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OZET

KALSIYUM IYONOFORUN OOSIT AKTIVASYONU VE EMBRIYO GELISiMi
UZERINE ETKIiSi

Bu tez calismasmin amaci, ICSI uygulamasi sonrasi fertilizasyon elde edilemeyen
olgularda uygulanan A23187 kalsiyum iyonofor ile oosit aktive edildikten sonra

embriyo gelisimi ve gebelik iizerine etkisinin arastirilmasidir.

Calismaya 2023-2024 yillar1 arasinda Pembemavi Tiip Bebek merkezinde tedaviye
baslayan ve ICSI islemi sonrasi kalsiyum iyonofor’a maruz birakilan 99 hasta ile
kullanilmayan 74 hastalarin dosyasindan retrospektif olarak incelenen bulgular dahil
edildi. Gruplarda toplam 1825 oositin dollenen ve gelismeye baslayan embriyo
kalitesi (dollenme sayisi/orani, embriyo sayist/orani, S.giine ulasan embriyo

sayist/orani) ve klinik gebelik orani incelendi.

Kalsiyum iyonofor kullanilan kadinlarda kontrol grubu ile karsilastirildiginda
fertilizasyon orami (p<0,04), gelisen embriyo orani (p<0,04), blastokist orani
(p<0,04), gebelik oran1 (p=0,03) ve klinik gebelik orani (p<0,018) daha yiiksek

bulundu.

Sonug: A23187 Ca+ ionophore uygulanmasi, blastokiste ilerleme orani, embriyo

kalitesini, klinik gebelik oranlarini arttirmaktadir.

Anahtar Kelimeler: A23187 Ca+ ionophore, ICSI, IVF, fertilizasyon yetersizligi

Halit Serdar SARI, 2025
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ABSTRACT

THE EFFECT OF CALCIUM IONOPHORE ON OOCYTE ACTIVATION AND
EMBRYO DEVELOPMENT

This thesis aims to investigate the effects of A23187 calcium ionophore on embryo
development and pregnancy after oocyte activation in cases where fertilization
could not be achieved after ICSI application.

The retrospective findings from the files of 99 patients who applied to Pembemavi
IVF Center between 2023-2024 and used calcium ionophore during insemination
and 74 patients who did not use it were included in the study. In both groups,
fertilization and embryo quality (fertilization number/rate, embryo number/rate,
embryo number/rate reaching day 5) and clinical pregnancy rates of 1825 oocytes
were examined.

When compared to the control group, fertilization rate (p<0.04), developing
embryo rate (p<0.04), blastocyst rate (p<0.04), pregnancy rates (p=0.03), and
clinical pregnancy rates (p<0.018) were found to be higher in women who used

calcium ionophore.

Conclusion: A23187 Ca+ ionophore application increases blastocyst
progression rates, embryo quality, and clinical pregnancy rates.

Keywords: A23187 Ca+ ionophore, ICSI, IVF, fertilization failure

Halit Serdar SARI, 2025



1. GIRIS

Anormal oosit aktivasyonu gorilen hastalarda oosit aktivasyonu kalsiyum iyonofor
ile saglanmasi sonucu alinan basarili sonuglardaki embriyolarin kalitelerinin
aragtirtlmasi amaclanmistir. Total fertilizasyon basarisizligr mikroenjeksiyon (ICSI)
sonrasi, sperm veya oosit kaynakli bir¢ok faktorden kaynaklanabilmektedir.
Doéllenmenin  ICSI’den sonrasi gergeklesmemesi genellikle spermlerin  oosit
aktivasyonunu  gerceklestirememesindendir  (Mahutte  vd., 2003).  Oosit
aktivasyonunun gerceklesmesi i¢in, spermin kapasitasyonunu tamamlamis olmas1
gerekmektedir. Daha sonra olusmasi beklenen sperm hiperaktivasyonunun ve
akrozom reaksiyonunun gergeklesmesi i¢in Ca++ iyonlarinin saliniminin yapilmasi
gerekmektedir. Oosit aktivasyonunun olmasi i¢in kalsiyum (Ca++) salinimma bagl
oldugu diistiniilmektedir (Baki Acar vd., 2011). Yapay oosit aktivasyon yontemleri
kalsiyum salmiminin olmadigi durumlarda oosit aktivasyonunun saglanmasi igin
kullanilmaktadir. Kalsiyum (Ca++) yiiklemesi yapilarak oosit aktivasyonunu
saglanmas1 i¢in kullanilan kalsiyum iyonofor, yapay oosit aktivasyon (AOA)
yontemlerindendir (Montag vd., 2012). Murugesu ve arkadaslar1 kalsium iyonofor
iizerine klinik gebelik ve canli dogum oranmi iizerine yaptiklar1 c¢alismada,
Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) sonrasi kalsiyum iyonofor tedavisi ile
AOA, dollenme, boliinme, blastiilasyon ve implantasyon oranlarinda ve genel
gebelik ve canli dogum oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir iyilesme ile
sonuglanir. Kalsiyum iyonofor kullaniminin giiclii bir etkisini gosteren bu sistematik
incelemenin sonucu, dzellikle ICSI'nin tek basna diisiik déllenme oranlar1 sagladigi
ciftler i¢cin giiven verici ve umut vadeden bir yontem oldugunu gostermislerdir

(Murugesu vd., 2017).

Bagka bir ¢alismada Meryem Eftekhar ve arkadaslari teratospermi hastalarda oosit
aktivasyonu i¢in randomize klinik ¢aligma yapmislardir. Yaptigim calismada ICSI
sonras1 15 dakika boyunca 50 uM kalsiyum iyonofor ile birakilip ardindan en az 5
kez 4 farkli Global Collect HEPES soliisyonunda yikanip kiiltiir ortamina alindiktan
sonra 16-18 saat sonra fertilizasyon oranlar1 takip edilmis. Alinan sonuglarda

terarospermi olan hastalarda anlamli bir fark bulunamamistir (Eftekhar vd., 2013).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Murugesu+S&cauthor_id=28865547
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Eftekhar+M&cauthor_id=24639711

Bu calisma i¢in toplanan hastalarin dollenen oosit sayisi, gelisen embriyo sayisi,
klivaj orani, 5.giin embriyo kalitesi, kalsiyum iyonofor’a maruz birakilan 99 hasta ile
kalsiyum iyonofor’a maruz birakilmayan 74 hasta sonuclar1 degerlendirildi ve
sonugta kalsiyum iyonofor kullanilan hastalarin kullanilmayan hastalara gére daha

iyi sonug verip vermedigi arastirild1.



2. GENEL BILGILER

2.1. UREME FiZYOLOJiSi

Ureme tiim canlilarda tiirlerin devamliligii simgeleyen evrensel bir olgudur. Insan
yasami, erkek gamet hiicresi spermatozoon ile kadin gamet hiicresi oositin zigot adi
verilen tek bir hiicreyi olusturmak lizere bir araya gelmesi yani fertilizasyon ile
baslar. Ureme sisteminin iki anatomik bileseni gonadlar ve iireme yollaridir.
Gonadlar (erkeklerde testisler, kadinlarda yumurtaliklar) endokrin bir islev goriir.

Testosteron, testislerin tirettigi ana hormondur.

Ovulasyondan 6nce 6strojen ve ovulasyondan sonra ostrojen ile birlikte progesteron,
overlerden salgilanan ana hormonlardir. Ureme sisteminin iki anatomik bileseni

gonadlar ve tireme yollaridir.

2.1.1. Mitoz Bolinme

Mitoz, bir hiicreden iki genetik olarak 6zdes yavru hiicrenin olustugu bir hiicre
béliinme siirecidir. Insan somatik hiicreleri 23 ¢ift veya diploid sayida kromozom
icermektedir ve her bir ¢iftteki bir kromozom anneden gelirken digeri babadan orjin
almaktadir. Mitoz dort ana evreden olusur: Profaz, Metafaz, Anafaz ve Telofaz.

Siire¢ sonunda sitoplazma boliinmesi (sitokinez) gergeklesir ve iki yeni hiicre olusur.

2.1.2. Mayoz Bélinme

Mayoz bélinme gonadlarda diploid ana hiicrelerden haploid gametlerin olusmasi i¢in

gecirilen béliinme tipidir. Bu nedenle rediksiyon bolinmesi olarak da isimlendirilir.

Mayoz bolinme iki evrede tamamlanir. Birinci evrede homolog kromozomlar
birbirinden ayrilarak hiicre diploid yapidan haploide indirgenir. Mayoz Il'de ise
kardes kromatidler birbirinden ayrilirlar.



2.1.2.1. Gametogenez

Oogenez

Ovaryumdaki oogonium adi verilen diploit hiicrelerden yumurtanin meydana
gelmesini saglayan faaliyetler dizisine oogenez denir. Daha genel olarak ovaryumda

yumurtanin olusturulmasini saglayan faaliyetler dizisine oogenez denir.

Oogenezin detaylar1 degisik tiirlerde farkli olmakla birlikte genel esaslar1 benzerdir.
Oogenez spermatogenezden farkli olarak insanda dogumdan 6nce baslar. Kiz cocugu
dogmadan evvel gelisiminin ilk birka¢ aymnda oogoniumlar mitozla boliinerek yedi

milyon kadar yeni oogonium olustururlar. Olusan tiim oogoniumlar diploittir.

Oogoniumlar ovaryumu distan saran ve germinal epitel denilen epitelin meydana
getirdigi kiiresel odaciklar iginde yer alirlar. Bu odaciklara primer folikiil veya

ovaryum folikili denir.

Spermatogenez

Bu terim spermatogonyadan spermatozoa olusumu smrasindaki proliferatif ve

hiicresel degisiklikleri kapsar ve 3 fazda incelenir;

1.Spermatositogenez: Tip A spermatogonya bir dizi bolinmeye ugrayarak sayica
cogalir ve Tip B spermatogonyayt olusturur. En son olusan spermatogonyanin

bélunmesiyle primer spermatositler meydana gelir.

2.Mayoz: Spermatositler iki olgunlagsma boliinmesine ugrayarak kromozom sayisini

yartya indirir ve spermatid kiimelerini olusturur.

3.Spermiyogenez:  Spermatidler belirgin hiicresel degisikliklere ugrayarak

spermatozoaya doniistirler.



2.2. INFERTILITE

Infertilite; korunmasiz ve diizenli cinsel iliskiye ragmen, bir yil igerisinde gebeligin
olusmamas1 olarak tanimlanir. Infertilite, bir ¢ift sorunu olup, popiilasyonda %15
oraninda goriiliir. Erkegin infertilitedeki sorumlulugu; %30 olguda tek basina, %20
olguda da kadin faktorii ile birlikte olmak tizere, en az %50 oranindadir (Sigman vd.,

1998).

Infertilite psikolojik, ekonomik, demografik ve tibbi durumlara énemli etkileri olan
bir durumdur. Infertilite, eslerden birinde iiremesine engel bir durum yokken 12 aylik
korunmasiz diizenli cinsel iligskiye ragmen veya eslerden birinde iiremeye engel olan

bir durum olmasindan dolayi klinik olarak gebelik olusmamasi durumudur.

Diinyadaki infertilite oram1 %8-12 arasinda olup Tiirkiye'de %10-20 arasinda
degismektedir. Infertilite sorunlar1 yasami tehdit eden bir hastalik olarak
smiflandirilmasa da hem bireyi hem de toplumu etkileyen basit bir jinekolojik
rahatsizlik degil, biyolojik, sosyal, kiiltiirel ve psikolojik boyutlar1 olan bir saglk
sorunudur (Eftekhar vd., 2013).

Infertilite iki grupta incelenir sekonder ve primer. Primer infertil cinsel hayatin higbir
evresinde hamile kalamama; sekonder infertil ise Once gebe kalmis, ancak daha

sonraki donemde korunmasiz gebe kalamama durumudur. (Upkong vd., 2006).
2.2.1. Infertilite Prevalansim Etkileyen Faktorler

Gebeliklerin ¢cogu ilk 6 ayda olusmakla birlikte infertilite prevalansini bircok faktor
etkiler.

Kadin yasi: Kadin yasi arttikca infertilite prevalansi artar. Calismalarda oranlar
farkli olabilmekle birlikte 20-24 yaslarinda % 3 olarak goriilen infertilite orani, 35-
39 yag araliginda % 5.5 olarak saptanmustir. Bunun nedenleri ise over rezervinin
azalmasi, jinekolojik hastaliklar, enfeksiyon ve sistemik bazi hastaliklarin olusma

riskinin ilerleyen yasla birlikte artisidir.



Etnik koken: Irk ve etnik kokenin infertiliteye etkisi gercek bir nedenden cok

sosyoekonomik durumlarla iliskilidir.

Nulliparite: Kadin yasindan bagimsiz olarak nulliparlar daha 6nce dogum yapmis
kadinlara oranla infertilite sorunu ile daha ¢ok karsilagir. Nulliparlarda bu oran % 13
iken, dogum yapmis kalinlarda % 6 kadardir. 35-39 yas araliginda ise nulliparda

infertilte oran1 %27,2, daha 6nce dogum yapmis kadimnlarda ise % 7 kadardir.

Saghk kuruluslarina erisim: Ureme sagligi merkezlerine erisim olanagi varsa
infertilite prevalansi azalmaktadwr. Bu durum gerekli taramalarin zamaninda
yapilmasi, jinekolojik hastaliklarin  tedavisinin zamaninda yapilamasi ile

aciklanabilir.

2.2.2. Ciftlerde infertilitenin Degerlendirilmesi

2.2.2.1. Kadin Infertilitesi

Kadinda infertilite nedenleri ¢ok yonliidiir. Ovumun doéllenmesi ve gelisen
embriyonun implantasyonu surecinde pek c¢ok faktér bu siireci bozmaktadir.
Ovulasyon bozukluklar1 6ncelikle ortaya ¢ikan faktorlerden biridir. Bu da endokrin

faktorlerin eksik salgilanmasi veya senkronizasyonunda yetersizliktir (Kollman

2014).

Polikistik over sendromu (PCOS), ¢ok sayida folikdl Gretilmesi, instlin direnci ve
obezite, akne ve killanma gibi belirtileri bulunur, cogu zaman ovulasyon kusurlari ile
de seyreder (De Leo,2016).Diger taraftan hipofiz veya hipotalamik hormonlar da
yetersiz veya asirt sekresyonu durumunda infertilite nedeni olabilir (Anderson
2003).Viicut kitle indeksinin de kadinda infertilite nedeni olabilecegi gdsterilmistir
(Freizinger 2008).Menstrual siklus diizensizligi veya hi¢ adet gorememe kadinda

ovulasyon kusurlar1 olusturarak infertilite nedeni olabilir (Karasu 2011).

Prematiire over yetmezligi olarak adlandirilan over korteksinde yetersiz yumurta

bulunmasi, dstrojen azlig1 ile de karakterize bir durumdur (Magobe 2005). Genetik



veya kemoterapi ya da endokrin faktorler etkin olarak rol oynar, bu durum genellikle
bir otoimmiin yanit veya ovaryumdan yumurtalarin erken kaybi nedeniyle

olugsmaktadir (Brydoy 2007, Leelabati B.2021).

Hiperprolaktinemi, hipofiz bezinden, Ostrojen iiretimini azaltan ve kisirhiga neden

olabilen agir1 prolaktin iiretimi buna neden olabilir (Bjorvang 2021).

Tuba uterina hasar1 veya tikanikligi da kadinda infertiliteye neden olabilir
(Fernandez, 2013). Ureaplazma, Klamidia, gibi cinsel yolla bulasan hastaliklar da
pelvik inflamatuar hastaliklar olusturarak infertiliteye neden olabilir (Judson FN

1985).

Endometriozis, genellikle uterusta implantasyona hazirlik amaci ile gelisen dokunun
baska yerlere yerlesip biiyiimesiyle olusur (Sarria-Santamera A, 2020). Bu ekstra
doku biiyiimesi ve cerrahi olarak ¢ikarilmasi, fallop tiiplerini tikayip yumurta ve

spermin birlesmesini engelleyebilecek tikaniklara neden olabilir.

Uterus’da iyi huylu polip veya adenomlar, miyomlar da infertilite nedeni olabilir

(Gurunath 2011). Baz1 durumlarda ise kadinda infertilitenin nedeni anlasilamaz.

Kadinlara Ait infertilite Nedenleri

En sik goriilen kadin infertilitesi nedenleri esas olarak 6 ana bashik altinda

incelenebilir.

o ovulatuar bozukluklar %25,
e endometriozis %15,

e pelvik adhezyonlar %12,

e tubal obstruksiyon %11,

e diger tuba anomalileri %1l

e hiperprolaktinemi %7 saptanmugtir



Kadinim ilerleyen yasi ile birlikte fertilite oran1 azalmakla birlikte leiyomyom, tubal
hastalik ve endometriozis goriinme olanlar1 da artarak fertilite olasilig1 azalmaktadir.
Ayni zamanda yagla birlikte iligki sikliginda azalma goriilmektedir (Female age-

related fertility decline).
2.2.2.2. Erkekte infertilite

Glinlimiizde 7 ¢ifiten neredeyse 1'inin infertil oldugu goriilmektedir. Erkek
infertilitesinin  tiim olgular g6z Oniine alindiginda yarisinda gorildigi
anlasilmaktadir (Leslie,2020). Erkekte infertilite diisiik sayida sperm iiretimi,
anormal sperm fonksiyonu veya spermin iletilmesini engelleyen tikanikliklar
nedeniyle olusabilir. Cesitli hastaliklar, testiste travma, kronik saglik sorunlari,
yagsam tarzi ve diger faktorler erkek infertilitesine neden olabilir (Shamsi 2011).
Genel olarak spermin yumurtay1r dollemesinde ortaya c¢ikan problemler zigot ve
embriyo olusumunu engellemektedir. Dolayis1 ile fertilizasyon kusurlar1 en énemli
etkendir. Fertilizasyon i¢in spermin yumurtayr tanmimasi, kapasitasyon ve
hiperaktivasyon motilitesi, akrozom reaksiyonu, zona pellusida ve oolemmay1 delme

ve oosit aktivasyonunu saglama gibi rolleri vardir (Puga Molina 2018).

Erkege Ait Infertilite Nedenleri

Erkek infertilitesi nedenleri esas olarak 4 ana baslik altinda incelenebilir.

e Hipotalamik, hipofizer nedenler (sekonder hipo-gonadizm) - %5-15

e Testikiiler hastaliklar (Y kromozomu mikrodelesyonlarmni da igeren primer
testikuler defektler) -%70-80

e Posttestikiler defektler (Sperm transport bozukluklar) %2-5

e Idiyopatik - %10-20

2.2.2.3. Aciklanamayan Infertilite

Aciklanamayan infertilite mevcut tanisal metodlarm reprodiiktif defektleri

belirlemede sinrrliigi veya sadece gebe kalma sansmi kullanamama olarak



tanimlanabilir. Tam bir infertilite degerlendirme sonrasi, tiim nedenler dislanarak

konulan bir tanidir. Taninin konmasi oldukga karisiktir.

2.3. FERTILiZASYON

Fertilizasyon, yapisal olarak iki hiicrenin, sperm ve yumurta hiicresi gibi iki farkli
hiicre tip1 arasindaki hiicre-hiicre tanima mekanizmasi, baglanmasi ve sonunda
birbiriyle birleserek totipotent 6zellikte yeni bir hiicre meydana getirdikleri bir dizi
olaydir. Insan oositi mayoz boliinmenin metafazinda duraklamistir ancak dollenme
sonucu mayoz tamamlanir. Oosit ¢evresindeki glikoprotein kilif zona pellusida ti¢
farkli glikoprotein tasir. O ve N baglantili oligosakkaritler, ii¢ glikoproteinin
hepsinde bulunur (Miles, Linda. 2022). Zona pellucida, ozmotik bir bariyer degildir.
ancak bir sperm bariyeri gorevi gorir. Zona pellucida, tirlere 6zgl bir dollenme
bariyeridir. Bu nedenle farkli tiirler arasinda fertilizasyon gerceklesmez. Sperm

hiicresi hareketli; bas, orta kisim ve kuyruk i¢eren bir hiicredir.

1. Kuyruk: Ana bilesen olarak da bilinir. “9 + 2” mikrotiibiillerden ve yardimci
yapilardan olusan flagellar aparat kuyrukta bulunur.

2. Orta parca: Kuyrugun proksimal ucunda bulunan orta parca, kuyruk ¢cirpma igin
gerekli ATP'yi saglayan bir mitokondri kilifi igerir.

3. Bas: Spermatik haploid ¢ekirdek basta bulunur.

Spermin bas kisminda zarla ¢evrili bir vezikiil olan akrozom, yer alir ve lizozom
benzeri bir kese yapist olan golgiden kaynaklanir. Akrozom ¢esitli enzimler igerir,
bunlardan ¢ozinebilir hidrolazlar (serin proteaz akrosin, hiyaluronidaz ) icerir ve
diisiik bir pH'a sahiptir. Akrozom reaksiyonu sirasinda plazma zar1 dis akrozomal
zarla birleserek akrozomun icerigini serbest birakir ve i¢ akrozomal zari sperm
basmin islevsel dis smir1 olarak ortaya ¢ikarir. Sperm plazma zar1 da ayni sekilde
oldukca uzmanlasmistir ve proteinler belirli alanlarda lokalizedir. Fertilin olarak da
bilinen PH-30, spermin ekvatoral bdlgesinde bulunan ve sperm-yumurta plazma zar1

fiizyonuna yardimci olan bir proteindir (Eisenbach 2006).



Sperm c¢ekirdegi, sentriyol, mitokondri ve sitoplazma bulunur ancak fertilizasyon
sonrast embriyo gelisiminde mitokondri ve mitokondriyal DNA belirli bir asamaya
kadar saglikli kalir sonra yok edilir. Transkripsiyon ve parakrin faktorler i¢in birkag
sperm proteini ve mRNA yumurtaya iletilir. Ayrica gelen mikro RNA'lar: erken

hiicre boliinmesinde rol oynayan reseptorleri asagi diizenleyebilir (Gould M 2012).

Doéllenmeyen oosit 24 saat i¢inde dejenere olur. Fertilizasyonun gerceklesebilmesi
icin oositin matiir olmas1 gibi spermlerin de kadin genital sisteminden gecerken

kazandig1 baz1 6zellikler fertilizasyon kapasitesini kazanmasima yardimci olur.

2.3.1. Fertilizasyonun Evreleri

Kapasitasyon: Ejakiilasyondaki sperm bir yumurtayr doéllemeye hazir degildir.
Meninin seyreltilmesine yanit olarak bir dizi degisiklik gecirirler ve bu degisikliklere

kapasitasyon denir. 5-7 saat surer.

Cinsel iligki sirasinda bosalan 300.000.000 insan sperminin yalnizca yaklasik 200

yumurta kanala ulasir ve burada déllenir.

Spermatozoa olgunlasir, rahim ve yumurta kanalindan gogleri boyunca oositle

kaynagma yetenegine sahip olurlar.

Spermatozoa kapasitasyondan sonra asir1 aktif hale gelir ve akrozom reaksiyonu

gecirmelerine ve zona pellucidadan ge¢gmelerine olanak tanir (Prefertilization events

2022).

Foliktl hicrelerinden penetrasyon: Folikiil hiicreleri hyaluronik asit bazli bir
hiicre dig1 matrise gomiiliidiir. Spermatozoalar1 dagitarak folikiiler hiicrelere niifuz

edebilirler.

Spermatozoalarin plazma zarinda ve akrozomunda bulunan hyaluronidaz, akrozin ve
diger proteolitik enzimler folikiiler hiicreleri dagitir. Hyaluronidaz enzimi hyaluronik

asidi parcalar.
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Akrozom reaksiyonu: Belirli bir ligand-reseptor etkilesimi yoluyla sperm basi zona
pellucidaya baglanir. Akrozom, baglanma siirecinin bir sonucu olarak zona pellucida
iizerinde vezikiiller olusturur ve enzimleri serbest birakir. Akrozomun dig plazma
zar1, plazma zariyla birka¢ noktada birleserek akrozomun igerigini serbest birakir.
Buna akrozom reaksiyonu denir. Temas noktasinda, akrozomal enzimler zona
pelludicay1 pargalar. Bir serin proteaz olan akrosin ve N-asetilglukozaminidaz iki
temel bilesendir. Akrosin, zona pellucidada bir delik olusturarak spermin yumurtaya
ulasmasmi saglar. Zona pellucida glikoprotein III'teki (ZPGP III) O-bagh
oligosakkaritler, spermin ayrilmasina izin veren N-asetilglukozaminidaz tarafindan

hidrolize edilir (Noritaka H.;2018).

Sperm (zerinde yeni bir yuzey (ic akrozomal membran) membran flizyonu
sonucunda ortaya ¢ikar ve bunun ZPGP II i¢cin yeni baglanma bdlgeleri icermesi
beklenir. Akrozom reaksiyonu gecirmemis spermatozoalar zona pellucidaya niifuz

edemez ve dollenemez.

Zona penetrasyonu: Zona pellucida, akrozom reaksiyona girmis spermatozoalar
tarafindan penetre edilir. Zona pellucidanin enzimatik sindirimi ve spermatozoanin

hiperaktif hareketliliginin olusturdugu itme kuvveti bu siireci kolaylastirabilir.

Sperm oosit flzyonu: Spermatozoonun plazma membrani, zona penetrasyonundan
sonra oositin plazma membraniyla bulusur. iki membranli bir yapi, spermin oosit
sitoplazmasimna girisini garanti eder. Oositlerin kortikal graniilleri Sperm-oosit
flizyonundan sonra hizla serbest kalir, zona pellucida ile reaksiyona girer ve onu
diger spermatozoalara kars1 gecirgensiz hale getirir. Sperm yumurta ile bag kurdugu
anda kuyrugun cirpilmasi durur. Sperm nukleusu ve mitokondrileri yumurta

sitoplazmasima c¢ekilir (Barosso 2009).
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Sekil 2. 1: Déllenmenin 6 ayr1 adimimin ayrintili semasi (Swain 2008)

(1)Oosit’ten GDF-9 ve BMP-15 gibi faktorlerin salgilanmasi ile kiimiiliis hiicresi
yayilmasmi kolaylastirmak i¢cin SMAD2/3 gibi sinyal yollar1 uyarilir ve bu da

spermin kiimiiliis hiicre bariyerini delme yetenegini artirir.

(2)Biiyiiyen oositler, sperm hiicresini tanima, baglanma ve penetrasyon i¢in gerekli
olan zona pelluciday1 olusturmak iizere zona pellucida glikoproteinlerini (ZP1-4) ve
bununla iligkili oligosakkaritleri diizglin bir sekilde sentezlemeli, islemeli ve

salgilamalidir.
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(3)Zona pellucida penetrasyonundan sonra, sperm once (a) oolemaya baglanmalidir,
bu siireg oolema mikrovilluslarma ve oositlerin CD9 ve GPI gibi oolema
proteinlerini {iretmesine baghdir. Ikinci olarak (b) gamet zarlar1 kaynasarak spermin

0osite girmesi i¢in bir gézenek olusturur.

(4)PLCz'nin sperm tarafindan salinmasini takiben oosit aktivasyonu meydana gelir
ve bu da PIP2'nin par¢alanmasi ve IP3 ve DAG olusumu gergeklesir. IP3, kalsiyum
depolarini (Ca 2Dp) serbest birakmasi i¢in endoplazmik retikulumu uyarir. PKC ile
birlikte Ca 2p, kortikal graniil reaksiyonuna ve polispermiye bloke olmasina neden
olur. Bunlara ilave olarak, Ca 2p, MAP kinaz ve MPF aktivitelerini azaltarak CSF
aktivitesinin azalmasina neden olur. Bu kinazlar, diger kinazlar ve fosfatazlarla

birlikte, mayoz II’nin tamamlanmasi ve ikinci kutup cisminin atilmasi ile sonuglanir.

(5)Aktivasyonla es zamanli olarak, oosit (a) spermi isler, (b) oosit kaynakli PKC'nin
etkileriyle sperm niikleer kilifinin pargalanmasina neden olur. Ek olarak, sperm
niikleer bilesenleri yogunlastirilir ve disiilfiir baglar1 ¢ikarilir, bu siire¢ kismen oosit
tarafindan saglanan glutatyona baglhdir. (¢) Daha sonra, c¢esitli protein kinazlar ve
fosfatazlarin yardimiyla sperm kromatinini yeniden yogunlastirmak i¢in 00sit
tarafindan saglanan histonlara ihtiyag duyulur. (d) Son olarak, gama tubulin gibi
oosit kaynakli proteinler, PN olusumu ve gd¢iine yardimci olmak i¢in mikrotiibiiller

olusturmak i¢in gereklidir.

(6)Déllenmenin son adimi, PN'nin niikleer zarflarini yeniden olusturmak i¢in oositin
membran vezikull, ATP/GTP, lamin B ve protein kinaz ve fosfataz aktivitesi

saglamasini gerektirir.

GDF-9, biiyiime farklilagsma faktorii-9; BMP-15, kemik morfogenetik protein-15;
PLCz, fosfolipaz C zeta; PIP2, fosfatidilinositol bifosfat; IP3, inositol trifosfat; DAG,
diasilgliserol; PKC, protein kinaz C; CSF, sitolik faktor; MPF, olgunlasmay1 tesvik

eden faktor.
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2.3.2. Klivaj

Klivaj, n vitro fertilizasyon tedavisinde dollenmis bir yumurtanin boliinerek
embriyo agamalarini olusturmasi siirecini ifade eder. “Klivaj” kelimesi, hiicrelerin
boliinmesini ve ¢ogalmasini ifade eder. Embriyo gelisiminin kritik bir asamasidir ve
embriyonun saglikli bir sekilde gelisip gelismeyecegini degerlendirmek icin

yakindan izlenir.
2.3.2.1. Klivaj Evrelerinin izlenmesi

e [VF tedavisinde embriyologlar klivaj evresini mikroskop altinda
diizenli araliklarla inceler.

e Embriyo kalitesi, hiicre sayisi, simetri ve fragmantasyon gibi faktorlere
gore degerlendirilir.

e Hiicre Sayisi: Boliinmenin zamanlamasina uygun sekilde hiicre
sayis1 artmalidir.

e Simetri: Blastomerler miimkiin oldugunca simetrik olmalidir.
e Fragmantasyon: Hiicreler arasinda kii¢iik pargaciklarin (sitoplazmik

artiklar) bulunmasi embriyo kalitesini etkileyebilir.

2.3.2.2. IVF’de Klivajin Onemi

e Kilivaj evresi, saglikli embriyo gelisimi i¢in temel agsamalardan biridir.
e Embriyo transferi icin secilecek en kaliteli embriyolar, genellikle klivaj

evresindeki gelisimlerine gore segilir.
e Bazi embriyolar, bu evrede diizgiin boliinme gerceklestiremeyebilir ve

gelisimleri durabilir. Bu IVF basarisini etkileyen 6nemli bir faktordiir.

2.3.2.3 Klivaj Anomalileri

Zigot ve blastomerin dogru ve iki kardes hiicre meydana getirecek sekilde ikiye
ayrilmalari, sitokinezisde dnemli sitoyapisal (cytoskeletal) etmenlerin etkinligine ve
dogru dizilimine baglidir. Normalden hafif sapmalar olasilikla pek onemli degillerdir

ancak onemli dengesizlikler bu temel mekanizmalarda sorunlar ¢ikacagi anlamina
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gelir. Klivajin diizenliligi g6z Oniine alinirken, 6rnegin; normal, diizenli, blastomer
esitligi agisindan "senkron" bir 5 hiicreli embriyoda iki hiicrenin digerlerinden daha
kiigiik olmasi beklenirken tipa tip ayni boyutlarda blastomerleri olan 3 hiicreli bir

"asenkron™ embriyoya dikkat edilmesi gerekir.

2.4. YARDIMCI UREME TEKNIKLERIi

Yardimer iireme teknikleri (YUT) kadin ve erkek infertilitesini tedavi etmek
amaciyla kabul edilen ve spontan olarak hamile kalamayan ciftlerin, gebelik elde

edebilmelerini saglamak i¢in tiim islemleri kapsayan tekniklerdir (Abebe, 2020).

2.4.1. IUI (Asillama)

Uterus i¢cine hazirlanmis spermlerin enjeksiyonudur (IUI), kadin veya erkekte
infertilitenin birinci basamak uygulamasidir. IUI, uygulamasinda spermler 6zel
yontemlerle ayrilir ve 6zellikle az voliim iginde enjekte edilir. Islemin bir diger adi

da yapay tohumlama veya asilama diye bilinir.

Bu islemde gonadotropin stimulasyonu veya dogal siklus dongiisii kullanilir.
Kullanilacak yontem kadinda infertilite nedenlerine bagh olarak degisebilir

(Ombelet,2015).

2.4.1.1. Asillama Tarihcesi

Intravajinal inseminasyon ilk kez 18. yiizyilin sonlarinda Hunter tarafindan
Londra'da hipospadias bir erkegin esine uygulandi ve bu uygulama gebelikle
sonuglandi. Bunu, serviksinde anatomik bozukluk olan bir kadinda Sims tarafindan
1867 yilinda yapilan ve gebelikle sonuglanan diger uygulama izledi. Ik intrauterin
inseminasyon (IUI) uygulamasi bundan 4 yil sonra tanimlandi. Ancak seminal
plazmanm icerdigi prostaglandinler ve ¢esitli bakterilerin kontaminasyonu, vb gibi
nedenlerle sik¢a goriilen anaflaktik reaksiyon, uterin kontraksiyonlar ve pelvik

enfeksiyonlar nedeniyle artifisyel inseminasyon giderek gecerliligini kaybetti.
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1930'lardan sonra sperm anormalliklerinin infertilite nedeni olabilecegine dair artan

bulgular ile agilama tekrar giindeme geldi.
2.4.2. Klasik (Konvansiyonel) in Vitro Fertilizasyon

In vitro fertilizasyon islemi 1978°de Robert Edvards ve Patrick Streptoe tarafindan
gelistirilmis ve ilk IVF bebegi dogmustur (Karuppaswamy vd., 2009). Ik
uygulamalarda oosit toplanmasi Laparoskopi yontemi ile yapilmistir. Giinlimiizde bu
yontem terkedilmis, vaginal aspirasyon ile yumurta toplami islemi

gerceklestirilmektedir.

in Vitro Fertilization

2. Egg pick up 6. Embryo transfer

4, Egg fertilization
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——Cannula

- 2 || o0 0@

1. Ovarian stimulation
hormone therapy 3. Sperm preparation 5. Embryo development

Sekil 2. 2: Tiip bebek tedavi agamalart (OectorPot / Shutterstock.com).

2.4.2.1. IVF Tarihcge

Hipokrat (MO:460-377) yazilarinda uterusun ve tubal agikligin gebe kalmadaki

onemi ve ayrica semenin liremedeki yeri vurgulanmaktadir.
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17. ve 18. yiizyil baglarinda bilim adamlari, semen i¢indeki spermin overlerde olusan
oositleri dollediklerini bilmelerine karsilik bunun fizyolojik mekanizmalarini tam

olarak aciklayamamaktaydilar.

Tarihsel kronolojiye bakildig1 zaman, Ingiltere'de kocasinin spermi ile suni déllenme
sonrast ilk dogumun gerceklestigi 1790 yilindan yaklasik 200 yil sonra, ayni tilkede,
1978 yilinda ilk insan tiip bebegi diinyaya geliyordu.

Boylece, bilimin bir zamanlar hayal bile edilemeyecek bir konuyu

gerceklestirmesinin inang ve sabir ile ne kadar uzun bir stireyi aldig1 anlasiliyordu.

IVF dogumu artik iireme endokrinolojisinin tarihe mal olmus bir basaris1 idi. Tiim
bilim diinyas1 ayakta alkisladigi bu basariya fazlasi ile sahip ¢ikti. Ciddi boyutta

infertilite sorunlu ¢iftler i¢in yeni ve basar1 dolu bir tedavi ufku acild1
2.4.2.2 IVF (In Vitro Fertilizasyon) Onemli Olgiitleri

Klasik in vitro fertilizasyon surecinde dollenme, spermlerin oositler ile birlikte
inseminasyona birakilmasi sonucunda gelismektedir. Bu silire¢ sonunda, oosit
sitoplazmasi i¢inde sperm basinin saptanmasi, pronukleuslarin tespit edilmesi ve ¢ift
kutup cisimciginin varhigi gerekir. Embriyonik gelisim ise yariklanma ile baslar.
Yaklasik olarak 25-30. saatlerde iki blastomerli embriyonun goriilmesi klivajlarm

basladigmin gostergesidir (Natural medicine web,2018).

Konvansiyonel In Vitro Fertilizasyonun dért asamasi;

e Folikiil gelisimi, (gonadotropinler kullanilir 13-15 gunliik streg)
e Yumurta toplama , (OPU)
e Qosit inseminasyonu, (IVF/ICSI)

e Embriyo gelisimi ve transferi
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Folikiil gelisiminin ardindan, folikiiller istenilen biiyiikliige ulastiginda oosit toplama
(OPU) isleminden 34-36 saat 6nce hCG uygulanir. Ardindan vajinal ultrason ile
oositler toplanir (Edwards vd., 1980).

Erkekten semen Ornegi alindiktan sonra, hareketli spermlerin ayrilmasi amaci ile
spermler yiizdiirme ya da gradient yontemi ayristirilir. Toplanan sperm ve oositlerin,
bir kiiltiir ortamma kaldirilir. Fertilizasyonun gergeklesmesi i¢in in vivo sperm
aktivasyonu burada gergeklesir. Dollenme gergeklestiginde oositin mayoz 1I
duraksamasi son bulur. 2N kromozomlu embriyo gelisimi ile fertilizasyon

gerceklesir (Brackett vd., 1982).

Gelisen embriyo sayisi ve Kkalitesine gore 5. veya 3. giin transfer islemi
gergeklestirilir. Transfer olacak olan embriyo sayisi, hastanin tibbi ge¢migine
bakilarak Saglik Bakanlhigi’nin direktifleri dogrultusunda karar verilir. Iki ve daha
cok Dbasarisiz denemesi olan veya 35 yasindan biiyilk hastalara iki embriyo
verilebilir. Embriyo segildikten sonra kateter yardimi ile serviksten rahim igerisine

birakilir. Embriyolarin gelismelerine devam ettirerek uterusa tutunmalar1 beklenir.

Sekil 2. 3: Gelisim agisindan 3.giin embriyosu. (Faz kontrast mikroskobu 10x20) (Halit Serdar SARI)
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Sekil 2. 4: Gelisim acisindan 5.giin embriyosu. (Faz kontrast mikroskobu 10x20) (Halit Serdar SARI)

2.4.3. Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI)

ICSI isleminde yine normal bir fertilizasyondaki temel adimlar izlenmelidir. Gamet
fiizyonunda oldugu gibi her iki hiicre membrani (oolemma ve sperm plasmalemma)
gecici olarak bozulmalidir. Dolayisi ile ICSI sirasinda oolemmanin penetre edilmesi
(ooplasmanin ani sekilde serbest akis gostermesi olarak gozlemlenir) ve sperm
plasmalemmasinin kalic1 olarak kirilmasi (hareketliligin durmasi olarak gdzlemlenir)

son derece 6nemlidir.

Bu gereksinimlerden kaynakli olarak ve mikromanipiilator kullaniminin teknik
zorlugundan dolay1 ICSI islemi mesakkatli ve potansiyel olarak yumurta hiicrelerine

zarar verebilecek bir islemdir.

ICSI teknigi mikromanipiilatér kullanilarak invert mikroskopta rutin olarak
yapilmaktadir. Dolayist ile ICSI sirasinda gametlerin bulunacag: kiiltiir soliisyonu
atmosferik ortama maruz kalacagindan HEPES veya MOPS tamponlu kiiltiir

soliisyonu kullanilmas1 gerekmektedir.
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2.4.3.1 ICSI islemi Asamalan
ICSI uygulamasi, sirastyla asagidaki islemleri gerektirir.

1. Dekoronizasyon (Denudation): Hepesli ya da MOPS'lu mediumda oositlerin
kiimilus ve korona hucrelerinden temizlenmesi, 4-5 kez yikama ile enzimin
uzaklastirilmast.

2. Az olan spermatozoidlerin konsantrasyonu, dokuntiilerden temizlenerek
manipulasyonlarmin kolaylastirilmas1 veya TESE gibi ¢ok debrili 6rneklerde
genis damla iginde lizeri mineral yagli kapli olarak inkiibatorde kenara
yuzdirme (swim - out).

3. ICSI kabinin hazirlanmasi: Yag alt1 mikrodamlalarm hazirlig:.

4. Mikromanipiilatoriin hazirlanmasi: Kontrol sisteminin dengelenmesi ve
mikropipet ayarlari (Set-up).

5. Spermlerin PVP ve oositlerin HepesliyMOPS'lu mediumdan olusan
mikrodamlalarina yerlestirilmesi. Swim-out'ta sperm toplanmasi.

6. Sperm immobilizasyonu ve aspirasyonu.

7. Holding pipete oosit (PB,6-12 hizasi ya da son yillarda 7-8, 10-11 arasi)
aspirasyonu.

8. Spermin, oosit ile ayni seviyeye getirilen enjeksiyon pipetinin en ucuna
getirilmesi ve ooplazma ortasina kadar girilmesi, sitoplazma aspirasyonu,
aspire edilen ooplazma ve spermin enjeksiyonu.

9. Mikroenjeksiyon sonrast kiiltir mediumu ile yikama ve fertilizasyon

kiltdrlenmesi.

Mikroenjeksiyon (Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu, ICSI) nedeni agiklanamamig
veya Onemli derecede erkek faktdriiniin bulundugu infertilite durumlarinda direk
ovum igerisine gradient veya ylzdiirme yontemi ile hazirlanmis sperm hiicresinin
intrasitoplazmik sperm enjeksiyonudur. Mikroenjeksiyonun geligmesi, fertilite

sorunlarini tedavisini miimkiin kilan bir yontemdir (Ankara Universitesi, 2014).
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Mikroenjeksiyon teknigi ile konvensiyonel in vitro fertilizasyon teknigi arasindaki
fark, mikroenjeksiyon yonteminde spermin oosit icerisine kendi kendine
girmemesidir. Klasik IVF yonteminde ise sperm, oosit i¢erisine kendi girmesidir. Bu

fark disinda diger asamalar aynidir.

Sekil 2. 5: Mikroenjeksiyon (ICSI). (Faz kontrast mikroskobu 10x40) (Halit Serdar SARI)

ICSI isleminde, sperm kuyruk hasari olusturulur ve mikromanipiilator ile alinip
yumurtaya enjekte edilir (Ebner vd., 2015, Robert, 2010). Enjeksiyon sonras1 CO2
inkiibatoriine yerlestirilen petriler ertesi giin 16-18. saatlerde kontrol edilir zigot
olusumu incelenir (Yildirim, 2000). Dollenme islemi genellikle 16-18 saat sonra
degerlendirilir. Pronukleus degerlendirmesi ve 5. giine kadar embriyo kalitesi Eshre,

ASRM, ve Alpha kurallarina gore yapilir ( 2011).

Sekil 2. 6: ICSI isleminden 20 saat sonra olusan zigot. (Faz kontrast mikroskobu 10x40) (Halit Serdar
SARI)
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2.4.4. Oosit Aktivasyonu

Fertilizasyonu takiben sonra hiicre i¢i kalsiyum iyon (Ca++) salinimi sonrasi oosit
aktivasyonu gercgeklesir. Bu siirecte polispermi Onlenir, oosit mayozu tamamlanir ve
disi ve erkek pronukleuslar olusur. Arastirma sonuglarina gore, Cat+ iyon
salinmasimin testise 6zgii fosfolipaz C zeta (PLC() izoenziminin dnemli bir roll
oldugunu gostermistir (Hojnik 2019). Bu enzimin aktivasyonu sonucu hiicre i¢i
Cat++ sinyal yolaginin aktive olmasi1 ve membran fosfolipidlerini uyaran fosfotidil
inozitol 4, 5 bifosfat (PIP2) ile sitoplazmada Ca2+ salinis1 ortaya ¢ikar. Yapilan
calismalar anormal PLC( aktivasyonu ile oosit i¢i Ca2+ salinimi yetersiz olur ve
dolayisiyla ICSI islemi basarisiz olur. Calismalar PLC{ mutasyonlarinin fertilizasyon

yetersizliklerine neden oldugunu gostermistir (Hojnik vd., 2019).

Fertilizasyon sorunlar1 ile birlikte, daha Once yetersiz embriyo gelisimi olan

olgularda kalsiyum iyonofor kullanimi uygun gériilmektedir (Gardner vd., 2010).
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Sekil 2. 7: Fertilizasyon sonrasi Oosit Aktivasyonu. Fertilizasyonu takiben spermin aktivasyonunun sematik
gOsterimi: sperm ve 0osit plazma zarinin kaynagmasindan sonra PLCC spermden oosit sitoplazmasina yayulir.
PIP2 tastyan vezikiiller sitoplazmada bulunur ve PLC PIP2'yi DAG ve InsP3 Urinlerine hidrolize eder. InsP3, ER
zarinda bulunan reseptériine baglanir . Boylece Ca2+ ER'deki hiicre i¢i depolardan sitozol igine salinur.
Tekrarlayan Ca2+ salinimlari kalsiyum konsantrasyonu artigini saglar. Ca2+ iyonlar oosit aktivasyonu
saglayarak, perivitellin araliga kortikal graniil salinimimi saglayarak zona pelluciday: kimyasal olarak degistirir
ve polisperminin bloke edilmesini saglarlar. Ca2+ iyonlari hiicre dongiisii ilerlemesini saglar—meiosis 11'nin
yeniden baglamasi. Hiicre dongiisiinii durmus halde tutan faktorlerin Ca2+-bagimli inaktivasyonu, siklinB1 ve
securin ve MPF'nin parg¢alanmasiyla gerceklesir ve hiicre dongiisiiniin inaktivasyonu sonunda ilerler. Ca2+
iyonlart mRNA'larin toplanmasinda rol oynar ve bunlarin translasyonunu etkiler. Ca2+ ¢ekirdekte yayilabilir ve
embriyonik gen aktivasyonunda rol oynar. Ca2+ salmimlari disi proniikleus olustugunda ve PLC( proniikleusta
yeniden yerlestiginde sonlamir. (Hojnik vd., 2019)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Se¢imi

Bu ¢alismada Pembemavi IVF merkezinde 35-40 yas arasi birden ¢ok tekrarlayan tip
bebek basarisizligi olan 173 hastanin iki grup altinda incelenmesi planlanmistir.
Hastalarm 99'unun oositlerine ICSI islemi sonrasi 15 dk. kalsiyum iyonofor

uygulanmis, 74 iiniin oositlerine ICSI sonrasi kalsiyum iyanofor uygulanmamustir.
3.2. Tiip Bebek Merkezinde Uygulanan Islemler

Oviilasyon indiiksiyonu, aslinda anoviilatuar sikluslar olan kadinlarda folikiil
gelisiminin ¢esitli ajanlar yardimi ile uyarilmasi ve ovulasyonun saglanmasi
anlamma gelmektedir. Buna karsin giiniimiizde oviilasyonu olan kadmlarda da
folikiil gelisiminin yOnlendirilmesi, oviilasyonun zamanlamasi ya da gametlerin
bulugma olasiliginin arttirilabilmesi, bir yerine birkag¢ folikiil gelisiminin saglanmasi

icin de kullanilmaktadir. Bu amaca uygun olabilecek farkli ajanlar bulunmaktadir.

Klinikte ovulasyon indiiksiyonu amaci ile Human Menopozal Gonatropin

kullanilabilir.

Ovulasyon indiiksiyonu i¢in doz se¢iminde dikkate alinmasi gereken onemli bir
nokta vucut kitle indeksidir (VKI), obez olgularda ihtiya¢ duyulan gonadotropin
miktar artmaktadir. VKI normal sinirlarda bulunan bir olguda indiiksiyona 75-150 U
ile baslanabilir indiiksiyon baslangicinda ultrasonografik inceleme ile overlerde bir
onceki siklustan kalan bir persiste folikiil veya korpus luteum yapist olup olmadigi
kontrol edilmelidir. Boyle bir yap1 sonraki takiplerde gelisen bir folikiil ile karisarak
yanilgiya neden olabilir. Menstrilasyonun ikinci gilinlinde gonadotropinlere

baslanarak 5-7 giin siire ile ayn1 dozda devam edilir.
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USG kontroliinii takiben 10 mm ve {izerinde folikiil saptandig: takdirde ayni doza
hCG verilecek giline kadar devam edilir. Yedi giin siireli indiiksiyona ragmen 10

mm'nin iizerinde folikiil g6zlenmemesi halinde doz arttirilabilir.

Sonug olarak, klinigimize gelen ve tedavisine baslanan hastalarimiza fazla sayida
oosit elde edebilmek i¢in Antogonist protokol baslandi. Stimiilasyon sirasinda 5- 6.
giinlerinde GnRH (gonadotropin salgilatici hormon), 3. giinde FSH uyguland:.
Olgunlasan oositler insan koryonik gonadotropini (hCG) uygulanarak, enjeksiyondan
ortalama 34-36 saat sonra yumurta toplama islemi gerceklestirildi. Tedaviye

baslayan tiim hastalara esit kosullarda ayn1 islemler uygulandi.

3.2.1. Sperm Ornegi Alinmasi ve Yikama islemi

Semen analizinden saglikli sonug¢ alabilmek igin cinsel perhiz slresinin en az 3, en
fazla 5 giin olmas1 gerekmektedir. Bu siirenin kisalmasi say1 ve voliimii; uzamasi ise
hareketliligi olumsuz etkileyecektir. Ornek, mastiirbasyon yoluyla ya da spermisid
icermeyen Ozel prezervatifler kullanilarak cinsel iligski sonrasinda toplanabilir. Ancak

gliniimiizde mastiirbasyon ile 6rnek alinmasi tercih edilmektedir.

Tedaviye baglanan hastalarm OPU (yumurta toplama) islemi gilinii mastiirbasyon
yontemiyle alinan semen gradient ile temizlenir. Konik tiipiin altina 6nce 0,5 ml
%90’lik sonrasinda 0,5 ml %50’1ik gradient medyumu ve en son olarak 1 ml semen
ornegi eklendi. Konik tiipler 12 dakika 1300 rpm de santriflij edildi. Bir pipet ile
semen ve gradient tabakalar1 {izerindeki siipernatant alinir ve 2 ml yikama medyumu
(GENEA GEMS SPERM BUFFER) eklenip karistirildiktan sonra 6 dakika 1300 rpm
de santrifiij edildi. Tekrar siipernatant alinarak 0.5 ml pellet birakilarak, ICSI islemi
icin %6.7 CO2 kaliibrasyonlu inkiibatdre alnir.

3.2.2. Oosit Toplama Islemi (OPU)

Hormonal tedavi ile stimile edilen overlerde follikiiller belli biiyiikliige ulasinca,

preovulatuvar agamada derhal oosit toplanmasina baglanir.
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IVF yayginlagmasindan 6nce oositler laparoskopi ile elde ediliyordu. Daha sonra
laparoskopi IVF doneminin ilk 10 yilinda kullanilan bir yontem olarak kalmistir.
Ultrasonun hizli gelismeleri ile ilk olarak overin goriintiillenmesinde ve birkag¢ oncii
calismada folikiiler matiirasyonun monitérizasyonu i¢in kullanildi. Kullanilan
teknikler yillar i¢inde bir¢ok acgidan gelistirildi. Giintimiizde kullanilan ekipmanlar
daha sofistike oldu ve goriintii kalitesi oldukga arttti. Bu da teknigin giivenirliginin

artmasini ve kullaniminin kolaylagmasini sagladu.

Genel anestezi altinda oosit toplama islemi transvajinal ultrasonografi ile, tek ya da
cift liimenli steril igne yardimiyla yapilir. Folikiiler sividaki oositler, laminar airflow
altinda stereo mikroskop yardimi ile aranir. Otomatik aspirasyon pompasi
kullanilarak aspire edilen folikiil sivisi, stereo mikroskop altindaki sicak ylizey
iizerindeki petri kaplarina (NUNC 150370) dokiiliir. Pastor pipeti yardimi ile bulunan
oositler korona kiimiiliis kompleksi HEPES igeren dishlere alinip ardindan bir giin
onceden hazirlanan Global TOTAL LP MEDYUM soliisyonuna kaldirilir. Isi,
osmolarite ve pH degisimleri gibi oosit kalitesi ve embriyo gelisimi iizerinde
olumsuz etkileri en aza indirgemek i¢in, kisa siire icerisinde oositler kiiltiir

medyumuna almir ve inkiibatore kaldirilir.

3.2.3. Dentidasyon (Oositin Temizlenmesi)

Opu islemi yapildiktan sonra oositler 4 saat inkiibatorde bekletilir. Sonrasinda
%10’luk Global HEPES ile diliie edilmis hyaliirodinaz enzimi bulunan centrewell
dishlerde pipetleme yapilir. Oositler kiimiiliis hiicrelerinden arindirmak amaciyla
temizlenir. Ve kisa siire igerisinde Global HEPES iceren dishlerde pipet ¢aplari
azalarak oositler stereo mikroskop altinda pipetleme islemi yapilir. Ardindan oosit

matiirasyon incelemesi yapilir.

3.2.4 ICSI (Mikroenjeksiyon)

Oosit damlast netlestirilir, oosit goriintiisii net iken Holding pipet damlaya inilir. ikisi

ayni anda net oldugunda aspirasyonla oosit hafif¢e yakalanip mikrovidayla bir miktar
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mikrodamla tabanina dogru yaklastirilir. Enjeksiyon pipeti ile oosit damlasina inilip
joystick yardimi ile ICSI mikropipeti ile oosite yaklasip enjeksiyona uygun polar
cisimcik pozisyonu vermede holding pipete destek verilir. Bu arada oositin ¢ok siki
tutulmamis olmasi1 ve gereginden serbestlestirilerek ICSI pipetinin destegi ile uygun
pozisyonun verilmesinden sonra gerekli siklikta tutulmasi 6nerilir. Gerekli pozisyonu

saglanan oosit Holding mikroenjektor ile aspire edilerek tam tutulur ve netlestirilir.

Hoffman inverted mikroskobun isitici tablasi iizerinde 10x40 biiyilitme ile motil
spermler toplanir. Bu islemleri sirasinda pipet i¢cinde hizli sperm hareketi gibi kontrol
zorluklar1 varsa fazla PVP aspirasyonu ile kontrol saglanmalidir. Mikropipete
doldurulan PVP kiiglik buyttmede pipetin eklemini ne kadar gegmis konumda olursa,
mikroenjektoriin her bir doniisiine o kadar kontrollii yanit vermektedir. ICSI pipeti
ile ileri hareketli spermler toplanarak, sperm immobilizasyonu saglayan PVP’de
kuyrugu kirilarak spermler toplanir. Spermin kapasitasyon kazanmasi i¢in yapilir.
ICSI pipeti ile toplanan spermlerin, oositlerin oldugu droplarda oosite enjekte edilir.
Enjeksiyon islemi sirasinda oositi aktive edebilmek i¢in, sitoplazma aspirasyonu
yapilir. Mikroenjeksiyon isleminden sonra bir giin 6nceden hazirlanan kiiltiir

medyumuna (GLOBAL TOTAL LP MEDYUM) kaldirilarak inkiibatore alinir.

3.2.5. Oosit Aktivasyonu (Ca++ Uygulanmasi)

IVF ve ICSI kisirlik i¢in etkili tedavi yontemleridir. Basarili dollenme, gametler
arasinda uygun etkilesime bagli olan oosit aktivasyonu gerektirir. Aktivasyon
basarisizlig1 ise, diisiilk dollenme oranma sebep olur. Oosit aktivasyonu, Ca2 +
salimimi basta olmak iize bir ¢cok kimyasal olay1 tetikler ve bu da ddllenmeye ve
embriyo gelisimine yol acar. Hayvan modellerinde, Ca2 + saliniminin siiresi, genligi
ve siklig1 normal oosit aktivasyonunu ve embriyo gelisimini etkiler. Bu sebeple, ICSI
uygulamas1 sonras1 fertilizasyon elde edilemeyen olgulara kalsiyum iyonofor
uygulanarak oosit aktivasyonu saglanmasi amag¢lanmaktadir. Bu amagla, Kalsiyum
iyonofor (GM 508 Cult-Active) solisyonu ve Global HEPES (+HSA eklenmis) ile
hazirlanan petriler bir giin 6nceden inkiibe edilir. Mikroenjeksiyon sonrast oositler

laminer flow kabini i¢erisinde kalsiyum iyonofor dishine alinip GM 508 Cult-Active
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droplarina almirak 15 dakika 37 santigrad derece, %6,9 CO2' 1i ortamda inkubatore
kaldirilir. Daha sonra iglemi tamamlanan oositler Global HEPES (+HSA eklenmis)
medyum ile bolca yikanarak bir giin 6nceden hazirlanan Global Total Lp mediumuna

alindiktan sonra inkiibatore alinir.

3.2.6. Dollenen Oositlerin Degerlendirmesi

Mikroenjeksiyon islemi sonrast 16-18 saatleri igerisinde inverted mikroskopda
oositler, spermden ve oositten gelen iki adet pronukleusun, 1. ve 2. kutup

cisimciginin goriilmesi fertilizasyonun gerceklestigini gdstermektedir.

3.2.7. Olusan Embriyolarin Degerlendirmesi

Bolinme ve blastokist evrelerindeki embriyolarin gebelik potansiyeli agisindan
derecelendirilmesi son derece onemlidir. Embriyonun iginde gelistigi kiiltiir ortamin
degerlendirecek giivenilir testler genellikle invaziv oldugundan yapilabilecek tek sey,
bicimsel Ozellikleri kontrol etme ve segmentasyon bdliinmeleri hizini dikkate
almaktir. Bicimsel oOzellikler ve segmentasyon boliinmeleri hizi, 2. giinde
segmentasyon bdliinmeleriyle gelinebilen evre ve blastokist evresindeki embriyo

kriterleri kullanilir.

Fertilizasyon asamasindan transfer asamasma kadar olan déonemdeki embriyodaki
mitotoik agidan degerlendirilirken dikkat edilmesi gereken blastomer morfolojisi,
blastomer sayisi, embriyonun fragmantasyon seviyesidir. Normal gelisim hizina
sahip bir embriyo ikinci glinde 2-4 hicre, cuncli giinde 6-8 hiicre ve dordinci
giinde 10 ve {lizeri hiicre sayisina sahip ve hiicrelerin birlesmeye basladig1 embriyo

olarak kabul edilir.

3.2.8 Embriyo Transferi

Embriyo transferi hazirligi, embriyo transfer giinii degil, OPU (oosit toplama) guni
baglar. Transfer icin embriyolog tarafindan uygun olarak secilen, en uygun

embriyolar dnceden belirlenmistir. Segilen ve transferi planlanan en uygun sayidaki
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en kaliteli embriyolar viicut isisinda olan tabla iistiinde embriyo transferi kateterine
yiikler. Embriyo transferini yapacak olan jinekologa en kisa siirede iletir. Transfer
sonras1 ET kateteri higbir yere dokunmadan, embriyologa verilir ve embriyologun,
kateter ve kilifinda embriyo retansiyonu olup olmadigmi kontrol eder. Eger
retansiyon soz konusu ise, hizlica yeni bir yiikleme yapilir ve yeniden transfer

yapilir.

3.2.9. Gebelik Degerlendirmesi

Embriyo transfer iglemi tarihinden 10 giin sonra kanda yapilan Beta- hCG testi

sonucu 50 mIU/ml’ niniizerinde ¢ikan sonuglar gebeligin pozitif oldugunu gosterir.

3.2.10 Verilerin Toplanmasi

Calismada 2023-2024 yillar1 arasmda Ozel Pembemavi Hastanesi Tiip Bebek
Kliniginde tedavisine baslanan ve ICSI sonrasinda kalsiyum iyonofor uygulanan 99
cift ile ICSI sonrasi kalsiyum iyonofor uygulanmayan 74 c¢iftin dosyalarindan elde
edilen bilgiler toplandi. Bu hastalarda dollenmis olan oosit sayisi, klivaj embriyo
sayilari, 5. gline ulasan embriyo sayis1 ve klinik gebelik oranlar1 retrospektif olarak

incelendi.

Kalsiyum iyonofor uygulamasinda; ICSI islemi sonrasi 15 dakika inkibatorde
kalsiyum iyonofora maruz birakilan oositler, daha sonra yikanip kiiltlir ortamlarina

almir.

Kontrol ve deney grubu daha 6nceki denemelerinde fertilizasyon problemi yasayan
(TFF, fertilizasyon diisiikliigii veya klivaj azlig1 gibi), iki ya da daha fazla denemesi
olan, 35-40 yas araligindaki ve tek embriyo transferi olan hastalardan olusmaktadir.
Kalsiyum iyonofor uygulanan hastalar deney grubuna, kalsiyum iyonofor

uygulanmayan hastalar ise kontrol grubuna dahil edildi.
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3.2.11 istatistiksel Analiz Sonuclar

Istatistiksel analiz i¢in Graphpad prism programi kullanilarak, deney ve kontrol
grubundaki verilerin normal dagilimmdan anlamli diizeyde bir farklilik olup
olmadig1 incelenmistir. Sonug¢ olarak elde edilen verilerin normal bir dagilim
gOstermedigi anlasilmistir. Farkliliklarmn saptanmasi igin non-parametrik testler
kullanilmaktadir. Deney ve kontrol grubu karsilagtirmalarinda veriler normal dagilim
gostermedigi ig¢in parametrik olmayan test yontemlerinden Mann-Whitney testi

uygulanmigitr.

4. BULGULAR

Calismaya iki ya da daha fazla denemesi olan, 35-40 yas araligindaki ve tek embriyo
transferi olan hastalara, fertilizasyon sirasinda ICSI sonrasinda kalsiyum iyonofor
protokoli uygulanan 99 ciftden toplanan 1057 oosit elde edilirken, kalsiyum
iyonofor uygulanmayan 74 g¢iftden 768 oosit elde edilerek, ¢alismaya toplam 1825
oosit dahil edildi.

4.1 Kontrol ve Deney (Ca++ uygulanmis) Gruplann Arasinda Elde Edilen

Verilerin Karsilastirilmasi
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Tablo 4.1: Elde edilen oosit sayilarinin gruplara gére karsilastirilmas.

Toplam Grup N Ortalama Std. P
oosit Oosit Sayis1 Sapma
sayis1
Dene 99 1057 10,68 4,98 0,23
(1825) 4
Kontrol | 74 768 10,38 4,60
40-
ns
|
30+ -

Oosit Sayisi
N
o
L
@

10+

T T
Control Deney

Sekil 4. 1: Elde edilen oosit sayilarinin gruplara gore karsilagtirilmast.

Toplanan oosit sayisinin guruplar arasinda farklilik gostermedigi tespit edildi
(p>0,05). Deney grubuna ait toplam oosit sayis1 ortalamast (10,68+4,98), kontrol
grubuna ait toplam oosit sayist ortalamasi (10,3844,60) oldugu goriilmektedir.
Ortalama oosit sayilar1 arasmda anlamli diizeyde farklilik bulunmadigi deney ve

kontrol gruplar1 arasinda yapilan incelemeler sonucunda goriilmiistiir (p>0,05).

(Tablo 7.1.1).
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Tablo 4.2: Fertilize oosit sayilarinin gruplara gére degerlendirilmesi.

Top Fertilize Grup P
oplam ) ..
P Grup N Oosit | Ortalama | 16119 Std.
Fertilize basari Sapma
Sayist %si
Oosit
S Deney 99 594 6 56,19 3,37
ayist
0,04
(1061) | Kontrol 74 421 568 | 54,82 | 3,10
20—
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Sekil 4. 2: Déllenen oosit sayilarinin karsilastirilmast.

Déllenen oosit sayilarinin gruplar arasinda farklilik oldugu tespit edildi (p>0,05).

Deney grubu déllenen oosit sayisi ortalamasi (6+3,37), kontrol grubu fertilize olan
oosit sayis1 ortalamasi (5,68+3,10) oldugu goriilmekte. Deney grubu déllenen oosit

say1s1 kontrol grubunda anlamli diizeyde farklilik oldugu goriilmiistiir. (Tablo 7.1.2).




Tablo 4.3: Olusan embriyo sayilarinin deney ve kontrol gruplarina gére karsilagtirilmasi.

Toplam Grup N Olusan Ortalama Std. P
Olusan Embriyo Sapma
Embriyo Sayist
Sayisi Deney | 99 624 6,30 3,43 0,04
(1098)  Montrol | 74 457 6,18 3,20
20+
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Sekil 4. 3: Gelisen embriyo sayisinin karsilagtirilmasi.

Gruplara gore olusan embriyo sayismin anlamli farklilik gosterdigi goriilmiistiir.

(p>0,05).

Deney grubu gelisen embriyo sayis1 ortalamasi (6,30+3,43), kontrol grubu gelisen

embriyo sayisi ortalamasi (6,18+3,20) oldugu goriilmektedir. Kontrol grubu ve deney

grubu olusan embriyo sayilarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik vardir.

(Tablo 7.1.3).
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Tablo 4.4: Olusan blastokist sayilarinin deney ve kontrol gruplarina gére degerlendirilmesi.

Toplam Grup | N Blastokist Ortalama Std. P
Olusan Say1s1 Sapma
Blastokist | Deney | 99 301 3,04 2,06 0,04
Sayist  ["Kontrol | 74 203 2.74 1,96
(531)
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Sekil 4. 4: Olusan blastokist sayisinin gruplara gore karsilastirilmasi.

Olusan blastokist sayismin kontrol ve deney gruplar1 arasinda anlamli farklilik

gosterdigi goriildi (p>0,05).

Deney grubu olusan blastokist sayis1 ortalamasi (3,0442,06), kontrol grubu olusan
blastokist sayisi ortalamasi (2.74+1,96) oldugu goriilmektedir. Kontrol grubu ve

deney gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu goriilmektedir.

(Tablo 7.1.4).
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Tablo 4.5: Elde edilen klinik gebelik sayilarimin deney ve kontrol gruplarina gére karsilastirilmast.

Toplam Grup N | Gebelik Ortalama Std. P
Gebelik Sayist Sapma
Sayisi Deney | 99 58 58,58 0,049 0,033
(89)
Kontrol | 74 31 41,89 0,057

Klinik gebelik sayisinin deney ve kontrol gruplarina gore anlamli bir fark oldugu

g6ruldi (p>0,05).

Deney grubu klinik gebelik sayisi sayist ortalamasi (58,58+0,049), kontrol grubu
klinik gebelik sayis1 ortalamasi (41,89+0,057) oldugu goriilmektedir. Kontrol grubu
ve deney gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir fark oldugu

gOrulmektedir. (Tablo 7.1.5).

Tablo 4.6: 1lk muayenede kese goriilen hastalarin gruplara gore karsilastiriimasi.

Toplam Grup N | Kese Gortlen | Ortalama Std. P
Kese Hasta Sayisi Sapma
Gorilen | peney | 99 58 58,58 0,049 0,018
Hasta
Sayisi Kontrol | 74 30 40,54 0,057
(88)

Transfer islemi sonrasi yapilan ilk muayenede goriilen keselerin deney ve kontrol
gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik oldugu tespit edildi (p>0,05). Deney grubu
goriilen kese ortalamasi (58,58+0,049), kontrol grubu ortalamasi ise (40,5440,057)
oldugu goriilmektedir. Kontrol ve deney grubu arasinda anlamli bir fark oldugu

gorilmektedir. (Tablo 7.1.6)
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez calismasmin amaci, embriyo gelisimi igin yeterli oosit aktivasyonu
saglanamayan hastalarda kalsiyum iyonofor kullanilarak gergeklestirilen oosit
aktivasyonunun embriyo gelisimi lizerindeki etkilerini arastirmaktir. Calismaya bu
amacgla 35-40 yas araliginda, fertilizasyon isleminde kalsiyum iyonofor islemi
yapilan 99 ¢ift deney grubu ile fertilizasyon sirasinda kalsiyum iyonofor islemi

yapilmayan 74 ¢ift de kontrol grubu olarak se¢ilmistir.

Calismanm amact dogrultusunda, Onceki denemelerinde TFF, fertilizasyon
disikligi, klivaj azligi, blastokist arrest ve benzeri durumlar gdsteren 99 hasta
deney grubunun metefaz II evresindeki oositlerine ICSI sonrasi kalsiyum iyonofor

tedavisi uygulanmastir.

Elde edilen veriler sonucunda fertilizasyon da sorun yasayan hastalarin deney ve
kontrol grubu verileri incelendiginde, ICSI sonrasi kalsiyum iyonofor uygulanan
deney grubunda fertilize olan oosit sayisi, embriyo sayisi, blastokist sayisi ile klinik
gebelik orani ve ilk muayenede kese goriilen hasta sayilarinda anlamli bir farklilik

saptanmuistir.

IVF ve ICSI kisirlik i¢in etkili olan tedaviler oldugu kesin olarak bilinmektedir.
Fertilizasyon basarisizlig1 genellikle ICSI sonrasi oositleirin yaklasik %30 civarinda
goriilmektedir. Diisiik fertilizasyon orani ise ICSI sonrasinda oosit fertilizasyonunun
%25’den az gerceklesmesi olarak bilinmektedir. ICSI ger¢eklestikten sonra olusan

total fertilizasyon basarisizlig1 %1,29 ile %3 araliginda goriilen bir olaydir (Alberto
vd., 2008).

“Spermin oositi aktive edememesi fertilizasyon problemlerine neden olan baglica
sebeplerden biri olarak goriilmektedir. Oosit aktivasyonunun ger¢eklesmesi
spermoosit flizyonunun gergeklesmesinden sonra olusan ¢ok 6nemli bir olaydir.
Oosit aktivasyonunun in vivo olarak gergeklesmesi ve embriyogenezin baglamasimi

saglayan, dollenmis oositlerdeki niikleer ve sitolojik gelisimlerin tam olabilmesi igin
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oosit icerisindeki hiicre i¢i kalsiyum salinimmin diizgiin bir sekilde gerceklesmesi
gerekmektedir. Yapay oosit aktivasyon yontemlerine ise oosit aktivasyonunun dogal

yollarla gerceklesmedigi durumlarda bagvurulmaktadir.” (Ramadan vd., 2012).

Oosit aktivasyonu amactyla kalsiyum iyonofor kullanimi ise ilk olarak 1990’larda

baslamistir (Veeck, 1999).

Vanden Meerschaut ve arkadaslarmmin yaptigi prospektif calismada, ICSI islemi
sonrasinda dollenme gerceklestiremeyen ve aktivasyon eksikliginden siiphelenilen

olgularda yapay oosit aktivasyonunun (AOA) etkili oldugu gosterilmistir.

1995 yilinda Hoshi ve arkadaslar1 ICSI sonrasinda embriyo olusum oranini arttirmak

ve oosit aktive etmek amaciyla kalsiyum iyonofor kullanmis ve olumlu sonuglar

almislardir (Yanagida, 2004).

1997 yilinda Rybouchkin ve arkadaslarinin, yaptiklar1 ¢calismada, oosit aktivasyon
bozuklugu bulunan olgularda kalsiyum iyonofor uygulamasi yaptiklar1 hastalarda

oosit aktivasyonu saptamiglardir (Rybouchkin vd., 1997).

Fertilizasyon basarisizligr bulunan vakalarda ICSI sonrasi uygulanan kalsiyum
iyonoforun fertilizasyonun baslamasinda etkili oldugunu 2005 yilinda Heindryckx ve

arkadaslari, yaptiklar1 ¢aligmalarinda rapor etmislerdir (Heindryckx vd., 2005).

Kalsiyum iyonofor uygulamasi sirasinda yliksek dozda kalsiyum iyonoforun uzun
stireli etkilesimi, kromozomlarda geri doniisii miimkiin olmayan hasarlara yol
acabilmektedir. Ancak, diisiik konsantrasyonlarda ve kisa siireli gerceklestirilen
kalsiyum iyonofor tedavisinin oositlerde sitotoksik etkiler olusturmadig:
bildirilmektedir. Yapilan insan ve fare oositlerine yonelik sitogenetik analizlerde,
kalsiyum iyonofor ile aktivasyon saglanan oositlerin %70-80 gibi yiiksek bir
oraninda kromozom anomalisinin olmadig1 ve bu oositlerin normal bir morfolojiye

sahip oldugu rapor edilmistir (Yamano vd., 2000).
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ICSI uygulamasi sonucu olgularin yaklagik olarak %2-3 (nde fertilizasyon
basarisizliklar1 ile karsilasilmaktadir (Yamano vd., 2000). Borges ve arkadaslari
cerrahi olarak c¢ikardiklar1 spermler ile yapilan ICSI uygulamasinda, kalsiyum
iyonofor ile oosit aktivasyonu gergeklestirdiklerinde fertilizasyon oranmnin arttigmi

gosterdiler (Borges vd.2009).

Arastiricilar  uygulamanin zamanlamasmin da basariy1 etkiledigini gosterdiler.
NasrEsfahani ve arkadaslar1 teratozoospermik hastalarda Ca iyonoforu ICSI’den 48

ve 72. saatlerde denediler ve kaliteli embriyo oranlarinda farklilik géremediler (Nasr-

Esfahani vd., 2007). Eftekhar ve arkadaslari tarafindan 2013 de yapilan bir
calismada, ICSI uygulamasindan hemen sonra iyonofor kullanilmasinin basarili
dollenme ve iyi kaliteli embriyo elde edildigi gosterildi (Eftekhar vd., 2013). Biz de
calismamizda bu sekilde aktivasyon prosediirii uyguladik. Arastirmacilarin
calismalarinda, dollenme ve boliinme orani sirasiyla %72,5 ve %62,7 idi. Ancak iyi
kaliteli embriyo oranmin diisiik oldugu goriildii. Calismamizda elde edilen blastokist
sayisinin iyonomisin uygulanmis olgularda kontrole kiyasla yuksek bulduk, bu sonug
diger arastiricilarin elde ettiklerinden daha yiiksek oldugu anlagildi. ICSI'den sonra
zamanin uygulama siliresinin fazla ge¢ olmasmin negatif etki olusturdugu
caligmalarin  sonuglarindan anlasilmaktadir. Bu ¢alismalar, oositin kalsiyum

iyonofora maruz birakilmasi i¢in 24 saatlik bir ortalama siire oldugunu gosterdi.

Calismamizda yiiksek embriyo gelisimi ile birlikte abortus oranlari kontrole oranla

yiiksek bulduk, klinik gebeligin ise daha basarili oldugunu gosterdik.

Calismamizin sonuglari, iki grup arasinda implantasyon, kimyasal ve klinik gebelik
oranlarinda Onemli bir fark oldugunu gosterdi. Bu bulgular ICSI dongiilerinde
kalsiyum iyonofor kullanilarak yapilan yapay oosit aktivasyonunun implantasyon ve

klinik gebelik oranlarim artirdigini desteklemektedir.

Calismadan elde edilen verilerin incelenmesi sonucunda, kalsiyum iyonofor iglemi

yapilan ve kalsiyum iyonofor islemi yapilmayan gruplarin dollenmis oosit sayilari,
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fertilizasyon orani, klivaj embriyo sayilari, blastokist embriyo sayilarinin
karsilastirmast yapilmistir. Karsilastirma sonucunda, kalsiyum iyonofor kullanilan
deney grubunun doéllenen oosit sayilari, fertilizasyon ytizdesi, klivaj embriyo sayilari,
blastosist sayilarinda istatistiksel acidan anlamli bir farkin oldugu sonucunda
vartlmigtir. Bdylelikle, bu tez ¢alismasmnin litaratiire katki saglayabilecegi
diistiniilmektedir. Bu sebeple, biitiin bu verilerin incelenmesi sonucunda kalsiyum
iyonoforun gilivenilir oldugunun kanitlanabilmesi amaciyla gelecekte konu ile ilgili

daha fazla arastirma yapilmasi dnerilmektedir.
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