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OZET

Buran A. infertilitede,sperm kaynagma gore , ICSI islemi ile elde edilen embriyolarin
embriyo izleme yontemi ile retrospektif olarak degerlendirilmesi. . Yeni Yiizyil
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Klinik Embriyoloji program. Yiiksek Lisans
Tezi. Istanbul. 2015

Amag: Siirekli embriyo izleme sistemi embryo se¢ciminde embriyo morfolojisi ve bdliinme
kinetigi parametreleri dikkate alinarak embriyo seciminde yeni bir c¢alisma alani
olusturmustur.Sperm kalitesinin embriyo gelisimi iizerine negatif etkileri bilinmektedir.Ileri
derecede erkek faktorlii olgularda fertilizasyon ve embriyo gelisiminde sorunlar
goriilmektedir.Azoospermik olgularda sperm bulmada kullanilan TESE ve MESA
uygulamalar1 sonucu elde edilen embriyolarm gelisim siirecleri ile ilgili ayrintili bir bilgi
goriilmemistir.Bu nedenle bu c¢alismada azoospermik olgularda ICSI sonrasi gelisen
embriyolarin siirekli embriyo izleme sisteminde retrospektif olarak degerlendirilmesi, TESE
ve MESA islemi sonras1 gelisen embriyolarin morfokinetik parametrelerinin normal spermler

ile gelisen embriyolar ile karsilastirilmasi amaglanmistir.

Materyalve metod: Bahgeci IVF merkezinde uygulamasi yapilan 58 hasta ( 20 normal
spermli,20 TESE ve 18 MESA uygulamasi) bu ¢alismada yer almistir. Bu calismaya genetik
kaynakli erkek faktorlii olgular (vas agenezi, klinefelter, Y kromozomu mikrodelesyonu) ile
PCO,endometriosis ve ileri kadin yas1 faktorlii hastalar dahil edilmemislerdir.Calismada 758
embriyonun fertilizasyon ve klivaj asamalar1 5. Giline kadar retrospektif olarak izlenmis,
sonuglarin degerlendirilmesi igin student’s t-testi, Chi-Square, Kruskal Wallis testi ve Mann

Whitney U testi kullanilmigtir.

Bulgular: Tese ve Mesa grubunda PB2 atilimindan PN olusumuna kadar gegen siirenin
normal kontrollere gére daha kisa oldugu (p=0.0005), PN silinmesinin ise uzun oldugu
gozlenmistir (p=0.0001).PN olusumundan t2’ye gegisin tesa ve mesa gruplarinda
normospermiye gore daha uzun oldugu gorilmistir (p=0.0001). 5,7,8,9 blastomerli

embriyo’ya  gegis siirelerinin tese grubunda daha kisa oldugu goriilmiistiir (p=0.0005,



p=0.0005,p=0.0012). Blastokist olusum zamaninin ise mesa grubunda normospermik ve tese
grubuna kiyasla 12 saat daha uzun oldugu gorilmiistiir (p=0.0009). Blastokiste gidis
normospermide %70 iken, tese’de %35, mesa’da % 27.8 bulunmustur (p= 0.018). Pozitif
gebelik oranlar1 tesa ve normospermik grupta benzer (% 55,% 55) mesa grubunda ise diisiik

oldugu gozlenmistir (%39).

Tartisma:Calismada sperm kaynagma bagli olarak embriyo gelisim siire¢lerinde istatistiki
anlamli farkliliklar goriilmistiir. Mesa grubunda blastokiste gidis oraninin diisiik olmasi1 ve
stiresinin uzun olmasi, ve pozitif gebelik oranmin diisiik bulunmasi ,obstriiktif azoospermide

mesa isleminin yararini tartigmali hale getirmektedir.

Anahtar kelimeler: tese, mesa, azoospermi, ICSI, siirekli embriyo izleme sistemi



ABSTRACT

Buran A. Retrospective comparison of embryos according to sperm origin by time-lapse
imaging after ICSI procedure. Yeni Yuzyil University Medical Sciences Institute, Clinical

Embryology Program. Master’s Thesis. Istanbul. 2015

Purpose: Time-lapse imaging system which takes embryo morphology and cleavage kinetics
into consideration opened a new field of study in choosing the best embryos. It is well known
that low sperm quality has negative effects on embryo development. Problems in the
fertilization and embryo development are observed in cases with severe male factor.
However, there isn’t enough information about the embryo development in cases which sperm
is obtained by TESE and MESA procedures from azoospermic male patients. Thus, this study
aims to compare the embryo developments in which ejaculate sperms and TESE/MESA

sperms are used by time-lapse imaging and morphokinetic parameters.

Material and Methods: This study was conducted in Bahceci IVF Centre and it includes
total of 60 patients (20 ejaculate sperm, 20 TESE sperm, 18 MESA sperm). In this study,
patients with male factor because of genetic problems (Vasogenic, Klinefelter syndrome, Y
chromosome microdeletion) and PCO, endometriosis and advanced maternal age were
excluded. In this study, fertilization and cleavage stages until 5th day of 425 embryos were
observed and recorded retrospectively. For the statistical analysis, student’s t-test, Chi-Square,

Kruskal Wallis test and Mann Whitney U test were used.

Results: In TESE and MESA groups, it is observed that the time between removal of second
polar body and appearance of PN is shorter (p=0.0005) and disappearance of PN is longer
(p=0.0001). The time between appearance of PN and t2 was longer in TESE and MESA
groups than normospermia (p=0.0001). The time needed for embryos to reach the stage with
5, 7, 8, 9 blastomeres was shorter in TESE group (p=0.0005, p=0.0005,p=0.0012). For



embryos in which MESA sperms were used needed 12 more hours to reach blastocyst stage
compared to normospermic and TESE groups (p=0.0009). The rates of blastocyst formation
were 70%, 35% and 27.8% in normospermic, TESE and MESA groups, respectively (p=
0.018). Similar pregnancy rates were observed in TESE and normospermic groups (55%,
55%) but it was lower in MESA group (39%).

Discussion: We observed statistically significant differences in the development of embryos
in which origins of sperm were different. As a result, MESA procedure in obstructive
azoospermia become a highly controversial topic since the time needed to reach blastocyst
stage is longer and rates of blastocysts and pregnancy are lower.

Key words: TESE, MESA, azoospermia, ICSI, time-lapse imaging system



1.GIRIS VE AMAC

Son 15 yilda modern tip alaninda iireme tibbina yonelik tedavide ¢ok farkli degisiklikler
eklenmistir.Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) tekniklerinin gelistirilmesi ile ileri
derecede erkek faktorlii olgular ile azoospermide (semende sperm bulunmamasi) tedavi
secenekleri ortaya ¢ikmistir. Obstriiktif azoospermi ,ejekiilasyon kanalinda tikanma veya vas
deferens yoklugunda ortaya ¢ikmakta, genel olarak bu olgularin bir kisminda epididimis’ten
sperm aspirasyonu yapilmaktadir (MESA) (52,23). Ote yandan testiste sperm iiretiminde
bozukluklar sonucu olusan azoospermi , non obstriiktif azoospermi diye adlandirilmakta ,bu

olgularda genellikle testis dokusundan sperm elde edilme yOntemleri uygulanmaktadir
(TESE)(21,51,55).

Sperm  maturasyonu testiste gerceklesmekte ve epididimiste tamamlanmaktadir.
Spermiohistogenez esnasinda sperm kromatini histondan protamine gecisi saglamakta ,
morfolojik degisiklikleri icermektedir(47,64).Epididimal c¢evrede ise spermler hareket
kazanmakta , 2-12 giinliik siiregte kondanse olmus kromatin’in stabilizasyonu saglanmakta,
plazma membran degisiklikleri ortaya cikmakta,yeni yiizey proteinleri
eklenmektedir(15).Genel kani, epididimal spermlerin testikiiler spermlere oranla daha matiir
ve fizyolojisini tamamlamis oldugudur. TESE veya MESA teknigi ile elde edilen spermler ile
ICSI uygulamasinda kabul edilebilir oranda fertilizasyon ve embriyo gelisimi ile birlikte

gebelikler elde edilmektedir(50).

In vitro fertilizasyon laboratuvarinda embriyo gelisiminin degerlendirilmesi belirli araliklarla
zigot ve boliinmelerin izlenmesi ile miimkiindiir.PH degisiklikleri ve sicakligin embriyo
gelisimine negatif etkileri ,inkiibatorden alinan embriyolarm izlenmesinde ortaya
cikmaktadir(4,22).Stirekli embriyo izleme sistemi (EmbryoScope™ ) sicaklik, pH
degisimlerine ve dis etkenlere son derece hassas olan embriyonun inkiibator disinda kaldig1
stireyi en aza indirgemek i¢in gelistirilmistir(16,29).Bu sistemde 5 giinliik gelisim siireci
icinde embriyo izlenmekte, goriintli alinarak klivajlar ve blastomer simetrisi, asimetrisi, sayist
hesaplanabilmekte, klivaj siireleri gosterilmektedir. Bu siire¢ iginde her 20 dakikada bir

goriintii alinarak embriyonun gelisim siireci geriye dogru da izlenebilmektedir.Bu sistemde en



fazla 13 embriyonun izlenmesi miimkiin olmaktadir. Sistemde ikinci kutup cisminin

atiligindan itibaren, pronukleuslarin gelisimi, ilk klivaj, ikinci ve tigiincii klivaj asamalart ,

morula ve blastokist siireleri hesaplanmaktadir(13,12,61). Embriyo gelisiminin zamanlamasi
ile ilgili calismalar son yillarda lizerinde ¢alisilan konularin basinda gelmektedir, arastiricilar
bu zamanlama ile normal veya anormal embriyolar1 bulmayr hedeflemektedir.Yapilan
arastrmalar embriyo senkronizasyonunun implantasyon ile yakm iligkisi oldugunu
gostermistir(61,62). Embriyoskopta kullanilan time-lapse goriintiileme programi goriintiileri
kayit edip birlestirdikten sonra video halinde bize sunabilmektedir. Bu sekilde geriye doniik
olarak embriyonun biitiin morfolojik degisimlerini izleyebilmekteyiz, bu da bize embriyo

seciminde oldukga yardimc1 olmaktadir.

Embriyolarn tiip bebek laboratuvarinda gecirdikleri 5 giin sonunda amag, normal ve anormal
ddllenen embriyolar1 ayirtetmek, embriyonun boliinme asamalarini kontrol etmek, hizli veya
yavas gelisen embriyolar1 takip ederek optimum hiicre boliinmesi gosteren embriyolar1
belirlemek ve boylece transfer edilecek en iyi embriyolar1 segcme sansini arttirmaktir. Bu
sistem diinyada pek ¢ok iilkede kullanilmaya baslamistir. Ik bulgular embryoskop ile takip
edilen embriyolarda % 15 daha fazla canlilik ve gebelik sansinin %20 arttigini

gostermektedir(28).

Siirekli embriyo izleme sistemi ile tiim gelisim siirecleri, .embriyo gelisim hizi bdliinme
zamanlar1 normal ve anormal gelisen embriyolarda incelenmistir (63,33). Ayn1 zamanda bu
sistem ile gilivenilir embriyo se¢im kriterleri de ortaya ¢ikarilmistir (16,34). Meseguer ve
arkadaslar1 yaptiklar1 calismada retrospektif olarak incelenen 247 embriyoda 5 hiicreye
ulagma zamani, 3 hiicreden 4 hiicreye ge¢is zamani ve 2 hiicreden 3 hiicreye gecis zamani en
onemli li¢ parametre olarakbelirlenmistir (38). Bu model blastosist olusumu ve kalitesi ile de
iliskilendirilmistir (17). Ovulasyon indiiksiyon protokolleri , embriyo kiiltiir soliisyonlar1 ve
diisik veya yiiksek oksijen oranlarinin embriyonun bdliinme zamanlarmi etkiledigi

gosterilmistir (11,35,42).



Yiiksek lisans tezi olarak yapilmis olan kaynak taramasinda genetik nedeni olmayan
obstriiktif ve non obstriiktif azoospermi olgularinda TESE veya MESA islemleri sonrasi
gelisen embriyolarin siirekli embriyo izleme sistemindeki farkliliklar: ile ilgili herhangi bir
caligma bulunamamistir. Bu nedenle bu tez ¢aligmasinda retrospektif olarak Tese, Mesa ve
ejekiilat spermi kullanilmig olgularm  siirekli embriyo izleme yontemi ile gelisen

embriyolarinin zamanlamalarinin ve gebelik basarilarinin karsilastirilmasi amaglanmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1.000sit (Yumurta )gelisimive laboratuvarda degerlendirilmesi

Insan yasami erkek iireme hiicresi sperm ile kadin iireme hiicresi oositin (yumurta), zigot adi
verilen , mitoza giden tek bir dollenmis hiicreyi olusturmak tizere bir araya gelmesi ile baglar.
Zigot anne ve babadan koken alan kromozom ve genleri tasir ve meydana gelecek olan
bireyin yasaminin baslangicini olusturur. Bu tek hiicreli canli daha sonra hiicre boliinmesi,
gelisim ve farklilagsma asamalarindan gegerek ¢ok hiicreli bir canliya, insana doniismektedir.

Dollenmeye hazirlik icin gerek kadmn gerekse erkek ilireme hiicrelerinde onceden bir¢ok

degisiklik meydana gelmektedir.




Resim 1:Memeli Oosit. A) Kiimiiliis oosit kompleksi , B) Metafaz 1 (M1) fazinda oosit ,
C) Metafaz 2 (M2) fazinda oosit , D) germinal vezikiil (profaz I) asamasinda
oosit.(Fotograf Bahceci Tiip Bebek Merkezi IVF Laboratuvar’inda cekilmistir)

Erkek ve kadmn iireme hiicreleri embriyonik gelisimin 3- 5. haftalarinda primitif cinsiyet
organlarma ulasirlar. Genetik olarak disi olan yumurtaliklarda ileride yumurtay: olusturacak
hiicrelere (oogonyum), genetik olarak erkek(Y kromozomu tasiyan) olan testislerde ise
ileride  spermi  olusturacak  hiicrelere  (spermatogonyum  hiicreleri)  doniisiirler.
Primordial germ hiicreleri gonad taslaklarina ulastiktan sonra once farklilasirlar sonra da bir
seri mitoz bdliinme ile cogalirlar. Ugiincii aym sonunda oogonyumlardan primer oositler
olusur. Primer oositler etrafindaki hiicreler ile birlikte primordial folikiil olarak adlandirilir.
Olusan primer oositler 1. mayoz bélinme dedigimiz boliinme siirecine girer. Ancak bu
oositler puberte boyunca cinsel olgunluga ve iireme sikluslar1 baslaymncaya kadar mayoz
boliinmenin Profaz asamasinda bekler. Kadinlarda dogumdan sonra yeni primer oosit
olusumu s6z konusu degildir ve bu nedenle kadinlar yumurtaliklarinda belirli oosit (yumurta )
rezervi ile diinyaya gelmektedirler. Pubertede her iki yumurtalikta yaklasik 400.000 oosit
mevcuttur. Puberte ile oositler primordial folikiilden sekonder ve tersiyer folikiillere dogru
gelisir.Her yeni siklusta salgilanan FSH etkisi ile 5-15 primordial folikiil olgunlagsmaya baslar,
biiytikliiklerinde artis olur. Bir ¢ok primordial folikiil gelismeye baslamakla birlikte genellikle
sadece bir tanesi secilerek tam olgunlagsma asamasina ulasir. Folikiiliin olgunlagsmasi ile
folikiil hiicrelerinden salgilanan Ostrojenin etkisi ile LH sagilanmasi uyarilir ve primer oosit
ilk mayoz boliinmesini tamamlar. Birbirine esit olmayan 2 kardes hiicre olusur. Sekonder
oosit hemen hemen biitiin sitoplazmay1 alir, birinci kutup cisimcigine ise ¢ok az1 kalir. ilk
kutup cisimcigi kiiciik, islevsel olmayan, kisa siire icinde dejenere olacak bir hiicredir, oositi
cevreleyen kabuk (zona pellusida) ile oosit zar1 arasinda yer alir. Ovulasyondan hemen sonra
sekonder oositin ¢ekirdegi ikinci mayoz bolinmeye girer, bolinme durdugunda sadece
metafaz asamasima kadar ilerlemistir. Eger bir sperm sekonder oositin i¢ine girerse, ikinci
mayoz boliinme tamamlanir ve sitoplazmanin ¢ogu bu dollenmis yumurta hiicresine geger.
Ikinci kutup cisimcigi (polar body) atilir sonra oositin (yumurtanin) mayoz
boliinmesitamamlanir. Tliip bebek tedavisinde bu olgunlasma siirecleri belirli ilaglar
kullanilarak baglatilmakta, hormon degerleri ve folikiil boyutlar1 dl¢iilerek kontrol edilmekte
ve uygun boyutlara ulastiklarinda folikiil catlatma igneleri verilerek son olgunlasma

slireclerinin tamamlanmas1 saglanmaktadir. Olgunlagsma siirecini tamamlayan oositler



(yumurtalar) belirlenen saatte toplanir ve laboratuvarda embriyologlar tarafindan

degerlendirilir. Ancak olgun oositlere (Metafaz 11 asamasinda) islem uygulanir (58)

2.2 Spermatozoa

Spermatozoa bas, orta kisim ve kuyruk boliimlerinden olugmaktadir. Bas bolgesinde nukleus
ve akrozom olmak tizere iki kisim vardir ve her iki kismin da plazma membrani ile cevrili
oldugu bilinmektedir. Nukleus elips seklinde yogun bir yapidadir ve u¢  kism
akrozin,proteaz, hiyaluronidaz gibi hidrolitik enzimler igeren akrozom béliimiinden olusur .
Akrozom bolgesi  golgi kompleksinden gelismis ve icerdigi enzimlerin oositi ¢evreleyen

korona radiyata ve zona pellusida’dan spermatozoonun gegisini kolaylastirdigi bilinir.

Spermatozoonun orta kisim bolgesi ise nukleusa baglanmis proksimal sentriyol ve aksonem’e

kaynaklik eden distal sentriyolden meydana gelmistir (sekil 1).

Spermatozoonun kuyruk boliimii; orta, ana ve son parcadan olusmaktadir. Orta parganin,
spermatozoon kuyrugunun boyun bdlgesinden sarmalimsi dizilmis mitokondriyal kilifin
sonuna kadar gittigi ve 9+2 yerlesimde mikrotiibiiller aksonem kuyrugun santralini

olusturdugu bilinmektedir.

Annulus (son halka) mitokondriyon yapisinim ug¢ bolimiiniin altinda yogun bir halkadir ve
orta parcanin esas pargaya doniistiigli bolge oldugu bilinmektedir. Esas parca annulustan
uzanir ve mitokondriyal sarmal icermez. Merkezi aksonem, dis yogun lifler ve bir fibroz
kiliftan olusur. Spermatozoon kuyrugu inceldikce, dista bulunan lifler ve fibroz yapi biter.

Son parcanin, sadece plazma zari ile sarilmis 9+2 mikrotiibiiler aksonemden olustugu

bulunmustur (Sekil 2) (24).
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Sekil 1:spermatozoa ¢izim

Sekil 2: spermatozoa ¢izimi;Memeli sperminin ultrastriiktiirel yapisin ¢izim ile gosterilmesi (A)
Memeli sperm flagellumu dort kissmdan yapilmistir : Basa baglanma kismi, orta kisim, esas kisim ve
son bolge .Orta kisum sonunda esas kisum baglar ve annulus ile ayrilir (B). Sematik enine Kesitte orta
kisimda plazma membrani (PM) ve mitokondriyal alan i¢inde(MS)sematik ¢izimde plazma membrani
(PM) ve mitokondriyal bolge (MS) 9 c¢ift mikrotubul bulunur ,aksonem yapisimi olusturur .
mikrotubuller arasinda radyal baglantilar dynein kollarint olusturur (DA).Ayrica merkezi ¢ift
mikrotubul yer alir. Esas kistmda fibroz proteinlerin olusturdugu bir tabaka yer alir. Fibréz alan son

kisimda goriilmez(57).



Spermlerinolgunlasmasi testis ve epididimiste gerceklesmektedir.Testis spermatogenez ve
spermiohistogenez islemlerinin gerceklesmesinde, epididimis ise sperm DNA maturasyonu,
kromatin kondansasyonu i¢in son islem olan protaminler arasindaki baglarin giliglenmesi,
membran maturasyonu , yiizey proteinlerinin eklenmesi ve fizyolojisinin tamamlanmasinda ,
hareket kazanmasinda énemli rol oynamaktadir(2). insanda spermlerin epididimisten gegis
stireleri diger memelilere gore daha kisa oldugu (2-6 giin) gosterilmistir(3).Epididimis
testisten sonra spermlerin membran maturasyonu ve nukleusta bulunan DNA yapisini
cevreleyen proteinlerin daha siki yapiya kavusmasini, sperm hareket ve fizyolojisini
tamamlama gibi gorevleri lizerine alan, tubuler bir yap1 ve morfolojik olarak apokrin salgi
yapan , mikrovillis tasiyan hiicrelere sahiptir(53). Epididim hiicrelerinden salgilanan
proteinler spermatozoa membranlar1 {izerine yerlesir, fertilizasyon ve sperm —00sit
membranlarinin  fiizyonunda gorev alirlar(32,18).Uretilen ADAM ailesi proteinleri,
Fertilin,cryestin,CE9,alfa mannosidase ve digerleri sperm membranlarinda yer alirlar. Sperm
proteinleri epididim ortamindan gegiste deglikolizasyon veya proteolitik islemlere maruz

kalarak degisiklik gosterirler .(14).
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Sekil3: Sperm membran maturasyonunun testis ve epididimiste ¢izim ile gosterilmesi.

(Kaynak:Keber ve ark. 2014 American Society for Biochemistry and Molecular Biology,2014)(31)

2.3 Semen analizi

Ejakulat’tan sperm hazirlamasi veya yikamasi tiip bebek isinde en Onemli islemlerden
biridir.Dogru yapilmis ejakulat hazirlamas1 veya yikamasi IVF , ICSI VE IUI 'da basari
sansm1 oldukca arttirir (41)ve ICSI isleminde oldukca kolaylik saglar.Ejakulatn yikanip
hazirlanmasi icin degisik yOntemler bulunmaktadir, bu yontemlerden hangisinin tercih
edilecegi ise ejakulatta yapilan ilk inceleme belirgin olur,bu ilk incelemeye bazal deger
denir.Kullanilacak yontem hastalara gore degisebilecegi gibi ayn1 hastanin farkli zamanlarda
alman Orneklerindedede bu yontemler degisebilir hangi yontemin secilece§ide hastaya
uygulanacak tedavi yontemi belirgin rol oynar.0rnek vermek gerekirse ;daha 6nce yapilmis
olan sperm analizinde , hacmi ve konsantrasyonu yiiksek bulunan bir ejakulatin TUI islemi

icin tamami kullanilirken ICSI islemi i¢in kiiciik bir kismu kullanilabilir.

Sperm hazirlama igsleminde iki yontem vardir ; Yikama ve dogrudanyiizdiirme yada yogunluk
siralayicis1  (gradient) yontemleri.Ejakulatin  yikanmasinda farklikiiltiir  soliisyonlar1

kullanilabilir. HTF (human tubular fluid) soliisyonu bu amagla kullanilmaktadir.

Diinya Saglik Orgiitiiniin dnerisine gdre bir erkegin semen profiline karar vermek i¢in her
biri arasinda 7 giinden az ve 3 haftadan uzun olmamak iizere en az 2 Ornek
incelenmelidir.Ornekler alinmadan 6nce erkek 48 saatten kisa ve 7 giinden uzun olmamak
iizere cinsel perhizli olmalidir. yapilan bu analizler sonuglarina bakildiginda ¢ok fazla fark

olursa analizler tekrarlanmalidir(60).
2.3.1 Yikama ve dogrudan yiizdiirme metodu

Semen 1,5 -2 kat volim igerecek sekilde HTF soliisyonu ile karigtirilir. 1500 rpm de
santrifiijlenir . Ustte kalan supernatan atilir ve islem bir kez daha tekrarlanir. Supernatan
iizerine 45 derecelik egimle yavasca HTF soliisyonu eklenir, 30-45 dakika sonra iist faza

yiizen spermler alinarak kullanilir.

2.3.2 Yogunluk siralayicisi (Gradient) Yontemi



Anormal spermler ile 6lii hiicrelerin ara fazlarda kalabilmesi ve normal hareketli spermlerin
dibe ¢okmesi prensipine dayanir.GradientPVP ve silika partikiilleri igeren sperm igin
fizyolojik  sayilabilecek  bir  soliisyonda  hazirlanmis degisik  yogunluktaki
preparatlardir. Tabakalar hazirlanirken en yogun olan her zaman en allta olacagindan normal
spermde santriflij sirasinda bu en yogun tabakaya go¢ eder ve sediment olusturur.Semende
bulunan diger bilesenler ve anormal spermler yogunluk farkindan dolay1 listte kalir ve boylece
saglikli sperm ejakulattan ayrilmis olur.Gradient yontemi semende hareketli sperm/toplam
sayl oraninin diisiik oldugu ,sperm dis1 hiicre sayismin yiikksek oldugu durumlarda ,ve
teratospermi olgularinda O6zellikle kullanilmaktadir.Rutin kullanimda iki tabakali gradient
kullanim1 yeterli olmaktadir.Gradient yontemi mutlaka konik tabanli tiip kullanarak
yapilmalidir.Gradientten siiziilen spermin konik tiipiin tabaninda olusturacagi ¢cokelti boylece

gbzlenir.

Hastadan alinan 6rnek 60 dakika kadar oda 1sisinda sivilagsmaya birakilir.Semenin bulundugu
kabin agzi1 agik olmamalidir.Bu siire zarfinda arada sirada kap calkalanip 1s18a tutularak
stvilagip sivilasmadigr gozlenmelidir.Ejakulat tamamen sivi hale gelmelidir ve igersinde
lifimsi partiikiiller izlenmemelidir.Eger 60 dk zarfinda sivilasma olmadiysa dereceli pipet ile
ejakulat yavasca cekilip birakilarak sivilasmasma yardimci olunabilir.Ejakulat bu islemlere
ragmen sivilasmadiysa inkiibatorde biraz bekletmek sivilagsmay1 kolaylastirabilir.Bazen eger
ejakulat ¢ok viskoz ise sivilagsmayabilir.Boyle durumlarda ise ejakulat kabina bir miktar
HEPES yada bikarbonat tamponlu medium eklenerek pipetleme islemi tekrardan
yapilabilir.Ejekiilat’tan 2-3 ml gradyen katmanlarinin iizerine yavas¢a konur ve 1500 rpm de
10-15 dakika santrifiijlenir. Ust faz ve ara faz atilir, dipte kalan ¢okelti birakilir. Cokelti
iizerine 2 ml HTF soliisyonu konarak santrifiijleme tekrarlanir.Bu islem iki kez
yapilir.Yikanmis spermlerin tizerine 0.5 ml HTF soliisyonu konarak sperm siispansiyonu elde

edilir.

2.3.3 Sperm Dansitesi/konsantrasyonu ol¢iimii; Hemositometrik yontem



Sekil 4 : Neubauer kamerasinda sayma alanlar

10 pl semene 190 pl distile su veya metilen mavisi ile renklendirilmis %1 lik formalin
soliisyonu ilave edilir (X20 diliisyon). Sayma kamarasina lamel kenarmdan 10 pl konur. 2-3
dakika yerlesmesi beklenir ve merkezdeki karelerden 5 kare (4 kdse 1 merkez) sayilir. Sayilan
hiicre x10° = sperm konsantrasyonu/ml bulunur. WHO 2010 kriterlerine goére semende
bulunan spermlerin konsantrasyonlarinin Olglimlerinde hemositometrik ydntemin tercih

edilmesi Onerilmektedir.

2.3.4 Sperm konsantrasyonunun Makler sayma kamarasi ile ol¢iimii

4 mikrolitre semen Makler kamarasina (Resim 2.1) alinir.Hava kabarcig1 olusturmadan tlizeri
kapatilir.Isik mikroskobunda x20 objektif ile 10 kare sayilir ve sonu¢ milyon olarak ifade
edilir.Sperm sayis1 ¢ok diisiikse tiim saha sayilmalidir.Sirasiyla ileri dogru hizli ve yavas
hareketli sperm sayilir,kaydedilir,daha sonra yerinde hareketli ve hareketsiz spermler
sayilir.ve kayit edililir.Sayim ne kadar gecikirse kamaranin periferinden o kadar ¢ok sperm

sayim sahasma ylizer ve yanlig sonug verilir.



Resim 2. Makler kamarast (Fotograf Bahgeci Tiip Bebek Merkezi IVF Laboratuvar’inda

cekilmistir)

2.3.5 Kruger kriterlerine dayal morfolojik (sekilsel) degerlendirme (WHQO,2010)

Normal ve normale yakin morfolojiye sahip sperm hiicrelerinin secilmesi, infertilite
tedavisinde son derece 6nemlidir. Semen morfolojik degerlendirmesinde Kruger kriterleri g6z
oniinde bulundurulmaktadir. Bu kriterler ile bas, akrozom, ¢ekirdek, boyun, kuyruk ve orta
parca anormalikleri degerlendirilmektedir(36,37).Diff quick, hematoxylin veya giemsa
boyalar1 ile boyanan spermler immersion objektifinde incelenir, akrozom ve nukleus
anomalileri ile orta kisim ve kuyruk anomalileri sayilir, yaklasik 200 sperm sayilarak normal
morfoloji oran1 elde edilir. 2010 diinya saglik orgiitii verilerine gore % 4 ve lizeri normal

sperm tastyan semen Ornekleri morfolojik olarak normal kabul edilir.

Tablol.Semen Analizi Kruger Kesin Kriterleri Diinya saglik érgiitii (WHO 2010)

Parametre En diisiik Referans

Semen volumii (ml) 15




Sperm konsantrasyonu (106/ml) 15
Total sperm sayis1 (10%ejakiilat) 39
Progressive motilite (PR, %) 32
Total motilite (PR +NP, %) 40
Vitalite (canli spermler, %) 58
Sperm morfolojisi (NF, %) 4

pH* >/=7.2
Lokosit* (10°/ml) <1
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Sekil  5.Kruger  morfolojik  kriterlerine  gore  sperm  morfolojisi  degerlendirilmesi

(http://www.thebabystepsblog.com/2012 11 01 archive.html)

2.4 Azoospermi

Azoospermi meni Orneginde hi¢ sperm olmamasi olarak tanimlanmaktadir. Genel
populasyonun %]1’inde ve infertil erkeklerin %10-15inde azoospermiye rastlanmaktadir.
Azoospermi genel olarak tikanikliga bagli olan ve olmayan olmak flzere iki grupta

incelenmektedir. Tikanikliga bagli azoospermi dogustan sperm kanalarinin bir boliimiiniin


http://www.thebabystepsblog.com/2012_11_01_archive.html

eksikligi, genital enfeksiyonlar ve cerrahi girisimler sonrasi gergeklesebilir. Tikanikliga bagl
olmayan azoospemiler ise genetik bozukluklar, testislerin dogustan yukarida kanallarda
kalmasi, testis torsiyonu, bazi enfeksiyonlar ve radyasyon gibi nedenlere bagli olarak
geligebilir. Tikanikliga bagli azoospermilerde kanallarin agilmasi i¢in bazi cerrahi girisimler
denenebilir. Cerrahi girisim ile basar1 elde edilmeyen hastalarda ve tikanikliga bagl olmayan
azoospermilerde tek tedavi yontemi cerrahi yolla sperm elde edilmesi ve mikroenjeksiyon
uygulanmasidir. Tikanikliga bagli olan hastalarda cerrahi yolla elde edilen spermlerle

inseminasyon veya normal in vitro fertilizasyon uygulamasi yapilmaktadir.

2.4.1 Tikanikhga Bagh Azospermi:

Azoospermik erkeklerin yaklagik %15-20 sinde obstriiksiyona bagl nedenler olabilir (45). En
sik karsilasilan obstriikksiyon nedenleri epididim, vas deferens, ejakiilatuar kanal
obstriiksiyonlar1 olarak goriiliir. Bu hastalarda bir igne ile epidimise girilerek (PESA),
mikrocerrahi ile epididime girilerek (MESA), testise igne ile girilerek (TESA) ve bu
yontemlerle sperm bulunmayan hastalarda testisten doku 6rnekleri alinarak (TESE) sperm
elde edilebilir. Tikanmiklia bagli olan hastalarin yaklasik olarak hepsinde sperm
bulunmaktadir. Epididimden sperm alinan, ancak hareketli sperm bulunmayan hastalardan

testisten sperm alinmasi gerektigi konusunda aragtiricilarda fikir birligi vardir.

Tikanikliga bagli azoospermik erkeklerde sperm elde etme teknikleri genel olarak kapali
(perkiitan) ve agik yontemler olarak iki sekildedir. Kapali yontemlerde igne yoluyla testise
(TESA) girilerek sperm elde edilmesi veya epididime (PESA) igne yoluyla girilerek sperm
elde edilmesi yontemi kullanilmaktadir. Kapali yontemlerin basit olmas1 ve lokal anestezi ile
kolaylikla uygulanabilir olmas1 gibi avantajlarinin yaninda, sayica agik yontemlere oranla az
sperm elde edilmesi ve 6zellikle PESA’da spermlerin canlilifmin ve hareketliliginin diisiik
olmas1 gibi dezavantajlar1 vardwr. Acik yOntemlerde testisten doku Ornegi alinarak
(TESE)(Resim 3) veya epididimden operasyon mikroskobu araciligi ile sperm aspirasyonu

(MESA) yapilmaktadir.

2.4.1.1 MESA yontemi



Obstriiktif — azoospermisi olan vakalarda kullanilan bir yontemdir.Mikrocerrahi olarak
epididimal sperm aspirasyonu  temeline dayanir.Obstriiktif azoospermili hastalarda
epididime,mikroskop altinda kiiciik bir cerrahi iglemle agilan kanaldan ince igneyle girilerek
aspirasyon yapilar; Enjektor igersine alinan sivi androloji laboratuarina getirilir.Gelen bu
stviya Once makler kamerasi ile incelenir ve sayr ile beraber hareketlilik degerleri
verilir.Urologa gerekli bilgiler verildikten sonra eger say1 ve hareketlilik yeterli ise normal
sperm hazirlama prosediirii uygulanir ve icsi islemi i¢cin hazirlik yapilir veya saklanmasi

planlantyorsa sperm dondurma islemi uygulanir.
2.4.2 Tikanikhga Bagh Olmayan Azospermi:

Azospermilerin %60’1 tikanikliga bagl degildir. Bu hastalarda ¢ocuk sahibi olmanin tek yolu
cerrahi olarak testisten sperm almmasi ve sonrasinda mikroenjeksiyon uygulanmasidir.
Yapilan caligsmalarda bu grup hastalarin yaklasik olarak %50sinde cerrahi olarak sperm elde
edilebildigi gosterilmistir. Bu hastalarda testise igne ile girilerek sperm elde edilebilecegi gibi
cerrahi olarak testisten biyopsiler alinarak sperm elde edilebilir. Sertoli cell only sendromu,
germ hiicre aplazisi veya matiirasyon arresti gibi tanilarda bulma olasiligi daha diisiiktiir.
Testis hacmi veya hormon diizeylerinin sperm bulma olasilig1 iizerindeki etkisi olduk¢a
smirhidir. Tikanikli§a bagl olmayan azospermik erkeklerde bazi genetik testlerin yapilmasi
onerilmektedir. Bunun nedeni bu hastalarda bazi genetik bozukluklara daha sik
rastlanmasidir. Ornegin bu hastalarm %10-20sinde somatik kromozom bozukluklar1 ve %5-
10unda Y-kromozomunda kiriklara rastlanmaktadir. Y-kromozomunun AZFb bolgesinde
veya AZFbdlgeyide iceren daha genis delesyonlarinda cerrahi olarak sperm elde etme sansi
yok denecek kadar az oldugu icin, bu hastalar1 tedaviye almmamasi onerilmemektedir.
Testisten sperm alinmasi1 ve sonrasinda mikroenjeksiyon uygulamasi ile ilk gebelik 1994

yilinda elde edilmistir(50).

Mikro TESE mikroskop altinda testisten biyopsi alinmasidir. Burada amag¢ mikroskop altinda
dokunun biiyiitiilerek sperm icerme olasilig1 yiiksek olan dokularin alinmasidir. Dolayis1 ile
teorik olarak sperm bulma olasilig1 artarken, daha az doku alindig1 i¢in testise verilen hasar
azalmaktadir. Bu konuda yapilan ¢aligmalarin biiyiik bir boliimiinde mikroTESE ile sperm
bulma oranmin arttigi gosterilmekle birlikte, baz1 ¢aligmalarda normal TESE ile arasinda
sperm bulma yoniinden bir fark bulunmamistir. Mikro TESE ile daha az testis dokusu alindig1
ve bu nedenle testiste daha az zarar verildigi daha ¢ok kabul edilmekle birlikte, sperm bulma

olasilig1 konusunda daha genis calismalara gereksinim bulunmaktadir. Genel olarak TESE



uygulamalarinda % 60 civarinda sperm bulunabilmektedir. TESE ile elde edilen spermler

sonraki mikroenjeksiyon islemlerinde kullanilma amac1 ile dondurularak saklanabilir.

Resim 3 : Mikro tese ile testisten genislemis seminifer tubullerinin ¢ikarilmasi. Genislemis tubuller
mikropansetle tutulur ve kesilerek alumir.(Fotograf Bahgeci Tiip Bebek Merkezi Ameliyathane’sinde
cekilmistir)

Azospermi tanis1 koymak igin semen’in 1800xG de 5 dk lik santriifiijii ile ICSI igin gerekli

olan spermleri bulmamizi saglayacaktir.

Resim 4:Perkiitan sperm aspirasyonu ile elde edilen spermlerin Eosin-Y ile boyanarak vitalitesinin

incelenmesi. Alinan ornekte spermlerin kuyruk yapisi tamamen kaybolmus ve sadece bas olarak



kalmis 6lii spermler (siyah oklar) ve kuyruk yapisi bozulmakta olan o6lii spermler (kirmizi oklar)

goriilmektedir.

Resim 5. Tese orneginin disekte edildikten sonraki durumu ,tibiiller parcalanms.

2.5 Testisten elde edilen dokularda sperm arastirilmasi:

Petri kabma 37 C’de EBSS ve albumin i¢ceren medium igerisine testis dokular1 biriktirilir. Bu
dokular, igerisindeki hiicreleri agia ¢ikartmak {izere insiilin enjektor uglar1 ve mikro penset
ile ayristirilarak kiigiik pargalar haline getirilir (Resim 16). Ayrilan kiigiik doku pargaciklarini
mediumun i¢inde homojen halde siispansiyon haline getirmek i¢in ince uglu pipetdrden birkag
kez gecirilir. Stispansiyondan 10 pl 6rnek lam lamel arasina alinip 151tk mikroskobunda 200
biiylitmede incelenir. Toplanan tiim 6rneklere ayni islem uygulanir. Alinan 6rneklerde sperm
goriilmedigi takdirde tiim siispansiyon RBC Lysis soliisyonu eklendikten sonra 10 dakika
beklenir. 2000 rpm de 30 dakika gradient soliisyonu ile ayristirilir. Elde edilen pellet yeni bir
tiipe alinir ve fertilizasyon soliisyonu ile tekrar siispanse edilir. Bu siispansiyon 1600 rpm de
10 dakika tekrar santrifiij edilir. Tipilin tst kismi atildiktan sonra tekrar fertilizasyon
soliisyonu eklenir ve petri kabma dokiilerek 37 C‘de 15 dakika beklenir. Invert mikroskopta
200 veya 400 biiyiitmede sperm arastirmasi yapilir. Bu yontem ile bazal taramalarda sperm
goriilemeyen orneklerde, ¢ok az sayida olan spermleri gormek ve ICSI i¢in toplamak miimkiin

olabilir.



Taze elde edilmis spermlerin veya dondurulmus ¢oziilmiis spermlerin hareketsiz olduklar1
durumlarda pentoksifilin (54)veya hipo-osmolik test (HOS) kullanilarak sperm canliligi
saptanabilir.

2.6 IMSI yontemi

IMSI, intrasitoplazmik morfolojik sperm enjeksiyonu yontemi olarak Benjamin Bartoov ve
arkadaslar1 tarafindan gelistirilen ve yaklasik olarak 6000 kez biiyiitme ile sperm basinda
nukleus yapisi ile ilgili detaylar1 incelemeye yarityan bir sperm se¢im teknigidir (6). IMSI
teknigi standart in vitro fertilizasyon ve mikroenjeksiyon uygulamalari ile karsilastirildiginda
en ist diizeyde spermin morfolojik analizini yapabilme imkani vermekte ve bu yapilan analiz
ile canli sperm hiicresine higbir zarar verilmeden bu spermin mikroenjeksiyonunun
yapilabilmesine izin vermektedir. Standart mikroenjeksiyon uygulamalarinda canli sperm
hiicresi en fazla 400x2 kat biiylitilmektedir. Bu biiyiitmede spermin genel morfolojik
ozellikleri (bas yapisi, boyun yapist ve kuyruk yapisi) incelenebilir. Fakat sperm hiicresinin
bas yapisinda yer almakta olan organeller ve vakuol gibi olmamas1 gereken yapilar ve hiicre
cekirdegi incelenememektedir. Bu uygulama icin ileri teknoloji ile donatilmis 6zel
mikroskoplar kullanilmaktadir. IMSI teknigi kullanilarak yapilan islemde 4800-6000 Kat
biiyiitiilme kullanilarak canli spermlerde hiicre ¢ekirdegi ve sitoplazma morfolojisi detayli bir
sekilde incelenmektedir. Bu sekilde normal ya da normale en yakin spermlerin ayrintili
secimleri sonrasinda yapilan mikroenjeksiyon islemi ile déllenme oranmnm % 25-40 civarinda
artirabilindigi ileri siiriilmektedir . IMSI ile secilen spermlerin segilmeyenlerle

kiyaslandiginda daha diisiik DNA hasar1 tagidigi gosterilmistir(9).




Resim 6: IMSI islemi ile normal sperm se¢imi (Fotograf Bahgeci saglk grubu arsivinden alinmistir
x4800)

2.7 Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI)

ICSI teknigi, mikromaniplatér yardimi ile 6zel 1sitict donanima sahip invert mikroskop
tablasi iizerinde steril cam mikropipetler yardimi ile spermin oositin sitoplazmasina enjekte
edilmesiyle gerceklestirilir. Mikroenjeksiyon islemi i¢in steril ve embriyo toksik olmayan 6zel
petri kaplar1 kullanilir, oositler i¢in ve spermler i¢in 25-30 um lik damlaciklar olusturulur ve
iizeri yag ile kaplanir. Sperm ve yumurta kendilerine ait yerlere konulduktan sonra mikroskop
altinda morfolojisi normal gériiniimlii ve varsa hareketli sperm segilerek mikroenjeksiyon
pipeti ile kuyrugun orta boliimiine bastirilarak hareketsizlestirilir. Kuyruk kismindan
yakalanan sperm pipet icine almarak yumurtanmn icinde oldugu damlaya gidilir. Ozel tutma
pipeti ile sabitlenen yumurtanin i¢cine hareketsizlestirilen sperm enjekte edilir. Bu islem tiim
yumurtalara ayni sira ile uygulanir. Islem bittikten sonra yumurtalar 6zel besi ortamlarina

alinarak iglemden 16-18 saat sonra déllenme kontrolii yapilir(44).

2.8 Kiiltiir ortaminda Embriyo gelisimi
Dollenme gergeklestikten sonra sonra, tek faz veya iki fazli kiiltiir ortamlarinda
embriyo gelisimi takip edilerek uygun olan giinde transfer islemi gerceklestirilir. Transfer

giinii, yumurta sayis1 ve gelisen embriyo kalitesine gore belirlenir.

Dollenme kontrolii, IVF veya mikroenjeksiyon isleminden 16-18 saat sonra yapilir.
Dollenme, disi ve erkek hiicrelerinin nukleuslarmin birlesmesi sonucu ortaya ¢ikar (Resim 7).
Fertilizasyonun normal kabul edilebilmesi i¢in 2 proniikleus ve birinci ve ikinci kutup
cisimcikleri gozlenmesi gereklidir. Pronukleus evresinde degerlendirme ,PN boyutu ,
biiytikliik farkliliklari, nukleolar 6ncii cisimciklerin say1 ve simetrisi , sitoplazmik halo varligi

dikkate alinir.

Resim 7: Iki pronukleus gézlenen normal dollenmis zigot (Fotograf Bahceci saglik grubu arsivinden
alimmistir x4800)



2.8.1 Boliinme Evresi Siniflamasi

Doéllenmeden sonra yumurta yaklasik 25-30 saat sonra ilk mitotik boliinmeye
baslayarak iki hiicreli embriyo gelismektedir. Embriyolar blastomer boyutlari ve simetrisi,
fragmentasyon yilizdesi ve her blastomerdeki fazla nukleus varligi (multinukleasyon) gibi
parametreler agisindan degerlendirilir. Boliinme zamanlamasmma goére embriyonun sahip
oldugu blastomer sayis1 sayet giiniin beklenen limitleri arasinda ise normal gelisen bir
embriyo, eger bu say1 diisikkse yavas gelisen bir embriyo olarak degerlendirilir. Normal kabul
edilen embriyo 25-30. saatte iki hiicre, 38-40. saatte (2. Giin) {i¢-dort hiicre, 54-60. Saatte
(3. Giin) alti-sekiz hiicre ve 4. giinde birlesme isaretlerine bagli olarak on ve iizerinde
hiicreye sahip olan, kompakt embriyodur. Kalite degerlendirmesine gore ise esit biiytikliikte
blastomer yapisma sahip olan, % 0-5 arasinda fragmantasyon iceren ve sitoplazmasinda
belirgin graniiler yap1 gézlenmeyen embriyolar "1.kalite" olarak degerlendirilirler(Resim 8).

Bu degerlendirmeye gore kalite asagidaki sekilde gosterildigi gibi olmaktadir (Tablo 2).

A B C

Resim 8: Boliinme evresinde 1. kalite embriyolar; A. 22. saatte 2 hiicreli embriyo B. 44.
saatte 4 hiicreli embriyo C. 72. saatte 8 hiicreli embriyo (Fotograflar Bahc¢eci Tiip Bebek
Merkezinde cekilmistir).

Tablo 2: Boliinme evresinde embriyo siniflamasi(1)

1. kalite Esit blastomer biylklGglne sahip, graniilasyon  gostermeyen ,%0-5 oraninda
fragmantasyon iceren embriyo.

2. kalite Esit blastomer buyUkligline sahip, %5-10 oraninda fragmantasyon iceren veya
granilasyon isaretleri gdsteren embriyo.

3. kalite Blastomerler birbirinden hafifge farkli, %10 Uzerinde fragmantasyona sahip veya
granilasyon isaretleri gosteren embriyo.

4, kalite Blastomer sayisi net sayllamayan, %30’dan fazla fragmantasyona sahip, blastomerler
birbirinden belirgin derecede farkli veya ileri derecede granilasyon gésteren embriyo.




2.8.2 Erken embriyogenezde ileri donem (4-6. Giinler)

4. giinde yaklasik olarak fertilizasyondan 96 saat sonra gelisen embriyodaki hiicre
sayist 16-20 hiicre arasindadir.Bu asamada kompakt yapi ortaya c¢ikar, hiicreler arasi
baglantilar artar, embriyonun farklilasma agamasi olarak degerlendirilir.Bu asama insan

embriyosunda Morula diye isimlendirilir. Morulay1 takiben erken ve ge¢ kavitasyon donemi

baslar ve Blastokist gelisimi 5-6. Giinlerde tamamlanir.

Resim 9: 4. - 6. giinlerde embriyolar; a. kompakt morula b. Erken Blastokist asamasi c. Blastokist
asamasi  d.zona pellusida’dan ¢ikmig blastokist (Fotograflar Bahgeci Tiip Bebek Merkezinde
cekilmistir)



1. kalite | Erken blastosist, kavitasyon gdzlenen ya da morula olmus ve fragmantasyon,
vakuolizasyon gibi anomali icermeyen embriyo.

2. kalite | Morula veya birlesmis embriyo morfolojisine sahip en az bir anomalinin
eslik ettigi embriyo.

3. kalite | Morula veya birlesmis embriyo morfolojisine sahip iki-li¢ anomalinin eslik
ettigi veya on hiicre ve iizeri blastomer sayisma sahip birlesmeye baslamis
embriyo.

4. kalite | Blastomer sayist on veya daha az sayida olan herhangi bir birlesme bulgusu
gbzlenmeyen embriyo.

Tablo 3: Embriyo gelisiminin 4. giiniinde siniflama (1).

2.8.3 Blastokist skorlamasi (2010)

Tablo 4: I¢ hiicre kitlesi skorlamast

A Sik1 paket halinde ¢ok hiicre igermesi
B Gevsek, ¢ok sayida hiicre igcermesi
C Cok az sayida hiicre igermesi

Tablo 5: Trofoektoderm skorlamast

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

2.9 EMBRiIYOSKOP (Embryoscope)

2.9.1 Embriyo gelisiminin canh olarak izlenmesi ve inkiibasyonu (zamana bagh

morfokinetik inceleme)

Tedavi sirasinda elde edilen embriyolar CO2 inkiibatoriinde takip edilirler. Laboratuarda

tutulduklart siire igerisinde gerek embriyo gelisimini izlemek gerekse gebelik sansi en yiiksek

embriyoyu se¢cmek i¢in gelisim giinlerinde embriyolar bu cihazlardan alinarak dig ortama

cikarilir ve mikroskop altinda oOzellikleri incelenir. Bu islemler her ne kadar laboratuar

sartlarinda gerceklestiriliyor olsa da embriyolarin dis ortamdaki kontrolleri sirasinda zarar

gorme ve gelisimlerinin etkilenme olasiliklar1 yiiksektir. Son donemde gelistirilen




embriyoskop diye isimlendirilen cihazlar ile  embriyolartakip edilmekte , bdylece

embriyolarin  gelisimlerinin her 20 dakikast kayit edilerek ,tim gelisim siireci

incelenebilmektedir.

Resim 10: EmbryoScope embriyo izleme sistemi: ekran ve inkiibatér(Fotograf Bahgeci Tiip Bebek
Merkezi IVF Laboratuvar’inda ¢ekilmistir)

Embryoscope cihazinin embriyolarin canli olarak goriintiilenmesinin yanmda iki temel

avantaji daha vardir:

* QGoriintiilenme silirecinde embriyolar kisa siireligine dahi olsa cihaz disina
cikarilmadiklarindan embriyolar i¢in dis ortamdan etkilenmeyecekleri giivenli bir
“canli inkiibator” ortamu saglar; boylece gelismekte olan embriyo olumsuz biiyliime
kosullarina veya sicakliga maruz kalmadan tim go6zlemler inkiibatér iginde

gerceklestirilir.

* Hastalarin ve sahip olduklar1 tiim embriyolarin gelisimlerine ait verilerin saklandig1 ve
analiz edildigi bir bilgi islem iinitesi olarak gorev yapar. Bu sayede de embriyo
goriintiileri ve inkiibasyon kosullar1 hakkinda ayrintili bilgiler islenir, tedavi sonuglari
bu verilere gore yorumlanir ve gelecekte referans icin hasta veri dosyalarinda
saklanirlar. Bu ozellikleri sayesinde, hasta profiline gore degismekle birlikte
geleneksel inkiibatorlere kiyasla Embryoskop sistemi ile daha yiiksek gebelik oranlari

saglanabilmektedir.
2.9.2 Embriyoskop cihazimin o6zellikleri

Embryoscope cihazi , gelisimleri sirasinda tek tek embriyolar iizerinde bir dizi gozetimsiz
olciim gerceklestiren bir ii¢ gazli inkiibatordiir.Olciimler sunlar1 igerir : Coku odak
diizlemlerinde = hizlandirilmig ~ mikroskopi  ve  inkiibasyon  kosullarinin  kayit

edilmesi.Inkiibasyon ortamlarmi kontrol etmeye ydnelik ayr1 islemci birimleri ve veri toplama



, givenli ve gilivenilir bir ¢alisma saglar.Embriyoskop cihazi , embriyo giivenlik alam
(embriyo bolmesi) ve elektronik bilesenler i¢in olan alanlar seklinde ayrilmistir. Embriyoskop
cihazina embriyoslide denilen ,12 ayr1 embriyonun inkiibasyonu igin 12 kuyuya sahip genis
bir yag haznesi bulunan slaytlardir.Her bir kuyunun 25 mikrolitre ‘lik bir hacmi vardir.Her bir
kuyunun i¢ kisminda , embriyolarin bulundugu merkezi bir ¢gukur mevcuttur,yaklagik olarak
250 mikrometrelik bir ¢apa sahiptir. Cihazin i¢erisinde bulunan kamera, embriyolarmn siirekli
izlenmesine imkan vermektedir. Embriyo gelisimini etkilemeyecek diisiik enerjili kirmiz1 1g1k
yardimiyla her 20 dakikada bir embriyolarmn farkli diizlemlerde fotograflar1 ¢ekilmekte ve
bunlar daha sonra hizlandirilmis video goriintiisii olarak izlenebilmektedir. Hasta basina 12
embriyonun eszamanl olarak gelisimlerinin takip edilebilmesini saglayan bu sistem, gebelik
olusturabilecek embriyonun secilmesinde giiniiyle uyumlu boliinmeleri ve kalitelerinin yani

sira tiim gelisim siire¢lerinin de bir se¢im kriteri olarak eklenmesini saglamistir.

Embriyo degerlendirmesinde kullanilan tiim konvansiyonel kriterlerin yaninda EmbryoScope
“time-lapse” ya da hizlandirilmig goriintiiler yeni degerlendirme kriterlerinin olugsmasini1 da

miimkiin kilmistir. Bunlar asagida belirtilmistir.

- Cekirdeklerin olusum zamanlar1

- Do6llenmeden sonra ¢ekirdeklerin silinmesi

- Ilk ve sonraki klivajlarm kesin zamanmin belirlenmesi

- [k béliinmeden sonra ¢ekirdeklerin goriilmesi

- Hiicre boliinmelerinin senkron ve asenkron olarak takibi

- Embriyo fragmantasyon ge¢misi

-Blastos6l boslugunun olusum zamani

-Tofoektoderm hiicrelerinin zonaya yaptiklar1 ilk bas1 zamani

Hizlandirilmig “time-lapse” goriintii, embriyolarm dinamik goézlemini saglayarak gebeligi
olusturacak dogru embriyonun seciminde yardimci bir yontem olarak seckin IVF
laboratuvarlarinda yerini almistir. Embriyolarin laboratuvar ortaminda, kiiltiir sartlarin
bozmadan, siirekli takibini saglayan EmbryoScope sisteminin IVF laboratuvarlarinda insan
embriyo kiiltlirii i¢cin kullaniminit diinya capinda agirligt olan Amerikan FDA kurulusu

onaylamigtir



Resim 11:Embriyoskopta bir hastaya ait toplu goriintiileme ekrani(Fotograf Bahceci Tiip Bebek
Merkezi IVF Laboratuvar inda ¢ekilmistir)

Sekil 6:EmbryoScope cihazi bélmeleri

Entegre mikroskop ,embriyo giivenlik alanmin dismma yerlestirilmis ayr1 bir
uinitedir.Mikroskop , bir led aydinlatma {initesi ve bir mikroskop /kamera {initesinden
olusur.Sistem,yukaridan aydinlatmali ve incelenen embriyolarin alt kismina yerlestirilen bir
objektif araciligiyla yapian goézlem gibi 6zelliklere sahip bir normal invert mikroskoba
karsilik gelmektedir.Her biri 12 embriyo igeren 6 adet embriyoslide cihazi,yani toplamda 72
embriyo iceren sicaklik araligi 35 °C ile 45° C arasi ayarlanabilen, 30 saniyeligine yiikleme
kapisinin agilmasinin ardindan sicaklik i¢cin diizelme siiresi <10 dk olan 30 saniyeligine
yiikleme kapisinin a¢ilmasinm ardindan sicaklik dogrulamasi <0.5° C olan, CO2 aralig1 :% 2-
10 % arasinda, CO2 dogrulugu : % +/- 0.2, % 5 CO2 ‘de CO2 tiiketimi :<1 L/sa dir. 30

saniye yiikleme kapisinin agik kalmasindan sonra CO2 konsantrasyonu i¢in diizelme siiresi <5



dk ‘dir. O2 aralig1 : 5-20% dir. O2 dogrulugu : +/-0.3% tiir. % 5 O2 de N2 tiiketimi : <20
L/sa tir. 30 saniyeligine yiikleme kapisinin agik kalmasinin ardindan O2 konsantrasyonu icin
diizeltme siiresi <15 dk diwr.Embriyo goriintii alimi1 1280 x1024 piksel monokrom CCD
kameraya sahiptir.mikrometre bagina 3 piksellik bir ¢oziiniirlik saglayan yiiksek kaliteli
20%,0.40 LWD Hoffman Modulation kontrast objektifi vardir. Aydinlatma tek kirmizi LED
kullanilmistir. Embriyo basina giinliik toplam 151k pozlama siiresi <50 saniyedir.Goriintiiler ,

500 x 500 piksellik bir ¢oziiniirliikle depolanir

3.GEREC VE YONTEM
3.1 Calismaya alinan gruplar ve ozellikleri

Bu ¢alisma; ocak 2011 yili ile subat 2014 yili arasinda Bahgeci Fulya Kadm Saghg:
Merkezine infertilite problemi ile basvuranve ICSI uygulamasi yapilmig ve embryoskopta
morfokinetik takipleri yapilmis olan 58 hastadan alinan verilerin retrospektif incelemesini

icermektedir. Toplanan yumurtalara MESA,TESE ve ejakulat yontemi ile elde edilen spermler



ile gelistirilen embriyolarm Embriyoskopta alinmis goriintiileri, ve embryoskop zamanlamasi

iizerinde ¢aligma gergeklestirilmistir.

Dosya incelemesi yapilan hastalar Bahgeci Fulya Kadin Sagligi merkezine ,tiip bebek
tedavisi i¢in basvuran hastalar arasindan secilmistir.Bu ¢aligmaya bilinen bir kadin faktorii
bulunan, PCO ve endometriosis olgular1 dahil edilmemistir.infertilite nedeni sperm faktorii
olan hastalar ¢alismaya almmistir.Ayrica ,Hormon profilleri ;FSH , LH ,Estradiol (E2) ve
Prolaktin hormon diizeyleri normal olan 18 ile 36 yas aras1 ve OPU (oosit toplama) islemi
sonrasi 5 ile 15 yumurta elde edilmis saglikli goriilen kadinlar ¢calismaya alimmaistir.Calisma
ii¢ grup altinda incelenmistir . Kontrol grubu olarak hem kadin hem de erkekte belirli bir
problem goriilmeyen yani agiklanamayan infertiliteli hastalar almmustir.Olgularin tiimiinde
ICSI yontemi uygulanmis, bunlardan gelisen embriyolar bir siirekli embriyo izleme sistemi
olan Embriyoskop inkiibatoriinde (Unisense Fertilitech,Aarhus,Danimarka) takip edilip
transferleri yapilmistir.Calismamiz kapsaminda geriye yonelik bu verileri inceleyerek
boliinme zamanlar1 ve bununla iligkili olarak gebelik sonuglarint normospermi, TESE ve

MESA gruplarinda aragtirilmistur.

1.Grup : Infertilite nedeninon obstriiktif azoospermi olup mikro tese (testikiiler sperm
ekstraksiyonu) islemi ile sperm elde edilmis ve ICSI islemi yapilmis 20 hastadan

olusmaktadir.

2.Grup : Infertilite nedeni ; obstriiktif azoospermi olup MESA (Micro-Epididymal Sperm
Aspiration) islemi ile sperm elde edilmis ve ICSI islemi uygulanmis 20 hastadan

olusmaktadir.

3.Grup : Aciklanamayan infertiliteli ,sperm parametreleri normal , bilinen herhangi bir
infertiliteye neden olabilecek problemi olmayan hastalar .Sperm konsantrasyonu 20
milyon/ml , motilite (a+b ) % 50 ve lizeri olan,morfolojileri kruger kriterlerine gore % 4 ve

iizeri olan ve cinsel perhiz siiresi 3-5 giin olanlar ¢aligmaya alinmistir.

Calismamiz  Yeni Yiizyll Universitesi Etik kurulu tarafindan 25.03.2014 tarihinde

onaylanmistir.
3.2 Semen analizi Uygulamasi

Laboratuvara gelen 6rnekler semen voliimii, viskozitesi, pH’1 agisindan degerlendirildikten

sonra morfolojik degerlendirme igin preparat yapilip diffQuick boyasi ile boyandi. Sperm



morfolojisi Kruger’s strict kriterlerine gore degerlendirildi (60). Sivilagma sonrasi sperm

motilitesi degerlendirildi ve normal sinirlarda bulunan Orneklerin embriyo gelisimleri

degerlendirmeye alindi.

Resim 12: Kruger strict boyama ileelde edilmis normal morfolojik yapiya sahip

spermatozoolar(40X)(Fotograf Bahgeci Tiip Bebek Merkezi IVF Laboratuvar’inda ¢ekilmistir)

Resim 13:A4krozomal Sekil Bozuklugu (Diff quick boyama ile, fotograf Bahgeci Tiip Bebek Merkezi
IVF Laboratuvar’inda ¢ekilmistir ,40X)



L 2

Resim 14: Boyun dropletleri (sivah oklar) (Diff quick boyama yéntemi ile )(Fotograf Bahgeci Tiip
Bebek Merkezi IVF Laboratuvar inda ¢ekilmigtir, 100X)

3.2.1 Yogunluk siralayicisi1 ,Gradient, hazirlama islemi

Sperm odasindan gelen steril sperm toplama kabina alinmis olan ejekiilat likifiye olduktan
sonra yogunluk siralayicis1 (gradyent) ydntemi ile ICSI islemi igin hazirlandi.Pure sperm
soliisyonu ile sperm yikama soliisyonu konik tiiplere % 90 , % 50 ve % 70 oraninda
hazirlanipen yogun katman altta olacak sekilde yerlestirildi..Ardindan iizerlerine 1.5 ml
likifiye olmus ejakulat steril cam pipet ile konik tiip 45 derecelik agiyla tutularak gradienti
bozmadan yavasca kondu ve 2000 rpm de 20 dakika santriifiij edildi ve fazlar
olusturuldu.Santriifiij sonrasi olusan pellet iizerine 0.5 ml HTF soliisyonu konarak sperm
stispansiyonu elde edildi, steril cam pipetle ¢ekilip 2001 kodlu tiipe kondu 1500 rpm de 5 dk
santriifiij edildi. Tiiplin dibinde 0.5 ml pellet kalincaya kadar siipernatan dokiildii. 150270
kodlu petriye 50 pl damlacik dokiiliip tizeri yag ile kaplandi ve boylece icsi islemi i¢in hazir

hale getirildi.



Resim 15: Yogunluk siralayict katmanlar (Gradient) 2000 rpm de 20 dk santriifiij sonrasi (Fotograf
Bahgeci Tiip Bebek Merkezi IVF Laboratuvar inda ¢ekilmistir)

3.2.2 TESE Metaryelinden ICSI islemi icin sperm hazirlanmas

Mikro tese islemi ile elde edilen pargalar 150270 kodlu petri kaplarinaalindi. Alinan bu
parcalar steril insiilin enjektorii ile parcalandi, sonra bu pargalar sperm yikama soliisyonu ile
karistirilip konik tiiplere konuldu ve iizerine RBC lyzis soliisyonundan kirmizi rengi
kaybolana kadar ilave edildi ve 30 dk etiivde birakild1.30 dk sonunda isolate % 50 lik gradient
soliisyonundan tiipiin dibine steril cam pipetle 0.3 ml ve altma % 90 lik isolate gradient
soliisyonundan 0.3 ml yavas bir sekilde gradienti bozmadan kondu ve 1800 rpm de 20 dk
santriifiij edildi.Konik tiipiin dibinden pellet alinip 2001 kodlu tiipe aktarildi, {izerine 3 ml
sperm yikama soliisyonu konarak 1500 rpm de 5 dk santriifiij edildi, bu islem 2 defa
tekrarland1. Tiiplin dibinde 0.5 ml pellet kalacak sekilde siipernatan dokiildii. Tiipiin dibinde
kalan pellet 150270 petri kabina alnarak toplama kabi olarak icsi islemi i¢in hazir hale

getirildi.



Resim 16 : Tese orneklerinin pargalanmast (diseksiyonu)Fotograf Bahgeci Tiip Bebek Merkezi IVF

Laboratuvar inda ¢ekilmistir)

3.2.3 MESA Metaryelinden ICSI islemi i¢in sperm hazirlanmasi

Mesa islemi ile elde edilen sivi haldeki 6rnek steril enjektor i¢inde laboratuvara geldikten
sonra Oncelikle makler kamarasinda bakilir ve konsantrasyon degerlendirmesi yapilip not
alindi. 5 ml % 50°’lik ve 0.5 ml % 90 lik isolate gradient soliisyonu ile hazirlanmis 2 li
gradient iizerine yavagga birakilan mesa sivisi 2500rpm de 20 dk santriiftij edildi.santriifiij
sonrast pellet steril cam pipetle dipten yavasca g¢ekildi ve 2001 kodlu tiipe konup iizerine
sperm yikama soliisyonundan 3 ml konuldu ve 1500 rpm de 5 dk santriifiij edildi . Siipernatan
atilip dipte 0.5 ml kalacak sekilde birakildi.Kalan 0.5 lik sividan IMSI se¢imi i¢in petri

hazirlandi.

3.3 IMSI iISLEMI



IMSI (intra cytoplasmic Morphologically Selected sperm Injection) teknigi ile elde edilmis ve
ICSI uygulamas i¢in hazirlanmis spermler yiiksek biiylitmede nomarski objektifleri altinda

secildi ve 1 kiicik vakoul tasiyan veya hi¢ vakoul tasimayan normal spermler

secildi.Hazirlanan spermler IMSI secimi sonras1 25 °C de tizerleri kiiltiir yag ile kaplanarak

ICSI saatine kadar bekletildiler.

Resim 17: IMSI islemi ile secilmis normal morfolojiye sahip spermatozoonlar.40X)

(Fotograf Bahgeci Tiip Bebek Merkezi IVF Laboratuvar inda ¢ekilmigtir)

Resim 18: IMSI islemi ile secilmis anormal basli spermler (vesil ok ;amorf bas,kirmizt ok : megalo
bas,mavi ok ; globozoa bas, siyah ok;uzun bas))(Fotograf Bahceci Tiip Bebek Merkezi IVF
Laboratuvarinda ¢ekilmistir,40X)

Resim 19: [MSI islemi ile secilmis spermde boyun dropleti )(Fotograf Bahgeci Tiip Bebek Merkezi
IVF Laboratuvar’inda ¢ekilmistir,a 20X, b.40X)

3.4 Folikiil aspirasyonu, denudasyon ve ICSI (intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu)

islemi



Oosit aspirasyonundan sonra folikiillerden elde edilen kiimiiliis oosit kompleksleri “human
tubal fluid” (HTF) sivisinda (Life Global®, Seattle, ABD) yikanip 3 saat %6 CO2, %5 O2 ve
37°C’ye ayarl inkiibatorde bekletildiler. Bu siirenin sonunda, deniidasyon islemi, HTF
icerisine 40 IU/ ml yogunlugunda hazirlanan hiyaliironidaz enzim (Life Global®, Seattle,

ABD) soliisyonu i¢inde mekanik pipetleme ile gergeklestirildi.

Bu islem sonrasinda, oositler 60 dakikalik bir inkiibasyon sonrasi ICSI islemi uygulandi.

Mikroenjeksiyon iglemi, x400 biiylitmede Olympus 1X70, Olympus IX71 inverted mikroskop
altinda HEPES (Life Global®, Seattle, ABD) iceren HTF mediumu icerisinde yapildi.

Resim 20: Oosit inkiibasyon kiiltiir kabi,Resim 21:ICSI petrisi

(Fotograflar Bahgeci Tiip Bebek Merkezi IVF Laboratuvar’inda cekilmistir)

Resim 22: ICSI Islemi

(Fotograflar Bahgeci Tiip Bebek Merkezi IVF Laboratuvar’inda ¢ekilmistir)



Enjeksiyonu tamamlanmig oositler minimum 4 saat dncesinden %6 CO2, %5 O2 ve 37°C’de
onceden inkiibe edilmis 0Ozel kaplara (EmbryoSlide®, Unisense Fertilitech, Aarhus,
Danimarka) alindilar (Resim 23).

Resim 23; Blastokist’e kadar takip edilebilen embriyoskop cihazi ve embryoslide kabimin gériiniisii

3.5 Embriyo Kiiltiirii ve Inkiibasyonu

EmbryoSlide™ kabmin her bir kuyusu 25 pl hacminde ve %10 oraninda plasmanat
(Life Global®, Seattle, ABD) protein takviyesi iceren tek adimli embriyo kiiltiir sivisiyla
(Life Global®, Seattle, ABD) dolduruldu ve 12 kuyucugun ftizeri 1.5 ml parafin yag: ile
(LifeGlobal®, Seattle, ABD) ortiildii. ICSI sonrasinda, enjekte edilmis oositler her kuyunun
icerisindeki kuyucuga brrakilip Siirekli embriyo takip sistemine yiiklendi (EmbryoScope™,
Unisense Fertilitech, Aarhus, Danimarka)(Resim 23).EmbryoScope® inkiibatoriiniin ortami
%6 CO, %5 0O, ve 37°C’de embriyolar transfere kadar bes gilin kiiltiirde
birakildilar.Embriyoskop cihazinda her 20 dakika’da alinan goriintiiler ile; pronukleus

olusum zamanlar1 , dollenmeden sonra ¢ekirdeklerin silinmesi,ilk ve sonraki klivajlarin kesin



zamaninin belirlenmesi,ilk boliinmeden sonra ¢ekirdeklerin goriilmesi, hiicre boliinmelerinin
senkron ve asenkron olarak takibi, embriyo fragmantasyon ge¢cmisi ,blastosdl boslugunun

olusum zamani belirlendi. Asagida belirtilen semboller ile kiiltiirde embriyo zamanlamasi not

edildi;

t2: Iki hiicreye bdliinme zamani

t2: Iki hiicreye bdliinme zamani

t3: Ug hiicreye bdliinme zamani

t4: Dort hiicreye boliinme zamant

t5: Bes hiicreye boliinme zamani

t6: Alt1 hiicreye boliinme zamani

t7: Yedi hiicreye boliinme zamani

t8: Sekiz hiicreye boliinme zamani

t9+: Dokuz hiicreye ulagsma zamant

tM: Morula evresine ulasma zamani

tSB: Blastiilasyonun baglangic1

tB: Blastosist evresine ulasma zamani

3.6 Kullanilan malzemeler:

1 | Falcon grubu tamami pipetler tiipler B.D.Bionsciences USA

2 | Single step medium IrvineScentific USA

3 | SSS IrvineScentific USA

4 | Nunc (150270-4wel) ThermoScientific DENIMARKA
5 | Hamilton enjektor Hamilton Company USA

6 | Embryoscobe ve emb silaydi UnisenseFertilitech A/S DENIMARKA
7 | Ependorflar EppendorfGmbh ALMANYA
8 | Laminar flow LaboGene APS DENIMARKA
9 | Laminar flow i¢indeki mikroskop Carl ZeissGmbh ALMANYA
10 | Mikromaniplator NarishigeScientificlnt.Lab. JAPONYA
11 | ICSI ignesi Sunlight USA

12 | incubabator marka model vs 02 IKSInternational HOLLANDA




kontrollu

13 | Santrifuge LaboGene APS DENIMARKA

14 | opu toplama seti SarstedGmbh ALMANYA

15 | pastor pipetler HeinzHerenzMedi.Gmbh ALMANYA

16 | sperm washirvine IrvineScentific USA

17 | pure sperm nidakon Nidaconlnernational ISVEC

18 | 200 likpipetor EppendorfGmbh ALMANYA

19 | 10 mikrolitrelikpipetor EppendorfGmbh ALMANYA

20 | Streril sperm toplama kabi Firat Med TURKIYE

21 | Opu toplarken kullanilan pipet IsolabLab. Gmbh ALMANYA
puari.

22 | Mini inkubatorlaboteclaminar LabotectLab.Tec. Gmbh ALMANYA

23 | Makler kamerasi SefiMedical ISRAIL

24 | sperm sayiminda kullanilan Carl ZeissGmbh ALMANYA
mikroskob

25 | hyalurinidase Irvine Scentific USA

26 | Pvp IrvineScentific USA

27 | Qil IrvineScentific USA

28 | 150 likdenudasyon(ayiklama pipeti) GyneticsMed. Produc BELCIKA

29 | M HTF IRVINE IrvineScentific USA

30 | transfer kateterleri Smith Medical MEXICO

31 | steril eldiven Beybi Plastik TURKIYE

4 BULGULAR

Bu calismada Mesa ve Tese olgularinda fertilize oosit sayis1 ejekiilat spermi ile

kiyaslandiginda daha diisiik sayida ve ejekiilat spermi olgularinda daha yiiksek fertilizasyon

oran1 goriilmiistiir (Tablo 6,p=0.005, p= 0.041)

Tablo 6: Sperm kaynagi gruplarinda yas ve o0sit bilgileri.

TESE MESA NORMOSPERMI Kruskal-Wallis
o (n) o (n) o (n) Test
Yas (Kadin) | S210% ?*220‘; 3367+ ?'128‘; 31,05+ 4,36 (20)| 1,99 | p= 0,369
Yas (Erkek) | 309°% 6(5’2%53 38,06 + ?*1%2) 33,05+4,86(20)| 542 | p=0061




T 12,05%363| 11,11%653 :
Toplam oosit 0 o 11,85+ 2,64 (20) | 2,8 | p= 0,247
10,20£3,00 | 9,44%6,14 :
m2 0 e 10,25 + 2,45 (20) | 2,53 | p= 0,282
%86+ %12 | %84t % 12 P .
m2 (%) * 0 8 %87 + %11(20) | 0,44 | p=0,803
mi| ~ 065% (2’2%1) 0,89 + 0,6 (18) 0,65+0,99 (20)| 1,04 p=0,594
mi1 (%)™ | %5% %5 (20) | %8 %9 (18) %5+ %7 (20)| 1,32 | p=0515
110133 0,610,61 ;
v 0 9 05+119(20) | 064 | p=0,727
ov (%) ™ | %8+ %9(20) | %6t %6 (18) %8+%9(20)| 0,16 p=0,922
Fertiize oosit |~ 3% 2(’2%()’ 589+ 2(’1%(; 8,55+221 (20)# | 10,72 | p=0,005
Fertilizasyon Sﬁ % 75 °A(>210S; % 72 + ‘%(>128(; %85% %14 (20) # | 6,43 p= 0,041

# : Istatistiksel olarak anlamli fark gériilen grup.

*: m2 / toplam oosit
**:m1l/ toplam oosit

*** . gv / toplam oosit

**xx - Normal fertilizasyon (%) : Normal fertilizasyon / m2

Calismaya dahil olan olgularda 1 ve 2 embriyo transferinin gruplar arasindaki

dagilimi Tablo 7 de gosterilmistir.

Tablo 7: 1 ve 2 embriyo transferinin gruplar arasinda dagilimi

Transfer edilen embriyo sayisi | TESE (n=20) MESA (n=18) | NORMOSP. (n=20)
1 % 25 % 50 % 55
2 % 75 % 50 % 45

Ki-Kare= 4,18 ; p=0,124

Ejekulat spermi

grubuna kiyasla daha fazla oldugu goéralmustar.(p=0.018) (Tablo 8 )

grubunda 5 ve 6 gunlik embriyolarin oraninin, TESE ve MESA

Tablo 8:Embriyo transfer glinuintin farkh sperm kaynagi gruplarinda dagilimi




Sg:]b“y"”“” transfer  edildigi | tegE (n=20) MESA (n=18) NORMOSPER (n=20)
3. ve 4. Giin % 65 % 72,2 % 30
5. ve 6. Giin % 35 % 27,8 % 70

Ki-Kare= 8,02 ; p=0,018

Tablo 9: Ejekulat spermi, tese ve mesa gruplarinda transfer edilen 1.

embriyonun durumu.

Transfer edilen 1. embriyo | TESE (n=20) MESA (n=18) NORMOSP. (n=20)
Morula 6ncesi % 45 % 61 % 25
Morula % 25 % 17 % 20
Blastokist % 30 % 22 % 55

Ki-kare = 12,74 ; p= 0,002 (Kruskal wallis test)

Tablo 10: Ejekiulat spermi, tese ve mesa gruplarinda transfer edilen 2.

embriyonun durumu

Transfer edilen 2. embriyo TESE (15) MESA (9) NORMOSP. (9)
Morula 6ncesi % 67 % 33 % 11
Morula % 27 % 44 % 56
Blastokist % 7 % 22 % 33

Ki-kare =7,46 ; p= 0,024 (Kruskal Wallis Test)

Tese ve normospermik grupta benzer gebelik oranlari bulunmusken (%55), Mesa
grubunda gebelik orani dusik bulunmustur (%39) ancak olgu sayisinin az olmasi

nedeni ile istatistiki anlamliligi bulunamamistir(Tablo 11,grafik 1).

Tablo 11: Gruplarda pozitif ve negatif gebelik oranlari

Gebelik TESE (n=20) MESA (n=18) NORMOSPERM (n=20)
Pozitif % 55 % 39 % 55
Negatif % 45 % 61 % 45

Ki-Kare = 1,29 ; p=0,525

Grafik 1 :Tese, mesa ve ejekilat spermi gruplarinda pozitif gebelik oranlari.



Pozitif Gebelik (%)

TESE

MESA

NORMOSPERM

Tablo 12 : tese ,mesa ve normospermi gruplarinda embriyo gelisim zamanlari.

Embriyo olusum | TESE MESA NORMOSPERMI. Gruplarin

agamalari (Saat) M +o(n) g xo(n) g +o(n) kargilastiriimasi
3,29 & 1,61 (151)

PB2 atilim > 491£517(109) | 484159 (171) | _ooe | 000005
1595 % 218 | 17,15 % 467 18,16 £ 1,61 (177)

PN olusum (155) # (114) # # F=2463 | p=0,0005

. 2468 * 530 2907 * 7,50

PN silinme (150) (105) # 24,90 + 3,36 (167) F=25 44 p=0,0005
2904 = 5943246 % 17,06

2 (148) (107) # 29,06£481(171) | r1367 | p=0,0005
3653 * 7,03 4069 = 755

'3 (146) # (105) 39,36 5,90 (171) | r_1300 | p=0,0005
4149 + 013 | 4433 % 945

t (144) (102) # 41,452 7.00(171) | g 48 p=0,0118
4966 * 1153|5389 * 10,25

© (134) # (92) 55,02£9,72(163) | r_1513 | p=0,0005

6 5486 + 1205|6063 * 1299 | 5760 * 10.02
(125) (82) # (163) F=6,40 p=0,0018

7 59,46 * 1150|6935 + 1796 | 67,42 * 12,68
(94) # (68) (139) F=13,15 | p=0,0005

18 62,73 * 1192|709 + 16,57 68,31 * 12,06
(74) # (47) (136) F=6,83 p=0,0012
7140 * 1525 8130 = 18,93

o+ (45) # (24) 82,05£1017(32) | \w=12,99 | p=0,0015




Morula olusum | 84,71 + 14,06 | 94,38 * 1525
zamani (45) 27) 894121228 (85 | \ \v-476 | p=0,0924
Blastokist olusum 111,05 + 1243
zamani 99,10 + 9,89 (26) (20) # 99,07 + 8,90 (62) K-W=13,88 | p=0,0009

# : Istatistiksel olarak anlamli fark gorilen grup.
F: ANOVA-one way

K-W: Kruskal-Wallis Test
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Grafik 2:Tese, mesa ve ejekiilat spermi gruplarinda embriyo gelisim zamanlari.

*: Diger iki gruptan anlamli farkllik gésteren TESE grubu degerleri.



*: Diger iki gruptan anlamli farklilik gosteren MESA grubu degerleri.

*: Diger iki gruptan anlamli farkhlik gésteren NORMOSPERM grubu degerleri.

TESE grubunda icsi yapildigi andan itibaren diger gruplara gére daha kisa zamanda
tamamlanan surecgler: PB2 atihm, PN olusum, t3, t5, t7, 18, t9+ olarak
saptanmistir(Tablo 12, Grafik 2 ).

MESA grubunda icsi yapildigi andan itibaren diger gruplara gbre daha uzun
zamanda tamamlanan suregler: PN kaybolma, t2, t4, t6, blastokist olusumu olarak
saptanmistir (Tablo 12, Grafik 2)

Normospermi grubunda icsi yapildigi andan itibaren diger gruplara gére daha uzun
zamanda tamamlanan sure¢ PN olusumudur. PB2 atilimdan PN olusuma gegis en

uzun slUreyine normospermi grubunda goértulmustir. (p=0.0005) (Tablo 12,Grafik2)

PN olusumundan sonra PN'in en hizli kayboldugu grup normospermi grubunda (6,77
saat), en wuzun kaybolma suresi ise MESA (11,81 saat) grubunda
bulunmustur.(p=0.0001) (Tablo 12, Grafik 2).

PB2 atilimindan sonra PN'in kaybolmasina kadar gegen en uzun sure MESA
grubunda goriimektedir.(p=0.0001)( Tablo 12, Grafik 2).

PN kaybolduktan sonra morula olusumuna kadar gegen sure Ug¢ grupta da farklihk
gOstermemektedir (p= 0,5190)(Tablo 12, Grafik 2).

Morula olustuktan sonra blastokist olusumuna kadar gecen stire MESA grubunda
daha uzun oldugu goértlmektedir (p=0.0009 ) (Tablo 12).

Gruplar arasinda PN olusumundan PN silinmesine ve 2 hucreli embriyoya gegiste

istatistiki anlamli farkliliklar gézlenmistir (Tablo 13), TESE olgularinda t4’den t8'e



gegis suresinin diger gruplara gore anlamli olarak daha kisa surede oldugu

bulunmustur (Tablo 13).

Tablo 13 : TESE ,MESA ve Kontrol gruplarinda embriyo gelisim ara fazlari zamanlamasi

Siireler (Saat) TESE MESA NORMOSPERM Gruplarin
p+o(n) yxo(n) pxo(n) karsilagtiriimasi
PB2 atilimdan PN olugsuma 12,72 + 2,48 12,31+ 2,93 _ _
gecis (147) (105) 13,49+222 (171) #| F=08,05| p=0,0005
PN olusumdan PN silinmeye 9,15 5,06 11,81 6,23 _ _
gecis (139) # (104) # 6,77 3,54 (167) #| F=34,81| p=0,0001
PB2 atilimdan PN silinmeye 21,42 +£5,44 24,09 £ 5,62 _ _
gecis (149) (105) # 20,28 + 3,44 (167) F=20,54| p=0,0001
PN silinmeden morulaya| 61,74 12,55 67,27 + 15,12
. ' y ' ; 65,18 + 11,61 (82) | K-W=1,31 =0,5190
gecis (45) (27) (62) P
Moruladan blastokiste gegis 14,56 £ ?243 1644+ 14('1%?5 12,66 + 7,5 (62) | K-W=0,81| p=0,6688
. 12,74 £ 5,43 15,66 7,25
1 y y 1 i + - e
PN olusumdan t2'ye gegis (144) # (107) # 10,92 £4,92 (171) # F=22,21| p=0,0001
o . . 4,51 + 3,89 3,95+2,81 _ -
PN silinmeden t2'ye gegis (148) (104) 4,12 + 2,80 (167) F=1,03| p=0,3561
, , . 7,81 +6,53 8,28 £ 5,61 _ _
t2'den t3'e gegis (146) (105) 10,30 £ 4,65 (171) # F=8,75| p=0,0005
, , . 12,72 £ 6,99 12,07 £ 7,92 _ _
t2'den t4’e gegis (144) (102) 12,39 + 5,99 (171) F=0,27| p=0,7613
) 5,29+7,04 3,88 +£6,37
. ] ’ ’ ’ ’ + - =
t3'ten t4’e gegis (144) (102) 2,09+4,91 (171) # F=11,03| p=0,0005
) 13,81 + 8,27 13,94 + 8,37
. y ’ ’ ’ ’ + -, =
t3'ten t5'e gegis (134) (92) 16,28 * 8,29 (163) # F=4,02| p=0,0187
. , . 24,61+£887| 29,76 +£15,11 _ _
T4'ten t8'e gegis (74) # (47) 28,44 + 11,06 (136) F=3,79| p=0,0241
. , ) 16,24 £8,77| 19,66 * 14,89 _ _
t5'ten t8'e gegis (74) (47)N 14,93 + 9,86 (136) F=3,44| p=0,0337
T8'den morulaya gegis 22,03+ 1%592?)’ 19,16 + 1%:1%9) 24,19+ 12,80 (76) | K-W=2,84 | p=0,2415
# : Diger iki gruptan istatistiksel olarak anlamli farkhlik gésteren grup.
N : Yalniz normosperm grubundan istatistiksel olarak anlaml farklilik gésteren grup.
F: ANOVA-one way
K-W: Kruskal-Wallis Test
Tablo 14.Gruplarda t8, morula ve blastokiste ulasma oranlari..
TESE MESA NORMOSPERM .
o 0 0 Ki-Kare p
%) %) %)
t8 (%) 47,7 41,2 76,84 45,5 0,0005
Morula (%) 29,0 23,7 48,0# 219 0,0005
Blastokist (%) 16,8 17,5 35,0# 18,7 0,0005




# : Diger iki gruptan istatistiksel olarak anlamli farklilik gdsteren grup.

t8(%): t8 sayisi / PN olusum sayisi

Morula (%): Morula sayisi / PN oluslum sayisi

Blastokist (%): Blastokist sayisi / PN oluslum sayisi

Gruplarin kargilastirimasinda Pearson Chi-Square Test uygulanmistir.

Tam gruplardaki olgular gebelik pozitif ya da negatif olarak tasnif edildiklerinde;Pozitif
gebelik grubunda fertilizasyon suresinin daha uzun oldugu (p=0.047, tablo 10),
blastokist asamasindaki embriyolarin orani daha fazla oldugu goérulmustur (p=0.027,
tablo 12).Pozitif gebelik grubunda diger gruplara gore icsi yapildidi andan itibaren
daha uzun zamanda tamamlanan surecler t5, t6, t7'dir.(p=0.005, p= 0.029, p=0.039,
Tablo 15, grafik 3 ).T3'den t5 ‘e gegis suresi( 2. Hucre siklusu) ve t8’den morulaya

gegis slUresi gebe olan ve olmayan olgular kiyaslandiginda istatistiki olarak anlamli

olarak kisa bulunmustur (p=0.014, p=0.038) (Tablo 17).

Tablo 15: pozitif ve negatif gebelik gruplarinda yas ve oosit bilgileri.

Pozitif gebelik

Negatif gebelik

U0

u+o

Mann-Whitney U Test

Yas (Kadin) 31,45+ 5,18 (29) | 33,00 +4,75(29) | Z=0,85 p= 0,395
Yas (Erkek) 34,90 + 541 (29) | 36,72 6,09 (29) | Zz=1,01 p= 0,315
Toplam oosit 11,45 + 3,52 (29) 11,93 + 5,24 (29) Z=0,16 p= 0,876
m2 9,75 + 3,13 (29) 10,17 + 4,84 (29) | Z=0,29 p= 0,772
m2 (%) * 0,86 + 0,12 (29) 0,85 + 0,11 (29) Z=0,55 p= 0,578
m1 0,52 + 0,78 (29) 0,93 + 0,99 (29) Z=1,67 p= 0,095
m1 (%) ** 0,04 + 0,05 (29) 0,07 + 0,09 (29) Z= 1,67 p= 0,095
Gv 1,03 + 1,23 (29) 0,76 + 0,95 (29) Z=0,66 p= 0,509
gV (%) ** 0,08 + 0,09 (29) 0,07 + 0,08 (29) Z=0,69 p= 0,485
Normal fertilizasyon 7,86%241(29)# | 6,76 + 2,29 (29) Z=1,99 p= 0,047
Normal fertilizasyon (%) | o g5 40,14 (20) | 0,72+022(29) | Z= 1,55 b= 0,121

# : Istatistiksel olarak anlamli fark gorilen grup.

*: m2 / toplam oosit
** - m1/ toplam oosit

*** - gv / toplam oosit

**+x - Normal fertilizasyon (%) : Normal fertilizasyon / m2




Tablo 16:Gruplarda gebelik pozitif ve negatif olgularin transfer edilen embriyo

sayisinin yiizde dagilimi

Transfer edilen embriyo sayisi

Gebelik

Pozitif (n=29)

Negatif (n=29)

1

44,8%

41,4%

2

55,2%

58,6%

Ki-Kare = 0,07 ; p=0,791

Tablo 17:Gebelik negatif veya pozitif olgularda transfer gliniiniin ytizde dagilimi

Embriyonun transfer edildigi gun

Gebelik

Pozitif (n=29)

Negatif (n=29)

3.ve 4. Gln

41,4%

69,0%

5.ve 6. Gln

58,6%

31,0%

Ki-Kare = 4,46 ; p=0,035

Tablo18:Gebelik pozitif ve negatif olgularda transfer edilen 1. Embriyonun

gelisim basamagi

Transfer edilen 1. embriyo

Gebelik

Pozitif (h=29)

Negatif (n=29)

Morula oncesi

37,9%

48,3%

Morula

10,3%

31,0%

Blastokist

51,7%

20,7%

Ki-Kare = 7,21 ; p=0,027

Tablo 19:Gebelik pozitif ve

gelisim agamasinin yuzdesi

negatif olgularda transfer edilen

Transfer edilen 2. embriyo

Gebelik

Pozitif (h=16)

Negatif (n=17)

Morula oncesi

37,5%

47,1%

Morula

37,5%

41,2%

Blastokist

25,0%

11,8%

K-S-Z=0,38 ; p=0,990 (Kolmogorov Smirnov Test)

embriyonun



Tablo 20:Pozitif veya negatif gebelik gruplarinda embriyo gelisim zamanlari.

Embriyo olusum | Pozitif gebelik Negatif gebelik Gruplarin
asamalari (Saat) Mxo(n) Mxo(n) karsilastiriimasi
PB2 atilim 3,96 + 1,93 (44) 3,70+ 1,31 (42) t=0,73 | p=0,462
PN olusum 17,05 + 2,06 (46) 16,98 + 1,82 (44) t=0,15 | p=0,877
PN silinme 24,66 + 3,83 (43 24,35 £4,08 (42) t=0,36 | p=0,714
t2 29,07 £ 5,12 (44) 28,10 £4,98 (44) t=0,89 | p=0,372
t3 38,64 + 3,88 (44) 37,94 16,29 (44) t=0,63 | p=0,529
t4 41,27 + 6,21 (43) 39,77 +5,34 (43) t=1,20 | p=0,231
t5 53,54 * 6,69 (42) # | 49,02 +7,48 (39) t=2,86 | p=0,005
t6 56,13 * 8,19 (41)# | 52,22 +7,48 (39) t=2,22 | p=0,029
t7 63,98 * 11,82 (35) # | 58,70 + 8,47 (33) t=2,10 | p=0,039
t8 64,70 £ 8,69 (29) 62,20 + 9,27 (29) z=1,42 | p=0,155
t9+ 72,34 +9,86 (16) 72,50 £12,49 (15) z=0,12 | p=0,906
Morula olusum zamani 87,98 + 11,18 (23) 81,88 + 13,22 (19) z=0,95 | p=0,343
Blastokist olusum

zamani 98,48 £6,95 (21) 99,48 £ 8,35 (10) 2=0,38 | p=0,704

# : Istatistiksel olarak anlamli fark gérilen grup.

t: t Test (Independent Samples Test)

z: Mann-Whitney U Test

Grafik 3: gebelik pozitif ve negatif olgularda embriyo gelisim zamanlari.

*. Diger gruptan anlamli farklilik gosteren Pozitif gebelik grubu degerleri.




Tablo 21: Tim gruplarda Gebe olan ve

zamanlari.

olmayan hastalarda embriyo geligsim

Sdireler (Saat)

Pozitif gebelik

Negatif gebelik

pto(n

p*o(n)

Gruplarin karsilastiriimasi

PB2 atilimdan PN olugsuma gegis 13,06 £ 2,77 (44) 13,38 £ 2,08 (41) t=0,61 p= 0,5431
PN olugsumdan PN silinmeye gegis 7,70 £ 4,11 (43) 7,46 £ 3,86 (40) t=0,28 p=0,7821
PB2 atilimdan PN silinmeye gegis 20,69 + 4,12 (43) 20,65 + 4,41 (42) t=0,05 p= 0,632

PN silinmeden morulaya gegis 63,4 £ 10,34 (22) 58,47 + 11,92 (19) Z=0,84 p= 0,4027
Moruladan blastokiste gegis | 12,09 * 4,88 (21) # 18,4 £ 8,88 (10) Z=2,07 p=0,0384
PN olugsumdan t2'ye gegis 12,05 + 5,17 (44) 10,64 + 3,98 (43) t=1,42 p= 0,158
PN silinmeden t2'ye gegis 4,44 + 3,67 (43) 3,85+ 3,44 (42) t=0,76 p= 0,449
t2'den t3’e gegis 9,57 £ 4,39 (44) 9,83 £ 4,50 (44) t= 0,28 p=0,7821

t2'den t4’e gegis 12,36 £ 4,73 (43) 11,78 £ 3,92 (43) t=0,62 p= 0,5401

t3'ten t4'e gegis 2,65+ 5,15 (43) 1,99 + 4,26 (43) t=0,64 p= 0,5232

t3'ten t5'e gegis | 14,97 £ 4,48 (42) # 12,15 £ 4,41 (39) t=2,85 p= 0,0056

T4'ten t8'e gecis 25,28 +8,96 (29) 23,19 £7,35 (29) Z=1,27 p=0,2050

t5'ten t8'e gecis 12,24 + 8,64 (29) 12,84 £ 9,95 (29) Z=0,10 p=0,9192

T8'den morulaya gegis 15,52 £9,13 (10) 22,35 +10,86 (16) Z=1,42 p=0,1550

# : Istatistiksel olarak anlamli fark gérilen grup.

t: t Test (Independent Samples Test)

Z: Mann-Whitney U Test

5.TARTISMA




Siirekli embriyo izleme sistemleri (time lapse monitoring) 2011 yilindan itibaren IVF
kliniklerinde yaygin olarak kullanilmaya baglanmig , embriyo gelisiminde Onemli
parametreler arastiricilar tarafindan gosterilmistir. Embriyo gelisiminde fertilizasyonu takiben
pronukleus olusumu, silinmesi ,singami, 1.,2.,3. Hiicre sikluslar1 , optimal boliinme zamanlar1
, morula ve blastokiste gidis zamanlamalar1 pek ¢ok arastirici tarafindan gosterilmistir.2011
yilinda yapilan bir ¢aligmada ; embriyoskopta izlemeye alimmis 247 embriyonun ,iki
hiicreden {i¢ hiicreye ,li¢ hiicreden dort hiicreye ve dort hiicreden bes hiicreye gecis zamanlari
degerlendirmeye alinmis ve implantasyonu 6ngdérme modeli olusturulmus, buna bagli olarak
embriyo boliinme zamanlari en 6nemli sekilde kullanilabilecek ii¢ parametre olarak
degerlendirilmistir(40). Embriyo kiiltlir kosullarinin insan embriyosu morfokinetik verilerine
etkileri konusunda yapilan calismalar, tek fazli ve ardigik kiiltiir soliisyonlarinin embriyo
gelisim zamanlamasmda anlamli farkliliklar ortaya ¢ikarmadigini gostermistir(11).Basile ve
ark.2012,(7). Yine hastalara uygulanan stimulasyon protokollerinin embriyo gelisiminde
farkli etki yaratmadigi tarafindan gosterilmistir(42). Bu c¢alismada kontrollii over
stimiilasyonunda kullanilan GnRH analogu ,yumurta tetikleyici faktér,GnRH agonisti ve
GnRH antogonisti kullanilarak elde edilmis yumurtalara icsi islemi yapilmis ve
embriyoskopta izlemeye alinmig, embriyolarin ilk boliinmelerinde farklilik goriilmiis olsada

morfokinetik 6zelliklerinde ve embriyo kalitesinde bir fark bulunmadigi gosterilmistir(42).

2013 yilinda yapilan bir ¢caligmada , siirekli embriyo izleme ve goriintiileme sistemiyle
izlenen sigara igen kadinlarin embriyolari ile sigara igmeyen kadinlarin embriyolar1 aralarinda
anlaml bir gelisim farki gézlenmis; sigara igen kadinlari embriyolar1 igmeyenlere gore daha
yavas gelistigi belirlenmistir (25).Yine baska bir ¢calismada % 5 oksijenli embriyoskop ile %
20 oksijenli embriyoskop arasinda,embriyo morfokinetigi incelenmis,embriyolarin 3.klivaj’a
ve erken blastokiste % 20 oksijenli embriyoskopta % 5 oksijenli embriyoskopa gore daha

uzun zamanda ulagtig1 gosterilmistir (34).

Giiniimiize kadar , sadece erken kinetik, blastula ve implantasyon potansiyeli arasindaki iligki
konusunda birkag ¢alisma yapilmistir(5).2012 de ICSI uygulamasindan pronukleus
silinmesine kadar olan siirenin implantasyon ile iliskisini gostermis, yine 2012 de Rubio ve
arkadaslari, Dal Canto ve arkadaslari, Hlinka ve arkadaglar1 embriyo gelisiminde 1.,2.ve 3.
Hiicre sikluslarmim zamanlamasinin implantasyon ile iliskisini
gostermislerdir(49,19,30).2012 de yapilmis embriyoskop ta morfokinetik yapilari izlenen
embriyolarda 2 hiicreden 8 hiicreye gelisim zamanlarini blastosist olusturma , blastosdl

boslugu olusum zamani ve implantasyon olasiliginin daha yiiksek olan embriyolarda daha



kisa oldugu goriilmiis (19,27,17)embriyo gelisim 6zelliklerinin blastokist kalitesi ile iliskisini
stirekli embriyo izleme sistemlerinde gostermislerdir.Diger bir ¢alismada ise ; embriyoskopta
izlenen 247 embriyonun 3. Giiniinde transferleri yapilmig ve implantasyon ile ; embriyonun,
2 hiicreden 3 hiicreye ,3 hiicreden 5 hiicreye boliinme zamanlar1 arasinda bir iligki bulunmusg
(38).Bu calisgmaya benzer bir ¢alismada da blastokist olusturma kapasitesi ve blastokist
kalitesi ile 2 hiicreden 3 hiicreye , 3 hiicreden de 5 hiicreye ge¢is zamanlar1 arasinda anlamli
farkliliklar oldugu gorilmistiir(17). Wong ve arkadaslar1 arastirma igin bagislanan ¢oziilmiis
proniikleer zigotlar1 kullanarak, Ilk sitokinez (P1) siiresine gore blastokiste ulagmasi
muhtemel embriyolar1 segmek i¢in bir algoritma gelistirdi,bu algoritma birinci ve ikinci mitoz
(P2) ile , ikinci ve lgclincli mitoz arasindaki zaman (P3, s2 diye adlandirilan) arasindaki
senkronizasyonu i¢cermekteydi. Conaghan ark., Bir bilgisayar otomatik time-lapse sistemini
kullanarak, geleneksel giin 3 morfoloji smiflandirmas: ile iki kinetik u¢ noktalar1 P2 ve P3
kombinasyonu kullanarak blastokist haline gelme olasilig1 en yiiksek embriyolar1 se¢meyi
denedi(12). Kirkegaard ve arkadaslar1 ilk sitokinez siiresini bildirdi, 3 hiicreye 3 hiicreli
asamasinda ve dogrudan boliinme siiresi blastosist olusumunu 6ngérmede yararli parametreler
oldugunu gosterdi(33). Meseguer ve arkadaslar1 5 hiicreye ulagsma zamani (t5) ve 2. hiicre
dongiisii  zamanmm( cc2) embriyo canliligmi gosterdigini ileri sliren ¢aligmalar
yaptilar(39).Bizim ¢alismamizda gebelik pozitif ve negatif olgular dikkate alindiginda , 5-6-7
hiicreye gecis stiresi (t5,t6,t7) istatistiki olarak anlamli farkli bulundu(Tablo 15,Grafik 3),
(p=0.014).Ayrica bu konuda calisan arastiricilarin tespit etmedigi ,morula asamasindan
blastokiste gidis siiresinin de istatistiki olarak anlamli farklilik gosterdigi anlasilmistir (Tablo
16 ,p=0.034). Herrero ve ark, 3 ya da 5 giinlilk embriyo transferi olgularinda embriyo gelisim
kinetiginde kullanilan bir model sundu (28).Yaptiklar1 kapsamli analiz sonucunda t5 ve t8 t2,
t3, kisa vadede tek belirte¢ oldugu gosterildi, t4 gibi erken kinetik parametreler iseblastosist
asamasina canliligin devami gostergesi oldugu anlasilmistir.Baska bir ¢calismada ise PGD ile
tespit edilmis olan normal ve anormal embriyolarm kinetiginin farkli oldugu ve olusturulan
algoritma ile PGD wuygulamadan kromozomal ag¢idan normal embriyolarin segiminin
yapilabilecegi olasihigi giindeme getirilmistir(8).Alison ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aligmada
ise diisiik risk tastyyan embriyolarin transferi ile canli dogum oram1 %65 civarmda

artmustir(10).

Bu caligmada sperm kaynagi farkli olan, Tese ve Mesa olgularinda embriyo
morfokinetiginin farklilik gosterdigi ortaya ¢ikmistir. Sperm kaynagina goére embriyoskop

verileri ejekilat sperminin kullanildigl olgularla karsilastiriimis, Tese ve mesa olgularinda



kutup cisimcigi( polar body) atilimi, pronukleus olusumu , PN silinmesi,t2,t3,t4,t5,t6,t7,t8,t9+
ve Blastokist asamasina gelinceye kadar istatistiksel anlamh farkliliklar gézlenmistir ( Tablo
12, Grafik 2). Tese olgularinin kutup cismi atihmi, PN olusumu, t3,t5,t7,t8,t9+ embriyo gelisim
asamalarina daha kisa slirede ulastigl, Mesa olgularinin PN olusum siresinin kisa ancak PN
silinme, t2,t4,t6 ve Blastokiste gidis slirelerinin daha uzun oldugu anlasiimistir (Tablo
12,Grafik 2).Elde edilen bu bulgular TESE ve MESA embriyolarinin takibinde ejekiilat spermi
ile ICSI yapilmis oositlerden elde edilen embriyolarin mitoz dongtilerinde farkhlklar oldugunu
gostermistir.Kontrol grubu olarak ele aldigimiz ejekilat spermi olgularinin embriyo gelisimi
zamanlamasi Desai ve arkadaslarinin 2014’de yaptiklari calismada verdikleri zamanlama
detaylari ve implante olan embriyo sonuglarimizla uyum goéstermektedir (20). Arastiricilarin
implante olmayan embriyo detaylari ise bizim elde ettiklerimizden farkli bulunmustur. Bu
farklihgin muhtemelen kullanilmis olan tese ve mesa spermlerinden kaynaklanmis olabilecegi

dislintlmektedir.

Calismamizada tiim olgulardaki gebelikler ele alindiginda , blastokist transferlerinde 3.
giine kiyasla gebelik oranlarinin yiiksek oldugu gézlenmistir ( Tablo 13, p=0.027).Gardner ve
ark. (1997) bu konuda yaptiklar1 ilk caligmalarda blastokist transferinin 2. Veya 3. Giin
embriyo transferine oranla daha yiiksek gebelik ile sonuglandigmi gostermislerdir(26).
Calismamizda ejekiilat spermlerinde blastokiste gidis % 70 iken , mesa’da % 27.8, tese’de ise
%35 bulunmustur. Bu oranlarin istatistiki olarak anlamliligi gosterilmistir (tablo8,p=0.018).
Testis sperminin ejekiilat spermine gore daha diisiik fertilizasyon orani1 ve daha diistik kalite
embriyo gelistirdigi ¢esitli arastiricilarca gosterilmistir(43,48).Bu ¢alismalar bizim eclde

ettigimiz bulgular1 desteklemektedir.

Bu ¢alismada ejekiilat spermi, tese veya mesa spermi olgularinda gebelik oranlari istatistiki
olarak anlamli bulunmamakla birlikte mesa drneklerinde daha diisiik bulunmustur (Grafik 1).
Olgu sayisinin artmasi bu olgularda anlamli bir azalma gosterecegi yoniindeki diistincemizi
destekler niteliktedir. Weng ve arkadaslarinin 2014 de yaptiklar1 bir calismada mesa
olgularinda ejekiilat spermi ICSI olgularina kiyasla istatistiki anlamli olarak daha fazla
kompleks kromozomal aneploidi gézlenmistir(59).Turner ve arkadaslari (1999) siganlarda
deneysel olusturulan vas deferens obstriiksiyonu sonrasi kaput epididimal epitelde sisteince
zengin luminal protein sekresyonunda azalma gozlemlediler(56).Rajalakshmi ve arkadaslar
(1993) obstriiktif azoospermili erkeklerde kaput epididimis’te liimen daralmasi, dejenerasyon

ve yiiksek oranda ultrastriiktiirel anomaliler saptadilar(46).Calismamizda elde edilen MESA



spermlerinin tiimii obstriiktif azoospermi olgularindandir.Calismamizda mesa olgularinda
singami siiresi , t4 ve blastokiste ulagma siiresinin diger gruplara oranla anlamli bir sekilde
uzun oldugu goriilmiistiir (Tablo 12).Obstriiktif azoospermi olgularinda uygulanmis olan
mesa isleminde spermler gerektiginden ¢ok daha fazla epididimal ortamda beklemektedirler.
Bu bekleme siiresinin sperm DNA hasar miktarini artirma olsilig1 da géz 6niinde tutularak, ve
aragtiricilarin  aneploidik sperm oraninin yiiksek bulma tespiti de dikkate alindiginda |,
obstriiktif azoospermi olgularinda mesa uygulamasi yerine tese uygulamasinin daha yararh

olabilecegini diisiinmekteyiz
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