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1. GIRIS VE AMAG

Laboratuvar sartlarinda, in vitro kdltdr ortaminin basarili calismasi,
embriyo transferi sonrasi yilksek gebelik sonuclari igin gerekli olan en 6nemli
etkenlerdendir. In vitro kultir ortamlarinin elektrolit ve enerji kaynaklarinin
modifikasyonlari sonrasi ylkselen gebelik oranlari elde edilmesi ile beraber
tekrarlayan implantasyon grubu hastalar Uzerine tartismalar gindeme gelmistir.
Basarisizlik nedeni tam olarak agiklanamayan bir grup hastanin konvansiyonel
kUltir ortamlari ile iyi embriyo gelisimi veya gebelik saglanamadidi ortaya

konmustur.

Bu sartlarda konvansiyonel kiltir ortamlarina altrnatif olarak yardimci
vlcut hicreleri Gzerinde in vitro ortamda insan embriyolarinda daha ylksek kalitede
gelisimler saglanmistir (1-8). Yapilan bircok calismada bu hucrelerle kurulan
sistemlerde embriyotropik faktoler Gretiminin arttigi ve kultar solusyonlarinin
detoksifiye edildigi gdzlenmistir (24-30). Ozellikle otolog endometrial kokdltlr
hicrelerinin embriyo morfolojisinin kalitesini ve blastosist gelisim oranlarini arttirdigi
ortaya konmustur (12,19,30,41). Ayrica embriyo gelisimi ve uterin ortam arasinda

senkronizasyon saglanabilme olasigi artmaktadir.

Bununla birlikte uygulanmasi hayli zaman alici ve maliyetli olan bu
teknigin uygulanabilirligi beraberinde birgok tartismayi getirmistir. Koklltlr sistemi
olmadanda tekrarlayan IVF denemelerinde konvansiyonel kuiltir ile gebelik
saglanabirligi, kokultirin hangi asamada daha basarli oldugunu tartismaya

acmistir.

Bu calismanin amaci otolog endometrial kokultir ile IVF tedavisi
uygulanacak hastalar icin, daha kesin bir endikasyon grubu belirleyebilmektir.
Boylelikle bu teknigin onerilebilecedi ve sonuglarin konvansiyonel kultur ortamina
gbre daha avantajli olabilecegi, hedef bir hasta grubu olusturulabilecek ve bu grup
icin tedavi programlarina otolog endometrial kokultur teknigi daha guvenle danhil

edilebilecektir.



2. GENEL BILGILER

GUnUmuzde yardimci Ureme teknikleri ile saglanan basari oranlarinin
embriyo transferi basina %35-40 oraninda oldugu gézlenmektedir. Bununla beraber,
tekrarlayan implantasyon basarisiziigi (TiB) goézlenen alt hasta grubunun, infertilite
problemi somut olarak ortaya konulamamis olmakla beraber embriyo gelisim
kalitesinin arttirlmasi yéninde yogun c¢alismalar gdésteriimektedir. Basarili bir
implantasyonun olusumuna engel olan heniz tanimlanmamis bircok etken ortaya
konulmus olmasina ragmen bazi fizyolojik, immunolojik, genetik ve endokrinolojik
faktorlerin bu basarisizliga neden oldugu kanitlanmistir. Tim faktoérlerin, laboratuvar
sartlari ve manuplasyon tekniklerinin optimize edildigi sartlarda, ideal embriyo
gelisimi sartlarina gére kurgulanmis hazir kiltir ortamlari bazi hastalarda yetersiz
kalabilmekte, embriyonun beslenme ve gelisimini saglayan reseptdrlerin aktivasyonu
saglamamaktadir. Sonugta embriyolarin gelisim duraksamasi, yavaslamasi,
kalitesinin bozulmasi veya embriyo ile gelisim ortami arasinda uyum
saglanamamasi gibi sonuglar gozlenmektedir. Genetik veya fizyolojik problem
olmamasina ragmen negatif gebelik sonucglarina sebep olabilmektedir (2).Genel
olarak bu grup hastalarda yavas yada dusuk kalitede embriyo gelisimi gdzlenmistir.
Embriyo kultir ortamlarinin optimize edilmesinin yaninda, hergln yeni gelisimler
gbsteren (konvansiyonel) kultir ortami modellerinin  kullanimi, laboratuar
ortamlarinin ¢ok daha in vivo sartlara yakinlastiriip kontrol altina alinabilmesi
glindeme gelmistir. Bunlarla birlikte Bu grup hastalarda galisilan bazi deneysel ko-
kaltir modellerindeki hicre gruplar ile daha ylksek kalitede embriyo eldesi ile

kazanilmis ¢ok degerli gebelikler saglanmigtir.(1-5)

Ozellikle tek diizlemli otolog endometrial ko-kiiltir (OEK) hiicreleri
(autologous endometrial coculture) ile umut verici birgcok sonug¢ rapor edilmistir
(6,7,8) . Bu yaklasim farkh kokultur hucrelerinden olasi bir kontaminasyon
olasiliginida ortadan kaldirmaktadir. Bu konudaki sonuglarda, arastirmacilarin
sonuclarinda sikgca vurgulanan ylksek oranda ve daha fazla blastomer sayisina
sahip blastosist eldesinin yani sira daha dislk oranda fragmantasyon ve blastomer
buyukliklerindeki egitlik, bunlarin dogal sonucu olarak saglanan yuksek gebelik ve
implantasyon oranlaridir (9,10,11). Embriyo gelisimi hakkinda bilgimiz her gecen

gln artmasina ragmen, gelisen bir embriyo icin gerekli olan tim ihtiyaclarin gerekli



konflgUrasyonlarda saglanabildigi bir embriyo kultir ortami hendz tanimlanabilmis
degildir. Bu nedenle anne ortamina en yakin ve otolog bir sisteme duyulan ihtiyag
sonras| destekleyici bir sisteme ihtiya¢c duyulmustur. Basal olarak hazir kiltir ortami
kullanilirken ayni ortamda destekleyici ve besleyici bir hicre yapisida bu kultur ile
embriyo arasinda tampon olarak yer almaktadir. Ddllenmis gamet hcrelerinin
embriyo transfer islemine kadar olan sure icerisinde tek bir diizlemde ¢ogaltilarak
kiltire edilen 6zel somatik hcreler ile ayni ortamda gelistiriimesi ko-kultlir embriyo

gelisim sistemi olarak tanimlanmaktadir.

Bununla birlikte sonugclar halen tartismali bulunmakta ve OEK teknigi
halen IVF uygulamalarinda yaygin olarak kullaniimamakla beraber bu sistem

sonugclara gore artik tanimlanmis bir endikasyon c¢ercevesinde kullaniimaktadir(10).

@ En az iki basarisiz tiip bebek denemesi

@ Gelisen embriyolarda belirgin yavas gelisim izlenmesi (3.glinde

<6 blastomer)

@ Kotu Morfolojide embriyo gelisimi (dUzensiz klivaj, birbirine esit

olmayan -uneven blastomer, yuksek fragmantasyon)

GUnUmuze degin ko-kultir ortami olarak bir ¢ok hicre tipi

kullaniimistir. Bunlardan sonugclari rapor edilmis bazi ¢galismalar sunlardir:

Koyun (2), ve tavsan tubal epitel hicreleri (12)
Sigir fibroblast hicreleri (13) , (14)

Vero hicreleri (15)

insan ampiiller hiicreleri (16)

insan granuloza hiicreleri (17), (18)

insan endometrial hiicreler (19), 20-21)



2.1. IVF Cahsmalarinda Otolog Endometial Ko-Kultiiriin

Yeri ve Avantajlar

IVF teknolojisinde tanimlanmis pek ¢ok ko-kiltir kaynagi denenmis
olmakla birlikte, sonuglari en ¢ok yayinlanmis ve yaygin olarak benimsenmis olan
sistem anne adayinin kendi rahim hucreleri ve serumunun kullanildigi (otolog)
endometrial ko-kultir sistemi oldugu goérilmektedir ( 20 ). Bu calismalarin ¢ogdu
sonug¢ olarak daha duslk fragmantasyon orani, esit ve gelisim gunine uygun sayida
blastomer olustugunu belirtmiglerdir (20-28). IVF teknolojisinde tanimlanmis pek gok
ko-kultir kaynagi bulunmasina ragmen bir cok merkezin otolog endometrial

hucreleri tercih etmeleri bir gok nedene dayanmaktadir:

Metabolik kilitlenmeyi onler: Ko-kiltir sistemindeki hucrelerin
sagladigi metabolitler embriyo metabolizmasina sureklilik getiren genetik
aktivasyonu saglarlar. Bdylece embriyoda metabolik gelisim bozukluklari, gelisim
geriligi ve duraksamasi engellenir ve dondurma iglemine karsi toleransi arttiriimig
olur. (24),(29)

Guvenlidir: Hastanin kendi hucreleri ve serumu kullanildidi i¢in diger

sistemlerine goére daha guvenli, fizyolojik, etik ve etkilidir (28).

Dengelidir:  Embriyo geligsimini destekleyen ve dizenleyen
maddelerin, bliylime faktorleri ve sitokinlerin ortamda dengeli ve surekli bulunmasini
saglamasi yaninda , bu faktorlerin embriyonik ekspresyonunun saglanmasi ile hiicre
reseptoru duzeyinde otokrin ve parakrin dizenlemeler ile embriyo gelisim kalitesini
arttirmaktadir. Boylece hulcresel dizeyde aligverisi duzenleyerek , sitokin ve
buyime faktori salgilanmasi ve kullanimini  dizenlemekte , ortamin

detoksifikasyonunu saglamaktadirlar (21,30).

Kontrol Mekanizmasi saglar: Ortam icerisinde antioksidan sistemler
olusturarak embriyo icin zararl olabilecek metabolik artiklarin embriyo ¢evresinden

uzaklastiriimasini saglarlar (31).



! Toksik Maddeler Biiyiime Faktorleri I

Sekil 1: Endometrial ko kultlr hicrelerinin etki mekanizmasi tam olarak
anlasilamamig olmasina ragmen ortamdaki potansiyel toksik
maddelerin uzaklastiriimasi ve blyimeye yardimci faktorlerin
ortama salgilanmasi yonunden embriyo gelisimine katki sagladigi
gozlenmistir. Embriyo ile aralarinda parakrin bir iletisim s6z
konusudur.

Stromal ve glandular hiicrelerin daha duzenli etkilegimi
saglanir: ilk hiicre pasaji dondurulmus otolog endometrial ko-kiiltiir sistemi
glandular ve stromal hiicre poptlasyonlarini ayni kalite ve miktarda igerir. Bu
yonuyle ardisik pasajlamalar sonrasi elde edilen ko-kultlr galigmalarindan

daha fazla oranda hucreler arasi iliski saglanabilmektedir (32,33).

implantasyonu Arttirir: Endometriyal hiicrelerin  embriyonik
parakrin molekiil salgilanmasi (B3 integrin) sonucu ézellikle TiB hastalarinda

endometrial reseptivite arttirihr (34).

Embriyo Gelisim Kalite ve Hizini etkiler: TiB hastalarinin 3.
gun embryo gelisiminin PGT 6ncesi biyopsi kriterlerine daha uygun duzeye
getirilmesi saglanir. Ayni nedenle hastalara daha yuksek oranda embriyo

dondurma tekniklerinin uygulanabilmesini mumkun kilar (23) (24).



2.2. IVF Cahsmalarinda Otolog Endometial Ko-Kultiiriin

Dezavantajlan

Bu o6zellikleri otolog endometrial ko-kultlr sistemi embriyo kalite
ve gelisim hizinin artmasini saglayarak gebelik sonuglarina olumlu etkileri
yaninda embriyo dondurulmasi, preimplantasyon genetik tani gibi onemli

teknikleri uygulama basarisinida arttirmaktadir.

Tum bunlarla beraber bu sistem halen bir ¢ok IVF
laboratuarinda ve hasta gruplarinda yaygin olarak kullanilamamaktadir,

bunun degisik sebepleri ise kisaca soyle tanimlanabilinir:

@ Ko-kultir hazirlanmasi ve takibi, laboratuar calismalarina ek
olarak yogun bir ig gucu ve teknik donanim

gerektirmektedir.
@ Kontaminasyon riski vardir.

@ Bir ¢ok IVF laboratuar galisani, oosit, sperm ve embriyo
disindaki hucre kulturd konusunda yeterli bilgi ve tecribeye

sahip degildir.

@ Konvansiyonel kultur ortamlarina gore ¢ok daha fazla

zaman almasi

Tim bu dezavantajlar ko-kualtlrin etkili bir sistem olmasina
ragmen neden tum hasta gruplarina uygulanamadigini da ortaya

koymaktadir.



2.3. Otolog Endometrial Ko-Kultlirtiin Calisma

Mekanizmasi

Ko-kultir Uzerine vyapilan c¢ok sayidaki c¢alisma, embriyo
gelisiminde énemli rol oynayan buylime faktori mekanizmasinin bu teknikle
cok daha aktif kullanildigi Gzerine yogunlagmaktadir. Ozellikle bazi biyiime
faktorlerinin embriyolar tarafindan tiketimi bu sistem ile gok daha yuksek
oranda ve kontrolli olabildigi gézlenmistir (27,28,29,30). En yodun olarak
mekanizmasinin etkilendigi saptanan blylume faktorleri ve islevlerini sdyle

ozetlemek mimkundur:

2.3.1. LIF (Lésemi inhibitor Faktor)

@ Embriyo ile endometrial hucreler arasinda parakrin

sinyalizasyonu saglar
@ Diger sitokinlerin aktivasyonunda rol oynar
@ Uterin reseptivitenin dizenlenmesinde rol oynar

@ Embriyonun i¢ hicre kitlesinin  pluripotent ozelliginin

devamhligini saglar.
@ Blastosist olusumunu indukleyici etkisi vardir.

@ Boylece implantasyonda 6nemli rol oynar (36).



Sekil 2: PN déneminde ko-kultlr tzerine alinan embriyolar gelisimin ileri
dénemlerine kadar ko-kultur dizleminde kulture edilirler. Bu
donemde ortamda endometriyal hucrelerden kaynaklanan blyime
faktor ve bunlarin reseptdér modulatér oranlari artar (28)

2.3.2. GM-CSF (Granulosit-Makrofaj Koloni Uyarici Faktor)

@ Endometrial hucrelerden salgilanan GM-CSF blastosist
yuzeyindeki reseptorine baglanarak proteinkinaz C’yi aktif
hale  gecirir.  Proteinkinaz C ise  blastosistten,
implantasyonda 6nemli bir roli olan interferon salinimini

uyarir.

@ Oksitosin reseptdr sayisini azaltarak corpus luteumun

devamliligini saglar (36).



2.3.3. EGF (Epidermal Buyiime Faktorii)

@ Endometriumdan blastosiste parakrin  sinyalizasyonu

saglayarak implantasyonda rol oynar.
@ |CM hcre sayisini arttirici etkisi vardir.

9 Blastosist formasyonunda rol oynar (24,30).
2.3.4. IGF (insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii)

@ Endometrial stroma hiicrelerinden salgilanan IGF, 8 hucreli
asamadan sonra embriyo yluzeyinden de salgilanmaya

baglar (3334

@ Protein sentezi, endositoz, glukoz transportu, metabolizma

ve gen ekspresyonu uzerinde etkileri vardir.

o Apoptozu baskilar (30,33,34).
2.3.5. IL (interl6kin)

@ Embriyo gelisiminin erken evrelerinde hucre artiginin

dizenli ve normal bir hizda gerceklesmesini saglar (27,35).
2.3.6. TGF (Transforming Growth Factor)

@ Blastosist hlicre sayisini, ekspansiyonunu arttirir .
@ Apoptozu baskilar.

@ implantasyonu artiric etkisi vardir (27,36-40).



3. GEREG VE YONTEM

3.1. Kokiiltiir Hazirlama Protokoli

Hasta, endometrial doku kultirt igin adetinden 17-24 glin sonra

(luteal faz suresince) klinige gelir. Pipel yardimi ile yaklasik 3-4 mm3’lik doku

parcalari alinarak laboratuvar islemleri baglatilir (41,42).

Sekil 3: Otolog Endometrial Ko-Kulturin sematik Ozeti. Hasta tedaviye
alinmadan 6nce luteal fazin son déneminde pipel yardimi ile
endometriyal  ornekler alinir. Degisik sentrifigasyon ve
sedimentasyon sureleri ile stromal ve glandular hucreler ayrilir ve
ayri flasklarda inkibe edilirler. Hicreler, kltir flaskinin %70-80’ini
kapladiktan sonra (%70-80 konfluent) hucreler ayri ayri
dondurulur. OPU gunudnden 3 gun once ¢odzulup 1:1 oraninda
hicreler karistiriip 4-gézlu petrilere birlikte ekilir. PN olugumu
g6zlenen 1.glin pre-embriyolari bu hucrelerin Gzerine alinir ve
blastosist evresine dek burada inkibe edilirler.
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3.1.1. Kullanilan Solusyonlarin Hazirhigi

3.1.1.1. Maternal Serumun Hazirlanmasi

Hastadan alinan kan,

e 3000 RPM'’de 15 dk. santrifuj edilir.

e Sipernatant yeni bir steril konik tipe alinip, 56C%”de 1 saat

inaktive edilir.

e 0.22 ve 0.45 pm’lik mikro filtrelerden gegirilir.

3.1.1.2. Soliisyon | (Ornek Alinma ve Yikama Soliisyonu)

Hazirlanmasi

%71’lik PSA (penicilinle, streptomisine ve Amphotericin B:

onceden 0.5 ml'lik bolinmis miktarlar olusturulup -18 C%de saklanir) ve
HEPES tampon iceren HTF (Human Tubal Fluid) ile hazirlanir. 49.5 ml
Hepes’li HTF 50 ml’lik konik tabanli tipe alinir ve tUzerine 0.5 ml PSA eklenir

(kullanilmayan kismi sonraki islemlere kadar +4°C’de saklanir). Bu

solisyonun 30 ml’'si ayri bir tipe (kollajenaz sollisyonu hazirlamak igin)

3.1.1.3. Solusyon Il (Kollajenaz Sollisyonu) Hazirlanmasi:

e 30 ml PSA igeren sollsyon (Solusyon ),

e 4 ml solusyon | icerisinde 7,5 mg kollajenaz bulunan tipe

koyulup vortekslenir,

e Steril etmek icin 0.22 pm’lik mikro filtreden gegcirilip filtre
edilerek enzimatik igleme kadar inkubatore kaldirilir.
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3.1.1.4. Soliisyon Il (inkiibasyon Soliisyonu/Besiyeri)

Hazirlanmasi:

e  %71lik PSA ve %7lik L-Glutamin igeren Glutaminsiz RPMI
(without glutamine) medyumundan [6nceden 50 ya da 100
ml'lik ambalaja sirasiyla 0.5 ve 1 ml PSA ve L-Glutamin
eklenir ve kullanilmayan kismi sonraki islemlere kadar +4
9C’de saklanir ve lizerine PSA (+) ve L-Glutamin (+) olarak

not edilir ve 30 ml’si bir flaska koyulur.

e Uzerine 3.3 ml inaktive edilmis hasta serumu (%10

oraninda) eklenir.

3.1.2. Dokunun Laboratuara Aktarilmasi

Onceden hastanin isminin Gzerine ve kapagina yazilmis olan
doku Ornek kabinin icine 5 ml Solisyon | konulup 6rnek alinana dek
inklbatérde saklanir. Ornek pipelden kaba aktarildiktan sonra hemen
bekletimeden laboratuara aktarilip islem baglayana kadar inklbator
sartlarinda bekletilir (37°C , %20 O2, %5COy).
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Resim 1: Ko-kultir dncesi iglem kazirliklari: 10ml’lik ve 5ml’lik ayri iki tip
sporu, onceden flasklarin i¢cine hazirlanmis olan Solisyon 1,1l ve
lll, degisik olgulerde serolojik tip ve pipetler, pipet tabancasi,
bunsen burner, ince uglu doku makasi, ince uclu penset, petripetri.

3.1.3. Dokularin Pihti ve Artiklardan Arindirilip Yikanmasi

Doku kabinda Solusyon | i¢cinde laboratuvara aktarilan dokular,
ince ucglu penset araciligi ile buyuk boy (10 cm ¢apinda) petriye 5 mi

Soliisyon | ile aktarilir. islem bir kez daha tekrar edilerek dokular yikanir.
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Resim 2: Dokularin penset ile ayrilip petri petri icinde Solusyon 1 ile
yikanmasi .

3.1.4. Mekanik Pargalanma

Enzimatik parcalanma oncesi; yuzey alanini genigleterek enzim
reaksiyonun etkisini arttirmak amaci ile doku makasi yardimi ile dokular
mUmkin oldugunca kiglk pargalara ayristirilir (En blyldk parca 1mm?3

oluncaya kadar parcalanir).
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kUgultilmesi.

3.1.5. Enzimatik Pargalama

10 cm c¢apindaki petriye (Falcon Corning 351029 North
Carolina, United States) 10 ml kollajenaz solusyonu (Solusyon 1) ilave edilir.
Petri ylzeyi bu SolUsyonla yikanarak tium dokular pipetle toplanir. Toplanan
dokular 15 ml'lik konik tlipe aktarilir. 37C%deki su banyosunda 5 dakika
bekletilir. Su banyosundan alinan dokular, homojenize edilir, 5 sn beklenir,
daha iri pargalar asagiya inmeye bagsladidinda Ustteki kugUk parcalar
medyumun bir kismi ile birlikte alinip yeni bir konik tiipe koyulur. Kalan tip
(ve icindeki dokular) Uzerine hasta adi, tarih ve gland yazilir ve igindeki fazla
medyum atilir. Yeni tup ise stroma 1 tupu olarak adlandirilir ve hasta adi ve
tarih eklenir. Bu stroma 1 tipu 1500 g'de 5 dk santriflj edilir. Stpernatant
atilp, 5 ml kollajenaz eklenir. 37°C’deki ¢alkalamali su banyosunda 5 dk
bekletilir. Pastoér pipeti ile homojenize edilip, 10 sn beklenir. SUpernatan,

pellet altta cok az kalana kadar c¢ekilip, stroma 2 tiputne aktarilir.
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Resim 4: Petrinin yikanip dokularin toplanmasi ve konik tibe aktarimi ve
Uzerine enzim (SolUsyon Il) eklenmesi.

Resim 5: Dokularin enzim esliginde 37°C ‘lik su banyosunda bekletiimesi ile
enzimatik pargalanma suresinin baglatiimasi.
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Resim 6: Parcalanma sonrasi ilk ayrilan hicre grubu: Glandular hicreler.

1 nolu stroma tipul beklerken, 2 nolu stroma tlpt 1500 g’'de
5 dk santrifuj edilir. Supernatant atilir, 5 ml kollajenaz

eklenir.
37°C’deki calkalamali su banyosunda 5 dk bekletilir.

Pastor pipeti ile homojenize edilip, 10 sn beklenir.
Supernatant, pelet altta ¢ok az kalana kadar c¢ekilip, stroma

3 tlpune aktarilir.

2 nolu stroma tlpu beklerken, 3 nolu stroma tlipu 1500 g'de
5 dk santrifij edilir. SUpernatant atilir, 5 ml kollajenaz

eklenir.
37°C’deki gcalkalamali su banyosunda 5 dk bekletilir.

Pastor pipeti ile homojenize edilip, 10 sn beklenir.
Supernatant, pelet altta ¢ok az kalana kadar ¢ekilip, stroma
4 tupune aktarilir.

3 nolu stroma tupu beklerken, 4 nolu stroma tlpu 1500 g'de
5 dk santrifij edilir. SUpernatant atilir, 5 ml kollajenaz

eklenir.
379C’deki calkalamali su banyosunda 5 dk bekletilir.
Supernatant atilir.
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Resim 7: Glandular hucreler ayrildiktan sonra, farkli sedimentasyon ve
sentrifigasyonlar sonrasi ayriimis 4 ayri stromal hicre c¢okeltisi
(Stroma LILIILIV).

3.1.6. Stromal ve Glandular Huicrelerin Ekimi (Inoculation):

e Her bir tip icin 5 adet 50 ml'lik flask alinip, Uzerlerine hasta

adi, tarih, gland, stroma 1,2,3 ve 4 yazilir.

e Tum tuplerdeki (gland, stroma 1,2,3 ve 4) Ustte kalan fazla
medyum cekilir ve her birine 5’er ml ko-kultur kaltir sivisi
eklenir. Homojenize edilir ve her bir tip kendi flaskina ekilir.

Ardindan ko-kaltur igin ayrilmig bir inkUibatdre yerlestirilir.
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Resim 9: Ekimi tamamlanmis ve inkUbator igine yerlestiriimis ko-kaltur flaks
gOruntasu.

3.1.7. Dondurma Protokoli

Dondurma Soliisyonu: 2.25 ml hasta serumu + (damla damla
calkalayarak) 0.25 DMSO eklenir ve vortekslenir.
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Resim 10: Ko-kultir dondurma sivisinin hazirlanisi.

e Dondurulan hucreleri saklamak icin kullanilacak vialler

buzlukta kutu igerisinde sogutulur.

Eger hicreler flaskta ise kontrol edilir ve kultlir kabina alma
protokolu uygulanarak falcon 2095 tup icerisine alinir.1500
devirde 5dak. Santrifuj edilir.

Santrif(j sonrasi Ust kisim atilir ve pellet Uzerine 0.5ml hasta

serumu ile hazirlanmigs RPMI’li medium eklenerek diltie edilir.

1 ml Freezing solisyonu, dilue edilmis pellet Gzerine damla

damla cgalkalayarak 2 dk icerisinde eklenir.
Buzlukta bekletilen viallere konur.

Cizgiye kadar sivi Nitrojen doldurulmugs kopukte seritler
uzerinde 30 dk bekletilir ve son olarak Nitrojen ‘e daldirilarak

adresine yerlestirilir.
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Resim 11:

Resim 12:

Ko-kultir dondurulmasi.

Dondurulmus ko-kultur hucrelerinin saklanmasi.
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3.1.8. Gozme Protokolii

e Hastaya ait doku adresinden bulunur ve oda isisinda

e Vial icerisindeki hucreler, falcon 2095 tlpe aktarilir ve
Uzerine 5 ml DPBS eklenir.1500 devirde 5dk santrifuj edilir.

e Santrifuj sonrasi Ust kisim atilir ve pellet Gzerine 0.5ml kaltar
kabina alma sollsyonu ekleyerek dilue edilir ve 1.5ml daha
ekleyerek 1500 devirde 5 dk. Santrifuj edilir. Santrifuj
sonrasi; Ust kisimdan 1.5ml cekilir.orta kisimda kalan 0.5ml

lik kisim pelleti dagitmayacak sekilde alip verilerek tamamen

cekilir.

Resim 13: Cozulen hiicrelerin sentrifligasyon sonrasi tlipte gérinimu.

e Pellete hazirlanmig solisyondan 0.5ml eklenerek ve
homojenize edilir. Hicre sayma kamarasi ile hicreler sayilir.
Trypan blue ile yapilan viabilite olgumunden sonra her
kuyucug@a ortalama 300.000 /ml canli hiicre gelecek sekilde
ekim yapilir (hlcre sayisina goére inkiibasyon sollsyonu ile
dilie ederek kullanilir. Burada elde edilen hicre kultiri %50

glandular % 50 oraninda stromal hicrelerden olusmaktadir.
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Resim 14: Yikanmis hdcreler hicre sayma kamarasina 1pl, trypan blue 1l
olacak sekilde karigtirilmak suretiyle yerlestirilir ve faz mikroskop
ile sayilir. (Trypan blue ile boyama sonrasi igine mavi renkli
boyayi almamig hucreler vital olarak degerlendirilip sayisal oranti

ile seyreltme ve ekim miktari hesaplanir).

Otolog Endometriyal Ko-Kultur

Strateji
< d=r
Stromal Hucreler% @ Glandular Hiicreler

Sekil 4: iglemler sonrasi elde edilen stromal ve glandular hiicreler %50
oraninda olacak sekilde dondurulur ve iglemden 3 gun Once
¢cozulerek ¢cok gozlu petrilere ekim yapllir.
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Resim 15: 4 gozlu petri yizeyine yapismis ¢dzme sonrasi hicreler.

3.1.9. Ko Kiiltiir Hiicrelerinin Tanimlanmasi

3.1.9.1. Endometrial Stromal Hiicreler:

Resim 16: Endometriumda salgr meydana getiren kuguk bez gruplarin
aralarint  dolduran stroma hicreleri adini  alan destek

hdcrelerinden olugurlar. Bu hucreler buyuyerek yayginlasirlar.
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3.1.9.2. Endometrial Glandular Hiicreler:

Resim 17: Endometrial hiicreler kalinlasip uzayarak yayginlasirlar.

3.2. Oosit Toplanmasi (Opu)

Oosit  toplama, Ovaryum  follikUllerinden  yumurtalarin
toplanmasidir. igne ile follikiiliin icine girilir, buradaki sivi ve yumurtalar igne
ile emilir ve yumurtalar iglerine kultir sivisi konulmus kaplara yerlegtirilir.
Yikama ve karsilama kualtir sivilarinda basal kdltar olarak HTF-HEPES
kullaniliyor ancak tek farklari ek olarak kullanilan katki maddeleridir. Yikama
sivisi iginde ek olarak bulunan heparin, kanin pihtilagmasini onleyici bir etki
yaratmaktadir. Bunun yani sira kargilama sivisindaki HSA da oositlerin petri

kabina yapismasini engellemek amaci ile eklenmektedir.

1. OPU transvajinal ultrasonografi esliginde genel anestezi

altinda yapilir.

2. Oosit kalitesini  ve neticesinde embriyo geligimini
etkileyebilecek olan i1s1, osmolarite ve pH degisimlerini en
aza indirmek igin, tim islem ekip olarak en kisa slrede

gerceklestirimeli ve oositler en kisa zamanda kultur
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ortamina (%10 HSA iceren HTF) alinip inkubatore

kaldiriimalidir.

. Otomatik aspirasyon pompasinin isitmali zemininde duran
18 ml'lik tiplere aspire edilen folikll sivisi hemsire Isisini
koruyarak laminar air flow’un isitiimis ylzeyinde duran 35
mm c¢apindaki steril petri kabina doker. Embriyolog kag¢
folikil aspire edildigi konusunda hemsire tarafindan

bilgilendirilir. Daha sonra tlip enfekte atik torbasina atilir.

. Petri kabin igindeki folikliler sivida oosit aranmasini
embriyolog stereomikroskop yardimi ile gergeklestirilir. ilk
once, petri kap mikroskopun 1sIginin  Gzerinde
egimlendirerek c¢evrilir ve KOK (kimulGs-oosit-korona
kompleks ) varligi kontrol edilir. Gorulen KOK’lar 6nceden
hazirlanmis olan genis ¢apli steril pastor pipet yardimi ile
stereomikroskop altinda ve isitici yuzey ustunde bulunan ve
oosit karsilama medyumu iceren petri kaba dikkatli sekilde
aktariir. MUmkin oldugunca az miktarda folikul sivisi ve

eritrosit transferi yapilmasina dikkate edilir

. Islem sonunda embriyolog sag ve sol overden toplam kac

oosit alindigi hakkinda, hemsgire ve doktoru bilgilendirir.

. Toplanan son folikil sivisininda laboratuara teslim
edilmesinden sonra embriyolog, insulin enjektorlerinin
yardimi ile oosit kargilama sivisindaki tum oositleri, petri
kabin eritrosit icermeyen bolgesine toplar.

. Daha sonra oosit kumulus diseksiyonu gergeklestirilir. Bu
islem sirasinda sag ve sol elde bulunan insilin enjektorleri
ile kumulus-mass igerisinde bulunan oosit kumulus-mass’in
kenarina getirilir ve oosite yakin kisimdan kumulus-mass

kompleksi kesilerek oositten uzaklastirilir. Diseksiyon
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tamamlandiktan hemen sonra, inkubatorde bulunan 1 gece
onceden hazirlanmis Uzeri 3 ml'’e mineral oil ile kaplanmis
olan %10 HSA’lI HTF medyumuna alinir oositlerin
konuldugu damlacigin etrafi cam kalemi ile isaretlenir ve
hastanin adi-soyadi tekrar kontrol edildikten sonra petrinin

altina yazilr.

8. Disekiye edilmis oosit c¢apina uygun olarak ucu
yuvarlatiimig olan steril pastor pipeti ile oositlerin alinacagi
petri kabindan bir miktar kultr medyumu(~5pl) cekilir ve
disekiye edilmis oositlerin timu, az miktarda medium ile

toplanir.

9. Oositler, damlacik iceren petri kabi icinde eritrositlerinden
uzaklastirilmak igin kdltur damlaciklarinda birkag kez
pipetlendikten sonra az miktarda kultur sivisi ile toplanir ve

temiz olan damlaciga birakilir.

3.3. Oositlerin Soyulmasi (Deniidasyon islemi):

1. OPU ve diseksiyon sonrasi inkubatore kaldirilan oositler
yaklasik 2 saat sonra gevresindeki korona-kimulds yapisinin
uzaklastirlmasi icin  tekrar isleme alinirlar. islemde
hyalurinidase enzimi (HYASE) enzimi ve farkl ¢aplardaki elle
cekilmis pastor pipetleri kullanilir. Hyase ile soyma islemi ICSI
uygulanacaksa vyapilir. IVF vyapillacaksa bu iglem

yapiimamalhdir.

2. islemde kullanilacak miktarda hyase béliinir ve 37 °C’ ye
gelmesi icin agzi kapali sekilde inkubatdre kisa bir sire
bekletilir. Daha sonra iglem esnasinda kullanilacak olan 1 (en
kiguk ¢ap ~130-140um) ‘den 5 (en bulytk cap ~170-180um )
kadar elle ¢ekilmis pastor pipetleri ¢ekilir ve siralanir.
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. Caplarin ayarli ve pipetlerin uglarinin ¢entikli olmamasina
kesinlikle ¢ok dikkat edilmelidir. Cok dar pipet kullaniimasi
oositin patlamasina, genig pipet kullaniimasi ise korona-
kimulis vyapisinin tamamiyle uzaklagtirlamamasina ve

islemin uzun surmesine sebep olur.

. 37 °C’ deki hyalurinidase enziminden (80 1U/ml) 60-80ul kadar
ucu yuvarlatiimis pastor pipeti ile, disekkiye edilmis oositlerin
de icinde bulundugu petri kabinda yeri bosaltiimig damlaya

konur.

. Oositler postor pipeti ile alinarak hyalurinidase enzimi bulunan
damlaya transfer edilir ve burada 3-5 kez nazikge pipetlenir.
Oositlerin 10 saniyeden fazla hyalurinidase enzimiyle

dogrudan temasindan kacginiimalidir.

. Oositler en az iki farkh damlalarda pipetlenerek yikanir,

mukun oldugunca hyalurinidase seyreltiimeye calisilir.

. Oositler, nazikge pipetlenir ve pipetleme esnasinda korona-
kimulus yapisinin uzaklastigi gorulir. Bu islemde ayni anda 3
den fazla oosite gergeklestrimez ve pipetten pipete geciste

her zaman temiz damlaya gegilir.

. Etrafi korona-kimulls yapisinda temizlenmis olan oositler,
petri kabinin ortasindaki damlaciklara konur ve ICSI islemine
kadar inkubatordeki yerine, yaklagik 2 saat kadar kultire

edilmek Uzere kaldirilir.

. Soyma (denldasyon) isleminin 3 dakikayi asmamasina ¢ok
dikkat gosterilmeli, oosit sayisinin ¢ok fazla oldugu hastalarin
oositleri birden fazla petri kabina boélinmeli ve isleme

alinmaldir.
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3.4. Intra Sitoplamik Sperm Enjeksiyonu (ICSI) islemi:

3.4.1. Kullanilan Solusyonlar:

Polyvinlypyrolidone (PVP), Fertilizasyon sivisi ve human tubal
fluid (insan tuba sivisi) HTF sivisidir (inklbatoér disi ¢aligsilmasi nedeni ile
hepes tampon igeren HTF kullaniimaktadir). PVP, ICSI igleminden 6once
spermin  akrozom’'una hasar vermeden hareketini yavaslatmada
kullaniimaktadir. Fertilizasyon sivisi ise in vitro fertilizasyonu, erkek ve kadin

gametlerinin hazirlanmasini desteklemek amaci ile dizayn edilmigtir.

Fertilizasyon sivisi karbonhidrat ve amino asitleri icererek

fertilizasyonu desteklemektedir.

3.4.2. ICSI protokolii

1. Gerekli ayaralardan sonra, ICSI isleminde kullanilan ICSI
pipeti (30° ug egimli) ve holding pipeti (30° ug egimli), pipet
tutuculara yerlestirilir. Zeminle yaklasik 45°lik agi yapacak
sekle getirilir ve uglari zemine paralel olacak sekilde

mikroskop altinda ayarlanir.

2. ICSI islemi, Hoffman modilasyonu olan inverted
mikroskobun isitici tablasi Uzerinde vyapilir ve X400

buyatme kullanilir.

3. ICSl igin kullanilan kabi %10 tampon ve % 10 HSA igeren
HTF mediumu ile 50yl lik sperm damlasi, 5ul lik PVP(%10
luk) damlasi ve 5 er pl lik 11 adet oosit damlasi olacak
sekilde hazirlanir. Tum damlalar 4 ml mineral yag ile
kapatilr
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10.

11.

ICSI isleminde sperm hazirlama talimatina uygun olarak
hazirlanmisg ve ICSI kabinda sperm inseminasyonunun
yapildigi 50ul ‘lik damladan, morfolojik olarak normal

gorunimld ve eger mevcutsa hareketli spermler segilir.

Spermlerin  bulundugu damladan alinan spermler,
polyvinlypyrolidone (PVP) damlasinda ICSI pipeti ile
kuyrugun boyun kismina yakin 2/3 [0k kismindan
immobilize edilir ve kuyruga dogru pipet ucu ileri geri

kaydirilarak sperm kendi etrafinda donduralur.

Sonunda ani bir hareketle kuyrugun kivrilmasi ve sperm
zarinin  zedelenmesi saglanir. Kuyrugundan aspire
edildikten sonra enjeksiyon islemi ig¢in oositin bulundugu

damlaciga yagdan ¢ikmazsizin gidilir.

Damlacik igindeki oosit, holder ile saat 9 hizasindan

hafifce aspire edilerek sabitlestirilir.

Enjeksiyon pipeti ile oositte rotasyon yapilarak 1.kutup
cisimcigi’nin yeri saat 12 veya 6 hizasina gelecek sekilde
tespit edilir ve oositin polar segmentini iceren granuler

gorunumlu alan belirlenir

Oositte, bu alan saat 9 hizasina gelecek sekilde tesbit
edilmelidir. Islem esnasinda oositin ekvatoryal diizlemi ile
yakalama pipetinin i¢ agiz acikhdr ayni duzlemde

olmalidir.

Enjeksiyon pipeti oositin saat 3 hizasina getirilir ve

oolemmanin dig gizgisi ile ayni dizlemde olmasi saglanir.

Sperm vyavasga pipetin u¢ kismina getirilir ve zona
pellusida delininceye kadar aspirasyon yapiimaksizin

ilerletilir.
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12. Oosit stoplazmasi igine ulastirildiginda hafif bir aspirasyon
yapilir. Ooplazmanin pipet icine yavas¢a dolmasi ve
spermin  geriye dogru hareketlenmesi oolemma
membraninin kirildigini gdsterir Yavasca aspire edilen

stoplazma ve sperm geri verilir
13. Buislem tium oositlerde ayni sira ile uygulanir.

14. Mikroenjeksiyon sonrasi oositler sirayla dropletlerden
alinir ve ayni kigiye ait petri kabinda orta dropletlerde
pipetlenerek tamponlu solisyondan temizlenir ve %10
HSA iceren uygun fertilizasyon solusyonuna aktarilr.
Yerlestirme iglemi bittikten sonra oositlere inkuibasyon igin
belirlenmis ve 6nceden etiketlenmis inkiibatérde hastaya

ait lokasyona kaldirilir.

3.5. Fertilizasyonun Degerlendirilmesi (1.Giin)

Fertilizasyon kontroll IVF veya mikroenjeksiyon isleminden 12-
18 saat sonra yapilimahdir. Daha sonra oositler temiz 1.asama kultur

solusyonu dropletlerine alinarak inverted mikroskop altinda incelenir.

Fertilizasyon, kisaca tek bir sperm cekirdeginin oositten gelen
cekirdek ile aktive olmus oosit sitoplazmasi icinde birlesmesi olarak
Ozetlenebilir. Yakin zamanda vyapilan bilimsel arastirmalar bize
fertilizasyonun uygun sekilde gerceklesebilmesi icin gerek hicre iginde
gerekse hulcre disinda birtakim olaylar dizisinin olusmasinin sart oldugunu
gOstermigstir. Cekirdekler déllenmenin en basit ve kolayca gézlemlenebilen
isaretleridir. Normal fertilizasyonda 2 pronukleus ve birinci ve ikinci kutup
cisimcigi gozlenir. Her iki ¢ekirdekte meydana gelen olaylarin es zamanli
olmasi doéllenme ve ileri embriyo gelisimi agisindan onemlidir. Erken zigot

olusumunda gekirdekgik ve cekirdekgige bagll olusumlar buayuk 6énem tasir.
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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
g6zlenmistir (42,43,44).

Zigot degerlendirmesinde dollenme sonrasi dort ana kriter
dikkate alinmaktadir: Bunlar c¢ekirdek buyuklugu, c¢ekirdekgik-Oncesi
cisimciklerinin  sayilari, buyudklikleri ve dagihimidir. Sabah yapilan
fertilizasyon kontroliinden sonra takip formuna pronuikleus siniflandirmasi,
anormal fertilizasyon gorulen oositler, fertilizasyon goézlenmeyen (intakt)
oositler yazilir. Daha sonra fertilizasyon gozlenen oositler bir giun o6nce
hazirlanan taze 1.asama kultur mediumu dropletleri iceren kultar kaplarina
alinir. 3 yada daha fazla pronukleus igeren oositler ayri bir kiltir kabinda

takip edilmelidir.

3.6. Embriyo Siniflandirmasi

3.6.1. Klivaj Donemi

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 buyuklukte 6-8 hiucreden olusur.
Yapilan arastirmalar bu parametrenin disinda, esit olmayan blastomer veya
fragman denilen yapisinda c¢ekirdek bulunmayan sitoplazmik pargaciklar
iceren embriyolarin ileri gelisim yonunden digerlerine gore daha riskli
olduklarini gostermigtir. Bu Ozelliklere sahip embriyolar ayrica daha yuksek
oranda kromozomal anomali igerirler ve ¢ok g¢ekirdekli blastomer olusturma
sanslari yUksektir (42,43,44). Bu donem ayrica cekirdeklerin birlesmesi

sonrasi olusan embriyoya ait genomun da devreye girdigi donemdir. Normal

32



olarak yapilanmamig bir genoma sahip embriyolarin gogu bu donem 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 hucreleri birbirine sikica baglayarak gegirgen
olmayan bir tabaka olustururken diger bir kismi segici olarak bazi
molekullerin taginmasini, boylece ileri embriyo gelisim doneminde huicreler
aras! sinyal mekanizmalari olusturarak bagkalagmalarini saglarlar. Birlesme
(compaction) olarak ta adlandirilan bu dénemde artik htcrelerin sinirlarini
belirlemek zordur (43,44).

Gunumuzde bircok IVF merkezinde degisik embriyo
siniflandirma kriterleri kullaniimaktadir. Bu kriterler dizenlenirken g6z énline
alinan en onemli iki nokta embriyo kontrolleri sirasinda harcanan zaman ve

embriyonun zarar gérme ihtimalidir.

2. gunden 4. gune kadar olan klivaj donemindeki embriyolar
deg@erlendirilirken g6z onune alinan kriterler blastomer sayisi, blastomer
morfolojisi, embriyonun icerdigi fragmantasyon ve sitoplazma yapisidir. Klivaj
hizina gére embriyonun sahip oldugu blastomer sayisi sayet ginun beklenen
limitleri arasinda ise normal gelisen bir embriyo, eger bu sayl duslkse 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
4.gunde ise birlesme isaretlerine bagll olarak 10 ve Uzerinde hicreye sahip
olan embriyodur. Degerlendirilen embriyo esit buyuklukte blastomer yapisina
sahipse, % 0-5 arasinda fragmantasyon iceriyorsa ve sitoplazmasinda
belirgin grandler yapr gbézlenmiyorsa 1.kalite, %10-%20 arasinda
fragmantasyon iceriyor, blastomerler hafifce birbirinden farkli veya
granllasyon gosteriyorsa 2.kalite olarak siniflandirilir. Daha ylUksek oranda
fragmantasyon veya granilasyon igeren embriyolar 3. Ve 4. kalite olarak
tanimlanir (Tablo:1).
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Geligim gunlerine bagh olarak embriyolarinin
degerlendiriimesinde kullanilan siniflandirma sistemi ve her bir sinifa ait

tanimlama kriterleri asagidadir ( 43):

Tablo 1. Klivaj Donemi Embriyo Siniflandirmasi

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

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

3 Blastomerler birbirinden hafifce farkli, %10 Uzerinde fragmantasyona
sahip veya granulasyon isaretleri gosteren embriyo.

4 Blastomer sayisi net sayilamayan, %30 dan fazla fragmantasyona
sahip, blastomerler birbirinden belirgin derecede farkh veya ileri

derecede granulasyon gosteren embriyo.

3.6.2. Blastosist Donemi Embriyo Gelisim

Degerlendirilmesi

3. gunden sonra takip eden bolinmeler ile embriyonun hicre
sayisi artar ve 16-32 hucreden olusan siki bir kitle haline gelir. Bu agamadaki
bir embriyoya morula adi verilir. Normal bir morulada i¢ kisimda yerlesik
olarak bulunan hucreler ile dis kisimdaki hucreler ileri gelisim agsamasinda
baskalasimlarina devam ederek blastosist agamasina gelindiginde sirasiyla
ic hucre kutlesini (inner cell mass) ve trofektoderm tabakasini olustururlar.
Trofektoderm tabakasini olusturan hicreler arasi baglar sikidir ve
baskalasim sirasinda bu hucreler tarafindan i¢ kisimda blastosel adi verilen
sivi olusturulur. Blastosel igerdigi degisik iyon ve protein konsantrasyonu
bakimindan i¢ hicre kutlesinin ileri gelisimi igin son derece kritik bir dGnem
tasir. Bu asamada olusan embriyonun yapisal degerlendirmesinde kullanilan
u¢ temel kriter blastosel kavitenin yapisi , trofektoderm hiicrelerinin yapisi ve

dizilimi, ve i¢ hicre kutlesini olugturan hucrelerin sayisi ve yapisidir(44).
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Blastosel Kavite Olusumuna Gore Siniflandirma

1. Erken-Early Blastosist: Blastosel kavitesi embriyo

volumunun yarisindan azdir.

2. Blastosist: Blastosel kavitesi embriyo volimunin

yarisindan fazladir.

3. Tam-Full Blastosist: Blastosel kavitesi embriyo

volumunun tumund kaplamigtir.

4. Genislemis-Expanded Blastosist:Blastosel kavitesi

volUmu artmis, cap buyumus, zona iyice incelmigtir.

5. Catlayan-Hatching Blastosist: Trofoektoderm
hucrelerinin  bir kismi zona katmani disina g¢ikmaya

baslamigtir.

6. Catlamig-Hatched Blastosist: Embriyo timuyle zona

katmani digina ¢ikmistir.

i¢ hiicre kiitlesi-Inner Cell Mass (ICM) Yapisina Gére
Siniflandirma

A) Siki, paket seklinde ¢ok sayida hticre igermesi
B) Gevsek bir grup halinde ¢ok sayida hticre icermesi.

C) Cok az hucre igermesi
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Trofektoderm Yapisina Gore Siniflandirma

A) Birbirine sikica bagl birgok hlicreden olusan epitelium.

B) Daha gevsek bagli birkag hicreden olusan epithel yapi.

Sekil 5. Blastosist donem gelisimi

3.7. Ko-Kiiltiir Uzerinde Embriyo Geligimi

Resim 18: (a-b) Ko-kuiltur Gzerinde 2. giin embriyo gelisimi
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Resim 19: (a-b) Ko-kultlr Gzerinde 3. ve 4. gin embriyo gelisimi

Resim 20: (a-b) Ko-kultur Gzerinde 5. giin embriyo gelisimi ve gelisen i¢

hucre kutlesi ( iner cell mass) ayrintisi.
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3.8. Embriyo Transfer

1-Transfer iglemi icin segilen embriyolar inkubatorden
cikarilmadan, transferde kullanilan malzemeler hazirlanir. Her bir transfer icin
bir adet steril eldiven, bir adet insulin enjektorl, bir adet transfer enjektord,

petri kabi/kapagi ve transferde kullanilmasi planlanan katater hazirlanir.

2-Laminal flow i¢i ku¢lk inkibatorde daha 37°C ‘ye gelmis ve
6% CO2 ve %5 02 ile gazlanmig, tupler iginde yaklagik 1 ml olarak dnceden
bélinmus kualtir mediumlarindan her transfer igin 2 adet cikarilir ve spor igine
konur. Embriyo transferinden hemen Once cikarilan bu tupler kataterin
ylkanmasinda ve kataterin sivi ile doldurulmasinda kullanilr. Dogrudan

embriyo ile temas etmez.

3-Embriyonun katatere gekilmesinden evvel kataterin hazir hale

getirilmesi gerekmektedir bu iglem igin sirasi ile sunlar yapilir:

e Oncelikle islemin steril kosullarda yapiimasi ve islem
esnasinda sterilitenin korunmasi son derece 6nemlidir. Bu
nedenle steril eldiven giyilir ve hazirliklar steril eldivenin

acilmasi ile cikan steril alan tzerinde gercgeklestirilir.

e Insillin enjektdrl ile inkibatorden c¢ikariimis tlplerden
birinden yaklasik 0.5ml kultar sivisi gekilir, katater enjektorin
basina takilir ve medium petri kabin kapagina bosaltilir. Bu
sekilde katater yikanmis olur.

e Enjektore takili olarak duran katater tuplerden birinin igine
sokulur ve enjektor ile icine medium cekilir. Bu sekilde
enjektorin igi medium ile doldurulmus olur. Enjektor

cikarilmadan steril alan Gzerine birakilir.
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Cam transfer enjektéri alinir ve pistonun sertligi kontrol
edilir, eger yumusak ise pistonun ucundaki conta steril petri

kapina bir kac kez hafifce vurulurak ucu duzlestirilir

Transfer enjektorl ile petri kabinda bulunan kiguk bir kultGr
sivisi damlasindan zemine bastirarak (hava c¢ekmeyi

onlemek icin) yaklasik 10 ul ¢ekilir ve steril alana birakilir.

Steril alan (zerinde bulunan igi kaltir sivisi ile dolu ve
ucunda insulin enjektort bulunan katater bir ele alinir, yere
paralel sekilde tutulur, ucundaki ejektor cekilir ve yerine hizli

sekilde igcinde 10ul sivi bulunan transfer enjektorine gekilir.

Bu iglem esnasinda nemli olan katatere havanin girmesine
engel olmaktir. Eger katatere hava girmis ise veya igindeki

sivi bosalmis ise iglemler hizli sekilde tekrarlanir.

Katatere embriyo ¢ekme islemi stereo mikroskop altinda
gerceklesir ve laminar flow'un igiklarinin kapali olmasi
gerekmektedir. Embriyolari getiren embriyolog embriyolarin
petri kapta saat 12 pozisyonunda olacak sekilde stereo
mikroskop altina koyarak ve objektifin buyuklGgini ve
goruntuyu transfer edilecek embriyologun gbézine uygun

sekilde ayarlar ve kontrol eder.

Transfer kataterinin ucuna takili olan ve ucundan yaklasik 5
ul kadar iceri hava c¢ekilmis kataterin ucu embriyolarin icinde
bulundugu damlacgigin icine konur ve katatere yaklasik 5 ul
kadar solUsyon ceker. Kataterin ucunu solusyondan cikarir

ve yine 5 ul solisyonun gelecegi seviyeye kadar hava geker.

Hava cektikten sonra kataterin ugunu embriyolarin
bulundugu damlacik igine ceker ve vyaklasik 10ul kadar

solUsyon c¢eker. Bu iglem esnasinda embriyolari da katatere
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ceker ve embriyolarin 10yl lik solusyon ortasinda olmasina
dikkat eder. Embriyolari katatere cektikten sonra kataterin
ucunu cikarir ve yaklasik 5 ul lik solisyonun gelecegi

seviyeye kadar hava ceker.

Son olarak tekrar kataterin ucunu tlpteki solisyona sokar ve
5 ul kadar transfer sivisi ¢eker. Kataterin ucunu steril petri

kabin kapaginda bulunan solusyon ile yikanir.

Transfer islemi tamamlandiktan sonra embriyolog katateri alir
ve igini, u¢ kismi perti kabin kapaginda bulunan solisyonu
iginde tutar, transfer enjektoru kataterden cgikarilir ve yerine
icinde bir miktar solisyon olan insulin enjektdrunu takar ve
kataterin igindeki solusyonu bosaltip, kateterde embriyo kalip

kalmadigini stereo mikroskopu altinda kontrol eder.
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4. BULGULAR

4.1. Calisma amaci

Tekrarlayan implantasyon basarisizligi  sonucu altinda
degerlendiriimis (en az iki en fazla onbir kez embriyo transferi sonrasi
basarisiz tup bebek denemesi yasamis olan) toplam 678 hasta bu ¢alismada
yer almigtir. Bu hastalar kadin yasi, gebelik elde edilene dek gegirdikleri ICSI
deneme sayilari ve siklus bagina elde edilen ortalama MIl oosit sayisi
oranina gore degerlendiriimiglerdir. Burada amag, tup bebek tedavisi
surecine konvansiyonel kiltur ortamlari ile devam edilerek sonugta gebelige
ulagma surecinin ko-kultar gcaligmasi ile ne kadar degistirilebilecegini yas ve
elde edilen matlr oosit oranlari goz onune alinmak suretiyle ortaya
koyabilmektir. Ko-kultir uygulamasindan fayda goérebilecek olan hedef hasta
grubunun saptanmasi ve sonrasinda bu hastalarin 6zelliklerini tasiyan
olgulara endometrial kokulturin tedavi segenegdi olarak tanimlanabilmesi bu
calismanin nihai hedefi olacaktir.Bu sartlarda ko-kulltiriin tam olarak hangi
hasta grubunda ve hangi oranda daha etkili olabilecegini net olarak
belirlemek suretiyle IVF c¢alismalarindaki etkinlik sinirlari  ortaya
konulabilecektir.

Olgu sayisi: transferi gerceklesmis tekrarlayan implantasyon

basarisizligi tanimlanmis olgu sayisi.

Gebelik: Kalp atigi saptanmis gebelikler degerlendirmeye
alinmistir Tmi dodumla sonuglanmis ve saglikh devam eden klinik

gebeliklerdir.

Gebelik orani (%): (Gebelik sayisi/olgu sayisi)X100
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NS: Sonucun istatiksel olarak anlaml bulunmamasi (not

significant),

@ Bu calisma 2009-2015 tarihleri arasinda Taksim Alman
Hastanesi ve Ankara Centrum Klinikte uygulamaya alinmis
olan toplam 678 hastayl kapsamaktadir. Retrospektik dizayn
edilmis bir galigmadir.)

@ (Calisma slrecinde TurkiyeUremeye Yardimci Teknikler
yasasindaki transfer edilen embriyo sayisi konusundaki
degisiklikler nedeni ile , transfer edilen embriyo sayisi
degisiklik gostermesi nedeniyle verilerin degerlendiriimesinde

klinik gebelik oranlari galismada degerlendirilmistir.)

@ (Hasta yas siniri olarak en dusuk yas 20 ve en Ust yas olark

44 yaslar sinir olarak belirlenmistir)

4.2. Galisma Modeli

A) Bu calismada embriyo transferi gergeklestiriimis, tekrarlayan
implantasyon basarisizli§i endikasyonu konulmus, toplam 678 olgu 2 farkl

grup altinda degerlendirildi.

l. Grupta yer alan toplam 329 olgu ,6nceki denemeleri ayni
konvansiyonel kultlir ortaminda basarisizlikla sonuglanmasi nedeni ile son
denemelerinde basal olarak ayni konvansiyonel kultur solusyonu baz alinmak
suretiyle hazirlanmig ko-kultlr hicreleri esliginde kuiltire edilmis olan ve

ortalama 3.3 deneme sayisina sahip hastalardan olugsmaktadir.

Il. Grupta degerlendirilen hastalar gebelige ulasana dek
tum denemelerini ayni konvansiyonel kultur ortaminda tamamladilar, bu

grupta yer alan toplam 349 hasta ortalama 4.8 deneme sayisina sahipler. Bu
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gruplar devam eden saghkli  klinik gebelik sonucglarina gore

degerlendirilmiglerdir.

B) Kokultir ve konvansiyonel kultar ortami gruplan kadin yas
gruplarina gore tekrar degerlendiriimislerdir. ilk grupta 20-38 yas grubu
olgular, ikinci grupta 38 yas ve Uzeri olgular bu iki ayri kultir sistemine gore

klinik gebelikleri degerlendirilmistir.

C) iki ayri yas ve kiiltiir grubu tamamen siniflandiriimis olarak
olgularin onceki basarisiz deneme sayilarina gore tekrar degerlendirmeye

alinmiglardir.

D) ki ayri yas ve kiltir grubu tamamen siniflandirimis olarak
olgular, son denemelerinde elde edilen olgun (MIl OOSIT) sayilarina gore

tekrar degerlendirmeye alinmiglardir.

4.3. Galisma Sonuglari

4.3.1. Kokiltur (GRUP 1 ) ve Konvansiyonel Kultur
Gruplarinin (Grup 1) Klinik Gebeliklerinin

Karsilagtiriimasi

Kokultir ve konvansiyonel klltirde inktbe edilmis olgular klinik
gebelik oranlarina gore de@erlendirildiklerinde kokultir grubu %38,3 ve
konvansiyonel kultir grubu %27,2 oraninda klinik gebelik géstermislerdir.5,1
oraninda daha yuUksek gebelik kokultur ile saglanmasina ragmen bu artis

istatiksel olarak anlamlilik gostermemektedir (NS).
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Tablo 2: Grup | ve Grup Il klinik gebelik ve implantasyon orani

kargilastirmalari

GEBELIK % IMPLANTASYON % P
GRUP | 126/329 38,3 12,39 NS
GRUPII 95/349 27,2 7,31 NS

CHi-SQUARE DEGER:1,1739
P DEGER:0,278594

Tablo 3: Grup | ve Grup Il siklus veri karsilastirmalari

GRUP | GRUP Il P
Q YASI 34,4133 32,2440 NS
J YASI 37,6141 36,3t5,3 NS
DENEME ORT. 3,3t2,4 4,8%2,8 NS
OOSIT ORT. 14,416,9 14,7£7,2 NS
MIl ORT. 9,8%5,1 11,6£5,3 NS
FERT. OR.(%) 78,6 78,3 NS

iki ayri kiltir ortaminda gelistirilen hasta grubu embriyolarinin
kadin ve erkek yasl, onceki basarisiz deneme ortalamalari,elde edilen toplam
ve MIl oosit ortalamalari ve fertilizasyon oranlari yoninden istatiksel olarak

farkhlik gostermedikleri gozlenmistir.

Tablo 4: Grup | ve Grup Il 3. GUn embriyo gelisim verilerinin karsilastirmalari

3. gtiin embryo verileri GRUP | GRUP I P

Pn Duraksama orani(%) 2,62 7,04 P<0,01
3. Gun Duraksama orani (%) 3,35 11,45 P<0,01
>6 blastomer orani(%) 72,9 44,7 P<0,01
1.Kalite emb. Orani(%) 68,5 54,2 NS
Fragmantasyon Orani(%) 9,7 18,3 P<0,05

Embriyo gelisimi yoninden farkh glnlerde transfer segenekleri
kullanildidi igin (3., 4. Ve 5.guin) sadece 3. Gun embriyo gelisim bilgilerine yer

verilmigtir. 3.gunde Ozellikle embriyo gelisim duraksamalarinda buyuk

44




farkhliklar ortaya konmustur.Dollenme sonrasi klivaja gegcemeyen embriyo
yuzdelerinde (grup1/grup2: %2,62/%7,04) (p<0,01) istatiksel olarak anlamhlik
g6zlenmistir. 3. giin embriyo gelisim duraksamasi gene anlamli bir farklilk
gostermektedir (grup1/grup2: %3,35/%11,45) 3. gun embriyo gelisiminde 6
hicre Uuzeri embriyo eldesinde anlamli farklhiliklar ortaya konmustur
(grupl/grup2: %72,9/%44,7)(p<0,01). 1. Kalite embriyo gelisimi oraninda
anlamli olmamakla birlikte kokultir grubu daha avantajli gérinmektedir
(grupl/grup2: %68,5/%54,2).Embriyo gelisim kalitesini ve hizini etkileyen en
onemli verilerden biri olan embriyo fragmantasyon yuzdeleri karsilagtirinca

gene anlamli farklihklar gozlenmigtir (grup1/grup2: %9,7/%18,3)(p<0,05).

4.3.2. Kadin yas ortalamasina gore gebelik sonuglari

Calisma degerlendirilen tekrarlayan implantasyon basarisizligi
endikasyonuna sahip transferi gergeklesmis toplam 329 kokultlr olgusunun
(GRUP 1) 126 sinda klinik olarak gebelik saglanmistir (%38,3). Bu hastalarin
222’si 20-38 yas arahiginda bulunmaktadir ve 94°G gebedir (%42,3). 107’si ise
38 yas ve uzeridir (38<) ve 32’si gebedir (%29,9).

Konvansiyonel kultar kullaniimis (GRUPII) toplam 349’unda ise
95 kisi klinik gebelik gostermistir (%27,2). Bu grupta bulunan 223 olgu 20-38
yas grubu arasinda bulunmaktadir ve 75’inde klinik gebelik tespit edilmistir
(%33,6). 126 olgu ise 38 yas ve Ustudur (38<) ve 20 klinik gebelik elde
edilmistir (%15,9). Bu gruplar karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamlilik
tespit edilememigtir (NS).
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Tablo 5: Yaslara gore Grup | ve Grup II'nin klinik gebeliklerinin

kargilagtirimasi

20-38 % 38< % P DEGERI
KOKULTUR 94/222 42,3 32/107 29,9 NS
GEBELIGIi
KONVANSIYONEL 75/223 33,6 20/126 15,9 NS
KULTUR
GEBELIGi
CHI-SQUARE DEGER:1,1739
P DEGER:0,278594
KADIN YAS ARALIGINA GORE KLINiK
GEBELIK KARSILASTIRMASI

45 -

40

35

30

25

W 20-38
20
W 38<
15
10
5
0
KOKULTUR GEBELIGI KONVANSIYONEL GEBELIGI

Grafik 1: Tekrarlayan implantasyon olgu grubu konvansiyonel tabanli ko-

kaltar ve konvansiyonel kultlr ortami ile inkiibe edilmesi sonrasi ,

kadin yas gruplarina gore gebelige ulasma oranlari.
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4.3.3. GRUP | ve GRUP Il hastalarinin daha onceki deneme
sayilarina gore klinik gebelik oranlarinin

karsilagtiriimasi:

Calisma Grubundaki hastalar bu kez hastalarin gebelik 6ncesi
gecirdikleri basarisiz IVF deneme sayisina gére degerlendirildiler.Oncelikle
38 yas alti hastalar daha onceki 2,3,4,5,6 ve Uzeri deneme sayilarina gore
tekrar degerlendirildiler.Aralarinda istatiksel olarak anlamli bir farkhlik

gOsteren veriye rastlanmadi (NS)

Tablo 6: 38 yas alti Grup 1 ve Grup 2 hastalarinin deneme sayilarina gore

klinik gebeliklerinin kargilastiriimasi

KOKULTUR(YAS<38) % KONVANSIYONEL (YAS<38) % P

2 DENEME 22/40 55 25/54 46,3 NS
3 DENEME 25/51 49 22/49 448 NS
4 DENEME 18/36 50 12/41 29,3 NS
5 DENEME 12/31 38,7 10/33 30,3 NS
6 DENEME 11/36 30,6 4/28 14,3 NS
6< DENEME 6/28 21,4 2/18 11,1 NS
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Grafik 2: Tekrarlayan implantasyon olgu grubu konvansiyonel tabanli ko-

kaltur ve konvansiyonel kultar ortami ile inklbe edilmesi sonrasi ,

38 yas alti olgularda 6nceki basarisiz deneme sayilarina gore klinik

gebelik oranlari.

Ayni grup bu kez 38 yas ve uzeri

degerlendirildiler (38<).

degerlerine gore

Tablo 7: 38 yas Ustu Grup 1 ve Grup 2 hastalarinin deneme sayilarina gére

2 DENEME
3 DENEME
4 DENEME
5 DENEME
6 DENEME
6< DENEME

klinik gebeliklerinin kargilastiriimasi

KOKULTUR

(YAS 38<)
8/24
7122
6/23
5/13
4/14
2/11

%

33,3
32
26

38,5

28,6

18,2

KONVANSIYONEL
(YAS 38<)

8/27

7124

2/22

1/18

1/19

1/16

%

29,6
29,2
91
5,6
5,3
6,3

P ARALIGI

NS
NS
P<0,05
P<0,01
P<0,01
P<0,1
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4. Deneme kadar anlamh bir farkhlik gdézlenmekle birlikte daha
once 4 basarisiz denemesi olan gruptan baglayarak anlaml olarak kokultar
grubunda 38 yas ve Uzeri olgu profilinde anlamli gebelik saglanmistir fakat

alti denemenin uzerinde bu anlamlilik dusmustur.

ONCEKi BASARISIZ DENEME SAYILARINA GORE
GEBELIK ORANLARININ KARSILASTIRILMASI
45 (<38)
40 /\39
35
30 n Vg
25 26
20 \\ No7g kokultar (38<)
15
10 \ e konvansiyonel
“’\ . g (389)
5
0 T T 02? T T T 1
& <« P < & &
& & & ot
R S R0l S
S J J F S
v ” ) ) © &

Grafik 3: Tekrarlayan implantasyon olgu grubu konvansiyonel tabanli ko-
kultur ve konvansiyonel kultur ortami ile inkiibe edilmesi sonrasi ,
38 yas ve ustu olgularda 6nceki basarisiz deneme sayilarina gore

klinik gebelik oranlari.
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4.3.4. GRUP | ve GRUP Il Hastalarinin Son Denemelerinde
Elde Edilen MIl Oosit Sayilarina Gore Elde Edilen

Gebelik Oranlar:

Calisma grubundaki 38 yas alti olgularin son denemelerinde

elde edilen Ml sayilarina gore gebelik oranlari kargilastiriimistir.

Tablo 8: 38 yas alti grup 1 ve grup 2 hastalarin elde edilen MIl sayilarina

gore klinik gebeliklerinin karsilastiriimasi

KOKULTUR % KONVANSIYONEL %

(YAS<38) (YAS <38)
<5 MII 18/52 34,6 11/48 22,9 NS
OOSIT
5-10MII 28/67 41,8 27167 40,3 NS
OOSIT
10-15 MII 31/65 47,7 24/69 34,8 NS
OOSIT
15< M1 17/38 44,7 13/41 31,7 NS
OOSIT

Son denemelerinde elde edilen MIl sayillarina gore
degerlendirildiginde 38 yas alti kokultur ve konvansiyonel kultir grubu klinik

gebeliklerinde anlamli bir farkliliga rastlanmamigtir.
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Grafik 4: Tekrarlayan implantasyon basarisizligi olgu grubu konvansiyonel

tabanli ko-kultir ve konvansiyonel kultar ortami ile inktibe edilmesi

sonrasl , 38 yas alti olgularda elde edilen MIl sayilarina gore

klinik gebelik oranlari.

gore

Calisma grubundaki 38 vyas ve Usti olgularin  son

denemelerinde elde edilen MIl sayllarina gore gebelik oranlari

kargilagtiriimistir.

Tablo 9: 38 yas Ustl grup 1 ve grup 2 hastalarin elde edilen M2 sayilarina

gore klinik gebeliklerinin karsilastiriimasi

KOKULTUR % KONVANSIYONEL

(YAS 38<) (YAS 38<)
<5 MII OOSIT 5/21 238 1/23 4,3
5-10MII OOSIT 10/30 33,3 7/38 18,4
10-15 MII OOSIT 12/32 37,5 8/41 19,5
15< MII OOSIT 5/24 20,8 4124 16,7

P
ARALIGI

P<0,05
NS
NS
NS
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Son denemelerinde elde edilen MIl sayillarina gore
degerlendirildiginde 38 yas Ustu kokultlr ve konvansiyonel kultir grubu klinik
gebeliklerinde sadece 5 MIl oositin altinda anlamli bir klinik gebelik

g6zlenmistir (p<0,05).

ELDE EDILEN M 11 OOSIT SAYISINA GORE KLINiK GEBELIK
ORANLARI (38 < YAS GRUBU)

40

. _—NE
o s i N\
e AN

20 21

17 == KOKULTUR(<38)
15 /
10

p<0,
> 792/

<5 Ml 5-10 Ml 10-15 Ml 15< Ml

== KONVANSIYONEL (<38)

Grafik 5: Tekrarlayan implantasyon basarisizligi olgu grubu konvansiyonel
tabanl ko-kultlr ve konvansiyonel kultir ortami ile inkibe edilmesi
sonrasl, 38 yas ve ustu olgularda elde edilen Ml sayilarina gore

gore klinik gebelik oranlari.

Sonug¢ olarak bu calismalar sonrasinda ko-kultir hacreleri
esliginde uygulanan IVF denemeleri sonrasinda anlamli oranlarda farklilk
saglanan hasta grubu ortaya konulabilmis ve hedef hasta grubu ko-kultlr
yonunden daha belirgin bir hasta endikasyonu olusturabidigi gosterilmistir.
Daha onceki IVF denemelerinde konvansiyonel kultar ortamlari kullaniimis bu
hastalar, oOnceki deneme sayisi, vyaslari ve over rezervleri ile

degerlendirildiginde bu teknikten yararlanabilen hasta grubu belirlenmisgtir.
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4.4. istatiksel Degerlendirmeler

Istatiksel  de@erlendirmeler n ve ylizdeler (zerinden
hesaplanmigtir. Data analizleri pierson correlation analysis ve qui-square test

analizleri kullanilarak degerlendirilmistir.
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5. TARTISMA

Ko-kultar sistemlerinin in vitro fertilizasyon c¢alismalarinda
uygulanabilirligi son vyillarda ¢ok tartisilir olmakla birlikte yapilan tim
calismalar bu teknigin belirli endikasyonlar dahilinde tip bebek

laboratuarlarinda yerini aldigini gostermektedir.

implantasyonun olusabilmesindeki en énemli faktdrlerden biri
olan embriyo kalitesi, blastomerlerin sayisi ve birbirine esitligi, fragmantasyon
ve sitoplazmik granulasyon gozlenmemesi gibi ayrintilara goére sekillenir.
Elde edilen sonuglar endometrial ko-kultur ile embriyo kalitesinde kesin bir
farkhlik gozlenirken gebelik ve implantasyon oranlari Uzerinde bu farkhligin

sonuglarini ortaya koymustur (3,23,27,29,36,37).

Endometrial hucrelerin g¢alistirdigi olasi mekanizmada erken
dénem embriyo gelisimi ile endometrial hicrelerin uyumu sézkonusudur. Bir
cok farkli arastirmaci buylime faktorlerinin bu konudaki etkilerini ve embriyo
gelisim kalitesini nasil arttirdigini  ¢alismalari ile gdstermistir .(20-
27,32,33,35,43).

Basarili bir endometrial kiltur duzlemi igin, stromal ve glandular
hicrelerin bir arada ve esit oranlarda varhidinin gerekliligi gene bir cok
calismada belirtilmistir (38). Bu hicreler tarafindan birlikte ydnlendirilen
parakrin dizenlemeler sonrasi genetik ekspresyonlar, hiicresel gelisim ve
bayume faktorlerinin ortamda bulunmasinin embriyo gelisimi Uzerine etkileri
g6zlenmigtir. Bu parakrin etkilerde rol oynayan glykodelin (plancental protein-
14 veya a 2-PEG olarak bilinir) arttigi ortamlarda bu iki hicre tipinin varhgi,
calisma mekanizmalari ortaya konmus , embriyo gelisimi, gebelik ve

implantasyon oranlari Gzerine etkileri yayinlanmistir (36,37,38).
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Sonug olarak yapilan tim olgu sonuglarinin tartisildigi ya da bu
sonuglarin mekanizmasini acgiklaya yonelik calismalar endometrial ko-
kalturin dogru endikasyona sahip hasta gruplari Uzerine basarilarini ortaya
koymaktadir. Zahmetli ve uzun suren bu protokoller bu secilmig olan hasta
grubunda o6nemli bir alternatif olusturmakta ve gunumiz IVF

labotatuvarlarinda yerini almaktadir.

Bununla birlikte ¢ok fazla is glcli ve zaman alan bdyle bir
teknigin uygulanbilirligi ve anlamliidi olgularin daha spesifik alt gruplarda
degerlendiriimesi ve istatiksel olarak anlamli oldugu hedef hasta grubunun
daraltiimasi, teknigin daha basarili sonuclarla uygulanabilirligini ve

yayginlastiralabildigini gdstermistir.

Ko kultur Uzerinde geligtiriimis embriyolarin geligsim ozelliklerine
bakildiginda kokultir grubunun daha dizenli ve mitotik bélunme kalitesi daha
yuksek olarak gelisim gosterdigini gormekteyiz, dollenme sonrasi klivaja
girebilen ve 3. Glnde alti hicrenin Uzerine cikabilen embriyo gelisiminin
daha ylksek oldugunu goérmekteyiz (p<0,01) (Tablo:3,4).Bununla birlikte
embriyo gelisim kriterlerinde bolinmeyi yavaglatig embriyo gelisim kalitesini
etkileyen embriyo fragmantasyon oranlari yonunden kokdltir grubunun
konvansiyonel kultir ortamina gbére daha az oranlarda fragmantasyon
g6zlendigi ortaya konmustur (p<0,05) (Tablo:4).Tim bu o6zellikler kokulttr
ortaminda daha yuksek kalitede embriyo transferi yapilabilmesini

saglamaktadir.

Ko kultur uygulanmis gruplarda konvansiyonel kultir grubuna
gore avantajl klinik gebelikler elde edilmekle birlikte 6zellikle 38 yas ve Uzeri
gruplarda bu ylzdesel artis orani yiikselmistir. istatiksel olarak anlamliligi
kazanmasi ise Ozellikle onceki basarisiz denemesi 4 olan grup ile
baslamistir. 4 (p<0,05),5(p<0,01),6(p<0,01) basarisiz denemeye sahip 38
yas ve uzeri grupta istatiksel olarak anlamli olarak ko kultlir grubunda gebelik
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orani artigi saglanmigtir (Tablo:7). Alti denemeden sonraki artis ise
degerlendirmenin altindadir (p<0,1)(Tablo:7). Ayni sekilde elde edilen MII
oranlarinin 5 MilI'nin altina dismesi ile ko kultir grubu 38 yas ve Uzeri olgu

grubunda anlamli olarak daha yuksek gebelik gostermistir (p<0,05) (Tablo:9).
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6. SONUG

Bu durumda 38 yas alti tum gruplarda ve 38 yasin Uzerindeki
2,3 ve altinin Uzerinde basarisiz denemesi olan veya ileri yastaki kotu over
rezervi yaniti olan hastalar digindaki tum gruplarda ko kultur teknigi yapmak
klinik gebelik yonunden istatiksel olarak anlaml bir bagsar saglamamaktadir
(Tablo7,9)

38 yas Ustu, uygulanan 3 basarisiz IVF denemesi sonrasi
gebelik saglanamamis hasta grubunda konvansiyonel kulttir ortamindan elde
edilen gebelikler anlaml olarak dusukluk gostermektedir (Tablo:7 ). Ayni
sekilde 38 yas ustl dusuk over rezervi olan hasta grubunda da
konvansiyonel kultir ortami gebelik oranlari dustk seyretmektedir (Tablo.9).
Bu iki tanimlanmis grupta otolog endometrial kokultir ortami anlaml olarak
konvansiyonel kulturden dah yuksek oranda saglikh ve davam eden

gebelikler saglamigtir.

Bu teknigin uygulanarak yarar saglanacak hedef grubun
belirlenmesi, hem ko kultir tekniginin yararlari yada yararsizhgi hakkindaki
bir gok tartismanin sonlanmasi hemde gergekten yarar gorecek hedef grubun
bilgilendiriimesi ve gebeliklerinin arttiriimasi yonunden onemlidir. Boylelikle
tekrarlayan implantasyon basarisizliklari grubunda gebeliklerin arttiriimasi
igin sunulabilecek bu teknik, daraltilmis bir grupta daha anlamli sonuglarla

gebelige sebebiyet verecektir.
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8. OZET

AMAGC: GunUimuzde yardimci ureme teknikleri
laboratuarlarinda uygulanan embriyo kultur sistemlerineki kaydedilen tum
gelismelere ragmen halen basari saglanamamis bir grup bulunmaktadir ve
embriyonun kendisinden kaynaklanan embriyolojik artiklar embriyo
gelisiminde sorun yaratmaktadirlar. Tekrarlayan implantasyon
basarisizhginin(TiB) nedenleri multifaktdryel gériinmekle birlikte , son yillarda
yapilan bir cok calisma otolog endometrial kokdiltirin TiB grubu hastalarin
embriyolarinda embriyo kalitesini arttirmak suretiyle artan klinik gebelikler
saglandigini gostermigstir.Diger yandan , zaman alici ve masrafli bir islem
olmasi nedeniyle TIiB hastalari icinde asil yarari gérecek bir hedef
endikasyon grubu yaratabilmek igin gebelik sonuglara parametrelere gore

ayrilarak analiz edildi ve istatiksel anlamliliklari karsilastirildi.

Materyal ve Method: Toplamda , TiB (n=3) endikasyonu
tasiyan 678 olgu Mart 2010 ve Mayis 2015 arasinda gercgeklestirilmigtir.
Hastalar  retrospektif olarak kullanilan  kdltir  sistemlerine  gore
siniflandinimiglardir.329 Olgu (Grup 1) son denemelerini otolog kokultar
uzerinde ve 349 olguda yine konvansiyonel kultur ortami kullaniimigtir.
Prezigot evresinden embriyo transferine dek , gunlik embriyo gelisim
parametrelerine gore skorlanarak ve klinik gebelik oranlari kargilagtirilarak ,
kain yasi, 6nceki deneme sayilari ve elde edilen Ml sayilarina gore sonuglar

analiz edilmigtir.

Sonuglar: Kokultlir uygulanmis gruplarda konvansiyonel kaltir
grubuna gore avantajli klinik gebelikler elde edilmekle birlikte 6zellikle 38 yas
ve Uzeri gruplarda bu artis daha fazla ylizdeler gdstermistir. istatiksel olarak
anlamliligi kazanmasi ise Ozellikle 6nceki basarisiz denemesi 4 olan grup ile
baslamistir. 4 (p<0,05),5(p<0,01),6(p<0,01) basarisiz denemeye sahip 38
yas ve Uzeri grupta istatiksel olarak anlamli olarak kokultir grubunda gebelik
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orani artigi saglanmigtir. Alti denemeden sonraki artis ise degerlendirmenin
altindadir (p<0,1). Ayni sekilde elde edilen MIl oranlarinin 5 MII'nin altina
dusmesi ile kokultur grubu 38 yas ve Uzeri olgu grubunda anlamli olarak

daha yuksek gebelik gostermistir (p<0,05).

3. giin embryo verileri GRUP | GRUP I P
Pn Duraksama orani(%) 2,62 7,04 P<0,01
3. Gun Duraksama orani (%) Sels 11,45 P<0,01
>6 blastomer orani(%) 72,9 44,7 P<0,01
1.Kalite emb. Orani(%) 68,5 54,2 NS
Fragmantasyon Orani(%) 9,7 18,3 P<0,05
KOKULTUR % KONVANSIYONEL P ARALIGI
(YAS 38<) (YAS<38)
2 DENEME 8/24 33,3 8/27 29, NS
6
3 DENEME 7122 32 7124 29, NS
2
4 DENEME 6/23 26 2122 91 P<0,05
5 DENEME 5/13 38,5 1/18 5,6 P<0,01
6 DENEME 4/14 28,6 1/19 5,3 P<0,01
6< DENEME 2/11 18,2 1/16 6,3 P<0,1
KOKULTUR % KONVANSIYONEL % P
(YAS 38<) (YAS 38<) ARALIGI
<5 MII OOSIT 18/52 34,6 11/48 22,9 P<0,05
5-10MII OOSIT 28/67 41,8 27167 40,3 NS
10-15 MII OOSIT 31/65 47,7 24/69 34,8 NS
15< MII OOSIT 17/38 447 13/41 31,7 NS

Tartigma: Bu durumda 38 yas alti tUm gruplarda ve 38 yasin
uzerindeki 2,3 ve altinin Uzerinde basarisiz denemesi olan veya ileri yastaki
kotu over reservi yaniti olan hastalar disindaki tum gruplarda kokultur teknigi
yapmak klinik gebelik yonunden istatiksel olarak anlamli bir basari

saglamamaktadir.
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Bu teknigin uygulanarak yarar saglanacak hedef grubun
belirlenmesi, hem otolog kokultur tekniginin yararlari yada yararsizigi
hakkindaki bir ¢ok tartismanin sonlanmasi hemde gergekten yarar gorecek
hedef grubun bilgilendiriimesi ve gebeliklerinin arttirimasi yéninden

onemlidir.
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9. SUMMARY

Objective: Although tremendous improvements have been
implemented in current embryo culture systems, embryo wastage is still a
major concern during extended culture. Although the cause of repeated
implantation failure (RIF) seems to be multifactorial, several studies have
indicated a possible beneficial role of endometrial coculture systems on RIF
cases via improving embryo quality and viability. On the other hand,
coculture preperation is time consuming and costly procedure, for this reason
we want to narrowing the group to determine a clearer indication of this RIF
cycles. This study is undertaken to analyze the cumulative contribution of
endometrial coculture (EC) in such cases compare with convantional culture

results and to determine the most effective features to work.

Materials & Methods: Overall, 678 cycles in which coculture
with the indication of recurrent implantation failure (n=3) have been
performed were included in the study between March 2010 and May 2015.
Patients were retrospectively grouped according to culture media systems
used. In 329 patients (group I) endometrial coculture has been of choice
throughout the culture period and in 349 cycles convational culture media
has been utilized. From pre-zygote stage to embryo transfer, daily embryo
growth parameters were scored and clinical pregnancy rates compared
between groups according to female age, the number of previous attempts

and number of mature oocytes obtained.

Results: No statistically significant difference in main patient
and cycle parameters such as female age, male age, BMI, gonadotrophine
ampoules used, MIl oocytes collected and fertilized were found between

groups. However, when embryo development characteristics were compared,
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PN arrest, cleavage arrest and 3 rd day blastomer number and embryo

fragmantation rates.

3 rd day embryo growing outputs GROUP | GROUP 1 P
Pn arrest rate(%) 2,62 7,04 P<0,01
34 day arrest rate (%) 3,35 11,45 P<0,01
>6 blastomer rate(%) 72,9 44,7 P<0,01
1st grade emb. rate(%) 68,5 54,2 NS
Fragmantation rate(%) 9,7 18,3 P<0,05

GROUP | % GROUP 11 % P

(AGE38<) (AGE<38)
2"° TRIAL 8/24 33,3 8127 29,6 NS
3RP TRIAL 7122 32 7124 29,2 NS
4™ TRIAL 6/23 26 2/22 9,1 P<0,05
5™ TRIAL 5/13 38,5 1/18 5,6 P<0,01
6™ TRIAL 4/14 28,6 1/19 53 P<0,01
6< TRIAL 2/11 18,2 1/16 6,3 P<0,1

GROUP I % GROUP 11
(AGE38<) (AGE<38)

<5 MIlI OOCYTE 18/52 34,6 11/48 22,9 P<0,05
5-10MI1 OOCYTE 28/67 41,8 27/67 40,3 NS
10-15 MII 31/65 47,7 24/69 34,8 NS
OOCYTE
15< MIl1 OOCYTE 17/38 447 13/41 31,7 NS

Conclusions: Our results show that culturing embryos on
endometrial monolayer cells seems to increase the cleavage rate and the
quality of embryos in recurrent implantation failure cases. Furthermore, by
comparing all of the results the main target group of this coculture patients
defined (older than 38 age and higher than 2 items ) is very important for

identified in order to assure the usefulness of coculture.
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Sayin , Hazske Semra SUMER
istanbul yeni Yiizy1l Universitesi Etik kurulunun 06.05.2015 tarihinde yaptig1 toplant1 sonucunda

"Monodiizlemde elde edilmis otolog endometrial kokiltir lizerinde gelistirilen embriyolar ile
tekrarlayan implantasyon basarisizligi olgularinda artan gebelik ve implantasyon oranlarina gére
hedef hasta grubunun belirlenmesi' isimli calismaniz etik kurulumuzca uygun bulunmustur.( karar
no: 2015/1)
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