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OZET

Tilpbebek tedavilerinde elde edilen embriyolarin laboratuvar ortaminda
bliyiitiilmesinde giinlimiizde yaygin olarak iki farkli konsepte gore iiretilmis kiiltiir
mediumlart  (ardisik kiiltlir mediumlar1 ve tek asamali kiltir mediumlari)
kullanilmaktadir.

Bu c¢alismada, tiipbebek laboratuvarlarinda in vitro ortamda embriyo
bliyiitiilmesi amaci ile yaygin olarak kullanilan, tek asamali kiiltiir mediumu olarak
tasarlanmis iki farkli ticari kiiltir mediumunun (Irvine Scientific ve Life Global)
preimplantasyon dénemi insan embriyo gelisiminde ve klinik sonuglardaki etkileri
arastirilmistir.

Kadin yasmmin 37°den kiigiikk oldugu, preimplantasyon genetik tani
endikasyonu bulunmayan, ejakulat spermi kullanilmis ve ikiden fazla in vitro
fertilizasyon denemesi bulunmayan 65 hastanin 864 oositi intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonu (mikroenjeksiyon) sonrasi dengeli ve rastlantisal olarak iki gruba
ayrilmis ve ad1 gegen kiiltiir ortamlari icerisinde es zamanli olarak biiyiitiilmiislerdir.
Fertilizasyon sonras1 giinlilk embriyo gelisim takibi yapilarak farkli kiiltiir
ortamlarinin embriyo gelisimi lizerindeki performanslarinin miimkiin oldugu kadar
objektif gozlenmesi saglanmaya calisilmistir.

Bulgular, her iki grupta fertilizasyon ve erken klivaj doneminde embriyo
gelisimi  parametreleri  arasinda  istatistiksel olarak anlamhi  bir farklilik
gozlenmemesine karsin, embriyo gelisiminin 5. giiniinde Life Global mediumu ile
biiyiitilen embriyolarda anlamli olarak yiiksek oranda blastosist gelisimi
saglanabildigini gostermektedir.

Bu calismada ayrica embriyo kiiltiir sisteminde kullanilan farkli inkiibasyon
sistemlerinin de embriyo gelisimini etkileyip etkilenmedigini arastirmak icin ayni
caligma siiresi dahilinde toplam 50 hastaya ait 738 oosite mikroenjeksiyon islemi
uygulanmis ve kardes oositlerin farkli inkiibatorlerde biiyiitiilmesi ile ayni hasta
grubunda farkli tip inkiibatorlerin embriyo gelisim performanslar karsilastirilmistir.
Bu karsilastirma sonrasinda farkli inkiibasyon sistemlerinde biiyiitiilen embriyolarda

temel embriyo gelisim parametreleri bakimindan anlamli bir fark bulunamamustir.
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Calismada elde edilen sonuglar, ticari olarak iiretilmis ve pazarda kullanima
sunulan farkli firmalara ait embriyo kiiltlir mediumlarinin erken embriyo gelisim
doneminde ve hiicresel dinamiklerde anlamli bir farklilik olusturmadigini, bununla
birlikte ileri gelisim doneminde anlamli blastosist gelisim farkliliklarinin

gozlenebildigini gostermektedir.
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ABSTRACT

Embryos obtained by in vitro fertilization (IVF) treatment are cultured in
artificial laboratory conditions and widely grown in two distinct concepts of culture
media: sequential or single-step.

In this study, two commonly used and different commercial brands of single-
step IVF culture media (Irvine Scientific and Life Global) designed for embryo
culture were investigated regarding human preimplantation embryo development and
clinical outcomes.

The study group included women younger than 37, with no indication of
preimplantation genetic diagnosis and less than two previous IVF cycles. A total of
864 oocytes belonging to 65 patients were fertilized by ejaculated sperm using
intracytoplasmic sperm injection (ICSI) and were randomly divided to obtain two
balanced groups which were further sibling-cultured in parallel in the two
aforementioned culture media. Daily embryo development was checked post-
fertilization and carefully scored for an objective performance assessment of the two
different culture media concerning embryo development.

Findings showed that fertilization and early cleavage rates are similar with no
statistical significant difference found between both groups. However, a significant
difference between embryo development parameters were observed on the 5™ day of
development in embryos cultured in Life Global medium with a significantly higher
rate of blastocyst growth when compared to Irvine Scientific.

During the same study period, the influence of different incubation systems
used in embryo culture on embryo development was investigated. For this purpose, a
total of 738 oocytes belonging to 50 patients were split in order to be cultured in
different incubators after ICSI. Embryos derived from sister oocytes were observed
and compared for their capacity to develop embryos and thereby giving information
on the performance of the different types of incubators. No significant difference in
the basic parameters of embryo development was found.

The results obtained in this study showed that embryo culture media
produced commercially and offered by different companies did not create significant

differences neither in early embryo development nor in cellular dynamics, but that



Xiii

significant disparities in post-cleavage embryo development exist, specifically in
blastocyst formation.



1.GIRIS VE AMAC

In vitro fertilizasyon (IVF) uygulamalarinda elde edilen basari, hastaya 6zel
yada klinik uygulamalardaki yetersizlik gibi nedenlerin yaninda, kotii embriyo
gelisimi ve ardindan canlilik kaybina neden olan sup-optimal kiiltiir sartlar1 sebebiyle
beklenen diizeyin altinda kalmistir [1]. Ancak son yillarda ,embriyo gelisimine ve
canliliginin devamina destek olan daha etkin ve daha fizyolojik sartlara sahip kiiltiir

sistemlerinin gelistirilmesi ile bu oran arttirilmaya ¢alisilmaktadir [2].

Bu geligsmeler ile birlikte implantasyon oranlarinda artis ve gebelik kaybi
sayisinda azalmalar gozlenmektedir. Kiltliir sartlarinin  iyilestirilmesi ile
kriyoprezervasyondan sonra canliligini koruma kapasitesi yiiksek olan embriyolar
elde edilmistir [3]. Diinyada bircok iilkede ivf nedeniyle olusan ¢cogul gebeliklerde ve
buna bagli olarak yasanan prematiire dogum oranlarinin artisi, gerekli tedbirler alma
gereksinimini dogurmustur. Ulkemizde bu riskleri aza indirmek amaciyla T.C Saglhk
Bakanlig tarafindan 6 Mart 2010 tarihli ve 27513 sayili yonetmelik ile embriyo
transfer sayilarinda kisitlama getirilmistir. Yonetmelik kapsaminda sinirlandirilan
transfer edilecek embriyo sayisinin mevcut basari oranlarinda ciddi ve olumsuz bir
azalma meydana getirmemesi amaci ile klinisyen ve embriyologlarin embriyo
transferi i¢in daha segici davranma zorunlulugu ortaya ¢ikmustir. Bundan boyle
miimkiin oldugunca daha ge¢ embriyo transferi yapmak ve genellikle blastosist
transferi tercth edilmistir. Ancak belli kalite standartini yakalayabilmis
laboratuvarlar, canlilik kaybi riskini goéze alarak yiiksek oranda blastosist transferi
yapabilmektedir. Bu amagcla yiiksek kaliteli ve giivenlikli embriyo kiiltiir mediumlari

ve embriyo kiiltiir inkubasyon sistemleri kullanilmaktadir.

Bu caligmamizin amaci, insan embriyolarimin kiiltiirii i¢in kimyasal olarak
optimize edilmis ve diinya genelinde tek asamali olarak adlandirilan iki farkl: kiiltiir
mediumunu ve iki farkli inkubator sistemini kardes oositler iizerinde karsilastirmak,
elde edilen sonuglar dogrultusunda daha optimal ve kaliteli embriyo gelisimi
saglanabilen embriyo Kkiiltiir sistemlerinin belirlenmesi ile IVF uygulamalarindaki

basar1 oranlarinin arttirilmasini saglamaktir.



2.GENEL BIiLGILER

Embriyo kiiltlir mediumlarimin tarihsel gelisimi 1882 yilinda Sydney
Ringer’in kurbaga kalbinin in-vitro sartlarda atiminin devamini saglamak icin
gelistirdigi basit tuzlu su soliisyonu ¢aligsmalariyla baslamistir. Ringer, kan serum
icerigini inceleyerek sollisyonunu da bu bilesenleri baz alarak gelistirmistir [4].
Locke ve Rosenheim (1907), tavsan kalbi calismalari i¢in bu soliisyonu modifiye
ederek glukoz eklemislerdir [5]. Krebs ve Henseleit (1932) glukoz kullanmadan
sodyum bikarbonat1 arttirarak sigan dokularinda ¢alismalar yapmislardir. Krebs-
Ringer bikarbonat (KRB) soliisyonunda, i¢indeki 25 mM sodyum bikarbonatla %5
CO;’ de dokular i¢in uygun pH degerini yakalamiglardir [6]. Daha sonra Whitten
(1956) KRB mediumuna 5,55 mM glukoz ilave ederek fare embriyolarindan
blastosist elde etmis [7] ve McLaren ile Biggers (1958) gelisen blastosistleri anneye

transfer ederek canli yavru dogdugunu bildirmislerdir [8].

Baslangicta gelistirilen kiiltiir mediumlarinin biiyiik kismi basit tuz tabanli
soliisyonlardir. insan embriyolarmin in-vitro ortamda gelistirilmesinde en basitten
karmasik olana kadar birgok formiil denenmistir. Daha ileriki donemler de artik tuba
uterina ve uterus salgilarmin igerikleri 6rnek alinarak yeni mediumlar gelistirilmeye
devam etmistir. Quinn tarafindan tuba uterina O6rnek alinarak gelistirilen HTF
(Human tubal fluid; [9]) ve sonrasinda Gardner ve Leese 1990 yilinda MTF (Mouse
tubal fluid) formiiliinti gelistirmislerdir. Daha sonra HTF soliisyonu iizerinde bir¢cok
aragtirmact degisiklikler yaparak erken embriyonel donemde olumlu sonuglar
almistir. 1990’11 yillarin  ortalarinda blastosist evresine kadar gelistirilen
embriyolarda implantasyon oranlarinin daha yiiksek oldugu gozlenmesiyle Gardner
ve ekibi Gl ve G2 mediumlarini liretmisler [10] ve ardisik medium sistemi ile
embriyolarin farklt donemlerdeki ihtiyaglarin1 karsilayarak blastosist gelisimini
arttirmislardir. 1995 yillarinda Barnes ve arkadaslar1 bu mediumu kullanarak
gelistirdikleri blastosistler ile tek embriyo transferi ile de gebelik elde edilebilecegini
kanitlamiglardir [11]. Gardner’in ardisik medium prensibine bagl kalarak bir¢ok

firma yeni mediumlar tiretmistir.



Son yillarda medium tiiretiminde iki goriis ortaya ¢ikmistir. Birincisi Gardner
ve Lane tarafinda 6ne siiriilen *’Igerigi degisken ardisik medium” goriisiidiir [12]. Bu
goriise gore in-vivo ortamda tuba uterina ile uterusun salgi igeriklerinin
farkliligindan dolayr embriyonun gelisimini optimize etmek i¢in embriyonun
ihtiyaglarma uygun iki asamali medium kullanilmalidir. ikinci goriis ise Summers ve
Biggers gibi aragtirmacilarin 6ne siirdiigii, implantasyon dncesi embriyonel gelisimin
tek asamasinda kullanilabilecek tek asamali medium ile ¢’Basit Optimizasyon™
gorlsiidiir [2]. Bu gorlise gore, embriyonun g¢evresindeki degisken sivi igerigi
embriyoyu direkt olarak etkilemez, embriyo sadece ihtiyaci oldugu kadarini kullanir.
Ayrica ilk giinden baglayarak blastosiste kadar ayni formiiliin kullanilmasinin,
embriyo lizerinde daha az stres yarattig1 ve embriyo gelisimini olumlu etkiledigi 6ne
siriilmektedir. Bir c¢alismada tek asamali medium ile iki asamali medium
karsilastirlmus, kardes oositler iizerinde ve Embryoscope™™ cihazinda takip ederek
boliinme zamanlarina, blastosist gelisim oranlarina bakilmistir. Sonug¢ olarak,
embriyolarin ilk boliinme ve 3 hiicreden 4 hiicreye gec¢isinde zamansal bir fark
bulunmamis, klinik gebelik ve implantasyon oranlarinda da bir anlamli bir
artig/azalig tespit edilmemistir. Bununla birlikte 6.giin blastosist gelisimi orani tek
asamali medium grubunda anlamli olarak yiiksek bulunmus ve bu sonu¢ embriyo
dondurma oranina fayda saglamistir [13]. Bu iki goriise de uygun olarak iiretilmis

mediumlar giiniimiizde basariyla kullanilmaktadir.
2.1.Embriyo Kkiiltiirii medium igerikleri

Embriyo kiiltir mediumlar1 igerigini asagidaki 12 baglikta toplamamiz

miimkiindiir ;
o Su
. Iyonlar
o Karbonhidratlar
o Aminoaitler
. Amonyum
o Vitaminler

o Selatlayicilar



o Antibiyotikler

o Antioksidanlar

o Proteinler

o Hormonlar ve biiyiime faktorleri
o Tampon sistemleri

2.1.1. Su

Su, giiniimiizde embriyo gelisimi i¢in kullanilan tiim mediumlarin ana
bilesenidir ve medium igeriginin %99’ unu olusturur. Bundan dolay1 kullanilan suyun
kaynagi ve safligi ¢ok Onemlidir. Wittingham, li¢ kez distile edilmis su ile
hazirlanmis mediumun bir veya iki kez distile edilerek hazirlanmis mediumlara

kiyasla daha 1yi blastosist gelistirdigini gostermistir ([ 14].
2.1.2. Tyonlar

IVF i¢in kullanilan mediumlarin iyonik yapilar1 olduk¢a farklidir.
Implantasyon &ncesi embriyo gelisimi icin gerekli iyonlar hakkinda literatiirde
olduk¢a az kaynak mevcuttur. Mediumlarin iyonik igeriginin optimizasyonu, belirli
fare soyundaki embriyolarin genis araliktaki iyon konsantrasyonunda blastosiste
kadar takip edilmesiyle yapilmaktadir. Fakat, mediumun uygun olduguna karar

vermek i¢in yalnizca blastosist gelisimini baz almak tartisilabilir bir durumdur.

Wales, iyon konsantrasyon araligmi belirlemek i¢in 2 hiicreli fare
embriyolarinin blastosist agsamasina kadarki gelisimini izlemistir [15]. Embriyolar,
potasyum i¢in 0,4 mM ile 48 mM, magnezyum i¢in 0 mM ile 9,6 mM, kalsiyum i¢in
0,1 mM ile 10,2 mM ve fosfat icin 0 mM ile 7,2 mM araliklarinda degisen
konsantrasyonlarda blastosiste kadar geligsmislerdir. Kiiltiir mediumundaki potasyum
konsantrasyonunun sperm kapasitasyonu iizerine yararli etkisi oldugu belirtilmistir
[16]. Ancak potasyum konsantrasyonunun embriyo gelisimine faydasi hakkinda
celiskili bilgiler de mevcuttur [17], [18]. Medium icerigindeki NaCl’ in 125 mM gibi
yiikksek konsantrasyonda bulunmasi da fare embriyolarinda blast gelisiminde
olumsuz etki yaratmistir [19], [20]. NaCl konsatrasyonunun 85 mM“a diisiiriilmesiyle

erken boliinme donemindeki embriyolarda mRNA ve protein sentezini arttirdigin



gosteren calismalar da NaCl konsantrasyonunun 6nemini gostermektedir [21], [22].
Ca ve Mg’ un etkilerine bakildiginda, Ca ‘un in-vitro ortamda embriyolarin
kompaktlagsma agamasinda etkili oldugu, Mg ‘un ise blastosist evresine gelismede bir
rolii olmadig1 goriilmektedir. Mediumda igerisindeki Ca/Mg orani diisiik oldugunda
ozellikle fertilizasyondan sonraki 6 saat i¢inde embriyonun hiicre i¢i Ca oranini
diizenleme yetenegi de diismektedir. Embriyolarin iyonik hemostazi diizenlemedeki
diisiik kapasitesi canlilik kaybma neden olabilmektedir. Ayrica, ICSI islemi igin
kiimiiliis hiicrelerinin zamanindan once temizlenmesi, oositi iyonik strese daha da

acik hale getirebilmektedir.

Kiiltir mediumu igerisindeki iyonlar, osmatik basing iizerinde etkilidirler
fakat insan embriyosu i¢in en uygun osmatik basing ve iyon konsantrasyonu heniiz
belirlenememistir. Bunun i¢in genellikle genis aralikli osmatik basingta ve iyon

konsantrasyonlarinda normal embriyo gelisimi saglanmaktadir.
2.1.3. Karbonhidratlar

Kadin tireme sisteminde tuba uterina ve uterus salgilarina bakildiginda
karbonhidrat oranlar1 siklus boyunca farklilik gosterir. Karbonhidratlar aminoasitler
ile birlikte embriyonun enerji kaynagini olustururlar. Piyasada kullanilan birgok
kiiltiir mediumu igerisinde karbonhidrat kaynagi olarak glukoz, piriivat ve laktat
bulunmaktadir. Kullanilan kiiltliir mediumunda bunlardan biri yada birkag1 eksik ise

mediuma serum eklenebilmektedir.

Insan embriyolar1 gelisimin erken asamasinda glukoz yerine diger enerji
substratlarin1 kullanirlar. Hardy, implantasyon Oncesi insan embriyosunu invitro
olarak inceleyerek glukoz ve piriivat alimimi dlgmiistiir [23]. Hardy’in sonuglaria
gore; pirlivat kullantminin 2-4 hiicreli dénemde 24 pmol/saat/embriyo ,9-16 hiicre
asamasinda 38 pmol/saat/embriyo, morula asamasinda ise 42 pmol/saat/embriyo
oldugunu tespit edilmistir. Glukoz alimi ise 16 hiicreli doneme kadar 10
pmol/saat/embriyo nun altindayken, blastosist agamasinda 24 pmol/saat/ embriyo
seviyelerine ¢iktig1 goriilmiistiir. Bu ¢alisma ve benzeri yapilan bir¢ok caligmalarda
insan embriyosunun gelisim siirecinde metabolizmanin piruvat temelinden glukoza

dogru kaydigi tespit edilmistir [24]. Buna bagl olarak erken asamada priivat



eksikligi, blastosist asamasinda ise glukoz eksikligi embriyo gelisiminde olumsuz
etki yaratmistir. Glukoz kiiltlir mediumunda yalnizca enerji substrati amaciyla
bulunmaz. Glukoz aynm1 zamanda lipid-membran, niikleik asit ve triasilgliserol
biyosentezi i¢inde gereklidir [25]. Bundan dolayr embriyonik genom aktive
oldugunda ve biyosentetik aktivite arttikga ortamdaki glukoz 6nem kazanir. Kiiltiir
mediumunda ki laktat ise, ilk bdliinme evresinde ¢ok gerekli olmasa da reaksiyon
sonucu piruvattan olusabilmektedir. Asagidaki reaksiyon blastosist gelisimi igin

olduk¢a 6nemlidir.
Piriivat + NADH + H < Laktat + NAD

Lane ve Gardner yaptiklari ¢alismada , blastosist asamasinda piriivat ve laktat
oranlarinin degismesi ile hiicre igindeki NAD/NADH oraninin da degistini
gostermislerdir [26]. Ayrica, kiiltiir mediumundaki piriivat ve laktat miktar1 5 mM ve

tizerine ¢iktiginda hiicre i¢i pH nin diistiigl gosterilmistir [27].
2.1.4. Aminoasitler

Embriyo gelisimi sirasinda aminoasitler; enerji kaynagi, pH tamponlayict
antioksidan ve selator olarak fizyolojik gorevlere sahiplerdir. Tuba uterina ve uterus
sivisinda yiiksek miktarda alanin, aspartat, glutamat, glisin, serin ve taurin
bulunmaktadir. Kiiltiir mediumuna eklenen aminoasitlerin, embriyolarin blastosist
evresine ulagsmasinda etkisi oldugu yapilan ¢aligmalar ile tespit edilmistir [28]. Eagle,
minimum esansiyel mediumunda bulunan 20 aminoasitten 7 tanesini nonesansiyel
aminoasitler olarak simiflandirmistir ve bunlar; alanin, asparjin, glutamik asit,
asparjik asit, prolin, glisin ve serindir [29]. Ayn1 sonuglar1 Gardner ve Lane’ de tuba
uterina sivisinda yliksek konsantrasyonda bulunan aminoasitlerin nonesansiyel
grupta oldugunu gostermistir [28]. Nonesansiyel aminoasitler ve glutamin
dollenmeden 8 hiicreli asamaya kadar boliinme oranlarini arttirirken, kompaktlasma
asamasindan itibaren blastosel formasyonu ve zona pellusidanin incelerek
delinmesini kolaylastirip i¢ hiicre kitlesinin gelisimini arttirdigi gosterilmistir [30].
Embriyolar kompaktlasma asamasina kadar heniiz farklilagmamis blastomerlere

sahiptirler ve hiicreler homeostasis ortamlarini korumak i¢in eksojen aminoasitleri



kullanirlar. Ancak hiicreler kompaktlasma asamasindan sonra kendi i¢ ortamini

diizenleyebilirler ve artik nonesansiyel aminoasitlere gerek duymazlar [31].
2.1.5. Amonyum

Kiiltiir ortamindaki aminoasitler, embriyonun gelisimini diizenlerler fakat
ayni anda embriyo tarafindan metabolize edilerek amonyak olusumuna da neden
olurlar. Kiiltiir ortaminda 37° C’ de amonyum salinimi artar ve embriyo-toksik
amonyum iyonlarinin yapilanmasma neden olur. in-vivo sartlarda iireme kanallar1
dinamik bir yapiya sahip oldugundan bu durum gézlenmez. Mediumdaki amonyum
iyonlar1 kiiltiir ortaminda embriyonun farklilagmasinda, metabolizma ve gen
ekspresyonunda degismeye sebep olurken [32], [33] ayn1 zamanda transfer sonrasi
implantasyon ve fetal gelisim oranlarin1 da azaltmaktadir [30]. Amonyumun bu
zararli etkisini azaltabilmek i¢in kiiltiir mediumunun 48 saat ara ile yenilenmesi

gerekmektedir.

2.1.6. Vitaminler

Bircok medium igeriginde vitamin bulunmasina ragmen halen vitaminlerin
embriyo lizerine etkileri konusunda kesin bilgiler yoktur. Vitamin yoklugunda dahi
kiiltiir ortaminda blastosist gelisimi goriilebilmektedir. Tavsan embriyolar ile yapilan
bir calismada vitaminlerin blastosoliin genislemesine fayda sagladigi bildirilmistir.
Ancak ayni ¢alismada Ham’s F-10 mediumunda bulunan B12 vitamininin blastosist
genislemesinde azalmaya neden oldugu da bildirilmistir [34]. Aminoasitler ve
vitaminler birlikte etkilesim gostererek canlilik kaybmi ve metabolizmadaki
dengesizlikleri engellerler. B grubu vitaminler karbonhidrat ve aminoasit
matabolizmasinda 6nemli yere sahiplerdir. Bundan dolayr vitaminlerin tam olarak
fonksiyonlar1 bilinmese de 6zellikle aminoasit varliginda embriyo gelisimine fayda

sagladig diistiniilmektedir.
2.1.7. Selatlayicilar

Selatorler belli metal iyonlar ile suda ¢ozlinerek kompleksler olusturabilen
kimyasallardir. Boylelikle iyonu etkinsizlestirip onu bagka iyonlarla tepkiye

sokmayarak, medium i¢inde tortu olusmasini engellerler. Selatlayicilarin kiiltiir



mediumuna eklenmesiyle embriyolarm in-vitro gelisimi arttirilmistir. Insan
embriyosu iizerine yapilan bir caligmada glukoz ve fosfat igermeyen HTF
mediumuna EDTA eklendigi zaman embriyolarin blastosist gelistirme oranlarinda
artis gozlenmistir [35]. Ancak EDTA‘nin bu yararli etkisi erken bdliinme evresiyle
simirli kalmaktadir. Kompaktlagma asamasindan sonra kiiltiir mediumunda EDTA

varlig1 blastosistin gelisim giiciinii ve fetal gelisimi azalttig1 gosterilmistir [36].
2.1.8. Antibiyotikler

In-vitro ortamda embriyolar1 gelistirmek icin belli araliklarla embriyolarin
yeni kiiltiir mediumlarina taginmasi gerekmektedir. Bu tagima sirasinda kullanilan
tim malzemelerin steril olmasma ve laboratuvar kosullarina dikkat edilmesine
ragmen olas1 bakteriyel bulasma riski vardir. Kiiltlir ortamlarinda bakteri tiremesini
engellemek amaciyla genellikle penisilin, streptomisin ya da gentamisin gibi
antibiyotikler kullanilmaktadir. Fakat son zamanlarda yapilan bir c¢alisma ile
antibiyotik icermeyen kiiltiir mediumunda, insan embriyosunun boliinme oranlarinin
arttig1 gosterilmistir [37]. Boylece antibiyotiklerin rutin olarak kiiltiir mediumuna
eklenmesi sorgulanmaya baslamistir. Fakat sperm hazirligr i¢in kullanilan mediuma

antibiyotik eklenmesi konusunda herhangi bir siiphe yoktur.
2.1.9. Antioksidanlar

In-vitro gelisen embriyolarm in-vivo gelisenler ile karsilastirildiginda biraz
daha yavas gelisim gostermesi oksidatif stresten kaynaklanabilecegi fikrini akillara
getirmistir. Bu nedenle bilinen bir¢cok antioksidan madde kiiltiir mediumlarinda
kullanilarak caligmalar yapilmistir. Bunlar arasinda; siiperoksid dismutaz, glutatyon,
sisteaminin, askorbatin, piruvat sayilabilir. Piruvat zaten kullanilan biitiin kiltiir
mediumlar1 i¢inde bulunur ve kuvvetli bir antioksidan olarak da gorev yapar.

Dolayisi ile zaten hali hazirda tiim mediumlar antioksidan icermektedirler.
2.1.10. Proteinler

Kiiltiir ortamindaki embriyolarin biiylimeleri ve canlilifi proteince zengin
medium kullanimina baglidir. Embriyo kiiltiirlinde bulunan proteinlerin baslica

gorevleri sunlardir;

o Embriyonun biiyiimesi i¢in dnemli molekiillere tasiyicilik yapar,



. Mediumdaki agir metalleri ve olas1 embriyotoksik maddeleri baglar,
° Mediumun siirfaktan aktivitesini destekler,
o Blastomer zarina zarar verebilecek ekstraselliiler proteazlara substrat

gbrevi yapar.

Gegmiste embriyo kiiltiirii i¢in hastanin kendi serumu kiiltiir mediumuna %5-
%20 konsantrasyonunda eklenmekteydi. Fakat protein olarak hasta serumu
kullanilmast bir¢ok dezavantaji da beraberinde getirmistir. Serum i¢inde proteinler,
hormonlar, vitaminler, yag asitleri, selatlanmis metal iyonlari ve pripojenler gibi
makromolekiiller bulunur. Bu tiir makromolekiiller ve diger bilesenler, hastadan
hastaya ve hatta ayn1 hastanin farkli menstiiriyel siklusunda farklilik
gosterebilmektedir. Ayrica, PCO, endometriyozis ve bilinmeyen enfeksiyon
varliginda hasta serumu kullanilmas1 embriyo iizerinde toksik etki yapabilmektedir.
Biitiin bunlara ek olarak embriyo kiiltiiriinde hasta serumu kullanilmasi serumun
toplanmasi, islenmesi i¢in yapilan masraf ve zaman harcamasi ve laboratuvar
personelinin  enfeksiyon riski de serum  kullanilmasindan  kaynaklanan
dezavantajlardandir. Gevis getiren hayvanlar {izerinde yapilan ¢aligmalarda serum
varliginda zigotlarin blastosiste kadar takibi yapildiginda mitokondri kristalarinda
anormal katlanmalar oldugu goézlenmistir [38], [39]. Bu durumun azalmis oksidatif
kapasite ile ilgili olmas1 muhtemeldir. Ayrica olusan blastosistler koyunlara transfer
edilmis ve dogan kuzularin normalden ¢ok daha biiyiikk oldugu gortilmiistiir [38].
Embriyolar ve gametler ylizey yliklerinden dolay1 cam ve plastik yiizeylere yapisirlar
ve laboratuvar icin manipiilasyonda giigliik ¢ekilebilir. Oysaki embriyo kiiltiiriinde
serum alblimin kullanilmas1 embriyo ve gametin yapiskan hale gelmesini

engelleyerek manipiilasyonu kolaylastirir.

Serumun bilinmeyen etkileri ve dezavantajlarindan dolay1, gilinlimiizde
embriyo kiiltiirii i¢in genellikle hasta serumu yerine albiiminin rekombinant formu

seklinde protein kaynagi kullanilmaktadar.
2.1.11. Hormonlar ve bityiime faktorleri

Insanda biiyiime faktérleri, kadin iireme kanallarindaki hiicreler araciligi ile

yonlendirilmektedir. Bir¢cok ¢alisma sonucunda transkriptleri belirlenen ligant ya da
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reseptorler sunlardir; IGF-1, IGF-II, EGF, TGF-a, TGF-B, PDGF-A, FGF-4, LIF.
Martin ve arkadaglar1 [40] heparin baglayict epidermal biliylime faktoriinii kiiltiir
mediumuna ekleyerek, insan embriyolarinda hem blastosist gelisiminin hem de daha
sonraki zonadan ¢ikisin belirgin olarak arttigini gostermislerdir. Buna benzer olarak
IGF-I eklenmesi sonucunda blastosist gelisimi uyarilmig ve ICM gelisimi
arttirllmistir [41]. Kiiltiir ortamina tek biiylime faktoriiniin eklenmesi embriyo
lizerinde bir cevap olusturmayabilir. Ancak iki yada daha fazla embriyo faktoriiniin
etkilesimi ile birbirlerinin etkilerin kuvvetlendirilebilir. Fakat bir¢ok biliylime faktorii
pleiotropik etki gostererek farkli hiicrelere sinyaller gonderebilmektedir. Bundan
dolay1 eger kiiltliir ortamina uygun olmayan biiylime faktorii eklendiginde hiicreler
belli farklilasma yolaklarina ve hatta yanlis yolaklara yonlendirilebilirler. Biiyiime
faktorleri, mediuma katilmasinin getirdigi maliyet ve insan embriyosu iizerinde kesin

bilgilerin olmamasindan dolay1 halen giinlimiizde arastirma konusu olarak kalmaistir.
2.1.12. Tampon sistemleri

Embriyonun gelisebilecegi en uygun 7,2-7,4 pH araligim1 saglamak i¢in
embriyo kiiltiir mediumunda bikarbonat/CO; tampon sistemleri kullanilir. Mediuma
sodyum bikarbonat eklenmesi %5-7 CO, atmosfer ortamini zorunlu hale getirir ve
bunun i¢inde CO; inkiibatorleri kullanilir. Medium havaya maruz kalirsa pH hizla
artar ve bunun sonucunda kotli embriyo gelisimi ve uzun siirmesi halinde canlilik
kaybinda artis goriilebilmektedir. Bu sorunu azaltabilmek i¢in IVF laboratuvarlarinda
kiiltiir mediumlarinin iizeri yag ile ortiilmektedir. Ancak OPU islemi sirasinda ve
ICSI gibi diger manipiilasyon gerektiren islemler sirasinda embriyonun dis ortamda
kalma siiresi uzayabilir. Bu nedenle inkiibator dis1 kullanimi i¢in uygun olan diger
tamponlama sistemleri  gelistirilmistir.  20°C’de 7,55 pKa’st olan N’-2-
Hidroksietilpiperazin-N’2-etaniilsiilfonik asid (HEPES) tampon sistemi bunlardan en

yaygin olanidir.
2.2.inkiibasyon sistemleri

Embriyonun en iyi sartlarda gelisimi i¢in yalnizca iyi bir kiiltiir mediumu
yeterli degildir. Kullanilan tiim sarf malzemelerin kaliteli olmas1 ve bunun yaninda

embriyo icin en uygun fizyolojik kosullarin da saglanmasi gerekir. Fizyolojik
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sartlarin saglanabilmesi i¢in en Onemli faktor kullanilan inkiibatdr sistemidir.
Gliniimiizde memeli embriyolarinin laboratuvar ortaminda miimkiin oldugu kadar
dogal gelisim ortamina yakin bir ¢evre saglamayi amaglayan bir¢ok inkiibator
sistemleri gelistirilmistir. Birka¢ yil dncesine kadar bu amagla en yaygin kullanilan
inkiibatorler genel hiicre kiiltiirii islemlerinde de kullanilan dolap tipi biiyiik hacimli
inkubatdrler iken, son yillarda artik genelde biiyiik hacimli olan bu cihazlarin yerini
daha kii¢iik hacimli benchtop (tezgah {izeri) inkiibatorler almaya baslamistir.
Hacimdeki biiyiik miktarda gerceklesen azalma, hem embriyonun bulundugu kabin
cevresindeki ortami ve bilesenlerin bliylik oranda stabil kalmasini saglamakta, hem
de inkiibasyon i¢in gerekli gaz kullanimini ciddi anlamda azaltmaktadir. Klasik
inkiibatorlerin yaninda ozellikle son yillarda kendi icinde 6zel kamera ve kayit
sistemleri olan ve embriyolarin hi¢ inkiibatéor disina c¢ikarmadan 24 saat
gelisimlerinin takibine imkan veren dinamik embriyo kiiltiir ve inkiibasyon sistemleri
de gelistirilmistir ve bu alandaki ilerlemeler ciddi bir hizla devam etmektedir. Nihai
amag, embriyoyu laboratuvar ortaminda gelistirebilmek i¢in anne rahmindeki tiim
sartlar1 optimal sekilde saglamaktir. Bu sartlar1 maddeler halinde sdyle siralamak

miimkiindiir;

. Karbondioksit

o Oksijen

° Sicaklik

° pH

. Isik

2.2.1. Karbondioksit

In-vitro embriyo kiiltiirli i¢in kullanilan bikarbonat tamponlu mediumun pH’
sin1 karbondioksit kullanarak diizenlemek miimkiindiir. Ayrica, karbondioksitin pH
diizenlemenin disinda, implantasyon 6ncesi donemde fare embriyolar1 tarafindan
protein ve niikleikasitlere dahil edildigi de gosterilmistir [42]. Genellikle IVF
laboratuvarlarinda medium igerigindeki 25 mM bikarbonat konsantrasyonunda %5
CO; kullanilarak medium pH’1 istenilen seviyede tutulmaktadir. Gerektiginde CO;
konsantrasyonu arttirilarak/azaltarak pH seviyesini degistirmek miimkiindiir ve bu

durumun embriyo iizerine yararl etkileri de goriilmiistiir. Inkubator icindeki CO,
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seviyesi diistiiglinde orantili olarak pH yiikselir ve pH degerinin tolare edilebilen pH
siirlarint gectigi durumlarda embriyolar {izerinde graniil olusumu ve fragmantasyon
gibi olumsuz morfolojik degisiklikler goriilebilmektedir. Bu nedenle optimal CO,
konsantrasyonu, laboratuvarda bulunan embriyo inkiibasyon sistemindeki saglanmasi
gereken en Onemli sartlardan biridir. Bundan dolayr kullanilan CO2 tiiplerinin
sertifikalari, basing seviyeleri mutlaka diizenli olarak kontrol edilmelidir. Ayrica her
giin inkubatorlerin CO, seviyeleri disaridan bir cihazla dlgiilerek takip edilmeli ve
gerektiginde kalibrasyonlar1 yapilarak aylik veriler seklinde diizenli kayit altina

alinmalidir.
2.2.2. Oksijen

Normal sartlarda atmosferdeki O, seviyesi %21 civarindadir, insan ve fare
embriyolar1 atmosferik O, seviyesinde gelisimlerine devam edebilmektedirler. In-
vivo sartlarda, uterus ig¢indeki O, seviyesinin ovidukta gore daha diisiik oldugu
bilinmektedir. Bu bilgiye dayanarak yapilan g¢alismalarda memeli embriyolarinin
diisiik O, konsantrasyonundaki gelisiminin daha 1yi oldugu gozlenmistir [43]. Ayrica
insan embriyolar1 ilizerine yapilan prospektif randomize bir ¢alismada kardes oositler
ayr1 inkiibatorlerde biiyiitiilerek atmosferik O, seviyesi ve %5 O, seviyesindeki
embriyolarin blastosist gelisimleri incelenmis ve diisiik konsantrasyonda blastosist

verimlinin artti1 gézlenmistir [44].
2.2.3. Sicakhk

Embriyo Kkiiltiir ortaminin, anne rahminde oldugu gibi 37°C* de tutulmasi
gerekmektedir. Embriyolarin oda sicakligi seviyesindeki diisiik sicakliklarda
tutulmas1 embriyolarin kalitelerinde diisiise hatta gelisiminin durmasia sebep
olabilmektedir. Ozellikle erken donemde embriyolar 1s1 dalgalanmalarindan daha
fazla etkilenmektedirler. Fare embriyolart ile yapilan bir ¢alismada, zigotlarin 5
dakika oda 1s1sinda bekletilmesi boliinme oranlarinda diisiise sebep olmustur. Bu siire
10-15 dakikaya cikarildiginda, boliinme oranlar1 daha da diismiis ve blastosist
gelisim oraninda ciddi gerileme gozlenmistir [45]. Ayrica insan oositlerinin oda
1s1sinda bekletilmesi mitotik 1§ iplikciklerini hasara ugratabilmektedir [46]. Bundan

dolay1 sicakliga OPU, mikroenjeksiyon ve diger manipiilasyon gerektirecek
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islemlerde de dikkat etmek ve gerekli ¢alisma zeminlerinin 1s1 degerlerini takip

etmek gerekmektedir.
2.24.pH

In-vitro embriyo gelisimi igin tasarlanmis olan kiiltiir mediumlarinin
genellikle dis pH’1 kullanilan CO; konsantrasyonuna bagli olarak 7,3 ile 7,4 arasinda
degisebilmektedir. Fare embriyolar1 ile yapilan bir ¢aligmada, zigotlar ve embriyolar
gecici bir siire ile pH’1 yiiksek mediumda bekletilerek gelisimi gdzlenmistir. Sonugta
blastosist gelisim oranmnin diistiigli goriilmiis fakat yine de gelisen blastlar
gbzlenmigtir [45]. Bu calisma ile embriyolarin sanilandan daha genis bir pH
araliginda bile gelisebildigi gozlenmis fakat embriyo transferi sonrasi canliligin
devami bilinmemektedir. Daha sonraki ¢alismalarda hiicre i¢i pH’in etkisi
arastirilmis ve hiicre i¢i pH’ da ki en ufak dalgalanmalar da dahi embriyo gelisimi
olumsuz etkilenmistir. Ozellikle ICSI islemi o6ncesi kumulus hiicrelerinden
temizlenmis oositler, kendi iyonik hemoastazlarin1 saglayamazlar. Ancak kullanilan
mediuma aminosit eklenerek embriyonun kendi hiicre i¢i tamponlama kapasitesi
arttirilabilir ve embriyodaki hiicre i¢i pH oynamalari azaltilabilmektedir [47]. Iyi bir
embriyo gelistirebilmenin yolu istenilen pH oranmi saglamaktir. Bu oram
tutturabilmek i¢in de gerekli konsantrasyonda CO, kullanmak ve uygun sicaklig
saglamak ¢ok onemlidir. Bundan dolayi, en azindan her ay ve her yeni lot numarali

kiiltiir mediumu kullanildiginda pH 6l¢limii yapilmasinda fayda vardir.
2.2.5. Isik

Embriyo kiiltiiriinde ama¢ daima dogal anne rahmini taklit etmek olmalidir.
Uterus kapali karanlik bir yapt oldugundan in-vitro kiiltlirde miimkiin oldugunca
karanlikta ¢alismak verimliligi arttirmaktadir. Insanda diisiik 151k altinda oosit
toplanmis ve 2-4 giinliilk kiiltiir edildikten sonra transfer edilerek sonuglar
izlendiginde; blastosist gelisim orani, gebelik oranlari ve canli dogum agirliginin

arttig1 bildirilmistir [48].
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3.1. Calismada kullanilan embriyo Kkiiltiir soliisyonlar1 ve cihazlar

Calisma kapsaminda kullanilan embriyo kiiltiir ve manipulasyon soliisyonlari

ile cihazlar Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Calismada kullanilan embriyo Kkiiltiir soliisyonlar1 ve cihazlar

URUN MARKA KATALOG NO
Single Step Medium™ (SSM™™) Irvine Scientific 90161

HTF Medium with Gentamicin Irvine Scientific 90126
Serum Substitute Supplement™ Irvine Scientific 99193
Hyaluronidase Solution Irvine Scientific 90101

PVP Solution Irvine Scientific 90123

Oil for Embryo Culture Irvine Scientific 9305

Sperm Washing Medium Irvine Scientific 9983

Isolate Sperm Speration Medium Irvine Scientific 99264

Single Step Medium Life Global LGGG-050
Miri Benchtop Multi-room Inkubator Esco Medikal XQ-01

33 litrelik su ceketli inkiibator IKS International | IVS-9000GC

3.1.1. Tek Asamal Kiiltiir Mediumlari1 (SSM)

Calismada iki farkli firmaya ait ve ticari olarak kullanimda olan, iki farkli

SSM kullanilmistir. Her iki mediumun da pH oranlar1 7.28-7.32 arasinda, ortam CO;

konsantrasyonu %6, O, konsantrasyonu %5, nem orani %95 ve sicaklik 37°C’ de

tutulmustur. Her grupta ki hastalara ait embriyolar rutin olarak 48 saat ara ile yeni

SSM Kkiiltiir kabina aktarilmistir.

SSM iireticisi firmalar gizlilik geregi medium iceriklerini net olarak

paylasmamaktadirlar. Her iki mediumun da igerikleri hemen hemen ayni olmasina



http://www.irvinesci.com/products/99193-serum-substitute-supplement?dpt=Assisted+Reproductive+Technology
http://www.irvinesci.com/products/9305-oil-for-embryo-culture?dpt=Assisted+Reproductive+Technology
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ragmen, iceriklerinin konsantrasyonlar1 arasinda bazi farklar oldugu firma yetkilileri
ve bilimsel danismanlari tarafindan ifade edilmektedir. Tablo 2. de iireticilerin halka
acik olarak paylastigi dokiimanlardan ve resmi internet sitelerinden alinan bilgilere

gore olusturulmus temel igerikler yer almaktadir.

Tablo 2. Calsma dahilinde karsilastirilmasi yapilan ticari SSM

mediumlarinin bilinen icerikleri

Icerik Irvine Scientific Life Global
NaCl NaCl
KCl KCl
Tuzlar CaCl, CaCl,
KH,PO, KH,PO4
MgSOg4 MgSOy4
Tampon soliisyonu | Sodyum bikarbonat Sodyum bikarbonat
Glukoz Glukoz
Enerji substratlar1 | Piruvat Piruvat
Laktat Laktat
Aminoasitler 12 Esansiyel Aminoasit 9 Esansiyel Aminoasit
7 Non-esansiyel Aminoasit | 10 Non-esansiyel Aminoasit
Dipeptit Alanil-glutamin Glisil-glutamin
Antioksidant EDTA EDTA
pH indikatdrii Fenol Red Fenol Red
Antibiyotik Gentamisin Gentamisin

Yakin bir zaman 6nce Morbeck ve arkadaslari tarafindan gerceklestirilen
detayli bir c¢alismada giiniimiizde insan embriyolarinin kiltiirii i¢in kullanilan
mediumlarin kimyasal bilesenleri analiz edilmis, Life Global ve Irvine Scientific
mediumlart i¢in Tablo 3 ve Tablo 4. deki sonuglar elde edilmistir [49]. Morbeck’ in
calismast firma yetkililerinin verdigi bilgileri dogrulamakta iki mediumunda
igeriklerinin biiylik kisminin ayni oldugunu fakat konsantrasyonda farkliliklar

oldugunu gostermektedir.
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Tablo 3. LifeGlobal ve Irvine Scientific firmalar1 tarafindan iretilen

SSM mediumlarimin kimyasal bilesen (inorganik) analiz sonuclari

Global Medium Irvine Medium
Glukoz (mM) 0,2 0,5
Sitrat (mM) 0 0,01
Laktat (mM) 4,8 5,6
Piruvat (mM) 0,2 0,17
Kalsiyum (mM) 1,9 1,9
Potasyum (mM) 0,4 0,2
Klorid (mM) 112 112
Sodyum (mM) 137 135
Magnezyum (mM) 0,2 0,8
Demir (pg/L) 0 4
Aliiminyum 1 0
Krom (pg/L) 0,4 0,7
Kobalt (ng/L) 0,1 0,2
Manganez (ng/L) 0,4 0,8
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Tablo 4. Life Global ve Irvine Scientific firmalar1 tarafindan iiretilen

SSM mediumlarimin kimyasal bilesen (organik) analiz sonuclar:

Global Medium Irvine Medium
Arjinin (uM) 328 281
Sistein (uM) 52 46
Histidin (uM) 111 105
> izoleusin (uM) 221 202
o X
— .

g I= Leusin (pM) 230 214

=~

%)

z & | Lizin (uM) 232 223

5 £

v

M <2C Metionin (uM) 51 53
Fenilalanin (uM) 112 106
Threonin (uM) 216 195
Triptofan (uM) 28 26
Tirozin (LM) 100 95
Valin (uM) 233 215
Alanin (uM) 65 62

—

E Asparajin (LM) 52 57

%)

<Zﬂ % Aspartik asit (uM) 55 47

w2

m = oo

7 3 Glutamik asit (uM) 54 46

o <

Z < Glisin (uM) 63 58
Prolin (uM) 51 48
Serin (uM) 58 55

3.1.2. inkiibatorler

Calismada klasik dolap tipi inkiibatér (Resim 1) ve benchtop multi-room

inkiibator(Resim 2) kullamlmistir. 1ki inkiibatoriin de avantaj ve dezavantajlari
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vardir. Her hastaya ait embriyolar yar1 yariya ayni kiiltiir mediumu kullanilarak iki

farkli inkiibatore yerlestirilmistir. 1ki inkiibatoriin de set up degerleri ayni tutularak

sicaklik 37°C, %6 CO2, %5 O2 ve 7.28-7.32 pH aralig1 saglanmistir. Ayrica her giin

gaz ve sicakliklari dlgiilerek kalite kontrol kurallarina uygun ¢aligilmastir.

3.1.3.1. IKS Klasik Su Ceketli 33 It. inkiibator

Sekil 1. IKS Kilasik tip 33 litrelik inkiibator

Bu inkiibatdr su ceketi sayesinde ortamda homojen 1s1 dagilimini
saglar ve olas1 elektrik kesintisi vb. durumlara kars1 ortam sicakligini
daha uzun siire muhafaza edebilmektedir.

Ic ve dis kapak olmak iizere ¢ift kapaklidir. Inkiibatériin igi 6
bolmeye boliinmiistiir. Fakat boliimler birbirinden tamamen izole
degildir. Bundan dolayr her bir hasta ig¢in inkiibator kapagi
acildiginda olast ortam degisiminden diger hastalara ait
embriyolarda etkilenebilmektedir.

Klasik tip inkiibatorlere gore daha kiigiik olusu (33 litre), agilip
kapanmalara karst daha hizli ortam sartlarini toparlayabilmeyi
kolaylagtirmaktadir. Fakat hacim olarak benchtop multi-room
inkiibator ile karsilastirmak miimkiin degildir.

Istege bagli CO2, O2 ve sicaklik ayarlanabilir. Disaridan herhangi

bir cihaz ile bu parametreler dl¢iilebilir. Ayica entegre xiltrix alarm
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sistemi sayesinde 24 saat ortam parametreleri uzaktan takip
edilebilir.
Inkiibator alt tabanma yerlestirilmis 2 It kapasiteli distile su tepsi

sayesinde ortam nemlendirilmektedir.

3.1.3.2. Esco Miri® Benchtop Multi-room inkiibator

Sekil 2. Miri Benchtop Multi-room inkiibator

Alt1 (6) bolmeden olusur, her bdlme birbirinden izoledir ve her
bolmeye ait CO2,02 sicaklik sensorleri ayr1 c¢alismaktadir.
Istenildiginde her kistm farklh CO2 veya 02 degerine
ayarlanabilmektedir

Her boliime 4 hasta yerlestirilebilir ve toplam 24 hasta kapasitesi
vardir. Bir hasta ile islem yapildiginda yalnizca acilan boliimdeki
embriyolar etkilenir.

Su ceketi bulundurmaz ve kiigiik hacimli oldugundan sicakligr 1
dakikada, gaz oranlarini1 3 dakikada dengeleyebilir.

Istenildiginde entegre alarm sistemi baglanabilir ve yazilim
kullanilarak 24 saat parametreler takip edilebilir.

Hacim olarak kiigiik oldugundan klasik inkiibatorlerde ki gibi distile
su deposuna ihtiya¢ yoktur ve bdylelikle kontaminasyon riski

diistiktiir.
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3.2. Calisma gurubu

Infertilite nedeni ile klinigimize basvurmus OPU islemi yapilan, kadin yast
37 ve altinda, ikiden fazla IVF denemesi olmayan, implantasyon 6ncesi genetik tani
endikasyonu bulunmayan, ejakulat spermi kullanilmis ve en az 4 matiir oosite sahip
olan 115 hasta calismaya dahil edilmistir. Calismada toplam 1428 matiir oosite

mikroenjeksiyon yapilarak olusan 1085 adet embriyonun gelisimi izlenmistir.

3.3. IVF islemi
3.3.1. Hastanin Hazirlanmasi

Overlerin stimiilasyonu, GnRH analoglar1 yada folikiil stimulan hormonlar
(FSH) birlikte kullanilarak indiiksiyon protokolii gerceklestirildi. Hastanin folikiilleri
yeterli biiylikliige (18 mm ve {lizeri) ve Ostrojen seviyesi istenilen seviyeye

ulastiginda HCG enjeksiyonu yapilarak 35-36 saatler arasinda OPU islemi yapildi.

3.3.2. OPU Iislemi ve Oositlerin Kumulus Korona Hiicrelerinden

Temizlenmesi

Transvajinal ultrasonografi esliginde ve genel anestezi altinda tek yada ¢ift
liimenli steril igneler kullanarak aspirasyon islemi gergeklestirildi. Islem sirasinda
Hepes tamponlu mHTF medium kullanild1 ve oositlerin zarar gérmemesi i¢in uygun
sicaklik ve sartlar saglanarak hizlica OPU islemi gerceklestirildi. islem sonrasi
oositler SSM i¢ine alinarak 2 saat beklemek {izere %6 CO2 ve %5 O2 igeren 37°C
inkiibatore alindi. 2 saat sonunda hyaluronidaz enzimi yardimi ile mHTF igerisinde
oosit kumulus disseksiyonu gerceklestirildi ve M2 fazindaki oositler ayrilarak ICSI

islemine kadar tekrar SSM’ a alind1.
3.3.3. Sperm Hazirhg:

Sperm hazirlig1 icin standart olarak tiim vakalara Isolate Sperm Speration
Medium kullanilarak gradient yontemi uygulandi. Gradient sonrasi pellet kismi
alinarak farkli tiipde Sperm Washing Medium ile santrifiij edilerek yikandi. Daha
sonra ICSI islemine kadar hazirlanan tiim spermler oda sicakliginda Sperm Washing

Medium igerisinde bekletildi.



21

3.3.4. Mikroenjeksiyon Islemi (ICSI)

ICSI islemi Hoffman modiilasyonu olan inverted mikroskob kullanilarak
37°C ° de X400 biiylitme kullanilarak yapildi. ICSI islemi 6nceden hazirlanarak
37°C > de minimum 30 dakika bekletilmis ICSI kabi igerisinde ve yine mikroskobun
sicak zemini lizerinde yapildi. Ayrica bu islem sirasinda gametlerin pH dengelerini

korumak amaci ile Hepes tamponlu MHTF medium kullanildi.

Mikroenjeksiyon isleminde morfolojik olarak normal goriinlimli motil
spermler secildi. Segilen spermler, ICSI pipeti kullanilarak PVP igerisinde spermlerin
kuyruk kismina hafifce birka¢ kez darbe yaparak immobilize edildi. Daha sonra
herbir sperm hiicresi oosit stoplazmasi igerisine enjekte edildi. Bilgi formuna islem
yapilan oosit sayilar1 kaliteleri ve ICSI saati not edildi. Oositler birinci ¢alisma i¢in
farkli SSM igeren kiiltiir kaplarina alinarak ayni inkiibator igerisinde takip edildi.
Ikinci calisma igin ise; aym kiiltiir mediumu kullanilarak farkli tip inkiibator

igerisinde takip edildi.
3.3.5. Fertilizasyon ve Embriyolarin Degerlendirilmesi

Mikroenjeksiyon isleminden sonra birinci glin sabahi 16-18 saatlerde
dollenme kontrolleri yapildi. Dollenen oositler birgiin onceden hazirlanmis kiiltiir
kaplarina  aktarildi ve takip i¢in tekrar inkiibatorlere yerlestirildi. Embriyolar
transfer edilecekleri yada dondurulacaklar1 gline kadar 4.giin hari¢ diger giinler
kontrol edildiler. Embriyolarn ilk 3 giinliik gelisimleri 6zellikle asagidaki kriterlere

gore degerlendirilerek not edildi.

e Dollenme durumu; 16-18 saatler arasinda goriilen pronukleus sayilari
degerlendirildi.

e Hiicre sayilari; 2.glin ve 3.giin hiicre sayilar1 degerlendirildi.

e Blastomer morfolojisi ; blastomer hacimleri birbirlerine esit olup olmamasina
gore degerlendirildi

e Multinukleasyon varlig1 ;2. Ve 3.giinlerde blastomerlerde ki multinukleasyon
varligi not edildi.

e Fragmantasyon oranlari; fragmantasyon miktarlar1 0, %20 yada daha az, %20

ile %50 aras1 ve %50 ve tizeri olmak tizere degerlendirilerek nor edildi.
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e Stoplazma goriiniimii; Stoplazma goriintiileri parlak, normal ve koyu graniiler

olmak lizere not edildi.

Vakalarin bir kism1 2.ve 3. giin hastalara transfer edilirken bir kismi1 blastosist
transferi yapildi. Bazi vakalar ise endometriumu uygun olmadigindan veya
progesteron seviyesi yiikksek oldugundan transfer edilmeden biitlin embriyolar
donduruldu. Blastosist donemi embriyolar siniflandirilirken ise kavite olusumuna

gore asagidaki sekilde degerlendirildi.

o Erken Blastosist: Blastosel kavitesi embriyo voliimiiniin yarisindan daha az olan

embriyolar

Blastosist :Blastosel kavitesi embriyo voliimiiniin yarisindan fazla olan

embriyolar

Tam Blastosist: Blastosel kavitesi embriyo hacminin tamamini kaplayan

embriyolar

Ekspanse Blastosist: Blastosel kavitesi voliimii iyice artmis, ¢ap biiyiiyerek

zonasl iyice incelmis olan embriyolar

Hatching Blastosist: Trofoektoderm hiicrelerinin bir kismi zonay: patlatarak

disar1 ¢ikan embriyolar

Full Hatching Blastosist: Tamamen zonasini terkeden embriyolar

Blastosistlerin trofoektoderm ve ICM  kisimlar1 ise hiicre Kkitlelerinin
birbirine baglanma siklig1 ve diizenliligine gore iyiden kotiiye dogru A,B,C olarak
degerlendirildi. Sekil 3.te normal bir embriyonun embriyoscop cihazindan ¢ekilmis

ilk glinden itibaren ki gelismelerini gorebiliriz.
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Sekil 3. Gelismekte olan bir insan embriyosunun Embryoscope cihazindan elde

edilmis goriintiileri
3.3.6. Transfer islemi

Embriyo transfer sayisi ve giinii hastanin klinik durumuna ve embriyolarin
kalitesine gore belirlendi. Transfer edilecek embriyolar secilerek ayr1 bir SSM igeren
kiiltiir kabma alind1 ve steril olarak hizlica embriyo transfer kataterine ¢ekilerek

yaklagik 20-25 mikrolitre SSM ile hastaya transfer edildi.
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5. BULGULAR

Bu ¢alisma, tiipbebek laboratuvarlarinda embriyo gelistirilmesi/biiyiitilmesi
amaci ile yaygin olarak kullanilan, tek asamali kullanim seklinde tasarlanmis iki
farkli ticari kiiltiir mediumunun preimplantasyon donemi insan embriyo gelisiminde
ve klinik sonuclardaki etkilerinin  Ol¢lilmesi/karsilagtitilmast  amaci  ile
gerceklestirilmistir.

Karsilastirmada, sonuglarin iizerinde ve sonuglarin degerlendirmesindeki
olas1 yanli ¢ikarimlarin 6niine gecebilmek amac ile iki farkli strateji giidiilmiistiir.
[Ik olarak adi gegen mediumlarin karsilastirilmas:1 kardes oositler {izerinde
gerceklestirilmis ve boylelikle ayni hastalarin oositleri her iki gruba da rastlantisal ve
dengeli olarak dagitilarak her iki gruptaki performansin miimkiin oldugu kadar
objektif gdzlenmesi saglanmaya calisiimustir. Ikincil olarak, ayni kiiltiir mediumu
icerisinde biyiitiilen kardes oositler/embriyolar dengeli ve rastlantisal olarak iki
farkli inkiibator igerisinde takip edilmis ve boylelikle inkiibasyon sistemlerinin

medium performanslarindaki olasi etkileri de degerlendirilmistir.
5.1. Irvine Scientific ve Life Global mediumlar: karsilastirmasi

Bu asamada tiip bebek tedavisi géren 65 hastanin kardes yumurtalar
karsilastirilmistir.  Tanimlayict istatistik analiz ile hastalarin ortalama yasinin
31.6£3.3 oldugu, elde edilen yumurta hiicrelerinin ortalama sayisinin hasta basina
13.3£5.8, olgun yumurta hiicrelerinin (M2) ortalama sayisinin ise 10.6+3.7 oldugu

gorilmiistiir.

Karsilagtirmaya dahil olan 51 hastada blastosist transferi yapilmis, diger
hastalara 2.giin, 3.giin veya 4.glin embriyo transferi yapilmis, yada cesitli

nedenlerden dolay1 transfer yapilmadan embriyolar 2 veya 3. giin dondurulmustur.

Tablo 5 ve Tablo 6’da her iki kiiltiir mediumunda biiytitiilen kardes oositlerin
ICSI sonras1 dagilimlart ve embriyo gelisim performanslar1 sayisal ve yiizdesel

olarak goriilmektedir.

ICSI uygulanmasindan sonra yumurta hiicrelerinin kullanilan medium
markasina gore fertilizasyon sonuglarina bakilmig, her iki grupta da dollenen

yumurta hiicrelerinin ortalama sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
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saptanmamistir (t=0,618; p=0,539). Irvine Scientific mediumu kullanilan gruptaki

fertilizasyon orant %75,1, Life Global marka medium kullanilan gruptaki

fertilizasyon orani ise %78,2 olarak goriilmektedir (Tablo 5).

Tablo 5. Irvine Scientific ve Life Global mediumlarindaki ortalama oosit

sayllar1 ve fertilizasyon istatistikleri

ICSI uygulanan ortalama yumurta sayist

Life Global 258 (n=65) | 3,96 | 1,73 0,21

N Mean | SD SEM t df
Irvine Scientific | 354 (n=65) 5,44 | 2,08 0,25 2,258 64
Life Global 330 (n=65) | 5,07 | 1,67 | 0,20 b
Fertilize olan ortalama yumurta sayisi
N Mean | SD SEM t df
Irvine Scientific | 266 (n=65) | 4,09 1,83 0,22 0.618 64

0,53
9

Tablo 6. Irvine Scientific ve Life Global mediumlar ile biiyiitiilen

embriyolarin 2. ve 3. giin gozlenen ortalama hiicre sayilari

2. Glin embriyolarinda ortalama hiicre sayisi

Life Global 7,19 1,22 | 0,15

Mean SD | SEM t df P

Irvine Scientific 3,63 0,85 | 0,10 |1,073 64 0,28

Life Global 3,50 0,81 | 0,10 !
3. Glin embriyolarinda ortalama hiicre sayis1

Mean SD | SEM t df P

Irvine Scientific 7,45 1,04 | 0,13 |1,641 64 0,10

6
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Tablo 6’da, gelisiminin 2.ve 3.giinii, Irvine Scientific ve Life Global
mediumlarinda  biiyiitiilen embriyolardaki ortalama hiicre sayis1 ve istatistiki
degerlendirme sonuglar1 goriilmektedir. Bu asamadaki veriler arasinda T testi

uygulandiktan sonra istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamuistir (Tablo 6).

Blastosist transferi yapilmis 51 hastada, gelisimin 5.ve 6. gilinii Irvine
Scientific ve Life Global mediumlarinda gelisen toplam blastosist sayilari
incelenmigstir. Irvine mediumunda blastosist gelisim oran1 %45,6 (100/219), Life
Global mediumunda ise %60,6 (129/213) olarak hesaplanmis ve istatistiksel olarak
anlamli fark oldugu tespit edilmistir (p=0,010) (Tablo 7).

Tablo 7. Irvine Scientific ve Life Global mediumlarinda gelisen ortalama

blastosist sayilari

Mean SD | SEM t df P
1. Giin fertilize olmus yumurta sayilari
Irvine Scientific 4,29 1,87 | 0,26 0,535 50 0,595
Life Global 4,17 1,82 | 0,25
5. ve 6. Giin gelisen toplam blastosist sayilari
Irvine Scientific 1,96 1,32 | 0,18 | -2,683 50 0,010
Life Global 2,52 1,31 | 0,18

5.2. IKS ve MIRI inkiibatorlerinin Karsilastirmasi

Calismanin ikinci kisminda, ilk asamadaki sonuclarin iizerindeki olasi
inkiibasyon sartlar1 etkisi, yine kardes oositler kullanilarak fakat bu kez iki farkl
tasarimda calisan inkiibator sistemlerinin karsilastirilmasi seklinde

degerlendirilmistir.

Aragtirma, tiip bebek tedavisi goren 50 hasta Tlizerinde yapilmistir.
Tanimlayic1 istatistik analiz ile hastalarin ortalama yasinin 31.5£3.8 oldugu

saptanmistir. Elde edilen yumurta hiicrelerinin ortalama sayis1 hasta bagina 17.8+7.5,
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olgun yumurta hiicrelerinin (M2) ortalama sayis1 ise 14.8+6.7 olarak hesaplanmistir.
Toplanan yumurta hiicreleri IKS ve MIRI inkubatdrlerine dengeli ve rastlantisal
olarak boliinmiistiir. T testi uygulanmasindan sonra farkli inkubatorlere konulan
yumurta hiicrelerinin ortalama sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamistir (t=-1.273; p=0,209). Calismada 22 hastaya blastosist transferi
yapilmis, diger hastalara 2.glin, 3.giin, 4.glin embriyo transferi yapilmis ya da
embriyolar 2 veya 3. giin doneminde c¢esitli nedenlerden dolay1 transfer yapilmadan

dondurulmustur.

ICSI uygulanmasindan sonra yumurta hiicrelerinin inkubatdr tipine gore
dollenmesine bakilarak dollenen yumurta hiicrelerinin ortalama sayisinda inkubator
tipine bagl istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (t=-1.376; p=0.175).
IKS inkubatoriinde dollenme basarist %74.6 (273/366), MIRI inkubatoriinde ise
%77.0 (288/374) olarak hesaplanmistir (Tablo 8).

Tablo 8. Kullanilan inkiibator tipine gore embriyolojik gelisim

degerlerinin karsilastirilmasi

Mean N SD SEM t df
ICSI uygulanan ortalama yumurta sayisi
IKS 7,32 366 (n=50) | 3,38 0,47 - 49 0,209
MIRI 748 | 374 (n=50) | 345 | 048 | 273
Fertilize olan ortalama yumurta say1si
IKS 546 | 273 (n=50) | 2,88 0,40 - 49 0,175
MIRI 576 | 288 (n=50) | 321 | 045 | 376

Gelisiminin 2. ve 3.ginii, IKS ve MIRI inkubatorlerinde  bulunan
embriyolarda ki ortalama hiicre sayis1 hesaplanmis ve T testi uygulandiktan sonra

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamaistir (Tablo 9).
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Tablo 9. IKS ve MIRI inkiibatorlerinde biiyiitiilen embriyolarin 2. ve 3.

Mean SD SEM t df P
2. Giin embriyolarinda ortalama hiicre sayist
IKS 3.71 0.84 0.11 | -1,375| 49| 0,175
MIRI 3.87 0.74 0.10
3. Giin embriyolarinda ortalama hiicre say1si
IKS 7.14 1.01 0.14 | -0.526 | 49| 0.601
MIRI 7.22 1.11 0.15

Blastosist transferi yapilmis 22 hastada, gelisimin 5.ve 6. giinii IKS ve MIRI

inkubatorlerinde gelisen toplam blastosist sayilar1 incelenmistir. IKS inkubatdriinde

blastosist gelisim oran1 %40,2 (45/112) , MIRI inkubatoriinde %35,0 (43/123) olarak

hesaplanmis ve istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaistir (Tablo 10).

gelisim oranlan

Mean SD SEM t df P
1. Giin fertilize olmus yumurta sayilari
IKS 5.09 2.40 0.51 | -1.56 | 21 0.134
MIRI 5.59 2.44 0.52
5. ve 6. Giin gelisen toplam blastosist sayilar1
IKS 2.45 1.84 0.39 1.254 | 21 0.221
MIRI 1.95 1.73 0.36

Tablo 10. IKS ve MIRI inkiibatorlerinde biiyiitiilen embriyolarin 5. giin
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6. TARTISMA VE SONUC

Yardimer lireme teknikleri laboratuvarinda basarili bir uygulama icin gerekli
olan en Onemli bilesenlerden biri, in vitro sartlarda iiretilen embriyolarin dogal
ortamlarina miimkiin olan en yakin sartlar1 saglayabilme 6zelligine haiz bir embryo
kiiltiir mediumu se¢imi/kullanimidir. Bu amagla dizayn edilmis bir embriyo kiiltiir
mediumunun temel gorevleri, gamet hiicrelerinin uygun sartlarda birlesimi ve
fertilizasyonunun saglanmasi, rahme tutma potansiyeli yiiksek embriyolarin
gelisiminin desteklenmesi ve in vitro sartlarda kiiltlir sirasinda gamet ve embriyolarin

olas1 dig etkenlerden miimkiin oldugunca korunmasinin saglanmasidir [50].

1980’li yillarin sonlarina kadar embriyologlar embriyo kiiltiir mediumlarini
giinliik olarak laboratuvarda kendileri hazirlamak zorunda iken, giiniimiizde pazarda
8’den fazla ticari firma farkl iceriklerde kullanima hazir embriyo kiiltiir mediumu
tiretmekte ve satmaktadir. Farkli konseptte ve igerikte iiretilmis olan bu mediumlarin
timi inorganik tuzlar, enerji kaynagi molekiiller, serum katkilari, aminoasitler,
tampon soliisyonlari, antibiyotikler, vitaminler, bliylime faktorleri, nokleotidler ve
diger nadir bulunan elementler ve ajanlar (niikleaz inhibitorleri vb.) icermektedir. Bu
uriinler yiiksek giivenlikli sistemlerde ve standartlarda iiretilmis olup, klinik
kullanimda yiiksek basar1 oranlari elde etme amaci ile kullanicilarin hizmetine
sunulmaktadir. Bununla birlikte formiilasyonlar1 en temel bilesenlerinde bile farklilik

gostermekte ve bu konuda uluslararasi bir konsensus bulunmamaktadir [51].

Yakin bir siire once, embriyo kiiltiirlinde kullanim amaci ile iretilen bu
tiriinlerin arasindan kullanim etkinligi en yiiksek olan iiriiniin tespiti amaci ile genis
kapsamli calismalar gerceklestirilmesine ragmen, elde edilen sonuglar halen bu
konuda net bir sonu¢ sunabilmek icin yetersizdir [52]. Mantikou ve arkadaslari
gerceklestirdikleri sistematik derlemede mevcut 22 prospektif randomize ¢alismanin
sonuglarini analiz etmeye ¢alismislar, fakat ad1 gegen calismalardaki dizayn ve temel
ciktilar konusundaki mevcut ciddi degiskenlikler nedeni ile bir meta analiz
degerlendirmesi gerceklestirememislerdir [53]. Bu yetersizlikte rol oynayan baslica
nedenler sirasi ile ¢aligmalara dahil edilen olgu sayisinin azligi, calismalarin tasarim
hatalar1, gerekli gili¢c analizinin yapilmamis olmasi, ana ve ara 6l¢iim kriterlerindeki

farkliliklar vb. gelmektedir [54]. Pek ¢ok arastirmact embriyo kiiltiir mediumlart ve
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iceriklerinin klinik bagar1 oranlarinin yaninda implantasyon Oncesi donemdeki
embriyo gelisimi ve kalitesi iizerinde ve hatta dogan yavrular {izerinde de anlaml

farkliliklar yaratabildiklerini belirtmislerdir [55], [56], [57].

Insan embriyo kiiltir mediumlarmin laboratuvar ve klinik etkinliklerinin
karsilastirilmast amaci ile giiniimiize kadar gergeklestirilen g¢alismalarin ¢ogu,
mevcut farkli felsefelere gore (“igerigi degisken ardistk medium” ve “basit
optimizasyon™) iiretilmis olan ardisik veya tek asamali kiiltiir mediumlarinin, ayni
felsefe ile tiretilmis veya farkli felsefe ile iiretilmis tirtinler bazinda performanslarinin
Olciimii amaciyla gerceklestirilmistir [58], [59], [60]. Calismalar icerisinde bazi
embriyo gelisim parametrelerine gore farkliliklar bulunmus olsa da, genel olarak
gebelik oranlar1 benzer bulunmustur. Bu grup c¢alisma icerisinde dikkat ¢ekici bir
nokta, tek asamali kiiltlir mediumlar ile gergeklestirilen karsilagtirmalarda bu
mediumlar ile biiylitilen embriyolarin o6zellikle ileri embriyo kiiltiirii sirasinda
ardisik embriyo kiiltiir mediumlarina kiyasla daha yiiksek sayida blastosist

olusturdugudur [61], [62].

Sepulveda ve arkadaslar1 ardisik (ECM/Multiblast; Irvine Sceintific) ve tek
asamali (Life Global) kiiltir mediumlarin1 diger ¢alismalardan farkli olarak donér
oositler ile elde edilmis embriyolar tizerinde karsilastirmiglardir. Fertilizasyon orani
her iki grupta da benzer iken erken kliaj ve blastosist olusum oranlar1 tek asamali

medium lehine anlamli olarak farkli bulunmustur [63].

Bahsi gecen giincel calismalar disinda, ayni felsefe kapsaminda iiretilen tek
asamali mediumlarin karsilagtirildigi ¢alisma sayis1 son derece sinirlidir. Her ne
kadar igerik ve uygulama mantig1 birbirine benziyor olsa da, igerik ve bilesenlerin
konsantrasyonu bakimindan mevcut olabilecek bazi farkliliklar laboratuvar
performanslar1 ve embriyo gelisimi {izerine etkileri gerekse klinik agidan

saglanabilecek basar1 oranlari arasinda olumlu veya olumsuz farkliliklar yaratabilir.

Bu calismada, mevcut literatiir bilgisine katki saglayabilmesi ve klinik
kullanimda daha yiiksek basar1 oranlarinin elde edilebilmesi amaci ile, ayni felsefe
ile tiretilmis tek asamali iki farkli ticari kiiltiir mediumu (SSM — Irvine Scientific ve

Global — Life Global) kardes yumurtalar {izerinde degerlendirilmis ve
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karsilastirilmistir. Karsilastirma, tlip bebek tedavisi goren ve gebelik elde edilmesi
sans1 yliksek olan hasta grubunda gergeklestirilmistir. Caligmanin ilk agamasinda 65
hastaya ait 864 kardes oosit bahsi gecen iki farkli tek asamali kiiltlir mediumu
igerisinde biyiitiilerek her bir mediumun embriyo gelisimi {izerindeki etkinlikleri
incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore, fertilizasyon ve erken klivaj donemi
embriyo kinetigi ve kalitesi ile ilgili incelenen parametrelerde anlamli bir farklilik
gozlenmemistir. Bununla birlikte blastosist asamasina kadar gelisimi takip edilen
embriyolar arasinda SSM mediumu ile karsilasgtirildiginda Global mediumu ile
biiyiitiilen embriyolarin blastosist agsamasina ulagsma orani anlamli oranda yiiksek

bulunmustur (%45,6 ve %60,6; p=0,01).

Cagdas bir tiip bebek laboratuvarinda basarili sonuglar elde edebilmek igin
etkin bir embriyo kiiltiir mediumunun se¢ilmesinin yaninda, kiiltiir sisteminin pH
degeri, 1s1 ve kiiltiir sistemini ¢evreleyen hava kalitesi de son derece dnemlidir [64].
Ad1 gegen bu parametrelerin tiimii, embriyo kiiltiiriiniin gerceklestirildigi inkiibator
sistemi ile dogrudan iligkili oldugundan, ¢alismanin ikinci asamasinda, iki farkl tek
asamal1 kiiltiir mediumu karsilastirmasi sirasinda gozlenen blastosist olusum oranlari
arasindaki bu farkliligin, laboratuar biinyesinde kullanilan inkiibasyon sistemleri ile
olas1 iligkisi, farkli konseptte calisan inkiibator sistemleri (standart masa iistii dolap
tipi inkiibator ve yatay tezgah iistii inkiibatér) kullanilarak incelenmistir. Ik asamada
gergeklestirilen kiiltiir mediumu karsilagtirilmasi ile es zamanlh olarak, 50 hastaya ait
738 oosite mikroenjeksiyon islemi uygulanmis ve kardes oositlerin IKS International
firmasi tarafindan iretilen 33 litrelik standart inkiibatorlerde ve ESCO International
firmasi tarafindan iiretilen ve her biri 0,9 litrelik 6 farkli odaciktan olusan ESCO Miri
marka inkiibatorlerde biiyiitiilmiistiir. Boylelikle ayn1 hasta grubunda farkli tip
inkiibatorlerin embriyo gelisim performanslart miimkiin oldugu kadar tarafsiz olarak
degerlendirilmeye calisilmistir. Bu karsilastirma sonrasinda farkli inkiibasyon
sistemlerinde biiyiitiilen embriyolarda temel embriyo gelisim parametreleri
bakimindan anlamli bir fark bulunamamustir.

Calismamizin ikinci kisminda elde edilen sonuglar, ilk kisimda elde edilen
benzerlikler ve farkliliklarin, mevcut inkiibator sistemlerine gore degisiklik gosterme

olasiliginin belirlenebilmesi acisindan 6nem tasimaktadir. Karsilastirma sonucu her
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iki inkiibator grubunda da embryo gelisim parametreleri agisindan istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunmamasi, embriyolarin farkli mediumlarda biiyiitiilmelerinden
kaynaklanabilecek farkli kinetik 6zelliklerinin kullanilan inkiibator sistemlerinden
etkilenmedigini gostermektedir. Zira giinlimiizde her iki konseptte de liretilmis ve
halihazirda diinya genelinde pek ¢ok laboratuarda kullanilmakta olan pek cok ticari
inkiibatdr mecut olmasina ragmen, mevcut literatiir bu farkli konsept ve markalardaki
cihazlarin etkinliklerinin karsilastirilabilmesi bakimindan son derece yetersizdir [65],
[66] [67]. Referans olarak alinabilecek az sayida ¢alismadaki teknik ve tasarim
eksiklikleri, karsilagtirmada kullanilan cihazlarin uygunsuzlugu, yetersiz sayida hasta
ve embriyonun calismaya dahil edilmemesi gibi nedenler, inkiibator sistemleri
arasindaki benzerlik veya farkliliklarin objektif olarak degerlendirilebilmesine olanak
vermemektedir [68].

Standart inkiibatorlere kiyasla daha yakin bir donemde gelistirilerek ticari
kullanima giren tezgah {istii inkiibatorler, kii¢iik inkiibasyon odaciklarina sahip
olmalar1 nedeni ile diisiik gaz tiikketimi olusturmalari, hizli ortam dengeleme
(equilibrium) imkan1 ve ayr1 odaciklar olarak tasarlandiklarindan dolay1 tam kapasite
calistirildiklarinda standart inkiibatorlere kiyasla daha az kapak agma/kapama
ithtiyact ve dolayisi ile daha az embriyonik stres olusturma imkani gibi olanaklar
nedeni ile her giin artan sayida laboratuarda kullanim imkani bulmaktadir. Ad1 gegen
ozellikler/avantajlar, embriyo gelisimi ve dolayisiyle klinik sonuglara olumlu etki
yapmalar1 beklenmesine ragmen, ¢alismamizda karsilastirilan sinirli sayida kardes
yumurta/embriyoda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yaratmamistir. Bu durum,
caligmaya dahil edilmis olan hasta ve embriyo sayisinin kisitli olmasi ile ve 6zellikle
tim embriyo Kkiiltlir asamalarinda embriyo kiiltiiriiniin mineral yag altinda
gerceklestirilmis olmasi ile acliklanabilir. Zira literatiirde mineral yag kullaniminin
veya yoklugunun kiiltiir mediumlarinin inkiibator igerisindeki inkiibasyon siiresince
osmalite dengesinde ciddi farkliliklar olusturdugunu, bu farkliliklarin da embriyo
gelisim karsilastirma ¢aligmalarinda anlamli derecede tarafli bir degerlendirme
yapilma riskini de beraberinde getirdigi siklikla bildirilmektedir [69] [64].

Sonug olarak, ¢calismamiz dahilinde gergeklestirilen karsilastirmalarda:
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Klinik kullanimda olan ticari tek asamali mediumlarin (SSM ve
Global) her ikisinin de erken klivaj doneminde giincel insan embriyo
kiiltiirti ve klinik tedavi siiresince etkin olarak kullanilabilecegi,
Bununla birlikte Global marka tek asamali mediumun &zelliklerinin,
ileri agsama embriyo kiiltiirii (Blastosist kiiltiirii/transferi) sirasinda
istatistiksel olarak anlamlilik diizeyi yiiksek olacak sekilde daha fazla
saylida blastosist asamasi embriyonun gelisimini desteklemekte
oldugu,

Yiiksek sayida blastosist elde edilmesinin getirebilecegi bir avantaj
olarak hastalarda embriyo transfer sonrasi arta kalan embriyo
dondurma ve saklama imkanlari,

Mevecut literatiir verilerinin ve bu ¢alismadaki verilerimizin etkinligin
klinik olarak ta onaylanmasi i¢in daha fazla sayida hastaya ve
incelemeye gerek oldugu,

Tek asamal1 kiiltiir mediumlar1 karsilagtirmamiz sirasinda kullanilan
farkli inkiibator ve inkiibasyon sistemlerinin, ¢alisma verilerinin
toplanmasi,  degerlendirmesi ve incelenmesi  asamalarinda
karsilastirma siiresince ek ve gorlinmeyen bir olumsuzluk

oOlusturmadig saptanmigtir.
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