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OZET

Ik uygulanmaya basladign donemde ozellikle siddetli erkek infertilitesi
vakalarmin tedavisi amaciyla gerceklestirilen intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
(ICSI) teknigi, artik erkek infertilitesi disinda da uygulanabilen standart bir fertilizasyon
metodu olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte, uygulamanin invaziv olmasi ve
uygulama esnasinda pek ¢ok dogal asamay1 atlatmasi nedeni ile tedavi ve sonrasindaki
sonuclar1 halen arastirilan ve tartigilan bir yontemdir.

Gilinlimiize kadar gerceklestirilen ve ICSI tekniginin in vitro fertilizasyon (IVF)
teknigine kiyasla embriyo gelisimi tizerindeki olas1 farkl: etkilerinin incelendigi calisma
sayist kisithdir. Sonuglart biiyiik oranda etkileme Ozelligine sahip gamet kaynakli
degiskenlerden miimkiin oldugu kadar bagimsiz olarak ve sadece teknigin uygulanma
sekli ile ilgili olasi sonuglarinin 6lgiilebildigi vakalar ile kurgulanan (Erkek faktori
olmayan ve kardes oositlerin kullanildigi) ve gerceklestirilen az sayidaki ¢alisma da
olas1 farkliliklar1 statik embriyo kiiltiir sartlarinda ve farkli sperm o6zelliklerindeki
vakalarda degerlendirmis olup, olast morfokinetik farkliliklarin detayli olarak
incelenebilecegi bir deneysel altyapiya sahip degillerdir.

Bu calismada, siddetli erkek faktorii olmayan 30 vakada, IVF ve ICSI
yontemleri ile insemine edilen 723 kardes oositin fertilizasyon sonrasi olusturdugu 344
zigot (IVF ile fertilize olmusg 165 zigot ve ICSI ile fertilize olmus 179 zigot) dinamik
embriyo kdltir sistemleri ile buyitilerek erken ve ge¢ donem embriyo morfokinetik
degisimleri gbzlenmis, karsilastirilmis ve 6zellikle kullanilan fertilizasyon yontemine
bagli olas1 morfokinetik degisiklikler miimkiin olan gelisim donemleri igerisinde analiz

edilmistir.

Bulgular, gruplar arasindaki olasi morfokinetik farkliliklarin karsilastirilmasi
icin zamansal baglangi¢ noktasinin inseminasyon saati olarak alindigi incelemede, her
iki grup arasinda embriyo takibinin yapildigi en son asama olan hatching blastosist
asamasina (tHB) kadar gdzlenen farkli parametreler arasinda istatistiki olarak anlamli
bir fark olmadigimi (p<0,05), buna karsin ayni verilerin zamansal baslangi¢ noktasinin
proniikleuslarin silinmesinin gozlenmeye basladig1 saat olarak alindig sekli ile

incelenmesi sonrasinda IVF grubundaki zigotlarin ICSI grubundaki zigotlara kiyasla
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anlamli bir oranda (p=0,02) erken saatte ekspanse blastosist agsamasina ulastiklarini

gostermistir.

Elde edilen bulgular ayrica erkek faktori olmayan olgularda ICSI yontemi ile
fertilize olan embriyolarin IVF yontemi ile fertilize olan embriyolara kiyasla son derece
benzer bir embriyo morfokinetik gelisim silirecine sahip oldugunu gostermektedir.
Morfokinetik karsilastirmanin tPNf zamansal degiskenine gore yapildigi ve IVF
grubunda anlamli oranda ekspanse blastosist elde edildigini gosterir bulgularin daha

fazla sayida vaka ve embriyo iizerinde dogrulanmasina ihtiyag¢ vardir.
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ABSTRACT

Although at the very beginning, intracytoplasmic sperm injection (ICSI) was
especially described for the treatment of severe male infertility in IVF, it is now well
recognized as a standard fertilization method which is applied in the absence of a male
factor. However, the invasiveness of the procedure itself and because it skips many
natural steps of the fertilization process, ICSI outcomes during and after the IVF
treatment are still under investigation, and the method is still discussed.

Number of studies investigating the possible effects of the ICSI technique
compared to classical IVF regarding embryo development are limited. Analyses planned
in order to totally or partially eliminate gametes-related variables (e.g. no male factor,
and including sibling oocytes) to obtain results of the sole technique and its application,
were realized in static or standard embryo culture conditions and were evaluated in
cases with different sperm characteristics, thus were not examined in a detailed
morphokinetic experimental environment.

This study included 723 sibling oocytes belonging to 30 couples without severe
male infertility and inseminated either with IVF or ICSI. After fertilization, 344 zygotes
were obtained (n=165 from IVF and n=179 from ICSI) and were cultured in a dynamic
embryo culture system in order to observe and to compare early and late morphokinetic
parameters to outline probable differences in developmental stages regarding the
fertilization method employed.

When morphokinetic parameters were compared using the insemination time as
the starting point, no significant statistical differences were observed for all
developmental parameters annotated until the hatching blastocyst stage (tHB) (p<0.05).
However, when the pronuclei fading time was taken as to, zygotes obtained from IVF
were found to develop into expanded blastocysts earlier than those derived from ICSI
(p=0.02).

The findings also show that in couples without male infertility, embryos
fertilized with ICSI had an extremely similar morphokinetic developmental pattern
when compared to their siblings fertilized by IVF. In conclusion, results obtained by
using the pronuclei fading time (tPNf) as the starting point of the morphokinetic

analyses have to be confirmed in a larger set of patients and sibling embryos.
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1. GIRIS VE AMAC

Diinyada yardimla tireme teknikleri uygulamasindan sonra dogan ilk bebegin
tizerinden 30 yildan uzun zaman ge¢mis olasina karsin, insan embriyolarinda
implantasyon Oncesi donem emrbriyo gelisimi hakkinda, 6zellikle embriyolarin rahme
tutunma potansiyellerini belirleyen temel yolaklar hakkinda bilgi diizeyimiz halen
oldukca smirlhidir. Bu nedenle, halen diinyada pek cok iilkede olasi ¢ogul gebelik ve
ilgili risklere ragmen yardimci iireme teknikleri (YUT) tedavilerindeki basar1 sansini
arttirabilmek amaci ile birden fazla embriyo transferi yapilmaktadir [1]. Birden fazla
embriyo transferi ile iligkili olusan riskleri ortadan kaldirabilmek ve ayni zamanda
yiiksek gebelik oranlarini koruyabilmek i¢in halen diinya genelinde pek cok arastirmaci
gebelik olusturma potansiyeli en yiiksek olan embriyonun secilmesini saglayabilecek

yeni metodlar/kriterler tizerinde ciddi ¢alismalar yapmaktadir.

YUT tedavilerinde glinimiizde en iyi embriyonun secilmesi amaciyla en yaygin
kullanilan yaklasim/yontem gelismekte olan implantasyon Oncesi insan embriyolarinin
gelisim parametreleri ve morfolojileri {izerinde yapilan degerlendirmedir [2], [3].
Gelisen embriyolarin hiicre sayilar1 ve kaliteleri konusunda yapilan degerlendirmeler ve
secim sonrasi gergeklestirilen embriyo transferleri ile YUT basar1 oranlari ciddi olarak

arttirtlabiliyor olsa da, halen mevcut basar1 oranlar1 beklenen seviyelerin ¢ok altindadir
[4], [5].

Basarili bir implantasyon ve gebelik eldesinin, dogru embriyo se¢imi yaninda
tireme biyolojisi ile ilgili pek ¢ok faktoére de bagh oldugu bilinen bir gergektir. Bununla
birlikte, son yillarda YUT tedavilerinde kullamlmaya baslayan yeni nesil
cihazlar/ekimanlar ve bu sistemler ile gergeklestirilen caligsmalar, laboratuarda giinliik
olarak ¢ok kisa siire igerisinde genel laboratuar ortaminda gergeklestirilen embriyo
morfolojisinie dayali degerlendirme ve sec¢im sistemleri (statik kaltiir) yaninda,
mikroskop ve inkiibatoriin bir arada bulundugu ve embriyolarin siirekli (gergek
zamanli) ve morfokinetik olarak kaydedilerek degerlendirilebildigi sistemlerin de
(dinamik kiiltiir) tedavide basarili olacak embriyonun se¢iminde anlamli bir fark

yaratabildigini gostermektedir [6].
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Dinamik Kultir sistemlerinin YUT tedavileri Gzerindeki beklenen ilk ve en
onemli etkisi, implantasyon 6ncesi donem embriyo morfokinetik 6zelliklerinin daha iyi
anlasilmast ve bu sayede gebelik olusturma basarisi en yiiksek embriyonun
secilebilmesine olanak saglamalaridir. Yakin bir siire dncesine kadar diinya genelinde
bu amagla gerek deney ve ¢iftlik hayvanlarinda gerekse insan embriyolari lizerinde pek
cok calisma gergeklestirilmistir [7]. Calismalarda elde edilen bulgular, ger¢cek zamanl
olarak gergeklestirilen embriyo morfokinetik gozlemleri ile gebelik olusturma
potansiyeli yiiksek embriyolar arasinda anlamli bir iliski oldugunu gostermistir [6], [8],
[9]. Bununla birlikte, calismalarda kullanilan dinamik embriyo kiiltir ve gozlem
sistemlerinin sadece arastirma amagli olarak tasarlanmis olmalari, maliyetlerinin ¢ok
yiiksek olusu vb. gibi nedenler ile 2010 yili oncesine kadar yaygin olarak klinik
kullanim imkan1 bulamamislardir. Gegtigimiz 5 yil igerisinde bu alanda gergeklestirilen
atilim ve ilerlemeler ile tiretilen ticari cihaz/ekipmanlar sayesinde dunya genelinde her
giin artan sayida klinikte dinamik embriyo kiiltiir sistemleri kullanilmaya

baslanmaktadir [10].

Dinamik kiiltiir sistemlerinin bilimsel arastirmalar diginda da yayginlagsmasi ile
ozellikle implantasyon Oncesi donem embriyo morfokinetigi tizerindeki klinik ¢alisma
sayilarinda da belirgin bir artig gozlenmektedir. Sahip olunan teknoloji ve bilgi birikimi
sayesinde, gecmis donemlerde statik embriyo kiiltiir sartlar1 ve gézlemsel sinirlar nedeni
ile gerceklestirilmesi/goriilmesi miimkiin olmayan degisiklikler gozlenebilmekte ve bu
degisikliklerin insan embriyolojisi ve klinik uygulamalar Gzerindeki etkileri ¢ok daha
yakindan takip edilebilmektedir. Bu degisikliklerin en basinda, uzun yillardir
fertilizasyon amacli uygulanan in vitro fertilizasyon (IVF) ve intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonu (ICSI) gelmektedir. Klasik 1VF ve ICSI tekniklerindeki farkli
karakteristiklere bagli olarak zigot olusumu ve sonrasindaki implantasyon Oncesi
embriyo gelisimi statik kiiltiirlerde benzer goériinmesine ragmen morfokinetik agidan
farkliliklar gosterebilmektedir. Bununla beraber, IVF ve ICSI uygulamalarinin embriyo
kalitesine ve gelisim dinamikleri iizerine etkileri konusunda smirli bilgi mevcuttur [11],
[12]. Ornegin, klasik IVF yontemi ile elde edilen fertilizasyon dogal bir Greme
siklusunda elde edilen fertilizasyonla son derece benzer bir bicimde olusmakta iken,
ICSI yonteminde ve sonrasinda elde edilen fertilizasyonda spermatazoa ve 00sit
arasinda dogal siirecte belirli bir yolak dahilinde olugmasi gereken pek ¢ok basamak
atlanmaktadir [13], [14].
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Fertilizasyon sonrasi ilk hilicre boliinme zamanlamasinin fertilizasyon metoduna
gore degisiklik gosterebildigi bilinmektedir. Bu farklilik, IVF yontemi ile
fertilizasyonun saglandig1 tedavilerde spermin zona pellusida ve oolemmaya penetre
olurken olusmakta, dolayisiyla ICSI metoduyla fertilize olan oositler 2 ile 4 saat daha
erken proniikleer silinme ve ilk klivaj boliinmesini gergeklestirmektedir [15], [16]. Ay
sekilde, ICSI olgularinda, 2-hiicreli donemden 4-hiicreli embriyo donemine gegisin de
IVF olgularina gore yaklasik 2,5 saat daha kisa oldugu goézlemlenmistir [17].
Dolayisiyla, YUT uygulamalarinda farkli fertilizasyon metodlar1 kullanilan tedavi
sikluslarinda embriyo gelisiminin, kalitesinin ve zamanlamasinin degerlendirilmesinde

bu ve bunun gibi faktorin kontrol edilmesinin 6nemi buyuktar.

Bununla birlikte, giinlimiizde IVF ve ICSI sonras1 elde edilen fertilizasyon ve
sonrasinda gozlenen embriyo gelisiminin ger¢ek zamanli olarak degerlendirildigi
calismalar son derece smirlidir. Cok yakin bir siire Oonce gergeklestirilen, c¢alisma
icerisine alinan farkli hastalarin tedavileri sirasinda IVF ve ICSI olarak gruplandigi ve
elde edilen zigot ve embriyolarin dinamik embriyo kiiltiir sistemleri ile biiyuttlerek
karsilastirildig: iki farkli calismada, her iki grupta gelisen embriyolar arasinda anlaml

bir morfokinetik farkliligin bulunmadigi belirtilmistir [18], [19].

Bu ¢alismamizda amag, IVF ve ICSI yontemleri ile kardes oositler iizerinde elde
edilen zigot, erken ve ge¢ donem embriyo morfokinetik degisimleri incelemek,
karsilagtirmak ve ozellikle kullanilan fertilizasyon yontemine bagli olas1 degisiklikleri
analiz etmektir. Calismamizin bahsi gegen diger calismalardan en 6nemli farkli, iki
farkli fertilizasyon grubu arasindaki bu karsilagtirmanin ayni hasta ve siklusuna ait
kardes oositler ilizerinde yapiliyor olmasi, dolayist ile hasta ve siklus kaynakl

yanliliklar ve olasi hatalar1 da en aza indiriyor olmasidir.



17

2. GENEL BILGILER

YUT tedavilerinin uygulanmas1 sirasinda, dogal (lreme slre¢ ve
mekanizmalarinda dogal silirecte mevcut olmayan sekilde birden ¢ok asamada
manipiilasyon yapilmaktadir. Son yillarda bu manipulasyonlarin farkli YUT tedavileri
sirasinda embriyolarda, tedavi sonrasinda prenatal donemde ve sonrasinda dogan
cocuklarin sagliklar1 iizerine herhangi bir etkisi olup olmadigi, genetik gegisli
problemlerin YUT sonras1 dogan ¢ocuklardaki olas1 gériilme sikliklarr ve farklar vb.
gibi konular ile ilgili pek ¢ok c¢alisma gergeklestirilmistir ve ger¢eklestirilmeye devam
etmektedir [20], [21]. Bu c¢alismalardan bazilarinda incelenen parametreler arasinda
anlamli farkliliklar gbzlense de, mevcut caligmalarin ¢ogu, calisma tasarimlari,
calismaya dahil edilen Ornek sayisindaki kisithilik veya kullanilan degerlendirme
kriterlerinin uygunsuzlugu vb. gibi nedenlerlere bagli olarak net bir sonug¢ ortaya
koyamamaktadir. Bu nedenle, fertilizasyon icin kullanilan tekniklerin arasinda yardimci
tireme teknikleri ile dogan bebeklerde son derece diisiik oranda da olsa karsimiza ¢ikan
baz1 sikintilarin uygulanan teknige mi yoksa fertiliteyi etkileyen gamet kalitesindeki
olumsuz durumdan mi kaynaklandig1 sorusuna net bir cevap verememektedir. Klinik
sonuglardaki bu belirsizlige ragmen, gamet ve erken embriyo gelisimi lizerinde uzun
yillardir gergeklestirilen ¢alismalar, 6zellikle implantasyon Oncesi donemde embriyo
kiiltiriinde olusabilen ¢ok kugik farkliliklarin dahi prenatal ve dogum sonrasi

bireylerde ciddi riskler olusturabilecegini ortaya koymaktadir [22], [23].

YUT tedavilerinde ICSI yonteminin kullanimi, yakin bir siire dncesine kadar
sadece siddetli erkek infertilitesi vakalarinda ve ge¢miste fertilizasyon basarisizligi
gozlenen vakalarda tercih edilmekte iken, giin gectikce pek cok klinikte ve tlkede
belirtilen vakalarm disinda da popiilerlik kazanmaktadir. Ozellikle erkek infertilitesi
disindaki endikasyonlarda ICSI kullanimi sonrasi elde edilen embriyo kalitesi ve
gebelik sonuglart da bu yaygin kullanimi dogrular niteliktedir [11], [24], [25], [26].
Bununla birlikte, giinlimiize kadar bu teknigin IVF metoduna kiyasla embriyo gelisimi
tizerindeki olas1 farkli etkilerinin kardes oositlerde kiyaslandigi ¢alisma sayisi oldukca
kisithdir [12], [25], [27], [28] [29]. Bu alanda gergeklestirilen az sayidaki calisma da

olas1 farkliliklar1 statik embriyo kiiltiir sartlarinda ve farkli sperm o6zelliklerindeki
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vakalarda degerlendirmis olup, olasi morfokinetik farkliliklarin detayli olarak

incelenebilecegi bir deneysel altyapiya sahip degillerdir.

Dinamik embriyo Kkiiltiirii veya diger tarifi ile embriyolarin gercek zamanl
morfokinetik analizi YUT uygulamalarinda 6zellikle son 5 yilda popiilerlik kazanan bir
kavram olsa da aslinda memeli embriyo arastirmalarinda uzun siiredir var olan bir
yaklasimdir. ik olarak 1900°lii yillarda doku ve organlarin cinematografik
gozlemlenmesi ve fonksiyonlariin incelenmesi amaci ile gelistirimeye c¢alisilan
teknoloji daha sonraki donemlerde canli hiicreler iizerinde de kullanilmaya baslanmaistir.
Memeli embriyolar1 tizerinde ilk dinamik embriyo kiiltiirii, Lewis ve Gregory tarafindan
1929 yilinda tavsan embriyolari iizerinde gergeklestirilmistir [30]. Bu donemde ne
yazik ki embriyolarin laboratuar ortaminda biiyiitiilmesine yonelik uygun bir kiiltiir
sistemi mevcut olmadigindan, benzer ¢alismalarin yayginlasmasi ancak 1960’larda John
D. Biggers, Ralph Brinster, Anne McLaren ve W. Whitten gibi bilim insanlarinin uygun

kiiltir sivilarini geligtirmesi ile olmustur [31].

Tavsan embriyolar1 iizerinde gerceklestirilen ilk c¢alisma sonrasinda benzer
caligmalar fare [32], [33], [34], [35], [36], hamster [37], [38], sigir [39], [40], [41], [42],
[43], [44], [45], [46], [47], at [48], keseliler [49], domuz [50] ve insan [51], [52], [53],
[54] embriyolarinda gergeklestirilmistir. Bu ve benzer c¢alismalar memeli
embriyolarinda kutuplagsma ve klivaj aksinin olusumu, metilasyon farkliliklari, her bir
hiicrenin ilk biiliinme asamalarindaki konumu ve durumu ile ileri giinlerde trofektoderm
ve i¢ hiicre kiitlesi olusumu ve hatching mekanizmalar1 gibi bilgileri ve bugiin
kullanmakta oldugumuz statik ve dinamik embriyo degerlendirme sistemlerinin

temellerini olusturan ¢alismalardir [55], [56], [57],[58], [59], [60], [61], [62], [63].

Embriyolarin  gercek zamanli morfokinetik incelemesi tanim itibariyle
laboratuarda blyutiilen implantasyon Oncesi embriyolarin siirekli ve gercek zamanl
olarak gozlenmesi, kaydedilmesi ve standart bir gelisim sablonuna gore karsilastirilmasi
anlaminda kullanilmaktadir. Dolayis ile adi gegen uygulamanin gerceklestirilebilmesi
icin mikroskop, inkiibator ve kayit cihazlarindan olusan kompleks bir sisteme ihtiyag
vardir. Teknolojik gelismeler, yillar icerisinde bu alanda da farkli sistemlerin
gelistirilmesini saglamistir. Yakin bir siire 6ncesine kadar gergek zamanli morfokinetik
analizler sadece mikroskoplarin ¢evrelerinde olusturulan inkiibatér benzeri kapali

alanlar igerisinde ve sadece tek bir kiiltlir kabinin incelenmesine olanak veren sistemler
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iken, gliniimiizde bu cihazlar artik ¢ok daha sofistike kontrol ve kayit sistemlerine sahip,
ayni anda birden fazla kiltir kabinin incelenebildigi ve gergek zamanli olarak

degerlendirilebildigi entegre sistemler olarak kullanima sunulmaktadir [64], [65].

Glinimiizde en sik kullanilan gergek zamanli morfokinetik analiz sistemleri
icindeki mikroskop Unitesi, farkli odak katmanlarinda belirli araliklar ile dijital goriintii
kaydi olusturmakta ve sonrasinda bu goriintiileri birlestirerek embriyonun degisen
yapisinin gozlenebildigi dijital bir filme doniistirmektedir. [64], [66], [67]. Sekil 1°de
ayni embriyoya ait farkli gelisim zamanlarinda yakalanan dijital goriintiiler
goriilmektedir. Dahasi sistem igerisindeki mevcut yazilim sayesinde her bir kullanict
istediginde farkli algoritmalar olusturabilmekte ve boylece kisiye/klinige 6zel embriyo

secim kriterleri ve sablonu olusturulmasi miimkiin olabilmektedir.

Sekil 1. Gelismekte olan bir insan embriyosuna ait Embryoscope gorunttleri
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Gliniimiize kadar insan embriyolar tiizerinde gergeklestirilen morfokinetik
analizlerde, en basarili embriyo segim kriterlerinin belirlenmesinden ziyade gebelik
olusturma basaris1 diisiik embriyolarmn secimi icin blastomer biiyiikliiklerinin esit
plmamasi, fragmantasyon ve multimiikleasyon gibi statik kriterlerin yaninda
proniikleuslarin silinmesi [68], duzenli olmayan bolunmeler (1> 3 hiicre veya 1> 5
hiicre dogrudan boliinme) [67], [69] gibi yeni morfokinetik kriterler de anlamli olarak
kullanilmaktadir. [8]. Diger taraftan erken klivaj donemindeki 1., 2. ve 3. mitoz
boliinmenin  zamansal degerleri blastosist olusturma potansiyelinin  Onceden
belirlenebilmesi amaci ile kullanilan en 6nemli kriterler olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
[70], [71], [72]. Halen dinya genelinde pek ¢ok ¢alisma embriyo gelisimi ve se¢imi
konularina odaklandigindan [72], [73] ger¢ek zamanli embriyo morfokinetik analizi
kullaniminin klinik gebelik ve dogum sonuglar1 iizerine etkisini arastiran ¢alisma sayisi

son derece sinirlidir [68].

Gergek zamanli embriyo morfokinetik analiz yaklagimlarinin daha iyi embriyo
secimi ve Klinik agidan basari oranlarinin arttirilabilmesi {izerine olasi olumlu
etkilerinin yaninda, diinya genelinde pek ¢ok grup bu teknolojiyi iireme biyolojisi ve
genetigi biinyesinde kadin ve erkek yas1 [74], infertilite nedeni [75], vucut Kitle indeksi
[76], over rezervi ve ovarlerin stimiilasyona yanit1 [74], [77], [78], sperm &zellikleri
[79], inseminasyon teknikleri [18], [19], [80], embriyo kiiltir kosullar1 ve kiiltiir
mediumlar [81], [82], [83], [84], gamet/embriyo uygulamalar1 [85], embriyo cinsiyeti
[86], [87], kromozomal yap1 [88], [89], [90], [91], [92] ve sigara kullanim1 [93] gibi
farkli parametre/degiskenlerin embriyo morfokinetigi {izerindeki olast etkilerini

inceleme amaciyla da yaygin olarak kullanmaya baslamistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calismaya Dahil edilme Kriterleri

Bu c¢aligma Nisan 2014 -Aralik 2014 tarihleri arasinda Bahgeci Fulya Tiip Bebek
Merkezinde prospektif olarak gergeklestirilmistir. Calismaya kadin yasinin 18-37
arasinda oldugu ¢iftler alinmistir. Tiim hastalar infertilite agisindan detayli olarak
degerlendirilmistir ve kadin hastalara tubal patolojinin ekarte edilmesi amaciyla HSG
cekilmistir. Calismaya ovulatuar olan kadin hastalar alinmistir. Erkek hastalarin hepsi
semen analizi ile degerlendirilmis. sperm sayis1 (>20x10%ml) ve motilite yiizdesi

(>%50) ve morfolojisi (>%4) normal olan hastalar ¢alisma kapsamina alinmistir.

e Over kapasitesinin degerlendirilmesi amaciyla antral folikil sayimi
yapilmis ve her iki overde toplam 8 adet antral folikiil sayisinin altinda
olan hastalar,

e Yapilan transvajinal ultrasonografide endometrioma saptanan olgular ya
da cerrahi olarak endometriozis belirlenmis olgular,

¢ Hidrosalpenks saptanan ya da tiiplerde gecis goriilmeyen olgular,

e Kadin hastalarm viicut kitle indeksi 19 kg /m? altinda olanlar ve 30

kg/m? iizerinde olanl hastalar,
calisma dis1 birakilmistir.
3.2. Ovulasyon indiiksiyon Protokolleri ve Yumurta Toplama islemi

Tiim hastalara tedavi protokolii olarak gonadotropin kullanilarak oviilasyon
indliksiyonu  yapilmis pitiiiter desensitizasyon amact ile GnRH Antagonisti
kullamimistir. Hastalar menstriel siklusun 2 ya da 3. ginid merkeze gelerek kan ve
ultrasonografik degerlendirmeye tabi tutulmuslardir. Kanda progesteron diizeyi 1.5
ng/ml’nin altinda olan olgular ve transvaginal ultrasonografide kistik olusum
saptanmayan olgularda ovulasyon indiksiyon protokolii uygulanmaya baslanmistir.
Hastalara gunlik 225 1U rekombinant FSH (Gonal- F, Merck Serono, Sweden) verilmis
indiiksiyonun 6. giinii antagonist (Cetrotide, Merck Serono)tedavi baglanmis ve hCG
giiniine kadar devam edilmistir. Hasta belirli araliklarla kan ve ultrasonografi ile

monitorize edilmis ve 18 mm ve iizerinde 3 folikiil belirlendiginde hCG enjeksiyonu
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(Ovitrelle, Merck Serono) yapilmistir. Yumurta toplama islemi enjeksiyondan 35 saat

sonra transvajinal ultrasonografi esliginde 17 G tek liimen igne ile yapilmistir.
3.3. Kullanilan Cihaz, Solisyon ve Malzemeler
3.3.1. Kullanilan Cihazlar

Calismada, fertilizasyon sonrasi dinamik embriyo kiiltiiri ve takibi amagli olarak
Unisense Fertilitech tarafindan iiretilmis olan kendi icerisinde optik bir gozlem ve kayit
sistemi olan ve i¢ haznesine yerlestirilen embriyolarin %6 CO2 ve %5 O, gaz
karisiminda ve 37°C’de dis ortamdan izole bir sekilde gelistirilmesine olanak veren

Embryoscope ® marka time-lapse cihazi kullanilmistir (Sekil 2.).

Sekil 2. Embryoscope (R) time-lapse cihazi
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Caligmada Tablo 1’de detayli iiretici ve katalog numaralar1 verilen kimyasal ve

soliisyonlar kullanilmistir.

Tablo 1. Calismada kullanilan soliisyonlar

Soliisyon adi Katalog no: Uretici Firma
Modifiye HTF medium 90126 Irvine Scientific
Sperm yikama medium 9983 Irvine Scientific
PureSperm-100 ET-HIS05-Q1/04 Nidacon
Single Step mediumu (SSM™) 90161 Irvine Scientific
Serum Substitute Supplement (SSS™) 99193 Irvine Scientific
Hyaluronidase Soliisyonu 90101 Irvine Scientific
%10’luk PVP 90123 Irvine Scientific
Embriyo kiiltiir yag: 9305 Irvine Scientific

3.3.2. Kullanilan Malzemeler

Calismada Tablo 1’de detayli {iretici ve katalog numaralari verilen atilabilir malzemeler

kullanilmistir.

Tablo 2. Calismada kullanilan atilabilir malzemeler

Malzeme ad1 Marka | Katalog no: Uretici Firma
Konik ttp (15 ml) Falcon 352095 BD Sciences
Yuvarlak tabanli (15 ml) tiip Falcon 352001 BD Sciences
Yuvarlak tabanli (5 ml) tiip Falcon 352003 BD Sciences
25 cm? “lik flask Falcon 353009 BD Sciences
60 cm kiiltiir kab1 NUNC 150270 Thermo Scientific
60 cm kiiltiir kab1 Falcon 353652 BD Sciences
Oosit toplama seti Smiths ONS1833 Smiths Medical
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3.4. IVF ve ICSI teknikleri ile inseminasyon uygulanmasi
3.4.1. Hazirhk islemleri

Komplet medium hazirh@: 15 ml yuvarlak tabanli Falcon tiip igerisine 9 ml Single
Step Medium (SSM™) ve 1 ml Serum Substitute Supplement™ (SSS™) ilave edilmesi

ile hazirland:.

OPU Kkiiltiir kabr hazirhgi: Her bir 60 cm’lik kiiltiir kabinda ii¢ adet 300 ul’lik
komplet medium damlacig1 olacak sekilde, iki adet 60 cm’lik kiiltir kabi olarak

hazirlandi1 ve damlaciklarin (izeri embriyo kiiltiir yagi ile ile kaplandi(Sekil 3).

Sekil 3. OPU uygulamast i¢in hazirlanan 3 damlacikli kiiltiir kab1

Hyaluronidaz kiiltiir kab1 hazirh@i: Her bir 60 cm’lik kiiltiir kabinda dort adet 30
ul’lik komplet medium damlacigi olacak sekilde iki adet 60 cm’lik kiiltiir kab1 olarak

hazirland1 ve damlaciklarin lizeri embriyo kiiltiir yagr ile ile kaplandi (Sekil 4).
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Sekil 4. Hyaluronidaz uygulamasi i¢in hazirlanan 4 damlacikli kiiltiir kab:

IVF Kkiiltiir kab1 hazirh@i: Her bir tiip icerisine 2 ml komplet medium olacak sekilde
iki adet 5 ml’lik tiip olarak hazirlandi. Her bir kuyucugunda 0,7 ml komplet medium
olacak sekilde bir adet 4-kuyucuklu NUNC kiiltiir kabi hazirlandi. Her bir kuyucugun
uzeri 0,3 ml embriyo kiiltiir yagr ile kaplandi (Sekil 5).

Sekil 5. IVF uygulamasi i¢in hazirlanan 4-kuyucuklu kiiltiir kab1

Embryoslide Kkiiltiir kabr hazirhi@i: Toplamda 12 adet kuyucugu bulunan embryoslide
kiiltir kabi igerisine %10 luk protein igeren 25 ul komplet kiltir mediumu konuldu ve
sonrasinda kuyucuklarin Uzeri 1.2 ml kiiltiir yag ile kaplandi. (Sekil 6).
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Sekil 6. Embryoslide

Standart kiiltiir kab1 hazirhgi: ICSI sonrasi oositlerin fertilizasyon kontrol zamanina
kadar biliylimelerini saglamak amaciyla 60 cm’lik kiiltiir kab1 icerisine Sekil 7°da
goriildiigii gibi 18 adet her biri yaklagik 20 ul’lik komplet kiiltiir mediumu damlacig:
hazirlandi ve damlaciklarin buharlagsmasina izin vermeden {lizerleri kiiltiir yagi ile

kaplandi.

Sekil 7. ICSI sonrasi oositlerin biiyiitiildiigti standart kiiltiir kabi
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Yukarida anlatildig: sekilde bir giin 6nceden hazirlanan kiiltiir kaplar1 ve tiipler,
icerdikleri kiiltiir mediumlarinin uygun gazlanmasini saglayabilmek i¢in kapaklar1 yari
acik sekilde %5 O, %6 CO. iceren ve 37°C ve %95 nem kontrolinde olan

inklibatorlerde gece boyunca gazlanmaya birakildi.

ICSI Kkiiltiir kab1 hazirhgr: ICSI i¢in kullanilacak kiiltiir kaplarimin hazirhigr igin
MHTF mediumu kullanildi. 60 cm’lik Falcon 353652 kiiltiir kabinin kapak kismi ters
cevrilerek orta bolgeye 10 mikrolitrelik ti¢ adet yitkama drobu ve 5 mikrolitrelik 4 adet
oositleri igine alip ICSI yapilacak droplar, bunlarin arasina dikortgen 10 mikrolitrelik
sperm havuzu damlacig1 ve onun yanina da 7 mikrolitrelik dikdortgen seklinde %10’ luk
Polyvinylpyrrolidone (PVP) damlacigi hazirland: (Sekil 8). Yogun ve viskéz yapisindan
dolayt PVP, ICSI 0Oncesi sperm hareketini yavaslatarak daha saglikli morfolojik
degerlendirme ve manipulasyon yapabilme amaci ile kullanildi. Tiim diger kiiltiir
kaplar1 gibi bu kabmn tizeri de adi gecen damlaciklarin hazirligi tamamlanir
tamamlanmaz uygun bir voliimde embriyo kiiltiir yagi ile kaplandi ve en az 30 dakikalik

bir sure igin 1sinmast i¢in 37°C etiive kaldirildi.

Sekil 8. ICSI i¢in kullanilan kiiltiir kabinin hazirlanmasi
Ayrica Oosit toplama islemi i¢in gerekli olan Modifiye HTF mediumu, 25
cm?’1ik flasklara boliindii, her bir OPU islemi icin bir flask olacak sekilde 1sinmast i¢in

37°C ‘ye ayarlanmis olan etiive konuldu.
3.4.2. Oosit Toplama Islemi (OPU)

Oosit toplama islemi steril kosullarda ve bu islem i¢in 6zenle secilmis bir

ultrason tinitesi ve aspirasyon cihazi (Sekil 9) kullanilarak, kisa siireli anestezi altinda,
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ultrasonografi esliginde ve islem i¢in 6zel olarak tasarlanmis steril oosit toplama seti ve

ignesi (18G) kullanilarak gerceklestirildi.

Sekil 9. OPU isleminde kullanilan cihazlar

Igne yardimi ile her bir overden aspire edilen folikiil sivilar1 ve igerdikleri
kiimults-oosit kompleksleri (KOK), bir giin onceden hazirlanip uygun sekilde
gazlanmis modifiye HTF mediumu igeren 15 ml’lik yuvarlak tabanli tiip igerisine

toplandi ve miimkiin olan en hizli sekilde laboratuara ulagtirilda.

Tiip igerisinde laboratuara ulastirilan bu KOK yapilar1 embriyolog tarafindan
once steril pastor pipeti kullanilarak ve LAF kabin icerisinde konumlandirilan bir stereo
mikroskop altinda gergeklestirildi (Sekil 10). KOK yapilar1 sonrasinda bir giin 6nceden
hazirlanan ve gazlanarak pH degerinin 7,25-7.35 araliginda sabitlendigi kiiltiir

mediumunda toplandi.
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Sekil 10. OPU isglemi sirasinda elde edilen KOK goriintiileri (10X)

3.4.3. Inseminasyon i¢in sperm érneginin hazirlanmasi

Oositleri toplanan hastanin esi islem giiniinde {izerinde adi1 soyadi es-ad1 yazili
hasta protokolii ve barkodu olan steril sperm toplama kabi hastayada okutularak ve
kimlik kontroll yapildiktan sonra gerekli hasta bilgilendirmesi yapilarak 6rnek alimi
igin Ozel olarak tasarlanmig odaya alindi. Sperm Ornegi mastlrbasyon yontemiyle steril
sperm kabinin igerisine topland1 ve sperm verme odasini laboratuar kismina baglayan

ara bolme yardimi ile laboratuara ulastirildi.

Islemin yapilacagi sabah 2-8 derecede bulunan sperm yikama medumu ve
PureSperm®-100 soliisyonlart1 buzdolabindan ¢ikartilarak oda 1sisina gelmeleri
saglandi. Bu triinler kullanilarak sirasi ile %50, %70 ve %90’lik gradyenler seklinde,
Tablo 3’te belirtildigi sekilde karistirilarak hazirlandi.

Tablo 3. Sperm hazirligi amagh gradyen soliisyonlarin hazirlanisi

%50 | %70 | %90

Sperm yikama mediumu | 5ml | 3ml | 1ml

PureSperm-100 5ml | 7ml | 9ml
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Islem giinii hastanin esinden yukarida bahsedildigi sekilde elde edilen sperm

ornegi, asagidaki asamalar takip edilerek inseminasyon i¢in hazirlandi:

Sperm o6rnegi, 30-40 dakikalik bir likefaksiyon siiresi sonrasinda iyice
akigkanlik kazandigi g0zlemlenerek makler kamerasi ve mikroskop
altinda sperm sayma islemi yapilir ve androloji kayit defterine sperm
sayis1, hareketliligi, morfoljik degerlendirmesi not edildi.

Daha 6nceden hazirlanmis olan gradyen soliisyonlar1 yardimi ile sperm
yikamada kullanilacak 3°lii gradyen tabakas1 hazirlandi. Bu amagla;

15 ml’lik falcon 2095 konik tip icerisine 6nce %90 lik olan
mediumundan 0,5 ml tibun dibine konuldu,

Bu tabakanin tizerine, 0,5 ml %70 lik gradyen mediumu cam pastor pipet
ve enjektor yardimiyla ¢ok yavas bir sekilde bir tabaka olusturacak
sekilde yerlestirildi,

Daha sonra %50 lik olan mediumdan 0,5 ml’lik bir kisim yine pastor
pipet yardimiyla tiipiin dibine yavas bir sekilde konuldu ve boylece Ugli
bir gradiyent hazirland.

On incelemesi yapilmis olan sperm &rneginin 1 -1,5 ml’lik kismu,
hazirlanmis olan bu {iglii gradiyent tabakasi tizerine 45 dercelik a1 ile
steril pastor cam pipet ve pipetor vasitasiyla konularak en st kisimda
yeni tabaka olusturmasi saglandi.

Bu sekilde hazirlanan tiim ve 6rnek, 1800 rpm de 20 dakika santrifuj
edildi.

Santrifij sonrasi yikanarak ayrisan ve tiibln tabaninda toplanan
spermler, steril cam pastor pipeti ile ve enjektor yardimiyla ¢ekildi ve
ardisik olarak 1600 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek yikandi.

Sperm yikama amaciyla, bir giin énce hazirlanmis olan %10 SSS™
katilmis ve gazlanmig SSM mediumu kullanildi.

Yikama sonunda elde edilen sperm hiicreleri makler kamarasi ve
mikroskop yardimiyla degerlendirilerek androloji kayit defterine
kaydededildi.

Hazirlanan sperm ornegi, IVF isleminde kullanilmak amaciyla, her bir

KOK bagina 100.000 sperm olacak sekilde hesaplama yapildi, ve IVF
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amacgli inseminasyonun gerceklestirilecegi 4-kuyucuklu kiiltiir kabi

igerisine kag mikrolitre sperm konulacagi hesaplandi.
3.4.4. Inseminasyon 6ncesi Hayluronidaz enzim uygulamasi

Hyaluronidaz uygulamasi i¢in kullanilan kiiltiir kabr Sekil 11°da gortilmektedir.
Uygulama yapilmasi planlanan zamandan en az 4 saat 6nce 15 ml’lik mavi kapakl
konik falcon tup igerisine 9 ml mHTF ve 1 ml SSS™ ileve edilereck 37°C etlv

icerisine konulup 1sinmasi beklendi.

Bu sekilde hazirlanip uygun sicakliga ulasan medium ile hem ayiklama islemi
hemde mikroenjeksiyon (ICSI) islemi igin kullanilacak kiiltiir kaplari hazirlandi.
Ayiklama i¢in kullanilacak kiiltiir kaplari igerisine oncelikle enzim uygulamasinda
kullanilmak tizere 375 ul mHTF + 125 ul Hyaluronidase soliisyonu karistirilarak enzim
damlacig1 hazirlandi. Bu damlacigin yanina/etrafina mHTF mediumu kullanilarak 20
ul’lik 6-7 adet kiglk damlaciklar (enzim uygulamasi sonrasi elde edilen oositlerin
yikanmast ve enzimin uzaklastirllmasi amactyla) hazirlandi. Tim damlaciklar
hazirlandiginda tizerleri embriyo kiiltiir yag: ile kaplandi ve etiive konarak an az 30

dakika uygun sicakliga gelmesi ve dengelenmesi saglandi.

Sekil 11. Hyaluronidaz uygulamasi i¢in kullanilan kiiltiir kabi

3.4.5. ICSI uygulamasi

ICSI islemi oncesinde mikromaniplatdre oositi sabit tutma isinde kullanilan
holding (Humagen MPH-SM-30) ve ICSI (Sunlight Medical SIC-50H-30) igneleri

takilarak islem oncesi hazirlik yapildi.
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Inseminasyon 0Oncesi uygun sekilde hazirlanmis olan sperm Ornegi, boliim
3.4.1°de anlatildig1 sekilde hazirlanmis olan ICSI kiiltiir kab1 igerisinde yer alan PVP
damlacigi icerisine pastor pipeti yardimiyla konuldu ve bdylece ICSI sirasinda 00sit
icerisine enjekte edilecek spermler secilmek iizere hazirlandi. Uygun sartlarda ve siirede
spermlerin segilmesini ve immobilizasyon sonrasi hazirliklarini miiteakip, oositler
spermin bulundugu kap icerisine hazirlanmis olan droplara konuldu ve embriyolog
tarafindan her bir oosite 1 sperm enjekte edilecek sekilde mikroenjeksiyon islemi
gerceklestirildi. Bu islem bittikten sonra oositler vakit kaybetmeden 1 giin 6nceden
hazirlanmis ve dengelenmis olan standart embriyo kiiltiir kaplarina, stereo mikroskop,
pastor pipeti ve agiz pipeti yardimiyla her bir damlacik (drop) icerisinde 1 oosit olacak
sekilde ve aktarildi. Bu sekilde aktarimi yapilan kiiltiir kabi inkiibatér ortamina

kaldirildi.

3.4.6. IVF uygulamasi

IVF ve ICSI konbinasyonu seklinde inseminasyon planlanan hastalarda, uygun
aday olarak belirlenen hastanin OPU isleminden 2-2.5 saat sonra alinan KOK’lerinin
yarist ICSI amagl olarak hyaluronidaz enzim uygulamasina tabii tutuldu ve olgun olan
(m2) oosit sayisina bakilarak kalan oositler IVF isleminde kullanilmak {izere inkiibatore

kaldirildi.

Inseminasyonda kullanilacak sperm 6rnegi her bir KOK igin 100.000 progresif
motil sperm olacak sekilde hazirlandi. B6lum 3.4.1.’de detayli olarak anlatildig: sekilde
inseminasyon i¢in hazirlanmis 4-kuyucuklu NUNC kiiltiir kaplarimin  her bir
kuyucuguna, 125 mikrolitrelik pipet6r ve ucuna takili steril ependorf 100 mikrolitrelik
pipet ucu yardimi ile daha dnceden enzim uygulamasi 6ncesinde inkiibatore kaldirilmisg
olan 2 adet KOKsi transfer edildi ve daha onceden yikanarak hazirlanmig sperm
orneginden her bir kuyucuk icerisinde 100.000 hareketli sperm olacak sekilde konularak

inseminasyon amagcli gece boyunca inkiibasyona birakildi.

3.4.7. Fertilizasyon kontrolt ve ileri embriyo kultlrt

Inseminasyon islemlerinin yapildigi giinden bir giin sonra sabah saatlerinde

(Inseminasyon sonrast 16-20. Saatler) ICSI ile inseminasyon yapilan oositlerde inverted
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mikroskop kullanilarak fertilizasyon kontrolii gerceklestirildi. Normal fertilizasyon

gozlenen (dollenen) oositler yeni medium’a aktarilmak {izere ayrildi.

IVF uygulanan oositler fertilizasyon kontroli 6ncesinde etrafindaki kiimiiliis
hlcrelerinden ayiklama pipeti (Gynetics Medical Strip-ID 150-10) yardimi ile manuel
olarak ayiklandi ve fertilizasyon kontrolii yapildi. Bu kontroller yapildiktan sonra her
iki gruba ait dollenmis oositler (zigotlar) oncelikle kiiltiir kabmnin ilk alt1 kuyucuguna
ICSI ile dolenmis olan oositler, daha sonra yedinci kuyucuktan itibaren IVF ile
dbllenmis olan oositler gelecek sekilde embriyoslide igerisine aktarildi ve embryoslide
time-lapse inkUbatori icerisine (EmbryoScope; Unisense Fertilitech, Denmark)
yerlestirildi. Bu asamada cihaz {izerinde gerekli zamansal bilgiler ve veri girisleri
gerceklestirilerek inkiibasyon siireci baslatildi. Her bir embriyonun dinamik kilturde
biiyiitiildiigli siire boyunca gelisimleri 7 farkli fokal diizlemde ve 20 dakikalik araliklar
ile elektronik olarak kayit altina alindi. Kayitlar mevcut literatiirde belirtildigi sekilde
tPNf, t2, t3, t4, t5, t6, t7, t8, t9+, tM, tSB, tB, tEB ve tHB zamansal parametrelerine

gore degerlendirilip skorlandi.

Embriyolarin blastosist asamasina kadar biiyiitiilmesi planlanan olgularda
embriyo gelisiminin 3.glinlinde kayit duraklatildi, gelismekte olan tim embriyolar yeni
embryoslide kiiltiir kabina aktarildi, embryoslide cihaza yiiklendi ve kayit ve skorlama

sureci kadig1 yerden devam ettirildi.
3.5. Istatistik

Veriler, ortalamalar ve %95 gilivenlik araliklar1 (CI) olarak belirtilmistir.
Ortalamalarin karsilastirilmasinda t-testi kullanilmistir. Istatistiki anlamlilik derecesi

olarak P<0,05 alinmustir. Istatistik yazilimi olarak GraphPad QuickCalc kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Boliim 3.1°de belirtilen tarih araliginda Fulya bahgeci Tiipbebek Merkezi’'nde
tedavi goren uygun kriterlerdeki 30 ¢ift arastirmaya dahil edilmistir. Ad1 gegen giftlerin
bazi genel tanimlayict 6zellikleri Tablo 4°te gosterilmistir. Ciftlerin ortalama kadin yas1
29,7148, ortalama sperm konsantrasyonu 69,4+29,5 ve motilitesi 52,4+5,6, siklus
basina elde edilen ortalama oosit sayis1 24,1+7,0 dir. Kardes oositler ile gergeklestirilen
inseminasyon/mikroenjeksiyon sonrast ICSI grubunda IVF grubuna gore daha yiiksek
bir fertilizasyon orani elde edilmis olmasina karsin bu farklilik istatistiksel olarak
anlamli olarak bulunmamustir. Her iki grupta da 3.giin grade 1 embriyo gelisim orani ve

5.giin blastosist gelisim oran1 benzer olarak tespit edilmistir.

Tablo 4. Calismaya ait genel tanimlayici istatistikler

IVF ICSI
Ortalama Kadin yas1 29,7+4.8
Ortalama sperm konsantrasyonu (x10%/ml) 69,4+29,5
Ortalama total motilite (%) 52,445,6
Insemine edilen mII oosit say1si 282 339
Normal fertilize oosit sayisi 220 278
Fertilizasyon orani (%) 78,0 82,0
3.Gln Grade 1 embriyo gelisim orani (%) 83,2 83,8
5.Glin blastosist gelisim oran1 (%) 63,0 61,6
6.Gilin geg blastosist gelisim orani (%) 13,6 19,2

Calisma dahilinde gergeklestirilen 30 siklusta toplam 723 oosit elde edilmis,
elde edilen oositler ¢alisma planina gore rastlantisal olarak iki farkli gruba (IVF ve
ICSI) ayrilarak her bir oosite ayrildiklar1 gruba goére inseminasyon veya

mikroenjeksiyon uygulanmistir.

Inseminasyon/mikroenjeksiyon islemlerini takip eden 18-20. saatler arasinda

fertilizasyon kontrolii sonrasinda normal fertilize olmus olarak tespit edilen I\VVF grubu
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icerisindeki 165 zigot ve ICSI grubundaki 179 zigot dinamik embriyo kultur sistemi
icerisine alinarak embriyo transfer veya embriyo kriyoprezervasyon saatine kadar bu

sistem icerisinde biiyiitiilmislerdir.

Dinamik embriyo kaltlr sistemi icinde biyutulen her bir zigot i¢in morfokinetik
degisimler, mevcut literatiirde belirtilmis olan farkli tPNf, t2, t3, t4, t5, t6, t7, t8, t9+,
tM, tSB, tB, tEB ve tHB zamansal parametrelerine gore tespit edilerek not edilmistir.
Her bir zamansal parametre, literatiirde belirtilen farkli zamansal baslangi¢ noktalarina
gore (to= inseminasyon saati ve to= tPNf) incelenerek Tablo 5 ve Tablo 6’da sirasi ile

listelenmistir.

Gruplar arasindaki olast morfokinetik farkliliklarin karsilastirilmast  igin
zamansal baslangi¢c noktasinin inseminasyon saati olarak alindigi incelemede, her iki
grup arasinda embriyo takibinin yapildigi en son asama olan hatching blastosist
asamasina (tHB) kadar gozlenen farkli parametreler arasinda istatistiki olarak anlamli

bir fark bulunmamstir (p<0,05).

Ayni verilerin zamansal baglangic noktasinin proniikleuslarin silinmesinin
gbzlenmeye bagladigi saat olarak alindigi sekli ile incelenmesi sonrasinda IVF
grubundaki zigotlarin ICSI grubundaki zigotlara kiyasla anlamli bir oranda (p=0,02)

erken saatte ekspanse blastosist asgamasina ulastiklari tespit edilmistir.
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Tablo 5. Morfokinetik zamansal skorlama tablosu (to= inseminasyon)

IVF ICSI

Morfokinetik parametreler n Ort. (%95 CI) n Ort. (%95 CI) p

tPNf 165 25,7 (25,2 - 26,2) 179 25,5 (24,8 — 26,2) 0,65
t2 165 28,7 (28,1 —29,3) 179 28,2 (27,5 — 29,0) 0,32
t3 165 38,2 (37,3-39,0) 178 37,8 (36,9 -38,7) 0,55
t4 164 40,5 (39,5-415) 178 40,2 (39,2-41,1) 0,65
t5 163 50,5 (49,1 —51,9) 176 49,6 (48,2 -51,0) 0,37
t6 155 54,8 (53,3 — 56,4) 168 53,1 (51,9 -54,4) 0,09
t7 148 57,5 (56,1 — 58,9) 162 57,4 (56,0 — 58,9) 0,92
t8 141 60,2 (58,6 — 61,8) 146 59,2 (57,8 - 60,7) 0,36
t9+ 115 69,2 (67,2—-71,3) 129 66,8 (65,1 — 68,5) 0,07
tM 97 80,7 (78,1 — 83,4) 111 78,2 (75,8 — 80,7) 0,17
tSB 86 87,3 (85,0 —89,7) 95 85,8 (83,3 —88,3) 0,39
tB 70 102,2 (100,2 — 104,1) 72 102,5(100,3 -104,7) | 0,84
tEB 52 108,8 (106,7 —111,0) 60 110,8 (108,8 —112,8) | 0,18
tHB 15 120,5 (115,9 - 125,0) 15 118,8 (1145-123,1) | 0,59
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Tablo 6. Morfokinetik zamansal skorlama tablosu (to= tPNf)

IVF ICSI

Morfokinetik parametreler n Ort. (%95 CI) n Ort. (%95 CI) p

t2 165 3,0(2,7-3,3) 179 2,7(25-2)9) 0,07
t3 165 12,5(11,8-13,1) 178 12,2 (11,6 —12,9) 0,52
t4 165 14,8 (14,0 — 15,6) 178 14,7 (14,1 - 15,3) 0,84
t5 164 24,8 (23,5 —26,1) 176 24,1 (22,8 — 25,5) 0,46
t6 163 29,1 (27,8 - 30,5) 168 27,7 (26,5 — 28,8) 0,11
t7 155 32,0 (30,8 -33,3) 162 32,3 (31,0 -33,6) 0,74
t8 148 34,7 (33,3-36,2) 146 34,4 (33,1-35,7) 0,76
t9+ 141 43,9 (42,0 — 45,8) 129 42,0 (40,3 — 43,6) 0,13
tM 115 55,2 (52,6 — 57,8) 111 53,6 (51,2 -55,9) 0,37
tSB 97 61,8 (59,4 — 64,2) 95 61,3 (58,8 — 63,8) 0,77
tB 86 76,7 (74,7 — 78,7) 72 78,4 (76,2—805) | 0,25
tEB 70 83,3 (81,1 — 85,6) 60 86,7 (84,7 —88,7) 0,02
tHB 52 95,1 (90,3 —100,0) 15 95,3 (91,2-99,3) 0,95
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5. TARTISMA VE SONUC

1993 yilindan giiniimiize kadar gecen siirede, ilk zamanlarda daha cok siddetli
erkek infertilitesi vakalarinin tedavisi amaciyla gerceklestirilen ICSI teknigi artik pek
cok klinikte ve ulkede erkek infertilitesi disinda da uygulanabilen standart bir
fertilizasyon metodu olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte dogada ornegi
olmayan invaziv uygulama sekli ve uygulama esnasinda pek ¢ok dogal asamayi
atlatmas1 nedeni ile gunimuze kadar pek ¢ok arastirmaci metodun preimplantasyon,
prenatal ve postnatal donemdeki olasi etkilerini/risklerini arastirmak igin galismalar
yurttmektedir [94]. Bu ¢alismalardan bazilarinda spontan gebelik veya IVF teknigi ile
elde edilen gebelik sonrasi dogum vakalar ile kiyaslandiginda, ICSI ile elde edilen
gebelik ve dogumlarda kiigiikte olsa artmis anomali riskleri ve komplikasyon oranlari

bildirmis olsa da digerlerinde boyle bir farklilik bulunmamistir [95], [96], [97].

Bununla birlikte, uygulama sekli itibariyle farkli Ozelliklere sahip erkek
infertilitesi vakalarina uygulandiklarindan ve tedavi sirasinda elde edilen embriyolarin
in vitro embriyo gelisim donemi boyunca dogal hayatlarinda varolmayan pek c¢ok farkli
etkene maruz kaldiklarindan, literatiirde belirtilen IVF veya ICSI sonrast embriyolojik
ve klinik farkliliklarin ve potansiyel anomali risklerinin uygulanan teknik ile mi yoksa

teknigin uygulandig1 hasta grubuna/gevresel sartlara mi ait oldugu halen tartismalidir.

IVF ve ICSI tekniklerinin embriyo gelisimi lizerindeki olasi etkilerinin, 2010 yil1
oncesi statik embriyo kiiltiirii kullanilarak kardes oositler tizerinde degerlendirildigi
caligmalar, sperm faktoriine bagh ve ICSI lehinde bir fertilizasyon artis1 ve IVF lehinde
olan bir embriyo kalite artisin1 isaret ederken, erkek faktorii olmayan olgularda bu
durumun fertilizasyon metodundan ziyade bireysel gamet kalitesine bagli oldugunu
gostermektedir [11], [12], [25], [26], [28]. Calismalarin ortak zayif noktasi, statik
embriyo kiiltlirline bagli olarak embriyo gelisiminin sadece kisitli bir agamasinda
embriyo degerlendirme imkanlarmin bulunmasi ve farkli fertilizasyon metodlari
arasinda morfokinetik olarak ortaya ¢ikabilen farkliliklar1 gozlemleyemiyor ve
Olcemiyor oluslaridir. Ayni zaman diliminde inseminasyon yapildiginda, IVF grubunda
fertilizasyon strecinin ICSI grubuna gore daha geciktigi artik bilinen bir gercek
olmasima ragmen, ileri embriyo gelisim agamalarinda karsilagilabilecek diger farklilik

ve benzerliklerin sadece statik gozlem ve Olglimler ile anlasilabilmesi miimkiin
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olmadigindan, yakin bir siire 6nce klinik kullanima sunulan dinamik embriyo kiiltiir

sistemlerinin bu a¢idan dnemli bilgiler saglamalar1 beklenmektedir.

Yakin bir slire once, adi gecen sistemlerin kullanildig1 fakat kardes oositler
yerine vakalarin gruplanarak embriyo gelisimlerinin incelendigi iki farkli caligma
yaymlanmistir. Bu g¢aligmalardan ilki, Cruz ve arkadaglari tarafindan 2013 yilinda
Embryoscope ® sistemi kullanarak donasyon tedavisi goOren hastalar ve
oosit/embriyolar1 iizerinde gergeklestirilmistir. Calismada, statik embriyo kiltirtinde
gergeklestirilen gecmis caligmalar ile paralel olarak, zamansal olarak karsilastirmanin
inseminasyon Yyapilan saat olarak alindiginda IVF teknigi ile déllenen embriyolarda
erken klivaj doneminde ICSI ile fertilize olan embriyolara kiyasla daha yavas bir
embriyonik gelisim gozlemlemislerdir. Bu yavas gelisim, embriyolarin kiiltiirde kalma
stireleri arttikga istatistiksel olarak anlamini yitirmistir ve blastosist asamasinda IVF

metodu lehine bir farklilik olusmustur [18].

Bodri ve arkadaslar1 benzer sekilde bir ¢alismay1 kisirlik tedavisi goren, dogal
veya diisiik doz ovulasyon indiiksiyonu kullanilan farkli kadin yas1 olan vakalarda
gerceklestirmislerdir. Farkli tedavi sekli kullanilmis olmasina ragmen, elde ettikleri
sonuclar Cruz ve arkadaslarmin elde ettikleri sonuglara genel olarak benzer

bulunmustur [19].

Her 1ki ¢alismada da ilgili gruplara ayrilan vakalarda kullanilan sperm degerleri
secimin dogas1 geregi (iyi kalitedeki spermlerin IVF grubuna atanmasi gibi) farklilik
gostermektedir. Bu durum da beraberinde blastosist agsamasina dogru gidildik¢e ICSI
ile elde edilmis embriyolarda sperm Ornegi ve kalitesine bagli olarak embriyo

morfokinetik degerleri ve kaliteleri ile ilgili baz1 farkliliklar dogurabilmektedir.

Calismamizda, sonuglarin yorumlanmasi1 asamasinda adi gecen farkliliklarin
online gecebilmek amaci ile kardes oositlerde ayni Ozellikte ve ayni sartlarda
hazirlanmis sperm ornegi ve Ozellikleri kullanilmistir. Boylece elde edilen sonuglar
Ozerinde baba adayr kaynakli kisisel farkliliklarin gozlenme olasiligini en aza
indirilmistir.

Literatiirdeki mevcut calismalarin oosit gelisimde kullanilan ovaryen
stimiilasyon protokolleri yoniinden de farklilik gosterdigi goriilmektedir. Kruz ve
arkadaglar1 oosit donasyonu modelinde elde edilen oositleri standart ovulasyon

indiiksiyonu ile elde ediyor iken Bodri ve arkadaslari infertili bir hasta popiilasyonunda
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dogal siklus veya minimal oviilasyon indiiksiyonu kullanmiglardir. Ginimuize kadar
gerceklestirilen oviilasyon indiiksiyonu ve olas1 klinik sonuglarini analiz eden giincel
caligmalar, tedavide veya ¢alismalarda kullanilabilen farkli oviilasyon indiiksiyonu
protokollerinin de oosit kalitesini ve maturitesini biiylik olgiide degistiebildigini, bu
durum da beraberinde erken embriyonik gelisim esnasinda dnceden tahmin edilemeyen
morfokinetik farkliliklar olusturabilecegini vurgulamaktadir [74]. Bu konuda halen iyi

tasarlanmis ve mevcut farkliliklar 6l¢ebilen yeni ¢alismalara ihtiyag vardir.

Sonug olarak calismamizda, 6zellikle adi gegen sartlarin sonuglar iizerindeki
etkilerini en aza indirebilmek amaci ile IVF ve ICSI teknikleri siddetli erkek infertilitesi
olmayan vakalarda kardes oositler iizerinde ve dinamik embriyo kiiltlir sistemi

kullanilarak karsilastirilmistir. Boylece:

e C(Ciddi erkek infertilitesi problemi tasimayan vakalar ¢aligmaya dahil
edilerek siddetli erkek infertilitesi olgularinda hastaya 6zgii ve temel
sperm testlerinde gézlenemeyen vaka kaynakli olumsuzluklar1 ve yanh
sonuc elde etme riski en aza indirilmistir.

o Kardes oositler kullanilarak gruplar arasindaki vaka bazli olasi
farkliliklarin sonuglara yanli etkisi ortadan kaldirilmistir.

e Fertilizasyon sonrasi embriyo gelisimi takibi dinamik embriyo kiiltiir
sistemleri ile gergeklestirilerek, statik embriyo kultiriinde gozlenmesi
teknik olarak mimkiin olmayan pek cok morfokinetik parametrenin iki
farkli fertilizasyon teknigi agisindan es zamanl karsilastirilabilmesi

saglanmustir.

Onceki ¢alismalarda inseminasyon zamanina gore yapilan ¢alismalarda IVF ile
edilmis embriyolarda erken klivaj doneminde anlamli bir yavas gelisim goriilmesine
ragmen blastosist asamasina dogru gidildik¢e bu farkin ortadan kalktigi, hatta blastosist
asamasinda IVF yontemi ile fertilize olmus blastosistler arasinda anlamli olarak daha
yuksek kalite embriyo elde edildigi bildirilmistir. Calismamizda, 6nceki ¢alismalarda
bahsi gecen ve IVF ile elde edilen embriyolarda ilk klivaj safthalarinda goriilen yavas
gelisimin, kardes oositlerin es zamanli olarak IVF veya ICSI ile insemine edildigi
ortamda istatistiksel olarak anlamli bir asamaya ulasmadigi g0zlemlenmistir. Bununla

birlikte, proniikleer silinme zamanina goére normalize edilen embriyo morfokinetik
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verileri ekspanse blastosist agamasinda IVF ile insemine edilen grupta anlamli olarak

daha hizli bir embriyonik gelisim gozlendigini ortaya koymaktadir.

Calismamiz, bilebildigimiz kadariyla yukarida bahsedildigi sekilde, gerek
igerdigi hasta grubunun homojenligi gerekse kardes oosit kullanimina olanak saglamasi
bakimindan da literatirde ilk olma 6zelligi tasimaktadir. Elde edilen sonuglar mevcut
hasta ve embriyo sayilar1 kiyaslandiginda gruplar arasi farkliliklarin ciddi ve anlamli bir
embriyo gelisim farkliligina isaret etmedigi sonucunu veriyor olsa da, ¢alismaci ve ekibi
tarafindan mevcut verilerin daha yiiksek sayida vaka ve embriyo ile ve daha giiglii bir

istatistik verisi ile Oniimiizdeki aylarda tekrar degerlendirilmesi planlanmaktadir.
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