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1. GIRIS VE AMAG

In vitro fertilizasyon ¢alismalarinda oosit toplama islemi sonrasi
elde edilen oositlerin yarisindan fazlasi morfolojik anomali gostermektedir ve
bu anomaliler metafaz Il oositlerin ntkleus ve stoplazmik maturasyonlarinda
asenkroniteye sebep olmaktadir (1) . Bu durum iglem sonrasi klinik sonuglara
yansimaktadir. Bu morfolojik varyasyonlar hasta metabolizmasindan
kaynaklanabilecegi gibi (hasta yasi, genetik problemler) , vicut digi
faktorlerdende kaynaklanabilir (stimllasyon programlari, kiltir ortamlari ve

beslenme dengesizlikleri).

Embriyo kalitesiyle oosit morfolojik 6zellikleri arasindaki iligki
bircok arastirmaya konu olmus ve farkli sonuglar alinmistir. Bu farklihgin;
degisik anomalilerin incelenmesi kadar infertil-fertil bireylerin oositleri

arasindaki farkhliklardan da kaynaklanabilecegi belirtimektedir.(2,3)

Bu c¢alismanin amaci, oosit morfolojik anormalliklerinin
siniflandirilip hangilerinin genetik olarak embriyo gelisimini etkiledigini ortaya
koyabilmek ve bu anormal oosit morfolojileri dominant olarak gosteren hasta
grubunu preimplantasyon genetik tani (PGT) endikasyon grubu olarak

tanimlayabilmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Oosit Gelisimi ve Maturasyonu

Ovaryum differensiyasyonu tamamlandiginda disi germinal
hicreleri oogonia ismini alirlar. Bu hicreler mayoz baslangicina dek mitotik
bolinme sonrasi ¢ogalma vyasarlar. Mitoz bolinmeler sonrasi oogonia
sayisinda ¢ok buyuk bir artigla yarim milyon civari germ hucresi ile mayoz
bdlinme dncesi oosit rezervi tamamlanir. Oogoniumun son mitotik boliunimu
sonrasi hilcre interfaza girer, Mayoz | in hazirli§i ile DNA replikasyonu baglar.
insan overlerinde bu déniisiim siireci gestasyonun 3. Yada 4. Ayinda baslar;
dogum sureciyle tUm germ hucreleri artik oosittir ve mayotik sureg

durdurulmustur (1. Mayotik arrest)( 4 ).

Oosit maturasyonu, oosit Kkalitesini belirleyen ve birbiriyle
senkronize gelisim gosteren, nukleus ve sitoplazmik maturasyon olarak iki
farkli surec¢ tarafindan belirlenir. Nukleus maturasyonu oositin 1. Mayoz
bdlinmeyi tamamlayarak metafaz Il evresine girmesi ve 1. Kutup cisimciginin
(Polar Body, PB) atilmasi ile gergeklesir (4). Bu evrede, siklin B ve p34cd
etkin rol oynayan molekullerdir ve bu molekdillerin aktivasyonu ile hiicre G2
fazindan M fazina geger. Siklin B ve p34¢dc brike ggsjt maturasyonundan
sorumlu faktoru (Maturation Promoting Factor, MPF) aktive ederek germinal
vezikulin dagilmasini (Germinal Vesicle Breakdown, ,GVBD) ve metafaz |
kromozomlarinin kondensasyonunu saglar. MPF miktarinin azalmasi, oositin
anafaz | evresine gegisini saglarken ikinci yukselisi metafaz Il fazina gegisine
neden olur. Bu nedenle yardimci Ureme tekniklerinde elde edilen oositler
intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (Intra Cytoplasmic Sperm Injection, ICSI)

oncesinde nuklear maturasyonun farkli evrelerinde gozlenebilirler (1) .



Resim 2: Metafaz | Donemi Oosit



Resim 3. Metafaz Il Donem Oosit

Bununla  birlikte  oositlerin  nukleus  maturasyonlarini
tamamlamalar fertilizasyon, oosit aktivasyonu ve erken embriyoner gelisim
icin yeterli ozellikleri kazandigi anlamina gelmez, bu durum ancak oosit

sitoplazmasinin maturasyonunun tamamlanmasi sonrasinda gergeklesir (5 ).

2.2. 0Ooosit Dismorfizmi

Oositlerin nuklear maturasyonlarinin izlenmesi sirasinda isik
mikroskobu dizeyinde bazi anormal morfolojik olusumlarla kargilagilabilinir
ve bu anomaliler “oosit dismorfizmi” olarak adlandirilir. Oosit dismorfizmi Mil
oositlerin buyuk bir boéluminde goézlenir ve genel olarak kontrollli ovaryan

stimulasyon programlarinin tetikledigi mikrogevre etkisiyle oldugu kabul edilir

(5).

Oosit dismorfizm fenotipinin  mayotik mattrasyonun farkl

evrelerinde gelistigi ve bu gelisim evrelerine goére fertilizasyonunun



gerceklesmemesiyle sonuclanabilecegi yada yuksek aneuploidi oranlari veya

gelisim anomalisi /yavaglamalarina neden olabilecegi gosterilmistir (6).

Oosit  morfolojisi degerlendirme gerek laboratuar iginde,
gerekse laboratuarlar arasinda, belirli standartlari da olsa kisiden kigiye
degisebilme olasihiginin yuksek olusu nedeni ile ¢ok dikkatli uygulanmasi
gereken bir islemdir. Gunumuzdeki yaygin kani, IVF veya ICSI islemi igin
kullanilan spermden ¢ok, islem uygulanan oositin morfolojisinin 6nem tasiyor

olmasidir.

Olgun bir oosit yuvarlak (yaklasik 100um buayukligunde), acgik
renkli parlak ve homojen granilasyon goOsteren sitoplazmaya ve duzgun
yuzeyli bir oolemmaya sahip olmalidir. Zona pellusidasi; yaklasik 14-15 um
kalinliginda, Kkesintisiz, oosite bakan yuzlu daha homojen ve tum oosit
yuzeyinde esit kalinliktadir. Perivitellin aralik ise dokuntl igermeyen, dizgun
ve |. Kutup cisimciginin bulundugu bolgede hafif geniglemis diger bodlgelerde

ayni geniglikte olmalidir (5).

Degisik gruplar bugline kadar yaptiklari calismalarda oosit
morfolojisinin ddllenme, embriyo gelisimi ve gebelik Uzerine olasi etkilerini
arastirmiglardir. Bazi arastirmalar oosit morfolojisinin fertilizasyon ve klivaj
oranlari Uzerine bir etkisi olmadigi sonucuna varirken, bazilari granuler
oositler ve sitoplazmik anormallikler (diz endoplazmik retikulum, refraktil
cisimcikler ve vakuoller) igeren oositler kullanildiginda implantasyon ve
gebelik oranlarinda azalmaya sebep oldugunu gostermistir(6,7 ). Benzer bir
calismada Xia ve arkadaslari birincil kutup cisimcigi, perivitellin mesafe ve
sitoplazmik anomalilerine bakarak bu 6zelliklere sahip dismorfik oositler ile
ICSI sonrasi oositlerin olusturduklari embriyolarin ileri gelisimi ile bir baglanti
oldugunu gostermislerdir (8). Isik mikroskobu altindaki gorinusleri nedeniyle
adlandirilan yaklasik 10 um g¢apindaki refraktil cisimcikler ilk olarak Lucinda

L. Veeck tarafindan tanimlanmislardir (5). Olusum nedenleri ile oositin



maturasyonu veya olusturacagi embriyonun ileri gelisimi Uzerine etkisi tam
olarak anlagilmamasina ragmen konvansiyonel IVF programlarinda refraktil
cisimcik iceren oositlerde fertilizasyonda kotl prognoz gozlenmistir (5). Hem
matlr hem de immatlr oositler refraktil cisimcik icerebilirler ve hastadan bir
sonraki siklusunda da refraktil cisimcik iceren oosit elde edilme olasiligi
yuksektir. Gelisim potansiyeli agisindan uygun olmayan ve dismorfik bir
oositten elde edilen embriyonun gelisimin ileriki agsamalarinda hem vivo hem
de in vitro ortamda gelisimini durdurma sansi yuksektir. Van Blerkom ve
arkadaglarinin da yaptiklari bir arastirmalarinda gosterdikleri gibi ciddi
sitoplazmik organizasyon bozuklugu igeren M Il safhasindaki oositler normal
gruptakilere gore daha dusik bir hicre i¢i pH ve ATP icermektedir ve
bununla beraber ayni grupta anodploidi ve kromozomal dagilim oranlari da

yuksek olarak bulunmustur (9).

Yapilan son g¢alismalar oosit morfolojisindeki anormalliklerin
yuksek oranda ¢ok fazla kaynakli olduklarini gostermektedir. Bunlardan ilki
uygulanan kontrolli ovaryen sitimulasyon protokollerinin oosit Uzerinde
olusturabileceg@i olumsuz etkilerdir. Yaygin olan kani, stimulasyon olmaksizin
atreziye ugrayarak elimine edilebilecek anormal yapiya sahip oositlerin
kullanilan stimulasyon protokolu ile matur hale gelebilme olasiliklarinin tedavi
uzerinde olumsuz etki olusturabilecekleri yonundedir (10,11). Calismalar,
normal bir stimulasyon programi sonrasi elde edilmig insan oositlerinin
%30’'undan daha fazlasinin sayisal kromozom anomalileri igerdiklerini ortaya
koymustur ( 12. 13).

ikinci dnemli etken, oositin maturasyon siiresi boyunca iginde
bulundugu ve gelisimini tamamladigi ortam ve hormon parametreleridir.
Hipoksik bir folikiilden elde edilen oositler ile kot embriyo gelisimi sergileyen
oositler arasinda bir baglanti oldugunu Van Blerkom ve arkadaglari yaptiklari
calismada goOstermiglerdir (14). Hormonlar arasinda da Ostrojen ve

progesteron deg@erleri sitoplazmik ve nukleer maturasyon icin ¢ok onemlidir.



Ayrica folikdllerin uyariimasinda kullanilan gonadotropin preparatlari da
dikkat edilmesi gereken diger bir hormonal parametreyi olustururlar. Yapilan
arastirmalar hipofiz desensitizasyonu sonrasi kullanilan saf FSH
preparatlarinin elde edilen oositlerdeki morfolojik ve nikleer anomali oranini
arttirdigini  gostermistir (15). Isik mikroskobu duzeyinde gorunebilen ve
embriyo  kalitesini  etkileyebilecek  anomaliler = asagida  sirasiyla

anlatiimaktadir.

2.2.1. Ekstrasitoplazmik Anomaliler

2.2.1.1. Kutup Cisimcigi Ozellikleri

IVF’de elde edilen oositlerin buyuk bir bolumd (>%85) nukleus
maturasyonunu tamamlamigtir ve bunun gostergesi de perivitellin aralikta

(PVA) 1. kutup cisimciginin ( 1.PB) gézlenmesidir.

1. kutup cisimcigi birgok memeli tirinde kisa bir sure sonra
dejenere olur, insanda yasam suresi daha uzun (yaklagik 20 saat) olmakla
birlikte genellikle oositin yasini belirlemede kullanilir (16). Bu 6zelliginden
dolay! inceleme zamani da énem tasir. 1. kutup cisimciginin fertilizasyon,
embriyoner gelisim ve implantasyona olasi etkilerini inceleyen g¢alismalarda
bu parametreler hakkinda yeterli bilgi vermedigi belirtiimistir (17,18). Ancak
incelemenin yumurta toplama isleminden (Oocyte Pick Up, OPU) 9 saat gibi
uzun bir stre sonra yapiimis olmasi kutup cisimciginin yapisal bozulmaya
basladigi zaman olarak kabul edilir. Nitekim Verlinsky ve arkadaslarinin
kutup cisimcigi morfolojisi ve oosit andploidisi arasindaki iliskiyi inceleyen
calismalarinda bu iliski saptanamamakla birlikte, incelenen tim oositlerin
yaklagik 1/3’Unde ikinci gbzlem sirasinda 1. kutup cisimciklerinin yapisal
Ozelliklerinin degistigi vurgulanmustir (19). 1. kutup cisimciginin yapisal
Ozelliklerinin degismesini ve belki de hizlanmasini oositlerin mekanik

denudasyonu sirasindaki stresin arttirabilecegi de dusunulmelidir.



Olgun (metafaz I, MIl) oositlerde 1. kutup cisimcigi oolemma ile
zona pellusida (ZP) arasindaki hafifce genislemis perivitellin alanda yer alir.
Digilerde mayoz boélinmenin bir 6zelligi olarak oosit sitoplazmanin hemen
hemen tamamini alirken 1.kutup cisimcigi boyut olarak ¢ok daha kuguk,

yuvarlak veya oval ve dizgun geperlidir (Resim 4 A ve B).

1. kutup cisimciginin morfolojik o6zelliklerini inceleyen ilk
calismada Xia ve arkadaslari 1. kutup cisimciklerinin intakt (tek parca) ve
bulundugu bdlgede PVA'nin dar olmasi gerektigini vurgulamiglardir (8).
Ebner ve arkadaglari ise 1. kutup cisimcigi morfolojisini dort baslikta
siniflamiglardir (20). Bu klasifikasyon sisteminde 1.kutup cisimciginin
yuvarlak veya oval ve Kkonturlarinin duzgun (Resim 4) veya hafifce

dizensizlik gosterdigi (Resim 5) iki grupta fertilizasyon, embriyoner gelisim

ve implantasyon oranlarinin yuksek oldugu belirtilmistir.

C)

Resim 4: Perivitellin aralikta saat 12 (A) hizasinda duzgun yuzeyli,
(B)normal buyuklikte,fragmante yapida ve (C) oval, bayuk 1.
kutup cisimcikleri.



1. kutup cisimcikleri 2 veya daha fazla pargali olmalari halinde
(Resim 4-B) “fragmante” olarak tanimlanirlar. Fragmantasyon gosteren kutup
cisimcigine sahip oositlerde incelenen parametreler daha dusik oranda
gerceklesirken son grupta 1.kutup cisimciginin ¢ok iri oldugu (Resim 4-C)
belirtilmistir. 1. kutup cisimciginin atipik olarak buyuk olmasi 2. gindeki kotu

embriyo kalitesiyle iligkilendirilmistir.

A B

Resim 5: A) Dar PVA’lI bir diger oositte saat 6 hizasinda fragmante (3
pargal) 1. kutup cisimcigi., B) PVA'nin dar oldugu ve fragmante,
yassl| kutup cisimciginin saat 9 hizasinda lokalize oldugu

IVF uygulamalarinda, fertilizasyon kontrolunda, 0&zellikle
pronukleuslarin goértlemedigi olgularda 2. kutup cisimciginin varlidi kontrol
edilir. Fragmante kutup cisimcigi yanhghkla 2.kutup cisimcigi olarak
yorumlanabilir ki bu da yanilgilara neden olabilir. Bu nedenle mikroenjeksiyon
sirasinda 1. kutup cisimciginin dogru ve net bir sekilde tanimlanmasi ilerleyen

doénemlerdeki yanlis degerlendirmeleri de engeller.



Resim 6: Sinirlari diizensiz, kiiglk ve oval, fragmante kutup cisimcigi.

Resim 7: Sitoplazmanin granilasyon gosterdigi, PVA’nin nispeten dar
oldugu MII oositte saat 11 hizasindaki yassi kutup cisimcigi.

Resim 8: Oolemmadan tamamen ayrilmis , genis perivitalin aralikta , bir
kutup cisimcigi.
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C)

Resim 9: Birbirinden tamamen ayri (A) ve(B),(C) birbirine yakin yerlesim
gOsteren kutup cisimcikleri

2.2.1.2. Perivitellin Alan Ozellikleri

Ekstrasitoplazmik anomalilerden bir digeri de perivitellin alanda
gorulen granularitedir. Her ne kadar fertilizasyon, embriyoner gelisim ve
gebelik oranlarini etkilemese de; Hassan Ali ve arkadaslar ovaryan
stimllasyon sirasinda gonadotropinlerin ylksek dozlarda kullaniimasinin bu
gorinime neden olabilecegini vurgulamiglardir (21). Ayrica, perivitellin
granulariteye neden olabilecek duzeydeki gonadotropinlerin follikller
mikrogevre Ozelliklerini degistirerek oosit kalitesi ve oolemma &zelliklerini

etkileyebilecegi de Palermo ve arkadaslarinin ¢alismasinda belirtilmistir (22).

Perivitellin grandlarite veya debriler daginik ve ufak grandller

halinde olabilecegi gibi (Resim 10) zona pellusidaya komsu ylzeyde yogun

11



olarak da go6zlenebilir (Resim 11). Perivitellin alan grandularitesinin olusumu
tam olarak saptanamamistir, ancak ¢ok daha az olmakla birlikte PVA’'da bir
bdlgeye lokalize olmus, buylk debrislerin korona radiata hicrelerinden veya
ekstraselliler matriksten kaynaklanabileceg@i belirtiimektedir 23,24).(Resim
12).

Perivitellin aralik dar (Resim 13) veya genis (Resim 14) olabilir.
Genig perivitellin araligin embriyo kalitesini 1. kutup cisimciginin normal

boyutlarda olmasi halinde olumlu yonde etkileyebilecedi belirtiimekle birlikte

bu konuyu destekleyen daha fazla caligmalara gereksinim oldugu da
bildirilmistir (3).

Resim 10: Perivitellin aralikta yaygin olarak bulunan ince grandller halinde
debris.
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Resim 11: PVA’nin genis ve debrisin zona pellusidanin i¢ yuzunde
yogunlasmis iri grandller.

Resim 12: Zona pellusidanin ince ve perivitellin araligin genis oldugu bir
oositte PVA’nin bir bolgesine lokalize olmus, granuloza hucreleri
veya ekstrasellller matriksten kaynaklanan grandller.
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Resim 13: Kalin ve dis yuzeydeki duzensiz yapisiyla ZP ve dar PVA’nin
g6zlendigi bir MIl oositler.

Resim 14: Dis yuzeydeki dizensiz yapisiyla ZP ve genis PVA'nin gozlendigi
bir Ml oosit.

2.2.1.3 Zona Pellucida (ZP) Ozellikleri

Zona pellusida oositlerin gelisme déneminden itibaren
salgiladiklar ZP1,ZP2 ve ZP3 glikoproteinlerinden meydana gelen, insanda
yaklagik 15-18um. kalinhginda, hdcre icermeyen ve oositi oolemma ve
PVA’nin disinda kesintisiz olarak kusatan bir kiliftir (14,25)(Resim 15)
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Resim 15: PVA'nin dar oldugu bir MIl oosit, zona pellusidanin oositi
oolemmanin hemen disindan itibaren kesintisiz olarak kusattigi
gozleniyor.

Elektron mikroskop calismalari zona pellusidanin dizgin ve
kompakt ya da agsi bir yapi sergileyebilecegini ve bu ozelliklerin de oosit
matirasyonuna eglik edecegini gostermistir (26) .

Zona pellusidanin kalinhgi kadar yapisal 6zellikleri de farklilik
gOsterebilir.  Genellikle oositlerde embriyolardakinden daha kalindir ve

kompaktlasmadan itibaren giderek incelir (Resim 16).

Resim 16: Resmin sol Ust béliminde goérilen kompakt embriyonun ZP’s|
sag altta gorulen blastosistinkinden daha kalin.
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Zona pellusidanin saydam ve agik renkli olmasi beklenirken
(Resim 17), kimi zaman da kalin ve koyu renkli olabilir (Resim 18). Zona
pellusidanin kalin olmasi gibi ince olmasiyla da sik karsilasiimaz (Resim 19).
Cok daha az rastlanmakla birlikte zonasiz oositler de gorulebilir (Resim 20).
Bu oositler de fertilize olabilir ve blastosist gelisimine kadar embriyoner

gelisimlerini surdurebilirler.

Resim 17: Transparan ve agik zenkli ZP.

Resim 18: Kalin ve koyu renkli zona pellusidanin sitoplazmanin da koyu
oldugu MII oosite eslik ettigi gozleniyor.
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Resim 19: Geniglemis perivitellin araligi gevreleyen ince zona pellusida.

Resim 20: Zona pellusidasi olmayan oositler.

Zona pellusidanin ince olmasinin yetersiz embriyoner gelisime
neden olabilecegi dusuncesiyle 2005 yilinda yapilan bir ¢alismada zona
pellusida tabakalarinin polarize 1sik mikroskobuyla 1s131 kirma indisi
arasindaki farkhliklar incelenmis ve i¢ tabakanin 1s1g1 kirma indisinin %30

kadar fazla olmasi durumunda gebelik oraninin arttig1 gézlenmistir ( 27).

Zona pellusidanin oositin bir tarafinda lokal bir kalinlagsma
gostermesi (Resim21), tabakali bir yapilanma sergilemesi ve kimi zaman da

farkli katman ve sekillerde olmasiyla karsilagilabilir (Resim 22).
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Resim 21: MIl oositin sol tarafinda zona pellusidanin tabakali bir yapilasma
sergiledigi gozlenmekte. Bu tabakalanmaya PVA granularitesi de
eslik etmektedir. Sagdaki resimde ise zona pellusidanin oositin
her iki tarafinda tabakalandigi goérulmekte. Bu duruma i¢ zar
varhgini gostermekte, icsi uygulamasinda dejenerasyon veya
disuk fertilizasyona sebep oldugu gibi baslibasina bir infertilite
sebebi olarak ortaya konulmaktadir.

Resim 22: Zona pellusidanin sol tarafta tabakali, sag tarafta da giderek
incelirken irregller bir sekil aldigi gézlenmekte, biovuler bir zar
Ozelligi gozlemekte.

Lokal kalinlasma ICSI sirasinda oosit manipulasyonunu
zorlastirirken tabakali zona pellusida mikroenjeksiyon sirasinda sikinti
yaratabilir. Bazen tek bir ZP iginde iki oosit de bulunabilir (Resim 23). Bu
oositlerden birisi genellikle kiguk, dejeneratif ve GV evresindeyken digeri Ml
olabilir ve fertilize olmasi halinde bu oositten blastosist gelisimi de

g6zlenebilir.
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Resim 23: Zona pellusida anomalisi: Ayni ZP iginde biri MIl, digeri GV
evresinde iki oosit. MIl oositte zona pellusidanin tabakali ve sol-
alt kisimda kalinlastigi gortulmekte. Her iki oosit de “bioviler
oosit” olarak tanimlanir. ikinci resimde bioviiler yapilardan birinin
dejenere oldugunu goérmekteyiz.

Zona pellusidada go6zlenen bir diger yapisal degisiklik “zona
splitting” olarak isimlendirilir ve OPU sirasinda veya mekanik dentidasyonda
artan stresten kaynaklanabilecegi veya zona proteinlerinin salgilanmasi

sirasinda gegici bir duraksamayi gdsterebilecegi vurgulanmigtir (27).

2.2.2. Intraselliller Anomaliler

2.2.2.1. Vakuoller-séeR Kiimelenmeleri-Refraktil Cisimcik

Isik mikroskobunda gdzlenebilen oosit anomalilerinden birisi de
sitoplazmik inklizyonlardir. DUz vyuzli endoplazmik retikulum (smooth
Endoplasmic Reticulum, diiz endoplazmik retikulum, sER) kimelenmeleri ve
vakuoller ekstrasitoplazmik anomalilerden farkli olarak embriyoner geligimi
bozan unsurlardir. Oositlerde gézlenen vakuoller 1990 yilinda Van Blerkom
ve arkadaslari tarafindan membranla cevrili, ici perivitellin alan sivisina
benzer bir siviyla dolu sitoplazmik inklizyonlar olarak tanimlanmigtir (14) .
Ayni ¢alisma vakuollerin spontan olarak geligebilecegini belirtirken El Shaife
ve arkadaslari dnceden var olan ve sER ile Golgi komleksinden gelisen
vezikillerin birlesmesiyle de sekillenebileceklerini vurgulamiglardir (14).
Alikani ve arkadaslar (25) IVF olgularinda vakuoler oositlerle karsilagsma
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oranini %12,4 olarak belirtirken De Sutter ve grubu12 bu oranin %5,7
oldugunu ve c¢oklu (multiple) vakuolizasyonun %1 gibi kiguk bir grupta
g6zlenebilecegdini belirtmiglerdir (29,30,18). De Sutter ve arkadaslari vakuoler
oositlerde fertilizasyon oraninin %40 olarak gergeklesmesi sonrasinda
vakuollerin fertilizasyon oranini duslren bir anomali olarak yorumlamiglardir
(18)

Vakuoller sitoplazma iginde tek tek (Resim 24) veya birkagi bir
arada bulunabilecegi gibi (Resim 25) buyuklikleri de birbirinden farkli olabilir
(Resim 26). Buradan da anlasilacagi gibi fertilizasyon ve embriyoner geligsim
vakuollerin buyukligu ve sayisi ile dogru orantili olarak yetersizlik
gostermektedir. Van Blerkom ve arkadaslarinin c¢alismasinda buyuk
vakuollerin metafaz  igciginin  yerini  degistirerek  fertilizasyonu
engelleyebilecedi belirtilirken genel olarak hicre iskeletinin mikrotubuler
organizasyonunu bozarak bu tur etkilesime neden oldugu kabul edilir (14). Bu
zararl etkilesimler sonucunda fertilizasyon gergeklesmeyebilir veya bolinme
evresinde anomalilerle karsilasilabilir (14). Ebner ve arkadaslari vakuol
capinin 6nemini pronukleuslarin buyudklagu ile iligkilendirerek incelemis ve

vakuollerin 14uym.den  buyuk oldugu olgularda fertilizasyonun

gerceklesmedigi vurgulanmistir (31) .

Resim 24: Sitoplazmanin merkezine yakin yerlesim gosteren, iri bir vakuol.
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Resim 25: BuyuklUkleri birbirinden farkli, cok sayida vakuol igeren bir oosit.

Resim 26: Birbirinden farkh buyukliklerde ve farkh bdlgelerde yerlesim
gOsteren vakuoller.

Vakuoller oositten itibaren varliklarini embriyoner gelisimde de
surdurduklerinden 6zellikle fertilizasyon kontrolunda dikkatli olunmasi gerekir.

Zigotlarda vakuoller pronukleuslarla ayni buyudkliukte ve lokalizasyonda
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olabilirler (Resim 27) ve vyanhglikla pronukleus olarak algilanabilirler.
Vakuollerin iglerinin bos olmasina karsin pronukleuslarin nukleolar onculleri
(Nucleolar Precursor Body, NPB) icermeleri ayirici tanida dikkate alinmalidir.
Embriyoner gelisim sirasinda blastomerlerde farkli buyUklikte vakuoller
olabilecegi gibi (Resim 28) blastosist gelisimi sirasinda 6nceden
saptanmamig olsa da bazi blastomerlerin vakuolizasyon gostermesi

muhtemeldir.

Resim 27: Fertilize olan vakuoler oositlerde pronukleuslar ve buyuklik ve
lokalizasyonu  nedeniyle pronukleuslarla karigtirilabilecek
vakuoller.
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Resim 28: Fertilize olarak embriyoner geligsimini surdiren oositlerdeki
vakuoller blastomerlerde gézlenmekte.

Vakuollerin  olusum mekanizmalarinin  bilinmesine kargin
sER’lerin gelisimi tam olarak netlestirilemistir. Ovulasyon indiksiyonunda
kisa protokollarin kullanildigi hastalarda bu anomalinin daha sik gozlendigi
belirtiimektedir (10). Ahgkin bir g6z ooplazmada daha silik olan sSER
kimelenmeleriyle (Resim 29) membranla c¢evrili vakuolleri kolaylikla ayirt
ededbilir.

Resim 29: Merkezi tek bir SER olusumu gorulmekte.
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Resim 30: Ooplazmada farkli blyuklik ve sekillerdeki sER kiimelenmeleri.

SER kumelenmesi iceren oositlerin mikroenjeksiyonunda pipetin
bu olusumun c¢evresindeyken islemin tamamlanmasi fertilizasyonu
saglayabilecegdi ve blastosist gelisim oraninin da %18’lere kadar gikabilecegi
belirtiimistir(10). Yine ayni ¢alisma erken preembriyoner gelisimin ¢ok farkl
olmamasina ragmen sER kiUmelenmeleri iceren oositleri olan hastalarin
biyokimyasal gebelik oranlarinin daha yuksek olduguna dikkat gekmistir. SER
kimelenmeleri duzgun yuzeyli ve yuvarlak olabilecegi gibi irreguler de olabilir
(Resim 30).

Refraktil cisimcikler de bir sitoplazmik inklizyon olup (Resim
31) klasik IVF'de fertilizasyon oraninin disik ve embriyo kalitesinin

yetersizligine neden olabilecegi gosterilmistir (25).
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Resim 31: Sitoplazmasinda refraktil cisimcik bulunan bir oosit.

Sitoplazmik anomalilerin olusum dénemlerine bagli olarak etkili
olabilecegini savunan arastirmacilar disi gametlerinin gelisiminin erken
déneminde gb6zlenen anomalilerin fertilizasyon defekti ve andploidi
olusumuna, daha ge¢ donemde gelisenlerin ise gelisim yetersizligine neden
olduguna vurgu yaparak oosit dismorfizmini siniflamis ve 6nemine dikkat
cekmislerdir (6). Bu hipoteze gdére oogonyumlarin birlesmesi, koyu santral
granldlasyon ve mayoz igciginin gelismemesi erken dénemde go6zlenen
anomalilerdir ve anoploidi riskini arttirirlar. Buna kargin, daha ge¢ donemde
gelisen sER ve vakuoller embriyoner gelisim defektlerine neden

olabilmektedir.

2.2.2.2. Metafaz igcigi

Birinci kutup cisimcigi gozlenmesine karsin bu oositlerin halen
telofaz | veya profaz | evresinde olabilecegi gosterildiginde metafaz Il
igciginin  gézlenmesinin  ve pozisyonunun o6nemi de vurgulanmigtir
(33,34,35,36). Polarize 1sik mikroskobunun kullaniimasiyla birlikte, mayoz

fo rus

gérilmemesi halinde embriyo kalitesinin dramatik bir sekilde dustugu
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arttikga embriyo kalitesinin kétulestigini belirtmislerdir(34,35,36,37,38). Ayrica
fertilizasyon oraninin da acillanmanin azalmasiyla birlikte arttig
vurgulanmigtir. Bu konudaki ¢alismalarin sonuglari geliskili olmakla birlikte:

mayoz igciginin gozlenmesinin blastosist geligimiyle iligkisi ilk kez 2001

yilinda Wang ve arkadaglarinca gosterilmistir (33).

2.2.2.3. Sitoplazmik Matiirasyon ve Sitoplazmanin Yapisal

Ozellikleri

Ooplazma maturasyonu in vitro fertilizasyon uygulamalarinda
gelisimi etkileyen Onemli bir parametre olmakla birlikte bu konudaki
calismalarin sayisi oldukga kisithdir. MIl oositlerin sitoplazmasi renksiz ve
homojen olmali ve inklizyon icermemelidir (Resim 33-A). Ancak kimi zaman
hafif (Resim 33-B), kimi zaman da siddetli ve yaygin granulasyon gozlenebilir
(Resim 33-C). insan oositlerinin yarisindan fazlasinin en az bir morfolojik
anomali goOstermesine karsin bir bolumi 1sik mikroskobu duzeyinde

gorulemez( 39).
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2.2.2.4. Koyu, Graniiler Oositler

Olgun insan oositinin ¢gapi yaklasik olarak 110-115 pm olup,
oolemma adi verilen plasma membrani ile ¢evrilmistir. Oolemmanin diginda
zona pellusida olarak adlandirilan 15-20 pm genigliginde ve fertilizasyon
sonras! incelen glikoprotein yapida bir kilif bulunur. Oolemma ile zona
pellusida arasinda, i¢i sivi dolu perivitellin alan yer alir. Oosit sitoplazmasi
ooplazma olarak da adlandirilir ve ooplazmada yer alan temel organeller,
mitokondri, endoplazmik retikulum ve golgi sistemidir. Mikroskop altinda
ooplazma homojen yapida, acik renkli ve parlak gorunumlu olup, oolemma
tarafindan duzgun bir yuzey olusturacak sekilde kesintisiz olarak g¢evrelenir
(18) (Resim 34) .

IVF olgularinda oositlerin sitoplazmik oOzelliklerini irdeleyen
calismalarin bir boluminde sitoplazmik organizasyonun gostergesi oldugu
ongorusuyle sitoplazmik granulasyon uzerindeki calismalarda

yogunlagilmistir.

Sitoplazmik grantlasyon homojen dagilim gdsterebilecedi
gibi(Resim35) merkezi yerlesimli de olabilir (Resim 33-A,B,C). Homojen
granulasyon tum sitoplazmada yaygin olarak veya yer yer kimelenmeler
halinde gozlenirken merkezi granulasyonda ise gevredeki normal sitoplazma
kolaylikla ayrilabilir (Resim 33-A,B,C).Merkezi granilasyon genis, koyu renkili
ve sungerimsi granuler alan olarak dikkat gekicidir ve merkezi grantlasyonun
agir ya da hafif derecede olugsunu lezyonun c¢api belirler. Hafif
granulasyondan farkli olarak, ¢ok yogun koyuluk genellikle oositte
dejenerasyon veya matirasyon yetersizligi olarak  yorumlanir
(12,34,35,36,37).
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Resim 33: A ve B MIl evresindeki iki oositte sitoplazmanin merkezi granuler
yapisi ve perivitalin araligin genisligi dikkat cekerken B) Ml oosit
sitoplazmasinda genis ve yaygin granulasyon igeren oo0sit
gOrilmekte.

Sitoplazmik  granulasyondaki  artis  embriyoner  gelisim
potansiyelinde gerileme ve azalma ile karakterize degildir 39,40,41,42,43,44).
Fertilizasyon oranlari da graniler ve nongranuler oositlerde benzerdir.
Bununla birlikte graniler grupta triploid fertilizasyon orani bir miktar yiksek
olarak bulunmustur (45,46). Benzer sekilde, granuler sitoplazmal oositlerden
gelisen ve blastomerleri granltlasyon gdsteren embriyolarda gebelik
potansiyeli de azalmaz (18). Baz ticari mediumlarla kiltire edilen oositlerde
ve preembriyolarda yodun granulasyon ve/veya yer yer sitoplazmik koyuluk
gérulebilir. Bu durum baslangigta viabilitenin azalmasi ve negatif bir durum
gibi gbziukse de embriyo transferi sonrasi klinik gebelik orani Uzerinde

olumsuz etkisinin olmadigi goézlenmistir (2). Genellikle hafif ve orta
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granulasyon izlenen oositlerden, hafif ve orta granuler yapili blastomeri olan
embriyolar (Resim 33:A,B) olusurken, yogun granuler oositlerden, yogun

granuler yapih blastomeri olan embriyolar gelisir (Resim 33:C)(Resim 34).

Serhal ve arkadaslarinin  ¢alismasinda morfolojik olarak
anormal oositlerin fertilizasyon oraninin, normal oositlerden farkli olmadigi
gosterilmis, ancak merkezi granuler oositlerden gelisen embriyolarin
transferiyle, implantasyon ve gebelik oraninin disuk olarak gergeklestigi
bildirmistir (47). Bu g¢alismada 837 oosit dederlendirilmis, 538’i normal oosit
olarak tanimlanip mikroenjeksiyon islemi yapilmistir. Mikroenjeksiyon yapilan
diger 299 oositin 142’sinde yogun granulasyon, 112’sinde de sitoplazmik
cisimcikler bulunmaktadir. Geri kalan 75 oosit isleme alinmamigtir. Normal
oositlerle anormal sitoplazmali oositlerin fertilizasyon oranlari arasinda higbir
fark bulunmamustir. Her iki gurupta da embriyolar normal gelisimlerine devam
ederek benzer kalitede embriyolar gelismistir. Ancak, normal oositlerden
gelisen embriyolarin transferiyle %24 gebelik orani, %10 implantasyon orani
elde edilirken anormal sitoplazmali oositlerden gelisen embriyolarin
transferiyle bu oranlar sirasiyla %3 %1 olarak gergeklesmistir (48). Bu
calismalardan farkl olarak Veeck’in 1991’de yaptigi bir c¢alismada
sitoplazmik anomalili ve koyu granuler sitoplazmali oositlerde fertilizasyon
oraninin dustigu belirtiimektedir (40). Bu cgalismada 6zellikle sitoplazmik
cisimcikleri olan oositlerde IVF uygulamalari sonucu belirtilen parametrelerin
(fertilizasyon ve gebelik oranlari) distigu saptanmistir. Serhal ve
arkadagslar vakuolli ve sitoplazmasinda sER kUmeleri bulunan oositlerin
mikroenjeksiyonu ile normal fertilizasyon elde etmigler fakat, gebelik elde

edememigler (47)
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Resim 34: Sitoplazmanin sag periferik alanda homojen, merkezde ise hafif
granulasyon gosteren MIl oosit.

Resim 35: Sitoplazmanin ¢ok yodun granilasyon gosterdigi bir oosit.

Anormal oosit morfolojisi gametlerin maruz kaldigi ovaryan
sitimulasyon, hormonal degisiklikler ve oositin kromozomal igerigi ile ilgilidir.
Ayrica, Van Blerkom ve arkadaslari anormal sitoplazmik yapilanmalari olan

oositlerde andploidi oraninin yuksek oldugunu gozlemlemiglerdir (6).

2.2.2.5. Ovoid Oositlerde Embriyoner Geligsim

Fertilizasyonda zona pellusida (ZP) primer kontrolor rolinu

ustlenir. Bu yapi farkl tlre ait spermin gegisini ve oolemma ile kontagini
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engeller. Ayrica zona, polispermiye karsi etkin bir bariyerdir. Bir spermin
penetrasyonu sonrasi, yapisal degisiklige ugrayarak diger spermlerin girigini
engeller. Transparan yapida, oosit ve perivitellin araligi gevreleyen aselller
bir kiliftir (49).

Saglikh, henlz fertilize olmamis bir oositte rengi agik, berraktir
ve devamlilik olusturur. Kalinhginda farklihklar olabilir, hafif benekli
olabilecegi gibi koyu renkli, kompakt bir yapilanma da gdsterebilir. ZP,
embriyonun uterusa olan yolculugu sirasinda da koruyucudur.
Fertilizasyondan yaklagik 6 gun sonra hatching asamasi gergeklesir,
genislemis olan blastosist zonadan siyrilip implantasyon yetenegi kazanmis
olur 45.

Resim 36: Oval oosit morfolojisi

ZP’daki sekil ve kompozisyon bozukluklari sonucu, oosit,
prezigotlar ve preembriyolarda sira digi sitoplazmik kontlrler gorualebilir.
Ovoid oosit ve embriyolar, ZP’da meydana gelen bu sekil bozukluklarina eslik
edebilirler. Ovoid oosit, sadece zonasi ovoid, ooplazmasi normal (Resim 36),
ya da hem zonasi hem de ooplazmasi ovoid olarak iki grupta gozlenebilir.
Her ne kadar bigimleri farkli olsa da; ovoid oositler ve diger sira disi
sekillerdeki oositler, monospermik fertilizasyon ve sonrasindaki bdlinme

asamalarini devam ettirebilirler ( 1).
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Ebner ve arkadaslari 2007 yilinda yaptiklari bir galismada ovoid
oositlerin gelisimlerini ve gebelik olusturma potansiyellerini incelemiglerdir12.
525 ICSI siklusunun dahil edildigi ¢alismanin, 94 siklusunda (%17.9) en az
bir ovoid oosit gorulmustir. Bu gurup igindeki ovoid oosit orani %16.6
(137/827) iken, dahil edilen tim hastalar arasindaki oran %3.9 (137/3524)

olarak saptanmistir ( 1).

Normal, yuvarlak yapida ZP’s1 olan embriyolarda blastomerler
aras! kontakt maksimumdur. Blastomerler arasinda ne kadar ¢ok baglanti
noktasi olursa embriyodaki siki baglanti birimlerinin sayisi da o kadar ¢ok
olacaktir. Diger yandan, ovoid oositlerden gelisen embriyolarda tam tersi olur
ve embriyodaki baglanti noktalari azalir. Boyle durumlarda da optimal hicre
birlesmeleri daha az oranda olusur ya da hi¢ olugsmaz. Kisaca, ovoid zona
(ovoid sitoplazma degil) atipik boélinme ve dolayisiyla gecikmis birlesme ve
ge¢ blastosist olusumuna neden olur (9). ZP sekli ve perivitellin boslugun
bayUkliglu embriyo gelisiminde énemli bir rol oynamasa da, bu yapilardaki

anormallikler disuk gebelik oranlarina sebep olabilir ( 27).

Ovoid oositlerin olugsumu ile ilgili 2 mekanizma 6ngdrulmugtir.
Birinci mekanizmada, oosit toplama islemi ya da denldasyon sirasinda
oositin maruz kaldigi mekanik stresin, gametin bu sekli almasina sebep
oldugu dusunulmektedir. Bu tar istenmeyen durumlardan hem ooplazma hem
de zona etkilenmektedir. Ancak oositin eski sekline donme egilimi vardir ve
kendini toparlar. Bir diger mekanizma, ovoid yapinin, oosit follikll igindeyken
zona proteinlerinin olugsmasi esnasinda protein saliniminin gegici olarak

kesilmesiyle meydana gelmesidir (27).

Sitoplazmik matirasyon 1sik mikroskobunda goézlenemese de
¢cogu zaman mikroenjeksiyon sirasinda islemin Ozelligi sayesinde
hissedilebilir. Ooplazmanin akici veya viskdz olusu mikroenjeksiyon

sirasinda sitoplazmik aspirasyonun pipet icine hizla veya yavas girisiyle ayirt
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edilebilir. Akici ooplazma enjeksiyon pipetine hemen dolar ve islemden sonra
oosit yapisi hizla geri doner. Mikroenjeksiyondan sonra ooplazmada huni

benzeri bir gériniman olusmasi sitoplazmanin viskdz oldugunu gosterir ki bu

da fertilizasyonu izleyen 6zelliklerin degismesine neden olabilir (40) (Resim
37).

Resim 37: Mikroenjeksiyon isleminin tamamlanmasinin ardindan
ooplazmanin saat 3 hizasinda sergiledigi huni bigimindeki
yapisal 6zellik.

Palermo ve arkadaslari ise oolemmanin yapisal 6zelliginden
dolayi mikroenjeksiyon pipetine direng hafif bir direng gostermesi gerektigini,
bu direncin hissedilmedigi oositlerin sitoplazmik maturasyonunun yetersiz
olabildigini ve ¢ogunlukla da oolemmadan sitoplazma akisinin gergeklestigini
g6zlemislerdir (22) . Oolemmanin direncinin arttigi olgularda ise ovaryan
stimllasyon protokollari nedeniyle follikiler mikrogevrenin olumsuz etkisini
sorumlu tutmusglardir. Ebner ve arkadaslari ise bu 6zelligin zona pellusidanin
dig tabakasinin  U¢ boyutlu yapisindaki degisiklikten kaynaklandigini
vurgulamaktadir ( 40).

2.2.2.6. Dev Oositler

IVF uygulamalarinda ¢ok seyrek (%0,26-%0,31) olmakla birlikte
dev oositlerle de (giant oocyte) karsilasilabilir. Yaklasik 200um. c¢apindaki

dev oositler genellikle E2 dizeyi yluksek olan ve fazla sayida oosit alinan
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hastalarda gorulmesi dolayisiyla bu anomalinin ovaryan stimulasyon
protokollarindan kaynaklandigi kabul edilir ( 41,42,43) (Resim 38).

Resim 38: Ustte Ml dev oosit ve hemen altinda yine MI ,ancak normal
boyutlardaki bir bagka oosit.

Dev oositler mitotik bolinme  sirasinda  sitokinezisin
gerceklesmemesinden veya iki oogonyumun birlesmesiyle de sekillenebilir.
Her iki durumda da diploid genetik materyalin varligi unutulmamalidir ve bu

Ozellikler immatir dev oositlerin binuklear 6zelliklerini de agiklayabilir (44).
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Gerecg ve Malzemeler

G-MOPS

G-FERT

G-G1

G-G2

ICSIX100

G-PGD

HYASE

FALCON 2001

FALCON 2003

FALCON 3014

FALCON 3801

Falcon 3803

FALCON 7551

FALCON 35803

FALCON 35801

TOP-LINE FILTER TIPS(1-100ul)
TOP-LINE FILTER TIPS(5-10pl)
ICSI DISH(THERMO SCIENTIFIC)
QUINN’S ADVANTAGE MEDIUM WITH HEPES
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3.2. Oosit Toplama (OPU) iglemi

Oosit toplanmasi iglemi (OPU; oocyte pick-up) sirasinda tum
oositlerin en kisa surede elde edilmesi, elde edilen kumulus-korona-oosit
kompleksinin maturasyon seviyesinin degerlendirilip inseminasyon igin uygun

bir ortam saglanmasi ¢ok onemlidir.

3.3. OPU Oncesi Hazirlik iglemleri

Oosit karsilama mediumu ( oda atmosferinde pH dengesinin
sabit tutulmasini saglayan sodyum bikarbonat, hepes veya MOPS tamponlu
medium), oosit toplama isleminden bir giin énce 10 ml’lik tlplere (Falcon
2001) 3 ml olacak sekilde bolinir ve sadece i1sinmasi i¢in tamamen kapali
olarak etuve kaldinlir. Kargilama mediumunun tzerinin kaplanacagi mineral
oil'’de ayni sekilde bir gun o6ncesinden 50 mllik flasklara (Falcon 3014)
bolinerek agzi kapali sekilde ettive alinir. Oositleri toplanacak olgu isimleri iki

adet olmak Uzere etiketlere yazilir.

Oosit toplama amaci ile kullanilacak olan petri kaplari ( Falcon
353803 ve Falcon 353801) laminer air flow’un isitiimis ytzeyine konur. Petri
kabi sayisinin 10 adetten fazla ve Ustlste konulan petri kabi sayisinin 2
adetten fazla olmamasi gerekmektedir. Isinan petri kaplari kullanildikga
yerine yenisi konur. iki adet insllin enjektdorii ambalajindan gikarilarak
laminar air flow i¢ine konur ve plastik korumalari ¢ikarilmaz. Her olgu igin 2
adet steril pastor pipeti alinir ve uglari etil alkol alevi ile yuvarlaklagtirilir. Puar

takildiktan sonra kullanima hazir hale gelen pastor pipetleri sporlarina konur.

3.4. Oosit toplama islemi

Oosit toplanmasi islemi transvajinal ultrasonografi esliginde

genel anestezi altinda yaplilir. islem igin tek yada cift liimenli steril igneler
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kullanilmaktadir. islem sirasinda oosit kalitesini ve embriyo gelisimini
etkileyebilecek olan 1s1, osmolarite ve pH degisimlerini en aza indirmek igin,
oositler en kisa zamanda kultir mediumuna alinip inkibatére kaldiriimahdir.
Oosit toplama isleminde kullanilan aspirasyon pompasi isitici bloga sahip
olmali ve toplanan folikil sivisi ve foliklllerin igerisinin yikanmasi igin
kullanilan yikama mediumu sirekli 37°C’de tutulmalidir.  Folikil
aspirasyonuna baslamadan en az 15 dakika once, etuvde bekletilen 3 ml' lik
oosit karsilama mediumu alinir, kapagi acihr ve sitici ylzey ustinde
bulunan oosit karsilama kabina (Falcon 3801) bosaltiir. Daha sonra
inkiibatdérde bulunan mineral oil flaski alinir. 1 adet 10 ml 'lik steril pipet
(Falcon 7551) ile 3 ml aspire edilerek karsilama mediumunun Gzeri ortalir.
Petri kabin kapagi kapatilarak ilk oosit bulununcaya kadar kenara cekilir
Foliktler sivida oosit aranmasi laminar air flow igindeki stereomikroskop
yardimi ile gerceklestirilir. Otomatik aspirasyon pompasi igcinde 6nceden
isitiimis yerlerinde duran tipler aspire edilen follikll sivisi ile birlikte avug
icinde tutularak laminar flow’'un 1sitilmig yuzeyinde duran buyuk petri
kaplarina(Falcon 3803) aspirasyon sirasina gore hafifce c¢alkalanarak

dokaldr.

Daha sonra sivinin bulundugu petri kabi egimlendirerek geuvrilir,
kumulus ya da diger hucrelerin olup olmadigi arastirilir. Oosit bulundugunda,
once pastor pipeti ile kuguk bir volim karsilama mediumu alinir, daha sonra
folikiler sivinin bulundugu petri kabindan mimkin oldugu kadar az sivi ile
oosit korona kiumulus kompleksi alinir. Oosit karsilama kabinin kapagi
acllarak pipetin icindeki oositler, petri kabinin alt kenarina (saat 6 hizasi)
gelecek sekilde yavas bir hareketle bosaltilir. Oositlerin, oosit karsilama
kabinda ¢ok uzun sure kalmamasi gerekmektedir. MUmkun olan en kisa
surede, oositler karsilama mediumundan alinip birincil kdltdr ortamina
alinmalidir. Folikiler sivida baska oosit olup olmadigi kontrol edilerek kanh

follikGl sivisi bulunan petri kaplari atilir. Bu uygulamalar, oosit toplama islemi
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bitinceye kadar tekrar edilir. Oosit toplama islemini yapan klinisyene, son

gelen drnekte oosit olup olmadigi, toplanan toplam oosit sayisi bildirilmelidir.

Oosit toplama islemi bittikten sonra insilin enjektorleri yardimi
ile oosit kargilama mediumundaki tum oositler, petri kabin eritrosit icermeyen
bdlgesine(saat 12 hizasi) tasinir ve toplam oosit sayisi belirlenir. Daha sonra
oosit kumulus diseksiyonu gergeklestirilir. Bu igslem sirasinda sag ve sol elde
bulunan insilin enjektorleri ile kumulus-mass igerisinde bulunan oosit
sikigtirilarak kumulus kuitlesi kenarina getirilir. Maksimum 2-3 hamle ile
kumulus-mass kenarina getirilen oosit sol elde bulunan insulin enjektoru ile
sikigtirilir ve sag elde bulunan insuilin enjektoru ile disekiye edilir. Kumulus-
mass’in oosit icermeyen kismi insulin enjektdérinin ucu ile petri kabinin daha
once oosit toplama iglemi sirasinda oosit konulan kismina (saat 6 hizasi)
tasinir. Oosit ise vyine insillin enjektdérinin ucu ile petri kabinin hig
kullaniimamig kismina (saat 3 hizasi) birakilir. Diseksiyon tamamlandiginda
inkibatorde bulunan ve birincil kiltir mediumu iceren petriye alinarak altina

dikkatlice hasta ismi yazilir.

3.5. Konvasiyonel IVF

Oositlerin sperm ile insemine edilmesinden ©Once olgunun
dosyasi yeniden gdzden gegirilir. infertilite nedeni, infertilite siiresi, énceki
ART-YUT denemeleri, daha énce degerlendirilen semen érnegine ait sperm
parametreleri, erkek veya kadinda sperm antikorlarinin olup olmadigi
degerlendirilir. islem giinii alinan sperm parametreleri ve morfoloji indeksi
incelenir. Daha once IVF karari alinmasina etken olan sperm parametreleri
islem gunu degerlendirme ile uyumlu bulunmus ise ve maturasyon
degerlendirmesine gore en az on adet matur gorunumlu oosit toplanmis ise

IVF iglemi yapilir.
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Androloji laboratuarinda uygun sartlarda ve c¢ift kontrolll
hazirlanmis ve agzi parafilm ile kapatiimis olan sperm o6rnegi alinirAlinan
sperm o6rnegi laminar flow altinda ve isitiimis bloklarda isleme kadar
bekletilir. Spermin progressif motilitesine uygun volim hesaplanir. Morfoloji
kriterlerine goére 100.000-300.000 arasi normal morfolojiye sahip progressif
motil sperm ilave edilir. Inseminasyon 6ncesi gerekli malzeme laminar flow
altinda hazirlanir. ki adet pastdr pipeti uclari isitilarak  dizeltilir.
inseminasyon yapilacak droplet sayisi kadar steril mikropipet ucu hazirlanir.

Mikropipetorde insemine edilecek sperm volumu ayarlanir.

inseminasyon, OPU igleminden en erken 4, en ge¢ 6 saat sonra
gerceklestirilir. inseminasyon igin Tip | veya Tip Il kumulus kitlesi yapisina
sahip olan oositler segilir. Pastor pipeti ile her bir droplete ortalama 2 adet
oosit yerlestirilir. Her droplette ayri steril ug kullanilarak spermler mikropipetor
yardimi ile oosit gevresine insemine edilir. Sperm inseminasyon iglemi
bittikten sonra inverted mikroskopta sperm yogunlugu kontrol edilir. islemler
tamamlandiktan sonra inseminasyon yapilan dropletlerdeki oosit sayisi
yazilarak belirlenir. islem yapilan kaplari inkiibator kapaginda olgunun

soyadinin yazil oldugu bolime yerlestirilir.

3.6. Mikroenjeksiyon

3.6.1. ICSI iglemi icin Kumulus ve Korona Hicrelerinin

Temizlenmesi

Ooositlerin maturasyonuna karar verebilmek ve de ICSI iglemini
gergeklestirebilmek i¢in oositlerin etrafindaki kumulus ve korona hucrelerinin
uzaklastiriimasi gerekmektedir. Bu islemin OPU’dan sonra minimum 2 saatlik
inkibasyon suresi sonrasi yapilmasi gerekmektedir. Bu amagla kullanilacak
olan malzeme hazirligi yapilir. Oosit gevresindeki kimulus-korona kutlesini

uzaklastirmak amaci ile once 2-3 adet pastor pipetinin ucu s ile
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yuvarlaklastirilir.  Ayrica, pastor pipetin ince kismi iki el ile birlikte alev
icerisinde yaklasik 10 saniye tutulur ve iki el ayni anda cgekilir ve pastor
pipetinin kalinhiginin azaltimasi saglanir. ince kisimlar birbirine surtiilerek
ucunun duzgun bir sekilde kirilmasi saglanir. Bu pipetler hyallUronidaz
uygulamasi sonrasi kalan kimulus hucrelerinin temizlenmesinde kullanilir.
InkUbatorden olgunun adi ve soyadi kontrol edilerek oositleri alinir. 8+3 petri
kabinda bulunan 7 no’lu droplet ucu yuvarlaklastiriimig pastor pipeti ile
bogaltilir, yerine hyaluronidaz konur ve pastor pipet atilir. HyallUronidaz igeren
7 no’lu droplet cam kalemi ile alttan etrafi gizilerek belirlenir. Pastor pipetine
cok az miktarda medium alinir ve hyallronidaz dropletine goéturilurerek
maksimum 10 saniye olacak sekilde pipetleme gergeklestirilir. TUm oositler
¢ok az hyallronidaz ile birlikte 1 no’lu droplete tasinir ve burada 3 kez
pipetlenir. Daha sonra tum oositler 2 no’lu droplete tasinir ve ayni islem
tekrarlanir. Son olarak tum oositler 3 no’lu droplete birakilir. Eldeki pastor
pipeti ile kullanilan hyaltronidaz dropleti bosaltilir ve pastor pipet atilir. Daha
once hazirlanmis olan denudasyon pipetlerinin en kalin olani (yaklasik
150um) ile pipetleme islemine baslanir ve pipet c¢api azaltilarak oositin
etrafindaki tUm kumulus hicrelerinin temizlenmesi saglanir. Pipet capi ¢ok
blylk olursa oositin etrafinda bulunan kumulus hicreleri temizlenemez ve
islem suresi ¢ok uzar. Pipet ¢capinin ¢ok ince olmasi durumunda ise oosit
zarar gorebilir. Bu islem sirasinda oositlere tek tek pipetleme islemi
yapilmalidir. Pipetleme islemi sonrasi etrafinda kumulus htcresi kalmamig
olan oositler orta dropletlerden birisinin igerisine konur ve stereo mikroskop
110X buyultmede maturasyon degerlendirmesi yapilir. Metafaz Il oositler
(sitoplazmasi homojen goérunumli ve l.kutup cisimcidi bulunan oositler) 4
no’lu droplete, Metafaz | oositler (l.kutup cisimcidi olmayan oositler) 5 no’lu
droplete, , Profaz | oositler (germinal vezikil GV igeren oositler) ise 6 no’lu

droplete birakilir ve sayilari droplet kenarlarina yazilir.
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8+ 3 dropler hazuigs 6+ | droplet lwzurhig
Resim 39: Resim Kultdr kablarinin hazirhgi

Oosit morfolojisi degerlendirme gerek laboratuar iginde,
gerekse laboratuarlar arasinda, belirli standartlari da olsa kisiden Kigiye
degisebilme olasiliginin yuksek olusu nedeni ile ¢ok dikkatli uygulanmasi
gereken bir islemdir. Gunumuizdeki yaygin kani, IVF veya ICSI islemi igin
kullanilan spermden ¢ok, islem uygulanan oositin morfolojisinin dnem tasiyor

olmasidir.

Olgun bir oosit yuvarlak, acgik renkli parlak ve homojen
granllasyon gdsteren sitoplazmaya ve duzgln ylzeyli bir oolemmaya sahip
olmalidir. Zona pellusidasi; kesintisiz, oosite bakan yuzu daha homojen ve
tum oosit yuzeyinde esit kalinhktadir. Perivitellin aralik ise dokuntu
icermeyen, dizgun ve |[|. Kutup cisimciginin bulundugu bdlgede hafif

genislemis diger bolgelerde ayni geniglikte olmalidir.

3.6.2. Mikroenjeksiyon icin Pipetlerin Hazirlanmasi

ICSI igleminde kullanilan mikropipetler 0.97um dis c¢ap ve
0.69um i¢c capa sahip borosilikat cam kapiller tip (Drummond Scientific,
Broomall, PA,U.S.) kullanilarak hazirlanir. Kapiller tiplerin ¢ekilme islemi
mikro-puller (Model PC-10, Narishige CO Ltd.,Tokyo,Japan.) yardimi ile

gerceklestiriimektedir. ICSI pipetinin - u¢ kisminin tiraglama islemi
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mikrogrinder (Model EG-400, Narishige CO Ltd., Tokyo, Japan) ile yapilirken
holding pipetin u¢ kisminin yuvarlaklastirma islemi mikroforge (Model MF-
900, Narishige CO Ltd., Tokyo, Japan) ile yapilir. ICSI pipetinin dis capi

yaklagik 7 mikrometre, i¢ ¢capi ise yaklasik 5 mikrometre olmalidir.

Holding pipetin dis capi yaklasik 60 mikrometre i¢ capi ise
yaklasik 20 mikrometre olmalidir. ICSI ve holding pipetlere yaklasik 30
derecelik egim verilmelidir ve bu amagla mikroforge (Model MF-900,
Narishige CO Ltd.,Tokyo, Japan) kullaniimaktadir. Hazirlanan mikropipetler
steril MilliQ suyu (Millipore Corporation, Bedford, MA, U.S.) ve absolut etil
alkol ile yikandiktan sonra kuru hava sterilizatoru icinde 121°C'de 4 saat sure
ile sterilize edilir. Steril pipetler islem saatine kadar kapali kutu icinde
saklanir. ICSI isleminden hemen &nce mikropipetler pipet tutuculara
yerlegtirilir. Mikropipet uglari zemine paralel olacak sekilde mikroskop altinda

ayarlanir.

Holding pipet ICE] pipet

\ }

Falean 1006 Cioplet

Sekil 1: ICSI islemi Hazirlhig
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Sul PVP 5ul oosit damlasi

50ul sperm

Sekil 2: ICSI kabi hazirligi

4ml mineral yag

3.6.3. Mikroenjeksiyon iglemi (ICSI)

ICSI islemi tek bir spermin oositin stoplazmasinin igine enjekte

edilmesi anlamina gelmektedir.

Mikroenjeksiyon  Hoffman  modulasyonu olan inverted
mikroskobun 1sitici  tablasi Uzerinde yapilir. X400 buyutme kullanihr.
Mikroskop hava akimi ve kapidan uzak, vibrasyonu onleyen masa uzerine
konmalidir. Olgularin daha énceden incelenmis dosyalari, islem gini semen
analizi sonucuna goére tekrar gbzden gegirilir. infertilite nedeni, daha 6nce
mikroenjeksiyon iglemi yapilip yapilmadidi, egder yapildiysa fertilizasyon
orani, elde edilen embriyo sayisi ve kalitesi gbézden gegirilir. Sperm
parametreleri degerlendirilir. Motilitesi ¢gok dusuk 6rneklerde ( <%1), 12-15
pm c¢apinda bir mikropipet ile hareket eden spermler tek tek toplanarak
olusturulan bir rezervuar droplet igine birakilir. Totale yakin immotil spermleri
olan olgularda ayni gun ardisik semen ornegi alinmasi toplam motil sperm

sayisinin artisina katkida bulunmaktadir.
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OPU isleminden yaklasik 2-4 saat sonra oositlerin
denudasyonu gerekmektedir. Mikroenjeksiyon igleminde morfolojik olarak
normal goérunimll ve eger mevcutsa hareketli spermler segilir. Bu yluzden
mikroenjeksiyon igsleminde hareketli kullanilacak olan spermin immobilize
olmasi gerekmektedir. Bu islem ya mekanik yolla ya da laser kullanilarak
yapiimaktadir. Mekanik yolla yapilan sperm immobilizasyonunda,
mikroenjeksiyon pipetinin u¢ kismi ile sperm boynuna yakin kismindan
hafifce immobilize edilir ve kuyruga dogru pipet ucu ileri geri kaydirilarak
sperm kendi etrafinda doénduarilir. Sonunda ani bir hareketle kuyrugun
kivrilmasi ve sperm membranin zedelenmesi saglanir. Lazer ile yapilan
sperm immobilizasyonunun en buylk avantaji, oosit i¢in toksik oldugu bilinen
PVP’nin kullaniimamasidir. immobilizasyon sirasinda, 2 ms’ ye ayarlanan
lazer ile spermin kuyruguna 1 veya 2 vurus yapilir. Bu sirada lazerin spermin
bags ya da boyun kismina gelmesi engellenmelidir. immobilize edilmig
spermin kuyruk kismi dnce ve duz olacak sekilde yakalanarak pipet icine
aspire edilir. Eger ug¢ kivrilmis ise pipet ile birkag kere alip vererek kuyruk
dizeltiimeye calisilir. Bu esnada enjektor kontroli zayif ise (sperm pipet
icinde hizh hareket ediyor ise veya yerinde sabit durmuyor ise) mikropipet
daha fazla PVP ile doldurulmalidir. Sperm mikropipet i¢cinde iken yag icinden
cikmaksizin ilk oosit dropletine gidilir. Droplet igindeki oosit, holder ile hafifge
aspire edilerek sabitlegtirilir. Enjeksiyon pipeti ile oositte rotasyon yapilarak
kutup cisimcigi’nin yeri saat 12 hizasina gelecek sekilde tespit edilir ve oositin
kutup segmentini iceren granuler gérunumlu alan belirlenir. Bu alan germinal
vesikulin pargalandigi alan olarak tahmin edilmekte ve sonugta birinci kutup
cisimcigi'nin profize oldugu yer olarak dusunilmektedir. Bu nedenle
mikroenjeksiyon sirasinda bu bdlgeden aspirasyon yapmamaya dikkat etmek
gerekmektedir. Oosit,bu alan saat 9 hizasina gelecek sekilde tesbit
edilmelidir. islem esnasinda oositin ekvatoryal diizlemi ile yakalama pipetinin
ic adiz acikhgr ayni dizlemde olmalidir. Oositin alt kutbu petri kabin tabanina
degmelidir. Enjeksiyon pipeti oositin saat 3 hizasina getirilir ve oolemmanin
dis cizgisi ile ayni dizlemde olmasi saglanir. Sperm yavasga pipetin ug

kismina getirilir ve zona pellusida delininceye kadar aspirasyon
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yapilmaksizin ilerletilir. Oosit stoplazmasi igine ulastinldiginda hafif bir
aspirasyon yapllir.

Ooplazmanin pipet igine yavas¢ca dolmasi ve spermin geriye
dogru hareketlenmesi oolemma membraninin asildigini gosterir. Yavasca
aspire edilen stoplazma ve sperm geri verilir. Bu esnada pipet igindeki sivinin
oosit icine verilmesinden kacginiimalidir. Pipet oosit iginden gikarilirken hafifge
aspirasyon yapllarak oolemma acgikligi kapatilir ve sitoplazmik yapinin sperm
etrafini sikica sarmasi saglanir. Bu iglem tim oositlerde ayni sira ile
uygulanir. islem esnasinda sperm ve oosit morfolojisi, mikroenjeksiyon ile
ilgili tum bilgiler sira ile ICSI takip formuna kayit edilir. Mikroenjeksiyon
sonrasi oositler sirayla dropletlerden alinir ve ayni Kigiye ait petri kabinda
orta dropletlerde 3 kez pipetlenerek Hepes'li solisyondan temizlenir.
Yerlestirme iglemi bittikten sonra oositlere iglem sirasina goére verilen

numaralar droplet yanina yazilir ve inkuibatore kaldirilir.

Resim 40: ICSI islemi
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3.7. Fertilizasyonun Degerlendirilmesi (1.Gun)

Fertilizasyon kontrolu IVF veya mikroenjeksiyon igleminden 12-
18 saat sonra yapiimalidir. insemine edilen oositlerin gevresindeki korona
hicreleri sabah kontrolden 6nce yaklasik 200um kalinliginda ¢ekilmis pastor
pipet ile stereo mikroskop altinda temizlenir. Daha sonra oositler temiz
1.asama kultur mediumu dropletlerine alinarak inverted mikroskop altinda

incelenir.

Fertilizasyon, kisaca tek bir sperm c¢ekirdeginin oositten gelen
cekirdek ile aktive olmus oosit sitoplazmasi icinde birlesmesi olarak
Ozetlenebilir. Cekirdekler déllenmenin en basit ve kolayca godzlemlenebilen
isaretleridir. Normal fertilizasyonda 2 pronukleus ve birinci ve ikinci kutup
cisimcigi gozlenir. Her iki ¢ekirdekte meydana gelen olaylarin es zamanl
olmasi dodllenme ve ileri embriyo gelisimi acisindan 6nemlidir. Erken zigot
olusumunda cekirdekgik ve cekirdekgige bagli olusumlar blyuk énem tasir.
Es zamanl gelisim gostermeyen dollenme aktivitelerine sahip zigotlarla
yapilan arastirmalarda bu zigotlarda yuksek oranda kromozomal anomali,
anormal klivaj ve gelisim blokaji nedeni ile nadir blastosist olusumu

gozlenmisgtir.

Resim 41: Fertilizasyon degerlendirmesi
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3.8. Embriyo Siniflandirmasi (Klivaj Dénemi)

Zigot asamasindan 4-8 hucreli bir embriyo olusumuna kadar
gecen sure erken klivaj donemi olarak tanimlanir. Bu donem icerisinde zigot
birbiri ile yapisal anlamda degisiklik gostermeyen iki-U¢ bolinme gegirir.
Klivaj hizi embriyolar arasinda degisiklik gdsterebilir fakat bu boélinmeler
sonrasinda normal bir embriyo birbirine es buyuklikte 6-8 hicreden olusur.
Yapilan arastirmalar bu parametrenin diginda, esit olmayan blastomer veya
fragman denilen yapisinda c¢ekirdek bulunmayan sitoplazmik pargaciklar
iceren embriyolarin ileri gelisim yonunden digerlerine goére daha riskli
olduklarini gostermigtir. Bu ozelliklere sahip embriyolar ayrica daha yuksek
oranda kromozomal anomali igerirler ve ¢ok g¢ekirdekli blastomer olusturma
sanslar yuksektir. Bu donem ayrica c¢ekirdeklerin birlesmesi sonrasi olusan
embriyoya ait genomun da devreye qirdigi donemdir. Normal olarak
yapilanmamis bir genoma sahip embriyolarin ¢gogu bu dénem sonrasi ileri
gelisim gostermezler. Bu donem ayrica hucreler arasi baglarin (tight
junctions, adherens junctions ve gap junctions) kuvvetlenerek arttigi bir
donemdir. Bu baglarin bir kismi hicreleri birbirine sikica baglayarak gegirgen
olmayan bir tabaka olustururken diger bir kismi segici olarak bazi
molekullerin taginmasini, bdylece ileri embriyo gelisim doneminde hucreler
aras| sinyal mekanizmalari olugturarak bagkalagmalarini saglarlar. Birlesme
(compaction) olarak ta adlandirilan bu dénemde artik hicrelerin sinirlarini

belirlemek zordur.

2. gunden 4. gune kadar olan klivaj donemindeki embriyolar
degerlendirilirken g6z 6énune alinan kriterler blastomer sayisi, blastomer
morfolojisi, embriyonun icerdigi fragmantasyon ve sitoplazma yapisidir. Klivaj
hizina gére embriyonun sahip oldugu blastomer sayisi sayet gunun beklenen
limitleri arasinda ise normal gelisen bir embriyo, eger bu sayI dusikse yavas
gelisen bir embriyo olarak degerlendirilir. Normal klivaj hizina sahip bir

embriyo 24-25. saatte 2 hicre, 2.glinde 3-4 hicre, 3.gunde 6-8 hiicre ve
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4.gunde ise birlesme igaretlerine bagl olarak 10 ve uzerinde hicreye sahip
olan embriyodur. Degerlendirilen embriyo esit buyuklikte blastomer yapisina
sahipse, % 0-5 arasinda fragmantasyon igeriyorsa ve sitoplazmasinda
belirgin granuler yapr goézlenmiyorsa grade |, %10-%20 arasinda
fragmantasyon igeriyor, blastomerler hafifge birbirinden farkli veya
granulasyon gosteriyorsa grade Il olarak siniflandirilir. Daha yuksek oranda
fragmantasyon veya granulasyon igeren embriyolar grade Ill-IV olarak
tanimlanir. Bu gruba giren embriyolarin ileri gelisim gésterme oranlari son

derece dusuktur ve ileri donemlerde yuksek canlilik gostermezler.

Geligim gunlerine bagh olarak embriyolarinin
degerlendiriimesinde kullanilan siniflandirma sistemi ve her bir sinifa ait

tanimlama kriterleri asagidadir(50):

Resim 42: Klivaj dénemi degerlendirmesi
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TANIM

1 Esit blastomer morfolojisine sahip, fragmantasyon veya granilasyon
isaretleri g0stermeyen embriyo.

2 Esit blastomer morfolojisine sahip, %5-10 oraninda fragmantasyon
iceren veya granulasyon isaretleri gosteren embriyo.

3 Blastomerler birbirinden hafif¢ce farkl, %10 Uzerinde fragmantasyona
sahip veya granulasyon isaretleri gosteren embriyo.

4 Blastomer sayisi net sayllamayan, %30 dan fazla fragmantasyona
sahip, blastomerler birbirinden belirgin derecede farkli veya ileri
derecede granulasyon gdsteren embriyo.

3.9. Blastosist Doénemi Embriyo Geligim

Degerlendirilmesi

1. gunden sonra takip eden bolunmeler ile embriyonun
hicre sayisi artar ve 16-32 hucreden olugsan siki bir kitle haline gelir. Bu
asamadaki bir embriyoya morula adi verilir. Normal bir morulada i¢ kisimda
yerlesik olarak bulunan hicreler ile dig kisimdaki hucreler ileri gelisim
asamasinda baskalasimlarina devam ederek Dblastosist asamasina
gelindiginde sirasiyla i¢ hicre kutlesini (inner cell mass) ve trofektoderm
tabakasini olustururlar. Trofektoderm tabakasini olusturan hucreler arasi
badlar sikidir ve bagkalagsim sirasinda bu hucreler tarafindan i¢ kisimda
blastosel adi verilen sivi olugturulur. Blastosel i¢cerdigi degisik iyon ve protein
konsantrasyonu bakimindan i¢ hucre kutlesinin ileri gelisimi i¢in son derece
kritik bir o6nem tasir. Bu asamada olusan embriyonun yapisal
degerlendirmesinde kullanilan G¢ temel kriter blastosel kavitenin yapisi ,
trofektoderm hucrelerinin yapisi ve dizilimi, ve i¢ hicre kutlesini olusturan

hdcrelerin sayisi ve yapisidir. ©
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3.9.1. Blastosel Kavite Olugsumuna Goére Siniflandirma

1. Erken-Early Blastosist: Blastosel kavitesi embriyo

volimunun yarisindan azdir.

2. Blastosist: Blastosel kavitesi embriyo volumuanin

yarisindan fazladir.

3. Tam-Full Blastosist: Blastosel kavitesi embriyo

volUmunun timuand kaplamigtir.

4. geniglemig-Expanded Blastosist: Blastosel kavitesi volim

artmis, cap buyumus, zona iyice incelmistir.

5. Gatlayan-Hatching Blastosist: Trofoektoderm
hdcrelerinin  bir kismi  zona katmani digina ¢ikmaya

baslamistir.

6. Catlamis-Hatched Blastosist: Embriyo tumuayle zona

katmani digina ¢ikmistir.

3.9.2. i¢ hiicre kitlesi-Inner Cell Mass (ICM) Yapisina Gore

Siniflandirma

A) Siki, paket seklinde ¢ok sayida hicre icermesi
B) Gevsek bir grup halinde gok sayida hucre igcermesi.

C) Cok az hucre igermesi
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3.9.3. Trofektoderm Yapisina Gore Siniflandirma

A) Birbirine sikica bagh birgok hicreden olusan epitelium.

B) Daha gevsek bagli birkag hicreden olusan epithel yapi.

Resim 43: Blastosist dederlendirmesi

3.10. Emriyo Biyopsi islemi

Embriyo biyopsi, embriyonun, genetikte incelenen kromozomlar
agisindan, normal olup olmadigini, teshis etmek amaciyla uygulanan bir
yontemdir. Embriyo biyopsi iglemi ile embriyonun transferi yapilmadan 6nce
test edilmesi ciftlerin herhangi bir genetik hastalik tasiyip tasimadigi
hakkinda bilgi veren 6nemli bir yontemdir. Embriyodan biyopsiyle alinan
hicre, genetik bdlimune iletilir. Genetik inceleme sonucunda tanimlanan

normal embriyolarin transferi gergeklestirilir.

Embriyoloji laboratuarinda, embriyo biyopsi igslemi embriyonun 3
farkh doneminde endikasyona bagli olarak biyopsi uygulanir. 1- Zigot
déneminde Polar body-kutupcismi biyopsisi, 2- 3. ginde Blastomer biyopsisi

(embriyo biyopsi), 3- Blastosist ddneminde Trofoektoderm biyopsisi.
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Bu calismada kutup cisimcigi ve blastomer biyopsi sonuglari

degerlendirmeye alinmigtir.

Embriyoloji laboratuarinda, embriyo biyopsisi igin kulanilan
medium Kalsiyum ve Magnezyum igermeyen, HEPES tampon igerikli bir
mediumdur (Quin’s Advantage Medium with hepes). Embriyo biyopsi
mediumu biyopsi islemi sirasinda biyopsi islemini ve pH derecesinin

degismeden kalmasini saglamak igin dizayn edilmistir.

3.10.1. Polar body (PB)-kutup cismi biyopsisi

1. Birinci ve ikinci kutup cisimcigi Biyopsileri ayni anda, ICSI
isleminden  18-20 saat sonra hucre bolinmesi
gerceklesmeden Once, dollenmis oositlere (zigot)

uygulanir.

2. Kutup cisimcigi Biyopsi iglemi yukarda tanimlanmis olan
pgt solisyonunda (37°C de inkibe edilmis ) ile
gerceklestirilir. islem mikro manipulatér sistemi olan isitici
tablali invert mikroskop altinda gergeklestirilir. 10X-40X

objektifler kullantlir.

3. Biyopsi petri kabina ve embriyo kultlr petri kabina, embriyo
numaralari, embriyononun bulundugu damlanin yanina,

cam kalemiyle yazilir.

4. Kutip cisimcigi biyopsi pipeti once zigotun bulunmadigi
damla icinde 30 saniye bekletilerek kapiler hareketinin

gerceklesmesi saglanir.

5. Kutup cisimcikleri saat 12 ile 1 arasinda olacak pozisyonda,

holding pipeti ile az miktarda aspire edilerek zigot sabitlenir.
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6. Laser atiglariyla (0.35mS Pulse ¢apinda), zona pellusida da
diz cizgi seklinde kesik olusturulur. Olusturulan kesikten
girilerek, kutup cisimcigi biyopsi pipeti ( 13-15um ¢aph) ile
birinci ve ikinci kutup cisimcikler, oolemmaya zarar

vermeden, aspire edilir.

7. Pipetteki Birinci ve lIkinci kutup cisimcikler zigotunda
bulundugu, zigottan da uzak olacak sekilde, ayni damlaya
birakiir veya manipulasyona bagh olarak, zigotun

bulundugu damlanin yanindaki damlaya da aktarilabilir.

8. Kutup cisimcigi biyopsisi islemi tamamlandiktan sonra
biyopsi uygulanan zigot klivaj kultir ortamina alinir ve

inkUbatore kaldirilir.

9. Kutup cisimciklerinin  bulundugu petri kabi Genetik
laboratuvarina  doldurulmus  kutup cisimcigi  Biyopsi

Formunun bir érnegi ile teslim edilir.

Resim 44: Kutup cisimcigi biyopsi islemi
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3.10.2. Embriyo Blastomer Biyopsisi

Embriyo biyopsi iglemi, 7 hicreden fazla blastomere sahip

embriyolara yapilabilmektedir.

1. Biyopsi iglemi analiz islemi de g6z 6nunde bulundurularak,
embriyolarin blastomer sayilarida bu iglem igin elverisli ise,
3.gun, 4.gun veya 5. Gun (embriyo gelisim hizina gore 7

veya 8 hucrenin tzerindeki gelisim duzeyinde) yapilmalidir.

2. Embriyo biyopsi islemi Kalsiyum(Ca*™?) ve Magnezyum
(Mg*?) iyonlarini icermeyen, sukroz ve HEPES igeren, EB
kultar ortaminda (37°C de inkube edilmis ) , silikon oil

iceren, biyopsi pipeti baglantili mikroenjektor .kullanilir.

3. lIslem mikromanipulatdr sistemi olan, isitici tablali (37°C)
inverted mikroskop (OLYMPUS I[X71) altinda gergeklestirilir
(10X-40X objektifler kullanilir).

4. Biyopsi dishinde ve embriyo kultir dishine, embriyo
numaralari, embriyonun bulundugu damlanin yanina, cam

kalemiyle yazilir.

5. Embriyo biyopsisine uygun embriyolara, lazer ile olusturulan
acikliktan silikon oil igeren, biyopsi pipeti (30-35 um)
baglantili mikroenjektdr ile bir blastomer aspire edilir.

6. Aspire edilen blastomer etrafi isaretlenmis yan damlaya

birakilir.

7. Biyopsi uygulanan embriyolar, kultir ortaminda yikanir ve

kultlr ortami iceren petri kabi iginde inkUbatore kaldirilir.

8. Aspire edilen blastomerlerin bulundugu petri kabi Genetik
laboratuvarina doldurulmug EB Biyopsi Kayit Formunun bir

ornegi ile teslim edilir.
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Resim 45: Embrio biyopsi iglemi

3.11. Embriyo Transfer islemi

Embriyo Transfer islemi , kateterin daha rahat yerlestirilebilmesi
ve embriyolarin rahim icersinde nereye konuldugunun tam olarak
izlenebilmesi igin dolu mesane ile ultrasonografi kontrolii altinda yapilir. islem
agrisizdir ve anestezi gerektirmez. Jinekolojik masada vajene spekulum
yerlestirildikten sonra vajen ve rahim agzi steril serum veya 6zel sivilar ile
temizlenir. ince bir kateter yardimi ile embriyolar endometriumun en uygun
bolgesine birakildiktan sonra katater yavas bir sekilde geri gekilir. Transfer
islemi tamamlandiktan sonra embriyolarin hepsinin verildiginden emin olmak
icin embriyolog tarafindan katater kontrol edilir. En iyi kalitedeki embryolar
transfer edildikten sonra eger artan embryo varsa bunlar dondurularak

saklanabilir.

Katatere embriyo c¢ekme islemi stereo mikroskop altinda
gerceklesir. Embriyolari getiren embriyolog embriyolarin petri kabinda saat
12 pozisyonunda olacak sekilde stereo mikroskop altina koyarak ve
objektifin blyukligini ve goruntiyu transfer edilecek embrilogun gézine
uygun sekilde ayarlar ve kontrol eder. Transfer enjektoru kataterin ucuna
takili olan ve ucundan yaklasik 5 ul kadar iceri hava ¢ekilmis kataterin ucu
embriyolarin i¢cinde bulundugu damlacigin igine alinir ve katatere yaklasik 5

ul kadar medium c¢eker. Kataterin ucunu mediumdan cikarir ve yine 5 ul

55



mediumun glecegi seviyeye kadar hava ¢eker. Hava ¢ektikten sonra kataterin
ucunu embriyolarin bulundugu damlacik igine g¢eker ve yaklasik 10ul kadar
medium c¢eker. Bu igslem esnasinda embriyolari da katatere c¢eker ve
embriyolarin 10ul lik medium ortasinda olmasina dikkat eder. Embriyolari
katatere ¢ektikten sonra kataterin ucunu cikarir ve yaklasik 5 ul lik mediumun

gelecegi seviyeye kadar hava geker.

Son olarak tekrar kataterin ucunu solisyon oratmina sokar ve
5 ul kadar medyum c¢eker. Kataterin ucunu steril petri kabin kapaginda
bulunan sivi ile yikar ve spanc ile kataterin ucundaki mineral yag siler.
Transfer iglemi tamamlandiktan sonra embriyolog katateri alir ve igini, ug
kismi petri kabin kapaginda bulunan mediumu iginde tutar, transfer enjektoru
kataterden cikarilir ve yerine iginde bir miktar medium olan insulin
enjektoranu takar ve kataterin igindeki mediumu bogaltip, kateterde embriyo

kalip kalmadigini stereo mikroskopu altinda kontrol eder.
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4. BULGULAR

4.1. Cahgma Modeli

Bu calismaya 279 preimplantasyon genetik tani uygulanmis
hasta dahil edilmistir. Calisma 2010 Mart ayi ile 2015 Mayis ayi iginde
sonuclandiriimigtir, retrospektif bir calismadir. Taksim Alman Hastanesi ve
Ankara Centrum Tup Bebek merkezinde tedavi gormus olgulardan
hazirlanmistir. Hastalar 38 yas alti olgu gruplarindan
secilmislerdir.Hastalarda tekrarlayan implantasyon basarisizligi (en az 2 an
fazla 4 tekrarlayan basarisiz denemeler) gozlenmis ve preimplantasyon
genetik tani esliginde vf tedavisi planlanmistir. Embriyo gelisiminin 1.
Gununde kutup cisimcik biyopsisi (n=134) ve 3.gununde blastomer biyopsi
(n=776) uygulamak Uzere FISH (Fluorescence In Situ Hybridisation) teknigi
ile blastomerlerin degerlendirmeleri yapilmigtir. Embriyolardan 3. Ve 4.
Gunde en fazla 1 blastomer alinmak suretiyle biyopsi uygulanmistir, 2 raund
calisma yapilmis ve su problar taranmistir: 13,15,16,17,18,21,22,X,Y.Farkli
oosit morfolojilerinden gelisen embriyolarin biyopsi sonrasi kromozomal

kurulumlarinin nasil etkilendigi ortaya konulmustur.

Oositler morfolojilerine gore 4 ayri gruba ayrilmak suretiyle

degerlendirilmiglerdir.

GRUP_I: Normal oosit morfolojisinden gelisen toplam 1817
embriyonun preimplantasyon genetik tanimlama sonrasi elde edilen

sonuglara yer verilmigtir ve grup kontrol grubu olarak degerlendirilmistir.
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Grup |

n=1817

Resim 46: Grup | ‘de bulunan toplam 1817 normal oositten gelisen embryo
calismanin kontrol grubu olarak degerlendirilmigtir.

GRUP 1I: Homojen ve merkezi olarak granilasyon goésteren
yada sitoplazmasinda reflaktil cisimcik iceren oosit morfolojisinden gelisen
toplam 387 embriyonun preimplantasyon genetik tanimlama sonrasi elde

edilen sonuglara yer verilmigtir.

Grup Il

n=387
Resim 47: Grup Il ‘de bulunan toplam 387 sitoplazmik granilasyon ve

reflaktile cisimcik igceren oositten gelisen embryo ¢alismanin 1.
Anomali grubu olarak degerlendirilmistir.

58



GRUP llI: Perivitaline ve zona anomalileri iceren sitoplazma
digi dismorfik sorunlari olan oosit morfolojisinden gelisen toplam 508
embriyonun preimplantasyon genetik tanimlama sonrasi elde edilen

sonuglara yer verilmigtir.

Grup Ill

n=508

Resim 48: Grup Il ‘de bulunan toplam 508 ekstra sitoplazmik (sitoplazma
digi, perivitalin i¢i) anomali gésteren oositlerden gelisen
embryolar ¢alismanin 2. Anomali grubu olarak degerlendirilmistir.

GRUP IV: Bunlarin digindaki anomalileri iceren oosit
morfolojisinden gelisen (sitoplazmik vakuolizasyon, diz endoplazmik
retikulum aglitasyonu, dizensiz oelemma gibi) toplam 193 embriyonun
preimplantasyon genetik tanimlama sonrasi elde edilen sonuglara yer
verilmistir. istatiksel analizler Pierson cooelation analysis kullanilarak

yapilmistir.
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n=193

Resim 49: Grup IV ‘de bulunan toplam 193 sitoplazmik vakuolizasyon, diz
endoplazmik retikulum aglitasyonu, dizensiz oelemma igeren
oositlerden gelisen embryolar ¢alismanin 3. Anomali grubu olarak
degerlendirilmigtir.
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Calismada incelenen oosit anomalilerinin
gruplandinimasi ve yiizdeleri

2905 M Il Oositler n Yo

Normal Morfoloji 1817 62.5% ] Grup |
Merkezi Granilasyon 204 7.0%
Yaygin Graniilasyon 98 3.4% ] Grup Il

Koyu sitoplazma 85 2.9%
Genig Perivitalin Aralik 9.4% ] Grup Il

Dar Perivitalin Aralk 8.1%
Oval Yapi 0.8%
ic duble zar 1.0%
vakuolizasyon 0.9%
Oolemma Anomalileri 2.%
SER 1.8%

Grup IV
(%6.6)

Sekil 3: Oositlerin morfolojik 6zelliklerinin sayisal dagilimi

4.2. Galigma Sonuglari

 ow owpu lowpn lowpv
----

2.Gun embriyo duraksama
orani (%

3.Gilin >6 hicreli embriyo orani sy

4.Gun >10 hucreli embriyo orani
(%)

(*):p<0,05

Sekil 4: 4 Ayri grup oosit morfoloji gosteren oositlerden geligen embriyolarin
fertilizasyon ve klivaj oranlari gdsterilmistir.
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4.gruptaki oositlerden (vakuolizasyon, smooth-reguler
endoplazmik retikulum ve irreguler i¢ zar gozlenen oositler) elde edilen
embriyolarda dollenme orani (%49,2) ve 3. Gun (mikroenjeksiyon igleminden
72 saat sonra) 10 hicre Uzeri blastomer (34,2) kaydi anlamli olarak (p<0,05)
disUk goéziukmektedir. Anlamli olmamakla beraber 3. Gunde 6 hicre Uzeri

embriyo orani gene diger gruplara gore dusukluk gostermektedir (%51,5) ve

bu durum biyopsi yapilabilen embriyo oranini dasurmustar.

 lew o ewpucwn

Anomall orani (%

Embriyo blastomer biyopsi
sa 1si (n

Anomali orani (% 0,9 71,4(%)

(*):p<0,01

Sekil 5: 4 Ayrn grup oosit morfoloji gosteren oositlerden gelisen zigot ve
emriyolarin kromozomal anomali oranlari gosterilmistir.

Doéllenme sonrasi yapilan kutup cisimcik biyopsisi sonrasi
anormal embriyo orani gruplar arasi farklilik géstermemekle birlikte 3. Gun
yapilan embriyo biyopsi sonrasi 4.gruptaki oositlerden (vakuolizasyon |,
smooth (duz,reguler) endoplazmik retikulum ve irregller i¢ zar gozlenen
oositler) elde edilen embriyolarda istatiksel olarak anlamli olarak (p<0,01)

anomali artig1 gozlenmistir.
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Kutup Cisimcik Biyopsi Sonrasi1 Genetik Inceleme
Sonuclar

45 0%
40 0%
35,0%
30,0%
25,0%
20,0%
15,0%
10,0%

5.0%

0.0%

Grafik 1:

45,0%
40 0%
35,0%
30,0%
260%
20,0%
15,0%
10,0%

50%

T 196
0,0%

Polploidy Monosonmy Triscnry Comples:

4 Ayri grup oosit morfoloji gosteren oositlerden gelisen zigotlardan
alinan kutup cisimciklerde FISH analizi sonucu go6zlenen
kromozomal anomalilerin karsilastiriimasi

Embriyo Blastomer Biyopsi Sonrasi Genetik
Inceleme Sonuclan

Complex

Pohyploidy Mons omy Trisomy

Grafik 2: 4 Ayni grup oosit morfoloji goOsteren oositlerden gelisen

embriyolardan 3.gun biyopsi ile alinan blastomerlerin FISH
incelenesi sonucu kromozomal anomalilerin kargilastiriimasi
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4.3. istatiksel Degerlendirmeler

istatiksel degerlendirmeler n ve yilizde degerleri (zerinden
hesaplanmigtir. Data analizleri pierson correlation analysis kullanilarak
degerlendirilmistir. Boylelikle s6zkonusu 4 grup birbirinden bagimsiz olarak

istatilerl parametrik olarak kargilastiriimistir.
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5. TARTISMA

Son yillarda yardimci Ureme tekniklerinde yapilan tim
calismalar embriyo gelisiminde laboratuar sartlari ve klinik uygulamalar
optimize edildigi sartlarda gamet morfolojisinin ve kalitesinin embriyo gelisimi

Uzerine etkisinin ¢ok fazla yer aldigi1 yontndedir ( 1,3,6,7 ,8).

Oosit morfolojisi fertilizasyon oranlarini, embriyo kalitesini ve

gebelik oranlarini ciddi olarak etkilemektedir (18) .

Yapilan son c¢alismalar oosit morfolojisindeki anormalliklerin
yuksek oranda multi-faktoryel olduklarini goéstermektedir. Bunlardan ilki
uygulanan kontrolli ovaryen sitimulasyon protokollerinin oosit Uzerinde
olusturabilecegi olumsuz etkilerdir. Yaygin olan kani, stimulasyon olmaksizin
atreziye ugrayarak elimine edilebilecek anormal yapiya sahip oositlerin
kullanilan stimulasyon protokolu ile matur hale gelebilme olasiliklarinin tedavi
uzerinde olumsuz etki olusturabilecekleri yonundedir (10). Calismalar, normal
bir stimulasyon programi sonrasi elde edilmis insan oositlerinin %30’'undan
daha fazlasinin sayisal kromozom anomalileri igerdiklerini ortaya koymustur
(12,13).

ikinci dnemli etken, oositin maturasyon siiresi boyunca iginde
bulundugu ve gelisimini tamamladigi ortam ve hormon parametreleridir.
Hipoksik bir folikilden elde edilen oositler ile kotl embriyo gelisimi sergileyen
oositler arasinda bir baglanti oldugunu Van Blerkom ve arkadaslari yaptiklari

calismada gostermislerdir (14).

Bu calismada oosit morfolojisindeki anomalilerinin  sebep
oldugu kromozomal aneuploidy oranlari Uzerine sonuglara yer verilmistir.
Oncelikle oositler morfolojilerine gére 4 ana gruba ayrilmislardir.1. grup

kontrol grubu olarak belirlenmistir ve normal morfolojili oositler ve bu
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oositlerden gelisen embriyolardan olugsmaktadir.2. grupta stoplazmik
granulasyon gosteren ve reflaktil cisimcik iceren oositler ve onlardan gelisen
oositlerden gelisen embriyolar degerlendirilmistir.3. grupta sitoplazma digi
morfolojik anomalilerden gelisen oositler ve embriyolar dederlendirilmistir.4.
Grupta ise sitoplazmik vakuolizasyon ve duz endoplazmik retikulum
aglutinasyonu  gobzlenmis oosit ve onlardan gelisen embriyolar

degerlendirilmigtir.

Grup 4’te bulunan vakuolizasyon ve smooth-diz endoplazmik
retikulum aglitasyonu gozlenen grupta embriyo biyopsi sonrasi kromozomal
degerlendirmelerine bakildiginda gruplar arasi anomali oranlarinda 4. Grupta
anlamli aneuploidi oranina rastlanmistir. (Grupl,Grupll,GRUPIII ve Grup V)
(%41,3,%43,1,%50,5 ve %71,4*) (*p<0,01).

Sitoplazmik vakuollerin sivi  dolu 6ld alanlar oldugunu
dusundrsek o6zellikle vakouol sayisi ve buyukligline goére oositin igerdegi
flament, organel ve kromozomal materyalleri diginda birakmakla birlikte
sitoplazmik devinim sirasinda metamorfik degisim ve bdlinme déngulerine
negatif olarak yansidigi ve mitotik devinimlerde hasara yol acti§i ortaya
konmustur (31). Ozellikle bu bélinme problemleri kutup cisimcik kromozomal
degerlendirmesi degilde blastomer biyopsi degerlendirmesi sonrasi gdzlenen

yuksek anomali oranlarini agiklamaktadir.
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6. SONUG

Bu calisma o6zellikle sitoplazmik vakuolizasyon ve endoplazmik
retikulum aglitinasyonu gosteren oositlerden elde edilen embriyolarda
yuksek oranda kromozomal aneuploidi goézlendigini ve bu 6zelikteki gamet
eldesinin yardimci dreme teknikleri uygulamalarinda bir preimplantasyon
genetik tani endikasyonu olusturdugunu gostermektedir. Bu hasta grubunda
uygulanacak 3. Gun blastomer biyopsi veya bu ¢alisamada yer almamakla
birlikte 5. Gun trofektoderm biyopsi uygulamalari sonrasi preimplantasyon
genetik tani degerlendiriimesi 1siginda daha yuksek oranlarda devam eden

ve saglikli gebelikler elde edilmesi mumkundur.

Anormal gamet morfolojisi olarak nitelendirilebilecek bu
endikasyon, tekrarlayan implantasyon basarisizligi veya acgiklanamayan
infertilite olgularinin aydinlatiilmasinda ve gebelikle sonuglandiriimasinda

PGT ile gercek anlamda bir tani ve tedavi imkani ortaya koymaktadir.
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8. OZET

Amag

lyi kalitede ve kromozomal olarak hayatla bagdasan embriyo
elde edilebilmesinin en énemli etkenlerinden biri oosit kalitesidir.Bu nedenle
embriyo skorlamasinin ilk asamasini oositlerin morfolojik anomali
siniflandirmalari olusturur.Bu calismada morfolojilerine gore siniflandirilan
oositler ve bu oositlerden elde edilen embriyolara yapilan polar cisimcik ve
blastomer biyopsi sonrasi kromozomal anomali sonuglarina goére oosit
morfolojik anomalilerinin 6nemi ve preimplantasyon genetik tani agisindan

endikasyon olusturabilme olasiliklari tartigiimigtir.

Materyal ve Method

Alman Hastanesi ve Ankara Centrum TUp Bebek merkezlerinde
2010 mart ay1 ve 2015 mayis ay! arasinda tedavi gormek igin basvurmus
279 pgt uygulanmig hasta ¢alismaya dahil edilmistir. Hastalar 38 yas alti olgu
gruplarindan secilmiglerdir.Hastalarda tekrarlayan implantasyon basarisizligi
(en az 2 an fazla 4 tekrarlayan basarisiz denemeler) gozlenmis ve
preimplantasyon genetik tani esliginde vf tedavisi planlanmistir. Embriyo
gelisiminin 1. Gununde polar cisimcik biyopsisi (n=134) ve 3.gununde
blastomer biyopsi (n=776) uygulamak Uzere FISH (Fluorescence In Situ
Hybridisation) teknidi ile blastomerlerin degerlendirmeleri yapilmigtir.
Embriyolardan 3. Ve 4. Glinde en fazla 1 blastomer alinmak suretiyle biyopsi
uygulanmigtir, 2 raund ¢alisma yapismis ve su problar taranmigtir:
13,15,16,17,18,21,22,X,Y.Farkli oosit morfolojilerinden gelisen embriyolarin
biyopsi sonrasi kromozomal kurulumlarinin nasil etkilendigi ortaya

konulmustur.
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Oositler morfolojilerine gbére 4 ayri gruba ayrilmak suretiyle

degerlendirilmiglerdir.

GRUP_I: Normal oosit morfolojisinden gelisen toplam 1817
embriyonun preimplantasyon genetik tanimlama sonrasi elde edilen

sonuglara yer verilmigtir ve grup kontrol grubu olarak degerlendirilmistir.

GRUP _1I: Homojen ve merkezi olarak granulasyon gosteren
yada sitoplazmasinda reflaktil cisimcik iceren oosit oosit morfolojisinden
gelisen toplam 387 embriyonun preimplantasyon genetik tanimlama sonrasi

elde edilen sonuglara yer verilmigtir.

GRUP llI: Perivitaline ve zona anomalileri iceren sitoplazma digi
dismorfik sorunlari olan oosit morfolojisinden gelisen toplam 508 embriyonun
preimplantasyon genetik tanimlama sonrasi elde edilen sonuglara yer

verilmigtir.

GRUP IV: Bunlarin disindaki anomalileri igeren oosit
morfolojisinden gelisen (sitoplazmik vakuolizasyon, smooth endoplazmic
retikulum-diz endoplazmik retikulum aglitasyonu, dizensiz oelemma gibi)
toplam 193 embriyonun preimplantasyon genetik tanimlama sonrasi elde
edilen sonuglara yer verilmistir.istatiksel analizler Pierson cooelation analysis

kullanilarak yapiimigtir.

Bulgular

Grup 4’te bulunan vakuolizasyon ve duz endoplazmik retikulum
aglitasyonu go6zlenen grupta embriyo biyopsi sonrasi kromozomal
degerlendirmelerine bakildiginda gruplar arasi anomali oranlarinda 4. Grupta
anlamli aneuploidy ranina rastlanmistir. (Grupl,Grupll, GRUPIII ve Grup V)
(%41,3,%43,1,%50,5 ve %71,4*) (*p<0,01).
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Tartisma

Sitoplazmik vakuollerin sivi  dolu olu alanlar oldugunu
dusundrsek o6zellikle vakouol sayisi ve buyUkligline goére oositin icerdegi
flament, organel ve kromozomal materyalleri disinda birakmakla birlikte
sitoplazmik devinim sirasinda metamorfik degisim ve bdlinme déngulerine
negatif olarak yansidigi ve mitotik devinimlerde hasara yol actigi ortaya
konmustur. Ozellikle bu boélinme proplemleri kutup cisimcik kromozomal
degerlendirmesi degilde blastomer biyopsi degerlendirmesi sonrasi gozlenen

yuksek anomali oranlarini agiklamaktadir.

Bu calisma o6zellikle sitoplazmik vakuolizasyon ve endoplazmik
retikulum aglitinasyonu goésteren oositlerden elde edilen embriyolarda yuksek
oranda kromozomal aneuploidi gézlendigini ve bu 6zelikteki gamet eldesinin
yardimci ureme teknikleri uygulamalarinda bir preiplantasyon genetik tani

endikasyonu olusturdugunu gostermektedir.
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9. SUMMARY

Aim

Oocyte quality is one if the most important criteria to get a good
quality and chromosomally normal embryos because of this reason the first
part of the oocyte scoring is composed of grouping oocyte according to their
morphology. In this study, not only the importance of oocyte morphology
abnormalities after polar body and blastomer biopsies of embryos but also
the possibility of indiction generation for preimplantation genetic diagnosis

have been discussed.

Material and Methods

279 patients, who have applied Istanbul Alman Hospital and
Ankara Centrum IVF for ivf procedure, are the subjects of this study. Each
patient was undergone pdg and they were under 38. Repetitive
implantation failure is common for all subjects (minimum 2 maximum
4 repetitive  failures). Their ivf treatment was planned with
simultaneous preimplantation genetic diagnosis. Blastomer evalution was
done with FISH (fluourescent in situ hybridization) after day 1 polar body
(n=134) and day 3 blastomer (n=776) biopsies. Biopsy was done by taking
maximum one blastomer from day 3 and 4 embryos. The second turn of this
biopsy procedure was done for probe examination and these were used: 13.
15. 16. 17. 18. 21. 22. X. and Y chromosome probes. The effect of different
oocyte morphologies on chromosomal features of resultant embryos.
Oocytes were divided into four groups. Group I: This group is defined as the
control group and it includes 1817 embryos which are resultant of
oocytes that had normal morphologies. Each embryo was undergone the
preimplantation genetic diagnosis and their results were examined. Group II:

It includes 387 embryos which are resultant of homogen and
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central granulation observed oocytes and cytoplasmic reflactiie body
contained oocytes. Each embryo was undergone the preimplantation genetic
diagnosis and their results were examined. Group llI: It includes 508 embryos
which are resultant of oocytes that had perivitelline and zona abnormalities
and dysmorphic morphological problems on the outside of their cytoplasm.
Each embryo was undergone the preimplantation genetic diagnosis and their
results were examined. Group IV: It includes 193 embryos which had other
abnormalities besides above ones (cytoplasmic vacuolization, smooth
endoplasmic  reticulum agglutination, irregular oolemm, etc.). Each
embryo was undergone the preimplantation genetic diagnosis and their
results were examined. Statictical analysis was done by using Pearson

Correlation analysis.

Results

After the chromosomal examination of embryo biopsies was
done, group 1V, which contains cytoplasmic vacuolization and smooth
endoplasmic reticulum agglutination, have a higher aneuploidy rate among
all experimental groups (Group I: 41.3%; Group II: 43.1%; Group IlI: 50.5%;
Group IV: 71.4% and p<0.01).

Discussion

Cytoplasmic vacuoles can be considered as dead parts that are
full of liquid and they do not intake filaments, organelles, and chromosomal
materials that are included by oocytes. Especially nhumber of cytoplasmic
vacuoles have a negative impact on metomorphic alterations during
cytokinesis and cell division cycles also it harms mitotic cell cycles. These
cell division distruptions explain higher abnormality rates of blastomer biopsy

examination but not chromosomal evaluation of polar body.
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This study shows that embriyos which are developed from
oocytes have cytoplasmic vacuoles and endoplasmic reticulum agglutination
have chromosomal aneuploidy in higher rates. Additionally, it demonstrates
gametes have these abnormalities result in a pre- implementation genetic

diagnosis in assistes reproduction terchniques.

Key words: Oocyte dysmorphism, PDG.
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