosit toplama isleminin amaci, miimkiin oldugunca kisa siire igerisinde olabildigince ¢ok
oositin toplanmasi ve bu arada oositlerin fizyolojik olmayan kosullarla karsilasmasinin en aza
indirgenmesidir. Islem esnasinda oositler {izerine etkili en énemli parametreler 1s1, osmolarite
151k ve pH degisimleridir. Standart kosullardaki degisimler oositlerin normal olarak déllenme

olmasini ve embriyo gelisimini etkilemektedir.

Oosit toplama islemi, transvajinal ultrasonografi esliginde, lokal ya da genel anestezi altinda
yapilmaktadir. Islem sirasinda ¢ift ya da tek liimenli dzel steril opu igneleri kullanilmaktadr.
Aspirasyon sistemi ile igneye uygulanan negatif basing araciligiyla folikiil sivisi aspire
edilerek yumurta aranmak {izere embriyoloji laboratuarina tiipler ile génderilir. Opu islemine
baslamadan 6nce aspirasyon pompasinin basinci ve islerligi kontrol edilmeli ve sistemden
flush mediumu gegcirilerek test yapilmali, aspirasyon sivisinin igine alinacagi tiipler ve
medium 37°C* de heating block’ da isitilmalidir. Transvajinal ultrasonografi ile overler
goriintiiye getirildikten sonra ekrandaki kilavuz esliginde igne ile folikiillere girilerek

iclerindeki folikiil s1vis1 aspire edilir.

Aspirasyon islemiyle tiip icerisine alinan folikiil s1vist laminar flow kabini igerisindeki petri
dish’ e dokiiliir ve stereo-mikroskop altinda oositler aranir. Bulunan oositler 145 mm boyunda
ve yaklasik 0.5mm kalinliktaki pastor pipet ile onceden hazirlanmis olan Hepesli medium
icerisine alinir. Oosit arama iglemi esnasinda tiim oositlerin laminar flow kabini altindaki
fanus icerisinde, 37°C ‘de % 5 CO: ortaminda bekletilmesi gerekir. Oosit toplama islemi sona
erdikten sonra toplanan tiim oositler 6nceden hazirlanmis olan kiiltiir mediumu i¢inde 37°C’de
% 5 CO2 ortaminda inkiibator de beklemeye alinir ve daha sonra oositlerin matiirasyon
degerlendirilmesi yapilir. Bu degerlendirmede elde edilen oositi ¢evreleyen korona- kiimiiliis
kompleksinin genisligi ve parlakligi esas alinir. Buna gore; MetafazIl konumundaki oosit
birinci polar cisimcigini atmistir ve oosit toplanmasindan sonraki 4 saat icerisinde insemine

edilebilir. Metafaz I agamasindaki oositin goriiniimii ise; kiimiiliis daha sikigik yapida ve daha
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az homojen olup parlaklig1 daha azdir. Kiiltlir ortaminda bir siire bekletilmeleri durumunda
birinci polar cisimcigin atilmasiyla gelisimlerini tamamlayabilirler. Bir de immatiir oosit

(GV) denilen olgunlasmamis ve germinal vezikiile sahiptirler.

400x

Sekil: 1c) Metafaz II asamasindaki oosit Sekil: 1d) Germinal vezikiillii

Sekil: 1 Oosit Hiicresi
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2.7 intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu islemine Hazirhk

ICSI 6ncesi oositlerin hazirlanmasinda amaglanan, oositlerin ¢evresindeki kumulus-korona
hiicrelerinin uzaklastirtlmasidir. Bu da enzimatik ve mekanik yolla ger¢eklestirilir. Bu nedenle
opu isleminden sonra oositlerin temizlenecegi petri kabinin hazirlanmasi gerekmektedir.
Islem sirasinda oositler bir siire inkiibatdr disinda tutulacagi i¢in Hepes veya Mops iceren

medium da temizlenmelidir.

Opu dan yaklasik 2 saat sonra inkiibator de 1.giin mediumunda bekletilen oositler cam pastor
pipetleriyle hyaliironidaz i¢eren mediuma aktarilir ve hizli bir sekilde temizlenme islemi
kalindan inceye dogru olan cam pastor pipetler ile yapilir. Hyaliironidaz i¢ine alinan oositler
pastor pipetiyle birka¢ kez aspire edilip birakilirken graniiloza ve kumulus hiicrelerinin bir
miktar ayrilmasi saglanir. Daha sonra deniidasyon pipetiyle kumulus hiicreleri en aza
indirgenir. Oositler her temizlenme asamasinda farkli droplara tasmarak hyaliironidaz
enziminden uzaklastirilir. Oositler, stereo mikroskop altinda temizlenmeli ve intrasitoplazmik

sperm enjeksiyonu yapilana kadar yiizde 5 O, ve yiizde 7 oraninda CO: inkiibator de

bekletilir.(40)

2.8 Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI)

ICSI prosediirii i¢in mikromanipiilator ve mikroenjektorlere sahip bir inverted mikroskop
gerekmektedir. ICSI isleminde gerekli olan biiyiitme kapasitesi 200x ve 400x’dir. Mikroskop
da 1s1y1 37°C tutan bir 1sitic1 tablanin bulunmasi1 énemlidir. Isinin sabit tutulmasi, oositler i¢in
cok onemlidir. Ciinkii oositler 1sidaki herhangi bir diisiise karsi son derece hassastir. Bu diisiis,
oositlerde mayotik iplikgikler de geri doniisiimsiiz hasarlara yol agabilir. Mikromanipiilatorler,
tutucu pipet ve enjeksiyon pipetinin ii¢ yonlii hareketini saglamalidir. Oositler tutucu pipetle
sabitlenirken, enjeksiyon pipeti ile aspirasyon ve spermin oositin i¢ine enjeksiyonu saglanir.

ICSI isleminde bir tek sperm oositin i¢ine enjekte edilir.
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Sekil 2 : ICSI islemi

Islem mikro dropletler iceren, iizeri yag ile kaplanmis mikroenjeksiyon dishleri iginde
yapilmaktadir. Sperm ve yumurta kendilerine ait yerlere konulduktan sonra mikroskop altinda
morfolojisi normal gdriinlimlii ve varsa hareketli sperm segilerek mikroenjeksiyon pipeti ile
kuyrugun orta boliimiine hafifce bastirilarak hareketsizlestirilir. Kuyruk kismindan yakalanan
sperm pipet ig¢ine alinarak yumurtanin bulundugu droba gidilir ve oosit, tutucu pipetle tutulur.
Mayotik iplik¢ige zarar vermeyi onlemek adina polar cisimcik saat 6 ya da 12 pozisyonuna
getirilir. Ozel tutma pipeti ile sabitlenen yumurtanin igine hareketsizlestirilen sperm enjekte
edilir. Bu islem tiim yumurtalara ayn1 sira ile uygulanir. Islem bittikten sonra yumurtalar dzel

besi ortamlarina alinarak islemden 18-20 saat sonra déllenme kontrolii yapilir. (41)

Sekil 3: Maniplator Cihazi (Bu fotograf izmir Hastanesi Medikalpark Tiip Bebek Merkezi’nde
cekilmistir).
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2.9 Fertilizasyon ve Embriyo Gelisim Siireci

Fertilizasyon, gamet denilen anne ve babaya ait 6zellesmis hiicrelerin birleserek yeni bir yap1
olan embriyoyu olusturmasidir. Sperm hiicresi ile oosit hiicresinin birlesmesiyle olusan
zigotun ilk embriyonik mitotik boliinmeye girmesiyle dollenme siireci tamamlanir.
Fertilizasyon sonucu olusan embriyonun gelecegi, sperm hiicresinin sec¢imi, oosit ile
entegrasyonu, sperm ve oosite bagli molekiillerin birbiri ile etkilesimi embriyonik gelisimi
baslatmasina baglidir. Sperm hiicresinin sitoplazmaya girisi dogrudan yerlestirilmek sureti ile

(ICSI) ile gerceklestirilir.(4)

ICSI isleminden 18-20 saat sonra merkezi olarak hizalanmis iki pronukleus gdézlenir. Bu
pronukleuslarin igerisindeki nukleoluslar, proniiklear birlesme bolgesinde siralanma egilimi
gosterirler.(5) Intrasitaplazmik enjeksiyon isleminde spermin dogrudan ooplazmaya
yerlestirilmesi ile fertilizasyonun akrozom reaksiyonu ve zonaya baglanma dahill bir ¢ok
basamag1 atlanmig olur. Fertilize olmamis bir oositin boliinmesi partanogenetik olarak bilinir.
ICSI isleminden 23-29 saat sonra gerceklesen birinci mitoz boliinme ile olusan hiicrelere
blastomer denir. U¢ ve dort boliinmeden sonra 12-16 blastomer iceren hiicre morula olarak
adlandirilir. Morula da merkezi olarak toplanan hiicreler (inner cell mass) ile onlar
cevreleyen bir tabaka (outer cell mass) mevcuttur ve 4.giin hiicreler arasindaki siv1 toplanarak
tek bir kavite olusturur (blastosel) ve sivi dolu kaviteden olusan yapi blastokist olarak
adlandirilir. igteki merkezi hiicrelerden olusan yap1 embriyoblast ve dis hiicre tabakasi ise
trophoblast olarak bilinir ve i¢ hiicre tabakasindan embriyoya ait dokular gelisirken
trophoblastlar plasentanin gelisiminden sorumludur. Blastokist asamasinda uterus kavitesinde
bulunan hiicrenin zona tabakasi kaybolur (hatching) ve bdylece fertilizasyon sonrasi 6. glinde

implantasyon baslar.

Sekil 4 : Normal Zigot (2PN)
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Embriyo, boliinme siirecinin ikinci giiniinde 4 hiicreli, ikinci boliinmeden sonra en sik
gozlenen olusum, 6 adet hiicrelerarasi temas bolgesi igeren diizgiin dort yiizlii blastomer
yapilaridir. Blastomerlerin sayisindan ayri olarak, ikinci giindeki embriyo kalitesinin rutin
olarak degerlendirilmesi fragmantasyon derecesini de kapsamaktadir. Embriyonik
fragmantasyonun degerlendirilmesi i¢in objektif ve standardize olan etkili bir ydntem
bulunmamaktadir. Genelde kii¢lik orandaki fragmantasyonun embriyo canliligini etkilemedigi
gorlisti kabul gormektedir (6). Daha erken donemdeki boliinme evresindeki embriyolar, temel
seviyelerde biyosentez olan tek tek blastomerlerin bir araya toplanmasindan olusmaktadir.
Komplaktlasma blastomerlerin daha yakin bir sekilde yapismasina neden olan bir seri
hiicreler arasi siki baglantilarin (dezmozom, gap ve siki baglantilar) olugmasi sonucu
meydana gelir.(7) insanlarda komplaktlasma, muhtemelen bir i¢ saati takip ederek yaklasik
sekiz hiicreli evrede baglar. Kompaktlasma evresi (3.glinden baslayarak) ise biyosentetik
aktivitede artis olmasi ve glukozun daha etkin bir sekilde metabolize edilmesi ile tanimlanir.
Komplaktlasan embriyo iyonik gradiyentleri aktif olarak diizenleme ve bdylece kendi i¢
cevresini kontrol etme kapasitesine sahiptir.(8) Boliinen embriyo, komplaktlasmadan sonra
kavite olusturmaya baslar. Blastokist olusumu sirasinda trofektoderm ve i¢ hiicre kiitlesi
olarak adlandirilan iki ayri hiicre tipi olusur. Insanlarda, ikinci hiicre tipinin trofektodermlere
gore 1,5 kat daha yavas ¢ogaldig: tespit edilmistir.(9) Blastokistin 5.ve 6.giindeki gelisimsel
evrelerde hiicre sayisinda oldukc¢a degiskenlik gosterdigi gézlenmistir. Gelisimin 5.giinlindeki
insan tam blastokistlerin 60 hiicreyi ge¢mesi ve en azindan 6.giinde hiicre sayisini ikiye

katlamas1 gerekmektedir. (9)

Doéllenme gergeklestikten sonra, tek faz veya iki fazli kiiltiir ortamlarinda embriyo gelisimi
takip edilerek uygun olan giinde transfer islemi gerceklestirilir. Kapali goriintiileme
sisteminde tek faz dedigimiz single step mediumlar ICSI isleminden sonra transfer giiniine
kadar ayni medium da kiiltiire edilir. Do6llenme kontrolii, IVF veya mikroenjeksiyon
isleminden 18-20 saat sonra yapilir. Ddllenme, disi ve erkek hiicrelerinin nukleuslarimin
birlesmesi sonucu ortaya ¢ikar. Dollenmenin normal kabul edilebilmesi i¢in iki pronukleus
birinci ve ikinci kutup cisimcikleri gozlenmesi gereklidir. Pronukleus evresinde
degerlendirmesinde, PN boyutu, PN biiyiikliik farkliliklari, nukleoluslarin say1 ve simetrisi,

sitoplazmik halo varlig1 dikkate alinir.
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Dollenmeden sonra yumurta, yaklagik 25-30 saat sonra ilk mitotik boliinmeye baglayarak iki

hiicreli embriyonun olusmasini saglar.

Embriyolar blastomer boyutlari, simetrisi, fragmantasyon ylizdesi ve her blastomerdeki fazla
nukleus varlig1 gibi parametreler agisindan degerlendirilir. Boliinme zamanlamasina gore
embriyonun sahip oldugu blastomer sayist giiniin beklenen limitleri arasinda ise normal
gelisen bir embriyo, eger bu say1 diisiikse yavas gelisen bir embriyo olarak degerlendirilir.
Normal kabul edilen embriyo 25-30. saatte iki hiicre, 38-40. saatte ii¢c-dort hiicre, 54-60.
Saatte alti-sekiz hiicre ve 4. giinde birlesme isaretlerine bagli olarak on ve {izerinde hiicreye
sahip olan kompakt embriyodur. Kalite degerlendirmesine gore ise esit biiyiikliikte blastomer
yapisina sahip olan, ylizde 0-5 arasinda fragmantasyon iceren ve sitoplazmasinda belirgin

graniiler yap1 gézlenmeyen embriyolar "1.kalite" olarak degerlendirilirler (Sekil:5).

Bu degerlendirmeye gore kalite siralamasi asagida gosterildigi gibi olmaktadir (Tablo:6 ).

1.giin 2hiiceli embriyo 2. Giin 4 hiicreli embriyo 3. Giin 8 hiicreli embriyo

Sekil 5: Boliinme evresinde 1.kalitedeki embriyolar

Tablo 6: | Boliinme evresinde embriyo degerlendirilmesi (Eshre ASRM 2010 )

Esit blastomer caplarina sahip, graniilasyon gdstermeyen, % 0-5 oraninda

1. kalite . .
fragmantasyon igeren embriyolar
2. Kalite Esit blastomer c¢aplarina sahip, %5-10 oraninda fragmantasyon iceren veya
) graniilasyon igceren embriyolar
3. Kalite Blastomerler birbirinden hafif¢e farkli, %10 {izerinde fragmantasyona sahip veya

graniilasyon igeren embriyolar

Blastomer sayisi1 belli olmayan %30’dan fazla fragmantasyona sahip,
4. kalite | blastomerler birbirinden belirgin derecede farkli veya ileri derecede graniilasyon
iceren embriyolar.
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Embriyonun gelisim evreleri (4-6. Giin) : Yaklasik olarak doéllenmeden 96 saat sonra
gelisen embriyodaki hiicre sayisi 16-20 hiicre arasindadir. Bu asamada kompakt yap1 ortaya
c¢ikar, hiicreler arasi1 baglantilar artar, embriyonun farklilasma asamasi olarak degerlendirilir.
Bu asama morula diye isimlendirilir. Morulay1 takiben erken veya ge¢ kavitasyon donemi

baslar ve Blastokist gelisimi 5-6. giinlerde tamamlanir.

400x

Sekil 6a) : Morula Sekil 6b) : Blastokist

Sekil 6¢) : Hatching blastokist

Sekil 6 : 4 - 6. Giin embriyolari
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Tablo 7: I¢ hiicre kitlesinin degerlendirilmesi

Kalite belirteci |Kaliteyi belirleyen kriterler

A Sik1 paket halinde ¢ok hiicre igermesi
B Gevsek, cok sayida hiicre igermesi
C Cok az sayida hiicre i¢cermesi

Tablo 8: Trofoektodermin degerlendirilmesi

Kalite belirteci |Kaliteyi belirleyen kriterler

A Birbirine sikica bagl bir¢ok hiicreden olusan epitel yapisinin bulunmasi
B Daha gevsek bagli ve birkag hiicreden olusan epitel yapinin bulunmasi
C Cok az ve biiyiik hiicrelerden olusan epitel yapinin bulunmasi

2.10 Kapah Goriinteleme Sistemi (Embriyoskop)
2.10.1 Embriyo gelisiminin siirekli olarak izlenerek takip edilmesi

Islem sonrasinda elde edilen embriyolar %5 Oz - %7 CO: olan inkiibatérler de takip edilirler.
Embriyolar laboratuar ortaminda gerek embriyo gelisimini izlemek gerekse gebelik sansi en
yuksek olan embriyoyu se¢mek icin dis ortama c¢ikarilir ve mikroskop altinda morfolojik
olarak degerlendirilir. Bu iglemler her ne kadar laboratuar sartlarinda gerceklestiriliyor olsa da
embriyolarin dis ortamdaki kontrolleri sirasinda zarar gérme ve gelisimlerinin etkilenmesi
ihtimal dahilindedir. Son donemde gelistirilen embriyoskop adi verilen cihaz ile embriyolar

dis ortama ¢ikarilmadan takip edilebilmektedir.

Boylece embriyolarin gelisim siireglerinin her 20 dakikas1 kayit edilerek, tiim gelisim siireci

incelenebilmektedir.
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Sekil 7: Embriyo Goriintiileme Sistemi

(Bu Fotograf izmir Medikalpark Hastanesi Tiip Bebek Merkezi’nde cekilmistir)

Embriyoskop cihazinin, embriyolarin siirekli goriintiilenmesinin yani sira iki temel avantaji

daha vardir. Bunlar;

* Goriintiilenme siiresi boyunca embriyolar cihaz disma c¢ikarilmadiklarindan dolay1 dig
ortamdan etkilenmeyecekleri giivenli bir inkiibatér ortami saglanamaktadir ve boylece
gelismekte olan embriyo olumsuz biiyiime kosullarina veya diisiikk sicaklia maruz

kalmadan tiim gozlemler inkiibator icinde gerceklestirilir.

* Hastalarin ve sahip olduklari tiim embriyolarin gelisimlerine ait verilerin saklandigi ve
analiz edildigi bir bilgi islem gorevi gorerek hastalarimiza ait veri tabani
olusturabilmekteyiz. Bu sayede de embriyo goriintiileri ve inkiibasyon kosullar1 hakkinda
ayrintili bilgiler islenir, tedavi sonuglar1 bu verilere gore yorumlanir ve gelecekte referans

icin hasta veri dosyalarinda saklanirlar.

* Bu o6zellikleri sayesinde, hasta profiline gore degismekle birlikte geleneksel inkiibatorlere

kiyasla kapali goriinteleme sistemi ile daha yiiksek gebelik oranlar1 saglanabilmektedir.

39



2.10.2 Embriyoskop cihazinin ozellikleri

Embriyoskop cihazi, geligimleri sirasinda tek tek embriyolar ilizerinde bir dizi gozetimsiz
dlciim gerceklestiren ii¢ gazli inkiibatdrdiir. Olgiimler, ¢oklu odak diizlemlerinde
hizlandirilmis mikroskopi ve inkiibasyon kosullarin kayit edilmesini igerir. Inkiibasyon
ortamlarin1 kontrol etmeye yonelik ayr1 islemci birimleri ise giivenli veri toplama ve giivenilir
bir ¢alisma saglar. Embriyoskop cihazi, embriyo giivenlik alani ve elektronik bilesenler i¢in
olan alanlar seklinde ayrilmistir. Embriyoskop cihazinda embriyoslide denilen ayni hastaya ait
12 ayr1 embriyonun inkiibasyonu i¢in 12 kuyucuga sahip bir kiiltiir kab1 kullanilmaktadir. Her
bir kuyunun 25 ul ‘lik bir hacmi vardir. Her bir kuyunun i¢ kisminda, embriyolarin bulundugu
merkezi bir kuyucuk mevcuttur, yaklasik olarak 250 pl bir ¢apa sahiptir. Cihazin igerisinde
bulunan kamera, embriyolarin devamli olarak izlenmesine imkan vermektedir. Embriyo
gelisimini olumsuz yonde etkilemeyecek diisiik enerjili kirmizi 1s1k yardimiyla her 20
dakikada bir embriyolarin farkli diizlemlerde fotograflar1 ¢ekilmekte ve bunlar daha sonra
hizlandirilmis video goriintiisii olarak izlenebilmektedir. Hasta basina 12 embriyonun ayni
zamanda gelisimlerinin takip edilebilmesini saglayan bu sistem, gebelik olusturabilecek
embriyonun se¢ilmesinde giinliyle uyumlu boliinmeleri ve kalitelerinin yani sira tiim gelisim

stireglerinin de bir se¢im kriteri olarak eklenmesini saglamistir.

Embriyo degerlendirmesinde kullanilan tiim konvansiyonel kriterlerin yaninda Embriyoskop
cihazi, yeni degerlendirme kriterlerinin olusmasint da miimkiin kilmistir. Bunlar asagida

belirtilmistir;
- Pronukleuslarin ortaya ¢ikis zamanlar

- Dollenmeden sonra pronukleuslarin kaybolmasi

- {1k ve sonraki boliinmelerin saat dilimlerinin net olarak gozlenmesi
- Hiicre boliinmelerinin senkron ve asenkron olarak takibi

- Embriyo fragmantasyonunun gézlenmesi

-Blastos6l boslugunun olusum zamaninin izlenmesi

-Trophoktoderm hiicrelerinin zonaya yaptiklari ilk bas1 zamani kaydedilmektedir.
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Embriyolarin laboratuar ortaminda, kiiltlir sartlarin1 bozmadan, siirekli takibini saglayan
Embriyoskop sisteminin IVF laboratuvarlarinda insan embriyo kiiltiirii i¢in kullanimim
Diinya ¢apinda agirligi olan Amerikan FDA (Food and Drug Assosiation) kurulusu tarafindan
onaylanmistir.Entegre mikroskop, embriyo giivenlik alaninin digina yerlestirilmis ayr1 bir

unitedir.

Mikroskop, bir LED aydinlatma iinitesi ve bir mikroskop /kamera {initesinden olusur. Sistem,
yukaridan aydinlatmali ve incelenen embriyolarin alt kismina yerlestirilen bir objektif
aracilifiyla yapilan gozlem gibi 6zelliklere sahip bir normal inverted mikroskoba karsilik

gelmektedir.

Her biri 12 embriyo igeren 6 adet embriyoslide kiiltiir dishi, yani toplamda 72 embriyo igeren
sicaklik araligi 35°C ile 45°C arasi ayarlanabilen, 30 saniyeligine yiikleme kapisinin
acilmasinin ardindan sicaklik i¢in diizelme siiresi <10 dk olan, 30 saniyeligine yiikleme
kapisinin agilmasinin ardindan sicaklik dogrulamasi <0.5°C olan, CO2 araligi: % 2 -% 10

arasinda, CO2 dogrulugu : % +/- 0.2, % 5 CO2de CO> tiiketimi :<1 L/sa dir.

30 saniye yiikleme kapisinin agik kalmasindan sonra CO. konsantrasyonu icin diizelme stiresi
<5 dk ‘dir. Oz araligi : 5-20% dir. Oz dogrulugu : +/-0.3% tiir. % 5 O2 de N2 tiiketimi : <20
L/sa tir. 30 saniyeligine yiikleme kapisinin agik kalmasinin ardindan O konsantrasyonu i¢in
diizeltme siiresi <15 dk dir. Embriyo goriintii alimi 1280 x1024 piksel monokrom CCD
kameraya sahiptir. Mikrometre basina 3 piksellik bir ¢oziiniirlilk saglayan yiiksek kaliteli
20x,0.40 LWD Hoffman Modulation kontrast objektifi vardir. Aydinlatma i¢in tek kirmizi
LED 151k kullanilmistir. Embriyo basina giinliik toplam 151k pozlama siiresi <50 saniyedir.

Goriinttiler 500 x 500 piksellik bir ¢oziiniirliikle depolanir.

2.10.3 Embriyo Kiiltiirii

EmbryoSlide™, Kkiiltiir dishlerinin her bir kuyusu 25 ul hacminde ve toplam 12 kuyucugu
vardir. Her kuyucuga bir embriyo koyulmaktadir(EmbryoScope™, Unisense Fertilitech,

Aarhus, Danimarka).

Embriyoskop inkiibatoriiniin ortami %7 COz, %5 O2 ve 37°C’de embriyolar transfer
giinlerine kadar ardisik olmayan mediumlarla takip edilir. Embriyoskop cihazinda her 20

dakika’da alinan goriintiiler ile; Pronukleus olusum zamanlari, pronukleuslarinin kaybolma
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zamani, iki hiicre ve sonraki boliinme zamanlari, ilk boliinmeden sonra cekirdeklerin
goriilmesi, hiicre boliinmelerinin senkron ve asenkron olarak takibi, embriyo fragmantasyon

geemisi ,blastosol boslugunun olusum zamanlari kaydedilmistir.
Embriyoskop da embriyolar1 degerlendirirken kullanilan semboller ;
Pna : Pronukleuslarin ortaya ¢ikis zamani

Pnf : Pronukleuslarinin kaybolma zaman

t2 : iki hiicreye béliinme zamani

t3 : Ug hiicreye boliinme zamani

t4 : Dort hiicreye boliinme zamani
t5 : Bes hiicreye boliinme zamani
t6 : Alt1 hiicreye boliinme zamani
t7 : Yedi hiicreye boliinme zamani
t8 : Sekiz hiicreye boliinme zamani
t9+: Dokuz hiicreye ulasma zamani
tM : Morula evresi

tSB : Kavitasyon baglangici

tB : Blastosist evresine ulasma zamani

42



Tablo 9 : Optimal embriyolarin morfokinetik olarak olmasi gereken zaman parametreleri -1

Implantasyon implantasyon risk
Zaman Araliklari(saat) Zaman Araliklari(saat)
Oranlari(%) dereceleri
t2: 24.3 > veya< 27.9sa %30 tb: <122.9 sa tsb: <96.2 sa |diisiik risk
t3: 35.4 > veya< 40.3sa %35 tb: <122.9 sa tsb : >96.2 sa |orta risk
t5: 48.8> veya < 56.6 sa %40 tb: >122.9sa yiiksek risk

t2-15: 20.5 > veya <29.0 sa %40

t3-t5(cc3): 11> veya < 18.0 sa [%35

t2-t3(cc2): <11.9sa %30
t3-t4(s2): <0.76 sa %35
tM: 79.6 > veya < 87.8sa %35

Izmir Universitesi Tiip Bebek kliniginde kullamilan bu algoritma Meseguer et all. 2011 de yapmis
oldugu parametrelerden yararlanarak elde edilmistir.
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Tablo 10 : Optimal embriyolarin morfokinetik olarak olmasi gereken zaman parametreleri -2

t2 (Iki hiicreye t3 (Ug hiicreye t5 (Bes hiicreye implantasyon oranlart %
boliinme zamani) | boliinme zamani ) | bdliinme zamanti)
+ + + %40
+ + - %35
- - + %35
- + - %30
n - - %20
- - - %15

Izmir Universitesi Tiip Bebek kliniginde kullanilan bu algoritma Meseguer et all. 2011 de yapmis
oldugu parametrelerden yararlanarak elde edilmistir.

Tablo 11: Optimal embriyolarin morfokinetik olarak olmasi gereken zaman parametreleri -3

t2-t5 (Ikiye boliinmeden | t3-t5 (Uge boliinmeden bese Kalite Belirteci (GR)
bese boliinme farki ) boliinme farki )
T ¥ GR A
m - GRB
- + GRC
- - GR D

Izmir Universitesi Tiip Bebek kliniginde kullanilan bu algoritma Meseguer et all. 2011 de yapmis
oldugu parametrelerden yararlanarak elde edilmistir.
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2.11 SEMEN ANALIZi
2.11.1. Sperm toplanmasi:

Sperm toplanmadan 6nce en az 48 saat, en fazla 7 giinliik cinsel perhiz siiresinin olmasi
gerekir. Sperm toplanmasi i¢in kullanilan kaplar cam ya da plastik olabilir. Toplama kaplari
temiz olmali ve sperme toksik bir madde icermemelidir. Ideali bunun icin 6zel amacla
yapilmis sperm toplama kaplarinin kullanilmasidir. Kabin iizerine hasta adi1 ve toplama saati

mutlaka kaydedilmelidir.

Ideali spermin, laboratuvara yakin bir yerde toplanarak bekletilmeden ulastirilmasidir. Eger

disaridan getiriliyorsa 1 saat i¢cinde laboratuvara teslim edilmesi gerekir.

Tasima sirasinda viicut isisinda tutulmali, 20°C’ dan diisiik yada 40°C’ dan yiiksek 1silarda
birakilmamalidir. Ejakulat mastiirbasyonla toplanmalidir. Bunun basarilamadigi olgularda

toksik madde icermeyen, 6zel olarak yapilmis kondomlar da kullanilabilir.

2.11.2. Spermin fiziksel incelemesi:

Likefaksiyon: Normal bir sperm 6rnegi oda 1sisinda 30 dakika icerisinde likefiye olmalidir.
Likefaksiyon sonunda 6rnegin iyice karigtirlmasi yapilmalidir. Bunu likefaksiyon siiresince

aralikli veya siirekli olarak yapilmasi da tercih edilir.

Goriiniim: Spermin muayenesi hemen likefaksiyon dan sonra ya da 1 saat igerisinde
yapilmalidir. Normalde homojen, gri-opelasan goriiniimdedir. Opasifikasyonun azalmasi

sperm konsantrasyonunun diistik oldugunu diisiindiirmelidir.

Voliim: Ejakulatin voliimii dereceli, konik tabanli silindir tliplerde yapilabilir veya genis bir

dereceli pipete ¢ekilerek de tayin edilebilir.

Viskozite: Likefiye olduktan sonra ejakulat 5 ml'lik bir pipete ¢ekilir ve kendi agirlig: ile

pipetin ucundan damlamasi saglanir. Bu sirada akarak uzayan damlanin boyu o6l¢iiliir.
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2 cm'den fazla uzamasi viskozitenin artmig oldugunu gosterir. Normalde ejakulat pipetin
ucundan sarkmadan, kii¢iik damlalar halinde dokiilmelidir. Bir diger yontemde ise, cam bir
cubuk ejakulatin igine daldirilir, arkasindan geri ¢ekilir. Bu sirada olugsan cam ¢ubuga yapisik
ejakulat uzunlugu yiizeyden itibaren 2 cm'den fazla olmamalidir. Artmis viskozite sperm

motilite ve konsantrasyon sonuglari ile antisperm antikor testlerini olumsuz etkileyebilir.

pH: Bunun i¢in 6.1 - 10.0 arasinda pH 06lgebilen indikator kagitlar kullanilir. Bir damla sperm
bu kagit iizerine damlatilir. Olusan renk degisimi, skala ile karsilastirilarak pH tayin edilir. pH
tayini ejakulat alindiktan sonra 1 saat igerisinde yapilmalidir. Normali 7.2 - 8.0 arasinda

olmasidir.

Mikroskopik muayene: ilk muayenede sperm konsantrasyonu, motilitesi, agliitinasyon ve
spermatozoa dis1 hiicrelerin varlig1 arastirilir. Taze preparatlarin incelenmesinde faz-kontrast
mikroskop kullanilmasi, 1518in lam {izerinde sacilmasini Onlemesinden dolayi, tercih
edilmelidir. 10 mikrolitre'den fazla olmayacak sekilde bir damla semen mikropipet yardimiyla
bir lam iizerine konur. Uzerine 22mm x 22mm lamel ile kapatilir. Bu sekilde yaklasik 20
mikrometrelik bir derinlikte semen arastirilmis olunur. Bu hacim igerisinde spermatozoalarin
biitiin rotasyon hareketleri de incelenebilmektedir. Daima ayn1 degerlerin kullanilarak sperm

analizinin yapilmasi, sonuglarin standardize edilebilmesi agisindan son derece 6nemlidir.

Mikroskopik inceleme 400x-600x biiyiitmede yapilmalidir. Hazirlanan preparatin 37°C'da
muayene edilmesi uygun olur. Eger 20-24°C'lik oda 1sisinda yapiliyorsa, sonuglarin bu degere

gore standardize edilmesi gerekir.

Preparat hazirlandiktan sonra 1 dakika bekletilerek, bu siire icerisinde stabilizasyon saglanilir.
Sperm yogunlugunun her mikroskop alaninda belirgin farklilik gdstermesi, ejakulatin
homojen olmadigini gosterir. Bu durumda semen tekrar karistirilmalidir. Ayrica bu durumdan,
likefaksiyon bozuklugu, viskozite bozuklugu, spermatozoa agregasyonu (mukus lifleri
arasinda) yada agliitinasyon da sorumlu olabilir. Béyle bir gézlemin sperm analiz raporunda

belirtilmesi gerekir.

Motilite tayini: Her bir spermatozoanin motilitesi 4 derece iizerinden degerlendirilerek

kaydedilir:

(+4)ileri ¢ok hizli hareketli, (+3)ileri hereketli, (+2) yerinde hareketli,(+1) hareketsiz .
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4-6 mikroskop alani taranarak 100 spermatozoa sayilir. Her bir spermatozoa hangi kategoriye
gore hareket ediyorsa kaydedilir. Her kategori i¢in ortalama yiizde degerleri hesaplanir. Ayni
islem ayr1 bir semen damlasi alinarak 2 kez tekrarlanmalidir. Iki 6l¢iim arasinda yiizde 10'dan
fazla fark bulunmamalidir. Aksi takdirde tetkik bir kez daha tekrarlanir. Sonucta iki inceleme

neticesinin ortalamasi alinir.

Spermatozoa dis1 hiicreler: Ejakulatta spermatozoa disinda iiretradan gelen poligonal epitel
hiicreleri, spermatogenetik germ hiicreleri, ve 16kositler de bulunur. Bunlarin hepsine genel
olarak "yuvarlak hiicre" denir. Taze preparatlarin incelenmesi sirasinda yuvarlak hiicre

konsantrasyonlarinin da tayin edilmesi gerekir.

Lokositler cogu ejakulatta goriliirler. En sik noétrofillere rastlanilir. Lokosit sayisinin ¢ok
dikkatli saptanmasi gerekmektedir. Ciinkii 16kospermi durumunda genital sisteme ait bir
enfeksiyon s6z konusu olabilir ve antibiyotik tedavisi gerekir. Lokositospermi ayni zamanda
oksidatif stres ve/veya sitotoksik sitokinleri ortama vererek ejakulat voliimiinde azalma,

oligoastenozoospermi, ve sperm fonksiyonlarinda bozulmalara yol acabilir.

Infertiliteye neden olabilecek 16kosit sayisin1 belirlemek cok giictiir. Bu hiicrelerin dnemi
ejakiilata nereden geldikleri, tipi ve aktivasyon durumlarina baghdir. Ozellikle rete testis ya da
epididimden ejakulata giren noétrofil I0kositlerin neden olduklar1 oksidatif strese
spermatozoalar daha hassastirlar. Oysa ejakiilasyon sirasinda prostat veya seminal
vezikiillerden ejakulata giren 16kositler, seminal plazmanin giiclii antioksidan etkisi nedeniyle
daha az zarar verircidirler. Genel olarak normal bir ejakulatin 5 milyon/ml'den fazla yuvarlak

hiicre ve 1 milyon/ml'den fazlada 16kosit igermemeleri gerekir.

Agliitinasyon: Spermatozoanin agliitinasyonu demek motil spermatozoalarin bas-bas, orta
parca-orta parca, kuyruk-kuyruk yada benzer sekillerde birbirlerine yapismalar1 anlamina
gelir. Immotil spermlerin birbirlerine yapismalar1 ya da motil olup mukus iplik¢iklerine veya
spermatozoa dis1 hiicrelere ve debrislere yapismalar1 nonspesifik agregasyonlar olarak kabul
edilir ve mutlaka ayrica belirtilmeleri gerekir. Agliitinasyonun bulunmasi immiinolojik
nedenli bir infertilite olabilecegine kesin olarak isaret etmez. Agliitinasyon tayini random
olarak secilmis 10 ayr1 alanda sayilarak yapilmalidir. Birbirine yapismis motil

spermatozoalarin yiizde olarak hesaplanmasi seklinde ifade edilir. Agliitinasyonun yayginligi
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onemli oldugu icin, az da olsalar mutlaka not edilmelidir. Ayrica agliitinasyonun tiirii de

kaydedilmelidir (bas-bas, vb).

2.11.3 Mikroskopik inceleme Sirasinda Yapilacak Diger Arastirmalar
Sperm Konsantrasyonu Tayini

Spermatozoa sayimini 2 metodla yapmak miimkiindiir;

Neubauer hemositometresi ve Makler kamarasi.

Neaubauer kan sayma lami, {lizerine sperm sulandirildiktan sonra konularak sayim yapilir.
Makler'de ise sulandirmaya gerek yoktur. 4 mikrolitre semen Makler kamarasina (Resim: 8)
alinir. Hava kabarcig1 olusturmadan {izeri kapatilir.Isik mikroskobunda x20 objektif ile 10
kare sayilir ve sonu¢ milyon olarak ifade edilir.Sperm sayis1 ¢ok diisiikse tiim saha
sayilmalidir.Sirasiyla ileri dogru hizli ve yavas hareketli sperm sayilir,kaydedilir,daha sonra
yerinde hareketli ve hareketsiz spermler sayilir.ve kayit edililir.Sayim ne kadar gecikirse

kamaranin periferinden o kadar ¢cok sperm sayim sahasina yiizer ve yanlis sonug verilir.

Sekil 8: Makler kamarasi

Normal ve normale yakin morfolojiye sahip sperm hiicrelerinin secilmesi, infertilite
tedavisinde son derece dnemlidir. Semen morfolojik degerlendirmesinde Kruger kriterleri géz

oniinde bulundurulmaktadir. Bu kriterler ile bas, akrozom, ¢ekirdek, boyun, kuyruk ve orta
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par¢a anormalikleri degerlendirilmektedir(36,37). Diffquick, hematoxylin veya giemsa

boyalari ile boyanan spermler immersion objektifinde incelenir.

Akrozom ve nukleus anomalileri ile orta kisim ve kuyruk anomalileri sayilir. Yaklasik 200
sperm sayilarak normal morfoloji oram elde edilir. 2010 Diinya Saghik Orgiiti (WHO)
verilerine gore % 4 ve lizeri normal sperm tasityan semen ornekleri morfolojik olarak normal

kabul edilir.

Tablo 11 : Semen Analizi Kruger Kesin Kriterleri Diinya saghk orgiitii (WHO 2010)

Parametre En diisiik Referans
Semen volumii (ml) 1.5ml
Sperm konsantrasyonu (10¢ml) 15x10%ml

Total sperm sayis1 (10°/ml/ejakiilat) K 39x 10%ml/ejakiilat

Progressive motilite (PR, %) % 32
Total motilite (PR +NP, %) % 40
Vitalite (canli spermler, %) %358
Sperm morfolojisi (NF, %) %4

pH* >/=7.2
Lokosit* (109/ml) <1x10¢ml

2.11.4 Morfolojik Degerlendirme

Morfolojik degerlendirmede amac¢ sperm fonksiyonlari hakkinda invivo ve invitro anlamda
ongoriilerde bulunmak oldugundan, yapilacak degerlendirmede esas alinacak kriterlerin
dikkatle se¢ilmesi gerekecektir. Morfolojik olarak anormal bir ¢ok sperm birden fazla defekte

sahip olabilir. Multiple defekt varliginda baskin olan anomaliden s6zedilmesi gerekliligi artik
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birakilmis ve her anormal spermatozoada ki ortalama defekt sayis1 "teratospermi indeksi"
olarak degerlendirmeye alinmistir. Morfolojik degerlendirme her spermatozoa igin ayri

yapilmali ve her defekt i¢in ayri olarak sayilmalidir.

Boyanmis preparatlarda sperm bas kisminin orijinaline gore daha kiigiik boyutlu fakat sekli

ayn1 kalacagini yeniden hatirlatmakta yarar vardir.

WHO kriterlerine gore borderline spermatozoalar1 normal kabul etmek ve ylizde 30’luk
cut-off degeri ile ¢calismak egilimi, 1992 ve 1998 el kitaplarinda yerini daha kesin kriterlerle
calismaya birakmis ve Tygerberg Strict kriterlerine adapte olunarak morfolojik

degerlendirmede uniformiteye daha ¢ok yaklasilmistir.

Normal bir spermatozoa boyutlar1 disinda kalan formlarin anormal kabul edilmesi gerekliligi
ortaya cikmaktadir. Giiniimiizde tiim androloji merkezlerinde kullanilmakta olan "strict

morfoloji kriterleri" nde dikkat edilen ayrintilardan bazilar1 s6yle siralanabilir:

Bas Anomalileri:

Piriform, armut seklindedir, sitoplazmik droplet, globozoospermi, kiiciik bas, biiyiik bas,
amorf bas, uzun ve sivri bas, ¢ift bas, yarik bas, uzun bas, vakuollii bas ,pin head.

Akrozom Anomalileri:

Primer: Akrozomal kist , nipple kist , aberran kromozom

Sekonder: Biiyiik, Kiigiik ,Vakuol, Akrozomsuz

Mid-piece anomalileri: Sitoplazmik droplet , segmental mitokondrial aplazi , kivrilmis mid-
piece - Mid-piece yoklugu.

Kuyruk Anomalileri:

Kuyruksuz, ¢ift kuyruklu, kisa kuyruklu, uzun kuyruklu, kalin kuyruklu, dag defekti, kivrik
kuyruklu sperm hiicrelerini kapsar.

Karisik Anomaliler: Immatiir formlar Siniflandirilamayan Nukleus anomalileri

Laboratuar ve teknisyenler arasinda "tygerberg kriterleri" nin degisebilirligini inceleyen
bircok ¢alismada alinan sonuglarin giivenilir araliklarda oldugunun ispatlanmas1t WHO nun da

bu yonde tavir almaya baslamasinin sebebi olmustur. Bu sonuca ulasilmasinda en biiytlik
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faktor 6zellikle IVF hastalarinda WHO kriterlerine gore dnerilen ve bulunan degerler arasinda

ciddi farkliliklar goriilmesidir.

2.12 KRUGER KESIN KRITERLERI

* Ovoid ve diizgiin bir sperm bagi, 1yi sinirlt akrozom

* Bas boyutlar1 5 ile 6 mikron; 2 ile 3 mikron; 1.5 mikron
* Akrozom basin %40 ile %70'1 kadar olmal1

e Boyun, ara par¢a ve kuyruk diizgiin olmal

* Ara parga silindirik ve bag ile ayn1 eksende olmali

* Ara parcanin eni 1 mikron, uzunlugu basin 1.5 misli

* Sitoplazmik artik bulunmamali

» Kuyruk diizgiin, ara pargadan ince ve 45 ile 55 mikron arasinda.
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5-6 um

45-55 um

Sekil 9: Sperm boyutlar:

2.13 SPERM HAZIRLAMA YONTEMLERI

Amac:

* Prostaglandin ve diger inhibitér maddelerin spermden uzaklastiriimasi
+ Ileri-motil spermatozoalarin konsantre edilerek toplanmasi

* Spermatozoalarin motilite ve ileri hareketlerini artirmak

Seminal plazma voliimiinii, uterusa verilebilecek miktara kadar azaltmak
Sikhikla kullanilan yontemler
* Yiizdirme (swim-up ) teknigi

+ Standart yikama yontemi (santrifiij ve yiizdiirme)

Gradient teknigi

* Mini-gradient yontemi
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Yiizdiirme (swim-up) Yontemi :

Tiim ejakulat 0.5-1 ml'lik fraksiyonlar halinda ayr1 ayr1 konik tiiplere konulur (Falcon tiipler,
15 ml'lik). Uzerlerine 2 ml sperm yikama mediumu eklenir. Tiipler 37°C'da 1-2 saat siireyle
%5 CO2 ortamda 45 egimli pozisyonda inkiibe edilir. inkiibasyon sonunda iistteki 1ml'lik
kisim pipetle alinarak kullanilir. Bu yontemin sakincasi, ileri derecede oligozoospermi ya da

astenozoospermi olgularinda yeteri kadar sperm elde edilememesidir.

Standart yikama yontemi (santrifiij ve yiizdiirme):

Likefiye olmus semen konik bir tiip i¢erisinde 1 : 1-2 voliim oraninda sperm yikama mediumu
ile karistirilir. 160 rpm de, 10 dakika santrifiij edilir. Ustteki siipernatant kismi atilarak, dipte
kalan pellet 0.5 ml medium ile tekrar karigtirilarak kullanilabilir. Bu islem 2 kez
tekrarlanabilir ya da ileri derecede oligozoospermi olgularinda sadece 1 kez yapilarak
birakilir. Istenilen olgularda, alttaki pellet kisminin {izerine 0.7ml medium konularak, 37C'da
1-2 saat siireyle %5 CO2 ortaminda inkiibe edilir ve daha sonra istteki 0.3ml kisim pipet
yardimiyla alinarak kullanilir. Bu sekilde daha fazla sayida motilitesi iy1 sperm elde edilmis

olunur.

Gradient teknigi: Burada silica partikiiller i¢eren gradient mediumlar kullanilir. 15 ml'lik
konik Falcon tiipii igerisine, asagidan yukariya dogru her birinden 1 ml olacak sekilde %90 ve

%45'lik gradient soliisyonlart iist liste konularak 3 tabakali yikama yapilabilir .

En iistteki tabakanin iizerine, her bir gradient tabakasi i¢in 1 ml olacak sekilde, 2-3 ml likefiye
olmus ejakulat sarsmadan birakilir. 1200 rpm’de 10-20 dakika santrifiij edilir. Yapilan
islemden sonra, en alttaki katman1 almak i¢in cam pastor pipetiyle pellet alinir. Alinan pellet
Sml tiiplerde 3ml medium igerisine homojen olarak birakilir. Sperm sayis1 ve motilitesine
gore 1400-1600rpm de 10 dakika santrifiij edilir. Supernatant kismi gekilerek atilir ve en altta

birakilan 0.2-0.3 ml kism1 mediumla 0.5’ e tamamlanarak hazir hale getirilir.

Mini-gradient yontemi: Ileri derecede oligozoospermi olgularinda bu yéntem modifiye

edilerek uygulanmalidir. Her bir gradient tabakasindan 0.3 ml konulur. Burada kullanilacak
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sperm, 6nce 1200 rpm de 10 dakika yikanmali ve bu sekilde voliimii azaltilmali, daha sonra

gradient soliisyonlarmin iizerine konulmalidir. islemin diger basamaklar1 aynen uygulanr.

Gradient yoOntemlerinde, spermler partikiillerin arasindan asagiya dogru ylizerek dipte
toplanirlar. Ayrica bu yontemde, akrozom membrami iizerine olan mekanik etkinin de
fertilizasyonu arttirici etkisi bulundugu ileri siiriilmektedir. Immatiir hiicrelerin ve 16kositlerin
de ortamdan uzaklastirilmalari, bunlardan agiga c¢ikabilecek serbest oksijen radikallerini
azaltarak, fertilizasyonu etkileyebilir. Bir diger 6nemli husus ise santrifiij hizidir. 1400 den
fazla hizlar kullanilirsa, immotil spermler ve debrisler de dibe ¢okebileceklerinden, kaliteli
sperm elde edilmesini Onleyebilecegi bildirilmigse de, 2 tabakali gradient yonteminde
1200rpm de kullanimi da 6nerilmektedir. Gradient yonteminde gradient soliisyonlar1 tizerine
sperm konulduktan sonra uygulanacak santrifiijiin siiresi cok onemlidir. Oncelikle motil olan
spermler dipte toplanacagindan, siirenin uzamasi halinde nonmotil hiicreler ve debrisler de
dipte birikeceklerdir. Genel olarak, normal sperm parametrelerinde 10-20 dakika, orta
derecede bozulmus olanlarda 10-30 dakika, ileri derecede bozuk sperm orneklerinde ise 15-45
dakika santrifiij edilmeleri onerilir. Viskozitesi artmis spermler, motilitesi ylizde 20'den az
olan spermler ve hiicre sayis1 20 milyon/ml'den fazla olan spermlerin de uzun siireli santrifiij
edilmeleri gerekir. Normal morfoloji oranlar1 diisiik spermlerin ise daha kisa siireli santrifiij

edilmeleri uygun olur.
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3.MATERYAL METOD

Bu calisma Polikistik Over Sendromu (PCO) ve Diisiik Over Rezervi (Poor Responder) Olan
Hastalarin Embriyolarinin Morfokinetik Olarak Normal Yanith Hasta Embriyolar1 Ile
karsilastirilmas1 amaciyla yapilmistir. Calismaya toplam 200 hasta dahil edilmistir. Bu
hastalarin 41’ini diisiik over rezervli hastalar, 62’sini normal yanith hastalar ve 97’sini de

Polikistik Over Sendromlu olgular olusturmaktadir.

Biitlin oositler intrasitoplazmik enjeksiyon yontemiyle fertilize edilmistir. Embriyolar her 20

dakika’da bir fotograflarinin ¢ekildigi embriyoskop altinda inkiibe edilmistir.

Doéllenmeden itibaren tPNf, t2, t3, t4, t5, t2-t5, t3-t5, cc2(t2-t3), s2(t3-t4) parametreleri analiz
edilip kayit altina alinmistir. Bu parametreler ile optimal embriyo parametreleri belirlenerek
ideal embriyo segilip transfer edildi. 0,05’den az olan bir p-degeri istatiksel olarak 6nemli

sayilir.

3.1 istatiksel analiz

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, Istatiksel analizler icin Sosyal Bilimler i¢in

Istatiksel Paketi Statistics 22 (IBM SPSS, Chicago, USA) kullanilmustir.

SPSS bilgisayar programi (Statistical Package for the Social Sciences), ilk stirimii 1968
yilinda piyasaya verilmis istatistiksel analize yonelik bir bilgisayar programidir. Uzun bir
donem (1968-2009) bu program SPSS adini tasiyan bir ABD asilli sirket tarafindan hazirlanip
siiriime sokulup satilmistir. 2009'da bu sirket ve bu programin sahipliligi IBM sirketine
satilmigdir. Bu tarihten sonra bir ge¢is doneminde (Eylil 2009 ile Eylil 2010
doneminde) PASW Statistics adiyla anilip Agustos 2010 (versiyon 19.0)'dan itibaren
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resmen /BM SPSS Statistics olarak isimlendirilmeye baslanmistir. Su anda (Subat 2014) en
son versiyon [IBM SPSS Statistics 22.0 olup bu versiyon Agustos 2013'dan itibaren
pazarlanmaya bagslanmistir. SPSS paket programinda p degeri Sig. kisaltmasi ile
verilmektedir. Sig. (significance) anlamlilik kelimesinin kisaltmasidir. SPSS disindaki biitiin

programlar ise P degerini “P value” ya da P olarak belirtmektedir.

Tipta klinik ve istatistiksel anlamlilik birbirinden farklilik gdsterir. Bir bulgunun arastirmaci
acisindan onemli olmasi i¢in hipotez testi sonucunda istatistiksel anlamliligin bulunmasinin
yani bulgunun klinik anlamlilig1 da tartigilir. (59) Klinik anlamlilik genellikle etki biytikliigii
veya giiven araligi tahminlere dayali tartigilir. Sonuglar zamanlamalarina gore tek yonlii
ANOVA (Analysis of Varyans) kullanilarak bir varyan analizle karsilastirilmis ve oranlarini

karsilagtirmak i¢in chi-square testi kullanilmistir.

0,05°den az olan bir p-degeri istatiksel olarak 6nemli sayilir.

3.2 Hastalarin dahil edilme Kkriterleri:
DOR’lu hastalar (Grup 1) : Bu gruba Bologna kriterine sahip hastalar dahil edilmistir.(53)
1- Tlerlemis anne yas1 (=40 yas) veya DOR icin diger risk faktdrlerine sahip olmak,
2- Daha 6nceki POR (Geleneksel stimulasyon protokoliiyle alinmis <3 oosit),
3- Anormal over rezervi testi (Orn; AFC, 5-7 folikiil veya AMH, 0.5—1.1ng/mL).

Normal over rezervi olan hastalar (Grup 2) : Her overde antral folikiil sayist 7-15 olan

hastalar, tubal faktor ve infertilitesi agiklanamayan hastalar dahil edilmistir.

PCO’lu hastalar (Grup 3) : Her overde antral follikiil sayis1 15’in {izerinde olanlar, daha

onceki sikluslarinda asir1 yanit gegmisi, polikistik overe sahip hastalar bu gruptadir.
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3.2 Hastalarin Dislanma kriterleri:
Erkek faktorii hastalar (Azospermi, oligospermi, astenospermi veya teratospermi ), tiroid

fonksiyon bozuklugu olan hastalar, herhangi bir endokrin bozuklugu olan hastalardir.

3.3 Hastalarin arastirmadan ¢ikarilma ve arastirmaya son verilme Kriterleri :

Yumurta toplanamamasu, fertilizasyon olmamasidir.

Incelenecek dosya sayis1 75, incelemeyi kapsayan yillar 2015 ve 2016 dur.

Kapali goriintiileme sisteminde (embriyoskop), 6. giine kadar izlenecek olan embriyolarin
Proniikleus olusum zamani (tPNa), Pronukleus kaybolma zamani (tPnf), iki hiicreye boliinme
zamant (t2), li¢ hiicreye boliinme zamani (t3), dort hiicreye boliinme zamani (t4), bes hiicreye
boliinme zamani (t5), ikiye bdliinme zamani ile bese bolinme zamaninin farki (t2-t5), iice
boliinme ile bese bolinme zamaninin farki (t5-t3), morula olusum zamani (tM), blast olma
asamas1 (tB) degerleri izmir Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tiip Bebek Merkezi
laboratuvarinda bulunan embriyoskop cihazinda kaydedilecektir.

Arastirmada kullanilacak parametreler calismaya dahil olan tiim hastalar i¢in rutindir.

Parametreler arasindaki saat farki degerlendirilecektir.
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4. BULGULAR

Calismaya toplam 200 hasta dahil edilmistir. Bu hastalarin 41’ ini diisiik over rezervli hastalar,
62’ sini normal yanitl hastalar ve 97’ sini de polikistik over rezervli olgular olugturmaktaydi.
Klinik 6zelliklerine gore gruplar incelendiginde diisiik over rezervli hastalarin yas ortalamasi,
polikistik over grubundaki ve normal yanith olgu grubundaki hastalara gore istatistiksel
olarak yiiksek olarak saptandi. Diisiik over rezervli olgularin yas ortalamasi 38, normal
yanitlt olgularin 33, polikistik over rezervli olgularin 30° dur (p< 0.05 ). Elde edilen oosit ve
embriyo sayisi, diisiik over rezervli olgularda diger iki gruba gore anlamli olarak diisiik

saptandi. (p<0.05)

Hastalarin embriyo morfokinetik parametreleri retrospektif olarak analiz edildi. (Tablo:12)
toplamda 200 hastanin 1144 sayida embriyosu mevcuttu. Embriyo morfokinetik parametreleri

olarak tpnf, t2, t3, t4, t5, cc2, s2, cc3, t5-t2 ortalamalar1 hesaplandi.

Gruplar arasinda morfokinetik parametreler agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik

saptanmadi (p > 0.05 ) (Tablo:12).

TS5, s2 ve cc2 parametreleri optimal aralik olarak tekrar hesaplandi ve optimal zamanlama
kriterlerine uyan embriyo yiizdeleri hesaplandi. Optimal zamanlama kriterleri Meseguer ve
ark. ¢alisma sonuglarina gdre hesaplanmistir. Optimal embriyo ylizdeleri arasinda gruplar
arasinda istatiksel anlamli farklilik saptanmadi.(p > 0.05 ) Gruplar arasinda yas farki
istatiksel anlamli oldugu igin, hastalar 35 yas alti ve 35 yas {isti  grup olarak ayrica
degerlendirildi. 35 yas alt1 olgularda embriyo morfokinetik parametreleri agisindan anlaml

farklilik saptanmadi (p > 0.05 ) (Tablo: 13) .

35 yas ustii grupta da, embriyo morfokinetik parametreleri agisindan  anlamli farklilik

saptanmadi (p > 0.05 ) (Tablo:14).

58



4.1 Sonug

Toplamda 1144 embriyo degerlendirildi. Morfokinetik parametreler tpnf, t2, t3, t4, t5, cc2, s2,
cc3, t5-t2 gruplar arasinda istatiksel olarak farklilik saptanmadi (p>0,05).

35 yas alt1 ve listliindeki hastalar yas gruplarina gore degerlendirilmistir. Farkli yas grubundaki

hastalar arasinda morfokinetik parametreler istatiksel olarak farklilik igermemektedir

(p>0.05).

Optimal embriyo morfokinetik parametre oranlari t5, s2 ve cc2, gruplar arasinda farklilik

gostermemektedir (p>0,05).
4.2 Yarg

Over rezervi,bu bulgulara gore embriyo morfokinetik parametrelerini etkilemedigi

goziikmektedir.

Tablo 13: Calisma gruplarinin embriyo morfokinetik parametrelerinin karsilastirilmasi

Grupl Grup2 Grup3 P value

(150 embriyo) (320 embriyo) (674 embriyo)
TPnf 25.59 (3.83) 25.13(3.60) 24.77(4.31) 0.477
t2 27.86(3.96) 27.63(3.86) 27.29(4.53) 0.454
t3 35.98 (5.33) 36.09(5.03) 35.10(5.28) 0.765
t4 38.35 (5.35) 37.94 (5.03) 37.73 (4.84) 0.732
t5 47.93 (7.42) 46.23(7.21) 47.08 (7.61) 0.410
cc2 8.36 (4.91) 8.18 (4.82) 8.08 (4.64) 0.717
s2 2.73 (3.39) 2.70 (3.30) 2.98 (3.76) 0.265
cc3 11.91(4.76) 11.47(5.26) 11.59 (5.43) 0.750
t5-t2 20.27 (7.85) 19.66 (8.05) 19.68 (7.48) 0.718

Grup 1: diisiik over rezervli, Grup 2: normal yanitl, Grup 3: polikistik over rezervli hasta

grubu
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Tablo 14: 35 yas alti hasta grubunda embriyo morfokinetik parametrelerinin

karsilastirilmasi
Grupl Grup2 Grup3 P value
(150 embriyo) (320 embriyo) (674 embriyo)
TPnf 24.43(2.84) 25.86(3.61) 24.90(4.38) 0.356
t2 26.83(2.70) 27.49(4.03) 27.38(4.64) 0.645
t3 36.68(4.03) 35.94(5.15) 35.03(5.10) 0.658
t4 38.74(2.94) 37.80(5.22) 37.87(4.73) 0.885
t5 49.32(8.54) 47.21(7.42) 46.07(7.08) 0.661
cc2 9.85(2.68) 8.45(4.38) 7.65(4.40) 0.590
s2 2.05(2.72) 1.85(2.17) 2.83(3.61) 0.386
cc3 12.63(6.89) 11.26(4.08) 11.04(4.84) 0.822
t5-t2 22.49(7.60) 19.72(6.89) 18.69(6.79) 0.572

Grup 1: diisiik over rezervli, Grup 2: normal yanitli, Grup 3: polikistik over rezervli hasta

grubu
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Tablo 15: 35 yas iistii hasta grubunda embriyo morfokinetik parametrelerinin

karsilastirilmasi

Grupl Grup2 Grup3 P

(150 embriyo) (320 embriyo) (674 embriyo) value
tPnf  25.88(4.00) 25.55(3.59) 24.19(3.98) 0.323
t2 28.11(4.19) 27.87(3.60) 26.88(4.04) 0.791
t3 35.81(5.61) 36.34(4.88) 35.39(6.06) 0.838
t4 38.26(5.80) 38.16(4.76) 37.10(5.30) 0.803
t5 47.60(7.18) 46.88(7.96) 46.91(7.84) 0.520
cc2 7.70(4.95) 8.46(4.53) 8.51(4.24) 0.600
s2 2.44(3.66) 1.82(2.98) 1.70(1.87) 0.746
cc3 11.78(4.32) 10.54(5.04) 11.51(5.08) 0.332
t5-t2  19.48(7.78) 19.00(8.04) 20.02(6.86) 0.274

Grup 1: diisiik over rezervli, Grup 2: normal yanitli, Grup 3: polikistik over rezervli hasta

grubu

Tablo16: Gruplara gore optimal embriyo morfokinetik parametre oranlarinin

karsilastirilmasi
Embriyo Grupl Grup2 Grup3 P
(150 embriyo) (320 embriyo) (674 embriyo)  value
t5 (%) 34.95 35.86 30.09 0.187
s2 (%) 44.20 38.18 38.19 0.399
cc2 (%) 75.88 74.28 78.29 0.364

Grup 1: diisiik over rezervli, Grup 2: normal yanitli, Grup 3: polikistik over rezervli hasta

grubu
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Tablo 17 : Caliymaya dabhil edilen hastalarin genel 6zellikleri

Grupl (41) Grup2 (62) Grup3 (97) P
Yas 38.47+4.85 33.69+4.35 30.25+4.52 0.000
BMI ( kg/m2) 23.48+3.49 24.85+4.33 25.77+4.67 0.059
FSH (mIU/ml ) 10.92+15.22 6.3,5£1.79 5.46+1.57 0.006
LH (mIU/ml) 9.20+15.05 4.97+1.81 12.38+41.96 0.536
E2(pg/ml) 95.29+101.09  54.16+39.54  44.27+29.55 0.001
AMH (ng/ml) 0.89+0.77 1.89+0.88 2.57+1.24 0.000
Deneme sayis1 (n) 2.83+1.50 1.88+1.39 1.92+1.47 0.002
Toplamgonadotropindozu 3308+1447 23794976 1688+544 0.000
10)
Trigger giinii E2 (pg/ml) 915+871 15424812 2536+2119 0.000
Oosit sayis1 (n) 5.49+1.93 10.69+3.94 18.37+£8.46 0.000
MII oosit say1si(n) 4.44+1.85 8.00+3.33 13.20+6.94 0.000
2PN embriyo (n) 3.22+1.49 5.60+2.54 9.71£5.33 0.000
Transfer edilen embriyo (n) 1.97+0.42 1.76+0.47 1.70+0.48 0.010
Gebelik (mIU/ml) 17/41 30/ 6 2 53/97 0.250

(41%) (48.3%) (54.6%)
Klinik gebelikler 12/41 (29.26%) 24/62 43/97 0.444

(38,70) (44,32%)

Implantasyon orani 16/79 27/97 54/141 0.079

(20,25%) (27.83%) (38.29%)

Grup 1: diisiik over rezervli, Grup 2: normal yanitli, Grup 3: polikistik over rezervli hasta

grubu

Yardimli iireme teknikleriyle alinan sonucun bagarisini etkileyen en 6nemli faktdrlerden birisi
de embriyo se¢im metodudur. Zamanla gelisen laboratuvar kosullarina ragmen, geleneksel

embriyo morfoloji degerlendirme metodlarinin kisith basarisi, embriyo hiicre boliinmelerinin
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dinamik olarak degerlendirildigi time lapse moniterizasyon sistemi gibi alternatif teknolojilere
yoneltmistir(42). Dolayisiyla yapilan son arastirmalar optimal embriyo morfokinetik
parametrelini kullanarak implantasyon potansiyeli en yiiksek olan en iyi embriyoyu se¢meye
odaklanmistir (42,43). Time lapse sisteminin avantajlari, embriyolarin siirekli goriintiilenmesi
ki bu da objektif ve kesin bilgi saglar, gelismis kiiltiir kosullar1 ve embriyonun dis ortamla
temas etmeden degerlendirmesini yapmak ki bu da hata diizeyini azaltir ve gebeligi arttirir

(44,45).

Gelisen teknolojilerle bilikte elde edilen basarili sonuglara ragmen, beklenene goére basari
daha kisitlidir (46). Dolayisiyla IVF basart orani icin en onemli faktor maternal yagstir.
Yardimli tireme teknikleriyle 35 yas iistlinde hamile kalan kadinlarin orani, ayni tedaviyle
hamile kalan 35 yas alt1 kadinlara gore daha azdir (47,48). Diger bir 6nemli faktor ise IVF
siklusuyla yapilan overyan stimiilasyon sonucu alinan oosit sayisidir. Yeni bir raporda
gosteriliyor ki; ard arda canli dogum orani (LBR) alinan oosit sayistyla iligkili olarak artiyor.
Raporda diisiik over rezervli hastalarin ilk yapilan IVF sonucundaki LBR oranlar1 diisiiktiir ve

biitiin embriyolarin kullanimini takiben tekrarlayan diisiik LBR elde edilmistir (49).

Cok 1yi bilinmektedir ki azalan oosit sayisi diisiik kalite ve artan andploidi oran1 gosterir ki bu
da bahsedilen embriyonun implantasyon potansiyelinin azalmasiyla iliskilidir (47). Buna
ragmen literatiirde azalmis overyan rezervi ile embriyonun morfokinetik parametreleri
arasinda kisitli bilgi bulunmaktadir. Gryshenko et al. Yaptig1 retrospektif analizde alinan oosit
sayisi ile morfokinetik parametreler arasinda bir korelasyon saptamamustir (50). Onlar sadece
alman oosit sayist 15 alti ve iistii olan hastalarin embriyo morfokinetik parametrelerini

karsilastirmistir.

Azalan yumurta sayist klinisyenler i¢in biiyiik bir zorluk olusturur ancak ART siklusuyla
alinan c¢ok yiiksek sayidaki yumurta sayilar1 da diisiik hamilelik oranlariyla iliskilidir (51).
Sunkara et al. Yaptiklar1 taze IVF sikluslarinin genis analizinde; canli dogumdaki en iyi
sansin 15 ve civarindaki yumurta sayisiyla iliskili oldugunu ve yumurta sayisi 20’inin iizerine

ciktiginda bu sansin azaldigini raporlamigtir (51).

Asir1 uyarilmig sikluslarla yapilan IVF ¢alismalarinin azalmis basari1 oranlarinin etyolojik
faktorleri net degildir. Hem endometrium hem de embriyo bu siirecte rol oynamaktadir. Oosit

kalitesi ve sonrasindaki embriyo kalitesi asir1 uyarilmighktan etkileniyorsa, bu gruptaki
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hastalarin embriyo morfokinetik parametreleri, normal over rezervi olan hastalarin
embriyolarindan farkli olabilir. Missing et al. Polikistik over sendromu olan hastalarin
embriyolarin1 time lapse yoOntemiyle incelemistir. Yaptiklart aragtirmalar sonucunda
hiperandrojenik PCO hastalarinin embriyolar1 kontrol grubuna gore daha yavas boliinmiistiir
(52). Ancak bu farki normal seviyede androjene sahip hastalardan alinan embriyo ve kontrol
grubundan alinanlar arasinda bulamamistir. Dolayisiyla hiperandrojenik PCO hastalarinin
embriyolarinin kinetik degisimi arasindaki bu fark, almman yiiksek sayidaki yumurtalardan

ziyade hastaligin kendisiyle iligkili olabilir.

Bilgimiz dahilinde, literatiirde POR, PKOS ve normal over rezervi olan hastalar arasinda
embriyo morfokinetik parametrelerinin karsilastirildig: bir arasgtirma bulunmamaktadir. Ayni
zamanda maternal yasin embriyonun kinetik degisimiyle iliskisini gésteren sinirli sayida bilgi
bulunmaktadir. Sonug¢ olarak biz over rezervi ve embriyo morfokinetik parametreler
arasindaki iliskiyi degerlendirmeyi hedefledik. Ayrica 35 yas alti ve 35 yas Ustii hastalar

iceren iki grubu degerlendirerek yasin etkisini arastirdik.

4.1 Over Stimulasyonu ve ICSI

Biitlin hastalara overyan stimuslasyon i¢in antagonist protokol uygulanmigtir. Giinliik 125-300
IU rekombinant gonadotropin (Gonal-F, Merck, Tiirkiye) doz hastanin yasina, overyan
rezervine ve beden kitle indeksine gore uygulanmistir. Overyan follikiil 12mm’yi gectiginde
gonadotropin antagonistine (Cetrotide 0.25 mg, Merck, Tiirkiye) baslanir ve en az iki folikiil
18 mm oldugunda hCG (Ovitrelle 250 microgram/0.5 ml, Merck, Tiirkiye) uygulanmistir.
hCG uygulamasindan 36 sa sonra oositlerin toplanma islemi gergeklestirilir. Yumurta
toplanip, deniidasyon isleminden sonra kumulus oosit kompleksleri 2 sa boyunca %7 CO2 ve
37°C’de Quinn’s Advantage Medium (SAGE 1-step, Origio, Danimarka)da tutulur. 10 TU/
ml’lik hiyaluronidaz (HYASE- 10X, Vitrolife, Isve¢) icinde mekanik pipet vasitasiyla
kumulus hiicreleri kaldirilir ve mikroenjeksiyon =~ HEPES igeren Quinn’s Advantage
Medium(SAGE Media, Origio, Danimarka)’da gerceklestirilir. Hemen arkasindan oositler
onceden hazirlanmig, 1.2 ml mineral yag (sivi parafin, Origio, Danimarka) igeren 12

kuyucuklu Embryoslide (Vitrolife, Denmark)’lara yerlestirilir. Oositler Time lapse monitor

64



sistemi (EmbryoScope; Unisense FertiliTech, Danimarka) icerisinde %5 02, %7 CO2,
37°C’deki kosullarda transfer edilinceye kadar inkiibe edilir.

4.2 Embriyoskop

72 saatlik kiltiir boyunca her embriyonun resmi 20dakika da bir, 7 farkli planda ¢ekilir.
Embriyo goriintiileme yazilimi (Embryo Viewer software (Unisense Fertilitech Aarhus))
kullanilarak embriyonik resimler incelenir. Bu yazilim embriyonik gelisim siireglerini
mikroenjeksiyon sonrasindaki saatlik araliklarla inceler. Bu zaman dilimleri fertilizasyonu
takip eden siirecleri analiz eder. Bunlar; iki proniikleusun kaybolmasi (PNF), ilk bdliinmeden
iki hiicreli duruma gecene kadar gecen siire t2 ve hiicre sayisi ilk kez 3 ile 9 oldugundadir (t3,
t4, t5, t6, t7, t8, t9). Parametreler arasinda iki ardisik boliinmenin arasinda gecen siire de
hesaplanmustir. iki hiicreli siklusun siiresi (cc2:t2-t3); embriyonun iki blastomerli halinden iig

blastomerli hali arasinda gegen siiredir.

Ikincil senkronizasyon ise (s2: t3-t4); embriyonun ii¢ blastomerli halinden dért blastomerli
hali arasinda gecen siiredir. Ug hiicreli siklusun siiresi (cc3:t3-t5) embriyonun ii¢ blastomerli
halinden bes blastomerli hali arasinda gecen siiredir. Daha 6nce yapilan ¢alismada optimal

morfokinetik parametre oranlari(42)
t5: > 48.8veya <56.6 saat, s2: <0.76 saat, cc2 < 11.9 saattir.

Yapilan bu ¢calismada bu oranlarin optimal embriyoyu elde etmede ve en yiiksek implantasyon

olasilig1 oldugu saptanmustir.
4.3 Embriyo transferi

Gelisimin 3. Giinlinde embriyo transferi gerceklestirilmistir. Embriyolar Meseguer et. all (42)
tarafindan belirlenen time lapse analiz parametrelerine gore secilmistir. Luteal destek icin
biitiin hastalara giinliilk 90 mg progesterone gel (Crinone gel 8%, Merck, Tiirkiye) ve 200 mg
vajinal mikronize progesterone (Progestan caps 200 mg, Kocak Farma, Tiirkiye) verilmistir.
BhCG kan testi embriyo transferinden 12 giin sonra yapilmistir. Klinik olarak hamilelik
pozitif BhCG kan testinden 2 hafta sonra bir veya birden fazla intrauterin gestasyonel kese

saptanmasiyla tanimlanir.
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5. SONUC

Bu ¢alisma 200 kadin hastay1 kapsadi. Hastalarin genel 6zellikleri , tablo:17da verilmistir.
Ortalama yas 38.47+4.85, 33.69+4.35, 30.25+4.52 dir. Grup 1, grup 2 ve grup 3 (sirasi ile
p<0,005 ) BMI gruplar arasinda farklilik gostermemistir.( p>0.005).

Ortalama FSH seviyeleri ve E2 seviyeleri grup 1 de, grup 2 ve grup 3 den anlamli olarak
daha yiiksekti ( p>0,005 ). AMH seviyesi, grup 1 de grup 2 ve grup 3 den daha diisiiktii
( strastyla p<0,005).

Onceki sikluslarin ortalama sayist 2.83+1.50, 1.88+1.39, 1.92+1.47 dir. Grup 1, grup 2 ve
grup 3 de ( sirastyla p<0.005). Toplam gonadotropin dozu grupl de grup2 ve 3’e oranla daha
yiiksekti( p <0.005). Trigger giinii E2 degerleri 915871, 1542+812, 253642119 dur( sirasiyla
grup 1, grup 2 ve grup 3 te ).Toplanan oosit sayisi, MII oosit sayis1 ve embriyo sayisi grup 3

ve grup 2 de grup 1 den daha yiiksekti (sirastyla p <0.005 ).

Transfer edilen embriyo sayis1 1.97+0.42, 1.76+0.47, 1.70+0.48 di. Grup 1, grup 2 ve grup
3’te (sirast ile p<0,005 )Gruplarda gebelik oranlari, klinik gebelik ve implantasyon oranlar

arasinda fark yoktu( Tablo:17).

1144 embriyo, embriyoskopta degerlendirildi. Calisilan morfokinetik parametreler Tablo:16
da gosterildi. Inseminasyon zamanindan tPNf, t2, t3, t4, t5, s2, cc2, cc3, t5-t2 degerleri

gruplar arasinda 6nemli farkliliklar gostermedi (Tablo:13).

Ayni1 parametreler yasa gore gruplarda degerlendirildi. Gruplarda , 35 yas altinda tpnf, t2, t3,
t4,t5, s2,cc2,cc3,t5-t2 degerleri arasinda 35 yas iistiinde gruplar arasinda 6nemli farkliliklar
olmadi(Tablo:15). Morfokinetik degiskenlere iligkili olarak optimal embriyo yiizdesi
degerlendirildiginde , gruplar arasinda fark bulunamadi( Tablo:16).

Sonug olarak diisiik over rezervli , polikistik over sendromlu ve normal over rezervli olgular
arasinda embriyo morfokinetik parametreler agisindan anlamli farklilik saptanmamustir. Over
rezervli bu bulgulara gore over rezervi embriyo morfokinetik parametrelerini etkilemiyor
goziikmektedir. Bununla ilgili kesin sonuglara varabilmek agisindan randomize c¢aligsmalara

ihtiyac vardir.
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6. TARTISMA

Bu calismada, ovaryen rezervlerinin embriyo morfokinetik parametrelerin iizerine herhangi
bir etkisini bulamadik. Gruplarin yaslar1 farkli olmasma ragmen, 35 yasina kadar olan
gruplarda ki ayni yaslarda morfokinetik degerlendirme yaptik ve benzer bulgular farkli yas

gruplarinda da bulundu.

Bilgilerimize gore, bu calisma PCO, DOR ve Normal Over Rezervine sahip hastalarda
embriyo morfokinetigini degerlendiren ilk calismadir. Zayif yanith hastalar, yardimci iireme
sikluslarinda en zor calisilan gruplardan birini olusturmaktadir. Ayrica pek ¢ok caligmada
Bologna’daki ESHRE worshop’una kadar diisiik over rezervleri igin tam bir kriter
belirlenemedigi icin siirecin klinik yonetimi heterojendir (53). Ayrica, bu sabit belirli
uygulama, kesin bir diagnozda bu hastalarin klinik yonetiminin arastirilmasini sagladi. Bu

yiizden, ¢alismamizda Bologna kriterlerine gore diislik over rezervine sahip hastalari segtik.

Acik bir sekilde diisiik oosit sayisi, embriyo sayist ve disiik klinik gebelik oranlari ile
sonuclanir. Yeni biiyiik bir calismada IVF tedavisini takiben canlt dogum orani ve oosit sayisi
arasinda dogrusal olmayan bir iligski rapor edilmistir (49). Bizim ¢alismamizda, bu zayif
yanitli grubun implantasyon orani, beklendigi gibi diger gruplardan daha diisiiktiir. Bu
gruptaki hastalarda hem diisiik oosit sayist hem de oosit kalitesi klinik sonuglar1 etkiler.
Bununla beraber, embriyo morfokinetigi lizerine toplanan oosit sayist azalan etkisine iliskin
literatiirde smirh olarak data mevcuttur. Gryshchenko ve ark, oosit sayisi 15 alt1 ve iizeri olan

hastalarin time lapse parametrelerini kargilastirmislardir(52).

Bizim bulgularimiza benzer bir sekilde onlarda embriyo morfokinetigi ve oosit sayisi arasinda

korelasyon bulamamislardir. Ayrica caligmalarinda zayif yanitli hastalar1 analiz etmemislerdir.

Diisiik ovaryan yanith hastalarin ¢ogu ilerlemis yastadir. Bu ylizden andploidi orani ile iliskili
yas, bu etki {lizerine Onemli bir faktordiir. Mitokondriyal disfonksiyon, embriyonun
implantasyon basarisizliina yol acan oosit yaslanmasini uygun olmayan mayotik ig olusumu

icin olast bir mekanizma olarak desteklenmektedir. (48)
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Embriyo gelisim morfokinetigine maternal yasin etkisi tizerine veriler sinirlidir. Gryshchenko
ve ark. 40 yas iizeri ve 40 yas alt1 gruplarda embriyo morfokinetigi arasinda fark olmadigini
ortaya ¢ikarmiglardir (52). Bizim ¢alismamizda, embriyo morfokinetigi {izerine yas ile iliskili
etki bulamadik. Ilave olarak, andploidinin ortaya ¢ikma oranini ve time lapse sisteminde diger
genetik anomalileri sorabiliriz. Konu {iizerine literatiirde yansitan sonuclar vardir. Chawla ve
ark. Anormal ve normal karyotipe sahip embriyolar arasinda tPNf, t5, cc2, cc3 ve t5-t2

ortalama stirelerinin farkli oldugu rapor edilmistir.

[lave olarak, hasta popiilasyonunun ortalama yas1 32,9 dur ve bu ¢alismada primer indiiksiyon
cinsiyet secimidir (54). Campbell ve ark. 8 hiicreli asamaya kadar embriyo morfokinetik
parametrelerinin benzer oldugu ama periblastiilasyon asamasinin gelisiminde 6nemli bir
gecikme rapor edilmistir (55). Yakin zamanlarda, Rienzi ve ark. Ilerlemis maternal yas
kapsayan zayif prognozlu hastalarda morfokinetik degerlendirme ve blastokist andploidi
arasinda ki iliskiyi arastirmislardir. 36yas, spontan diisiigii olan ve basarisiz IVF tedavi

hikayesi olanlar bu gruba dahil edilmistir (56).

Anoploidi ve in vitro embriyo gelisiminin morfokinetik karakterleri arasinda herhangi bir
korelasyon ortaya koymamiglardir. Zayif prognozlu hastalarda 6ploid embriyo se¢iminde
morfokinetik parametrelerinin kullanilamayacagini desteklemislerdir. Bu rapordaki farklar,

farkli ¢alisma popiilasyonlari ile iligkili olabilir.

Mevcut caligmada, ayrica polikistik over ve normal ovaryan rezervli olan hastalardan elde
edilen embriyolarda benzer morfokinetik parametreleri bulduk. Yakin zamanlarda Missing ve
ark. ,hiperandrojenik PCO’ lu kadinlardan elde edilen embriyolarda PN kirilimi, t2,t3,t4 ve t7
de gelisim daha yavasti(52). Onlar, toplanan oosit sayisindan ziyade embriyolar {izerine
hormonal diizensizlikleri ve maternal metabolizma embriyo gelisimini geciktirir. Ayrica
caligmalarinda PCO’lu ve normal ovaryan rezerve sahip normoandrojenik kadinlarda
morfokinetik parametreler benzerdir. Bizim ¢alismamizda popiilasyon yukarida bahsedilenden
farklidir ve yiiksek yanith oldugu bilinen gruptaki PCO’lu hastalar1 kapsamaktadir.

Calismamizin siirlari retrospektif dizayndir ve kiigiik 6rnek ebatlari ile iligkilidir.
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Gergcekte, bu caligmanin amaci farkli ovaryan rezervlere sahip hastalarin embriyo
morfokinetik parametrelerini karsilastirmaktir. Ilave olarak, bu c¢alisma gebelik oranlari
izerine bu parametrelerin etkisi yada embriyo se¢im parametreleri hakkinda klinik bir sonug
cizmemektedir. Sonug olarak, ovaryan rezervi statiisii ve kadinlarin yas1 embriyo gelisim
kinetiklerini etkilemedigi goriinmektedir. Bu bulgular1 degerlendirmek i¢in daha biiytlik

randomize kontrollii denemelere ihtiyacimiz vardir.
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