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iN VITRO FERTILIZASYON'A GENEL BIR BAKIS

Nadir Giray”

Insan viicudunun disinda olusan ilk bebek olan Louise Brown,
Temmuz 1978'de dogdulktan, 1987 yilina kadar, 6.000 kiinik gebelik so-
nucuna gelindi (6).

IVF stireci 1i¢ teknigin bilesiminden olusur :

1 — Birgok oosit elde edebilmek igin oviilasyon indiksiyonu,

2 — Laboratuvarda oositlerin déllenmesi ve erken embriyolarin
gelistirilmesi,

3 — Embriyolarin rahim igine transferi (embriyo transferi : ET).

Bu basamaklardan herhangi birinden kaynaklanan sorunlar, IVF
programinin basarisin disirecektir.

IVF programina alinan hastalar, énceleri Fallop tipleri hasarina
bagl sekonder infertiliteli giftlerdi. Guniimizde bu programa en sik
alinan ve en basarili sonug¢ veren grup da tubal infertilitelerdir. Ger-
cekte kapali Fallop tiiplerinin agilmasina iliskin ilk cerrahi yaklasim,
1895’de Morris adli bir Amerikal tarafindan over dokusunun rahim
icine greftlenmesiyle uygulanmistir (4). Sonralari, 1922'lerde bu cer-
rahi yaklasimin modifiye sekilleri, Estes operasyonu olarak anilmaya
basglanmistir. Son 40 yildir bu operasyon gene moda olmustur. Glnii-
mizde bu metodu IVF'e tercih eden merkezler vardir.

Tubal infertilite, artik IVF-icin tek endikasyon olmaktan ¢ikmis,
buna, nedeni agiklanamayan infertilite, hafif endometriozis ve zayif
semen kalitesi gibileri eklenmistir (Tablo 1).

Baz1 otdrler IVF prosediiriinin infertil giftlerde son care olarak
kabul edilmesinden yakinmaktadirlar (3). Gergekten de koca sper-
miyle tekrarlanan suni déllenme (ATH), tiiplerin mikrocerrahisi ve
hatta isi zamana birakmak gibi yéntemlerden fayda umanlarin sa-

* A.U. Tip Fakiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Bilim Dalnda Uzman Doktor
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Tablo | : IVF Endikasyonlart

Déllenen Yumurta

Endikasyon Orani (%)
Tubal 95.2
Idiopatik 85.2
Erkek infertilitesi 58.3
Immiinolojik 90.0
Endometriozis 85.7
Servikal nedenli 91.3
Diger 93.2

yis1 az degildir. Dogal olarak oldugu gibi, IVF programinda da gebe-
lik oram, 35 yasin iizerinde olduk¢a dismektedir., Dolayisiyla IVF
merkezleri, hasta seciminde ¢esitli kriterleri gézénliine almak zorun-
dadirlar (Tablo II}.

Tablo Il : Hasta Segiminde Norfolk Laboratuvari Endikasyonlari.

Genel olarak saghkli bir gift (evli

Cerrahi operasyona uygun overler

Normal fonksiyon gdren bir rahim

Normal yada diizeltilebilir menstrual fonksiyon
40 yasin altinda olmak

Diizeltilecek bir problem. (bkz. Tablo I)

0 O R0 B R

KLINIK UYGULAMALAR : OVULASYON INDUKSIYONU

Patrick Steptoe ve Dr. Roberi Edwards'in ¢aligmalarinin sonucu
1978'de dogan ilk IVF bebegi, bir spentan (dogal) siklusun triini 1di.
Daha sonralar: spontan sikluslarla varolan zorluklar, otdrlerin IVF'de
stimulasyonun gerekliligine inanmalarina yol act1. 1981’de Trounson
ve arkadaslar, ilk defa stimiile siklusu basariyla uyguladilar (=ovu-
lasyon indiiksivonu).

Giinimizde insan IVFinde basarmmn artimi, bliyiik oranda over
uyarmmimnin saglanmasmda uygulanan metodlarin gelisimine baghdir.

IVF - ET icin ovulasyon indiiksiyonunda U¢ amag vardir (2) :

1 — Miimkiin oldugunca fazla cosit elde etmek; birgok otér 3 va-
da 4 embriyo elde etmenin takip eden basamaklarda gebelik
oramini artirdigini ispatlamigtir,
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2 — Oosit olgunlugunda asenkronizasyondan kaynaklanan basa-
risizhigl minimale indirmek; uyarilmis ya da dogal bir siklus-
ta, follikiil havuzundan olgunlasacak oositler degisik fazlar-
da olurlar. Sorunun endojen gonadotropik aktiviteden kay-
naklandig ileri strilmektedir.

3 — Flde edilen cositlerin iyi kalitede olmasini saglamak, dejene-
re ve atretik oositlerin miktarin disirmek.

Ovulasyon indiiksiyonunun neden oldugu follikiil asenkronizas-
yonu, degisik biiytklik ve olgunluktaki follikiillere sehep olur. Daha
blyuk bir follikiilde daha olgun bir oositin bulunacagl tezi dogru de-
gildir (2). Optimum ovum kalitesi yumurtann jyi dollenebilme ve
gelisimine rahim iginde devam edebilme karakterine sahip olmas: de-
mek olduguna gore, ovum kalitesini gelistirmek en énemli bir faktor-
dir.

Oosit toplanmas: sirasmda baglica 4¢ tip yumurta clde edilir; ol-
gun olmayan, ara ve olgun. Bu siniflandirma, korona ve kumulus hiic-
relerindeki musifikasyon ve yayihma gore yapilmistir. Clinkd ooplasm
ve perivitellin mesafe direk olarak incelenemez. Olgun olmayanlar
birkag siki korona ve kumulus hiicre tabakasmna sahipken, olgunlas-
ma ile korona ve kumulus hiicreleri yayilir ve sperm ge¢isine imkan
tamrlar. Dr. DeCherney, Yale protokolinde % 6 olgun olmayan, % 66
ara ve % 28 clgun ovum toplandigim belirtiyor (2). Trounson ve ark.
1982'de, Veeck ve ark.’da 1983’de preovulatuvar (ara ve olgun) oosit-
lerin, spermatozoa ile karsilastinlmalarindan oénce 6 saat inkiibe edil-
melerinin, déllenme oranlarini yiikselttigini ileri stirddler. Ote yan-
dan bu stire olgunlasmarmis oositler igin 24 saafttir. Korona ve kumulus
hiicrelerinin uzaklastirilmasindan sonra, oosit siniflamasi yvapilabilir.
Bu durumda germinal vezikil olgunlagmamis bir yumurtay, bu vezi-
kiiliin parcalanmas: ara fazi ve kutup cisimciginin atilmas1 ise olgun
bir yumurtay1 belirtir.

OO0SIT TOPLANMASI :

Uyarilms bir siklusta, ilk amacin gelisimini tamamlamig mak-
simum sayida oosit toplamak ve ayni zamanda, cok sayida follikiilin
bliyiime ve gelisiminden dogan asenkroniyi minimale indirmek oldu-
gunu belirtmistik. Prensip olarak bunu saglamak siklusun erken folli-
kiiler fazinda, yani negatif feed-back mekanizmasinin FSH diizeyini
asagiya ¢ekmesinden onceki 4. - 5. gunlik «FSH penceresi» denen za-
manda, yuksek F'SH duzeylerine ¢ikabilmekle basarilabilir (7).
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Oyle goérinmektedir ki, FSH penceresi sirasinda yapilacak hiper-
stimulasyonlar, bir¢ok follikiilleri degisik safhalarda gelisime basla-
tacak, bu da asenkroniyi artiracaktir. Asenkroni ne kadar genig olur-
sa, follikiillerdeki oositler i¢in o kadar farkh endokrin gevre olusacak,
bu da, o kadar farkl: dollenme, yariklanma ve implantasyon oranlari
ile bunlara sebep sayilabilecek hasarli veya asenkrone bir luteal gev-
reye yol acacaktir. Hangi protokol kullamilirsa kullanilsin, oosit toplan-
masi sirasmda 1¢ ya da dért, 16-18 mm ¢apinda yumurta elde edilme-
lidir. Oosit toplanmasi, HCG verimini takiben 34-36. saatlerde, ya da
idrar LH yiikselmesini takiben 26-28. saatte yapilmaldir. Protokol mu-
kemmel bile uygulansa, oosit toplanma zamanlamas: da ¢ok iyi olsa,
baz1 oositler gene de asenkrone olacaktir, bundan dolay1 son olgun-
lagma igin, inseminasyondan énce bir miktar inkiibe edilir.

Giintimuzdeki verilere gére (4) toplanan oositlerle déllenme ora-
n1 gogu programla % 70-80 dolaylarmdadir. Gebelik oranlarndaki
% 16-20 orani ise embriyo transferi sirasindaki kayiplara baglanmak-
tadir.

Oosit toplanmasinda dort faktor gozoniine alinmahdir :

1 — Follikillerden mimkin olan en cok sayida oosit toplamak,
2 — Qogsit cevresine minimal hasar vermek,

3 — Hasta riskini minimale indirmek,

4 — Kullanilan teknik basit ve ucuz olmahdir.

TLaparotomi ile oosit toplanmasi, morbiditesi ve daha tistiin tek-
niklerin gelismesi nedeniyle, kisith baz1 endikasyonlarin diginda kul-
lanilmamaktadir. Giintimiizde, laparoskopi ya da ultrason goézleminde
oosit aspirasyonu en sik kullanmilan metodlardir.

Laparoskopi esliginde aspirasyon endikasyonlar agisindan da ba-
71 stirlamalar vardir; siddetli pelvik yapisikligy olan vakalarda kul-
lanilamaz. Oysa IVF/ET programina dahil olan vakalarin ¢ogu once-
den cesitli pelvik operasyonlar gegirmis ve bu 6zellige sahip vakalar-
dir. Ustelik laparoskobi hala invaziv bir metod sayilip, genel anestezi
gerektirmektedir. Bu nedenle ultrason esliinde aspirasyon yontemi
gelistirilmisgtir,

Ultrason esliginde aspirasyonda igne yerlesimi li¢ yoldan olur :

1 — Transvezikal yol : abdominal bir transduser ile,
2 — Transvajinal yol : abdominal veya vajinal bir transduser ile,
3 — Transuretral yol : abdominal bir transduser ile.
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Transvezikal yol, lokal ya da spinal anestezi ile yapilir. Mesane
300-500 ml FTS ile doldurulur. Aspire edilecek follikiil yerlesimi sapta-
nir, ultrason ile en iyi kalitede gorinti saglanir. Transduser aspiras-
yon hattimin, follikilin en buylik ¢apim ¢gaprazlayacak sekilde ayar-
lanir. Aspiratoér kontrol edildikten sonra, igne hizla ve kuvvetlice me-
saneye sokulur, ultrason ile igne takip edilir. igne follikul ylizeyine
getirilir. Follikiile hizla batirilir, hemen aspirasyona baslanir, bu sirada
igne daire geklinde ve yukar: asag1 hareket ettirilir. Sabit emig devam
ederken, igne hizla gekilir ve medium ile galkalanir.

Follikiil i¢i kiiretaj, teflon tipe kanl sivi gelene kadar devam et-
tirilmelidir, Ancak follikiil sivis1 kanlanmadan énce alinacak bir mik-
tar sivi, embriyolojistin isine yarayacaktir. 8 mm’yi gegen her follikiil,
birer birer aym yontemle aspire edilmelidir. Aspire edilen follikiiler
sivi hemen tetkik edilmeli, eger hi¢ oosite rastlanmazsa, tekrar giril-
melidir. Islem follikiilin i¢i kanla dolana kadar strdiriilmelidir.
Transvezikal yol ile basari orani1 % 70-90 arasindadir. Hasta karin igi
kanama yada hematilirinin kontroli agisindan operasyondan sonra 2-3
saat hastanede tutulur.

Transvajinal yolda, aspirasyon vajina yolu ile yapilir. Avantaji,
daha kisa bir mesafe katedilmesi ve mesanenin énceden doldurulma-
sina ihtiyag olmamasidir.

Transuretral yol, gene abdominal bir transduser ile ve dolu bir
mesane ile yapihir. Igne mesaneye bu kez uretra yolu ile ulagtirilir.
Bu yontemin avantaji, ultrason ile ignenin kolay goériliir olmasidir.
Zorlugu ise, tecriibeli bir el gerektirmesi ve rahimin arkasinda kalan
va da pelviste cok yukarilarda yerlesik overlere ulagilamamasidir.

IVF programina alinan hasta énceden herhangi bir nedenle tubal
cerrahi gecirmis, yada stiphelenilen bir tubal hastalig1 olmus ise, oosit
toplanmasina gegilmeden énce bir kez laparoskopiye tabi tutulmali-
dir. Ileride ektopik gebelik riskine girilmemesi acisindan bu tetkik
gok dnemlidir.

IVF LABORATUVARI :

IVF laboratuvarina ilk gerekli olan iyi bir embriyolojisittir. ClinkQ
yukarida da bahsedildigi gibi, yiiksek bir gebelik oram, iyi kalitede
birkac oosit ile mimkindiir ve bu kalite degerlendirmesini de iyi bir
embriyolojist yapabilir. Zira gintimiizde oosit kalitesini degerlendir-
me kriterlerinde, klinik bulgularin (strojen degerleri) morfolojik bul-
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gular kadar iyi sonu¢ vermedigi anlasilmigtir. Embriyolojist, geregin-
de heniiz olgunlagmamis oositleri saptayarak, koca spermleriyle in-
seminasyona ge¢meden 6 - 8 saat daha inklbasyona karar verebilir.

Programin basgarisi laboratuvar kosullanyla da ok ilgilidir. En
jyi IVF laboratuvari, kultiir odasimin veya embriyoloji laboratuvarinin,
cerrah ile embriyolog arasinda direk sozli ve gorsel temasina imkan
verecek sekilde, operasyon odasinin komsulugunda oldugu sekildir
(Sekil I). Diger bir deyimle IVF laboratuvarinda oosit, follikiil ve kiil-
tir plag arasinda, embriyo da kiltilr plag: ile hasta arasinda en ki-
sa mesafeyi katetmelidir.
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Sekil 1 - IVF laboratuvarinin gemasi

Laboratuvar, degisik tipte mikroskop sistemleri ve kontrolli in-
kiibasyon sistemleri igermelidir. Cogunlukla yumurta, sperm ve emb-
riyo kultiirtinde standart herhangi bir 1s1 kontrolli CO: inkiibatori
yeterlidir. Kullanilan gaz karisimi gogunlukla 80 % nitrojen, 5 % CO»
ve 5 % O, seklindedir. Bazilan ise 5 % CO,-hava karigimu kullan-
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makta ve digerlerinin gereksiz ve masrafli oldugunu séylemektedir-
ler (4). Oositin folliktler s1v1 aspiratinda kolay ve ¢abuk gortulebilmesi
¢ok Oonemli oldugundan, diseksiyon mikroskobu gerekecektir. Oosit
géruntilenmesinde 5-50 arasi buylUtmeler yeterlidir. Oositlerin ol-
gunlagsmanm degisik fazlarinda olmalari, oosit olgunlugunun tespiti
agisindan sitoplazmik yapilarin kolay goriintilenmesini, dolayisiyla
da faz-kontrast mikroskobunu gerektirir. Semen ayirimindan dnce ve
sonra degerlendirilmesi ve sayimi agisindan 1sitk mikroskoba ihtiyag
vardir. Laboratuvarda laminar hava akimi sistemleri gereklidir, an-
cak mikroskop sistemlerinin bu akim iginde olmamasi lazimdir. Ciin-
kil bu akim, 1s1y1 disurerek kiltir ortamindaki oosit kalitesini boza-
bilir. Sperm ayirim icin, degisik hizda santrifiijlere ihtiyag vardir.
Diger ihtiyaglar arasinda medium osmolaritesinin kontroliinde kulla-
nilacak osmometre, pH kontrolil igin pH metre ve gesitli plastik mal-
zeme sayllabilir.

Kullanilacak media igin bir smmiflama yoktur. Cesitli merkezler
degisik media kullanmaktadir (Tablo III). Media igerigi agisindan en
onemlisi kullanilan suyun saflifidir. Cogu merkezler 2 -5 kez distile
edilmis deiyonize su kullanirlar. Herhangi bir kiltir mediumu igin
en énemlilerinden biri, kalite kontrol tayinidir. Bu agidan en basit

Tablo Il : IVF'de Kullamlabilen Kiiltiir Media’si.

Earle’iin Dengeli Tuz Solusyonu Hoppe ve Pitts
Ham'in F-10 B: (Menezo)

B: (Menezo) Modifiye Ts

CMRL 1066 HTF (Quinn, Warnes)

Tyrode'in (ve modifiye gekilleri)

test, sperm yasam siirdirmesidir. Insan spermatozoas1 yikandiktan
sonra kiiltiire almir, 72 saat siiresince spermin yasamini ve motili-
tesini devam ettirmesi, kiltir mediumunun oosit - embriyo kiilttri-
ne uygun oldugunu gosterir. Kimi otoérlerde, in vivo déllendirilen fa-
re embriyolarimn iki hiicreli dénemde alimp, 96 saat kiiltiir ortammn-
da blastosist olusumunun gézlenmesini dnerdiler.

Mediumun besin kaynagi igerdigi protein ile iliskilidir. Protein
kaynagl hasta serumu olabilecegi gibi (4), f6tal kordon serumu da
olabilir. Birinin digerine ustinligii kamtlanmamistir (7). Fotal kor-
don serumu Uzerinde yapilan fraksinizasyon calismalari, tek hiicreli
embriyolarda 1000 - 5000 mol. ag.aras: proteinlerin destekleyici, 1000’-
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den az ve 30.000'den fazla mol.ag.li proteinlerin ise inhibitér etkili ol-
duklarimi gostermigtir (7). Kultiir mediumu iginde ayrica sodyum pi-
ruvat, penisilin, sodyum bikarbonat gibi maddeler ¢esitli oranlarda
bulunabilir (4). .

QOSIT-SPERM KULTUR TEKNIKLERI, iN VITRO BUYUME VE
EMBRIYO TRANSFERI :

Operasyonda alinan follikiil sivis1 ozel toplama havuzlan ile la-
boratuvara getirilip, petri plagina bosaltilir.

IVF Xkiiltiir prosediirlerinde ilk basamak, elde edilen follikiler sivi
aspiratinda preovulatuar oositi saptamaktir. Follikiler sivi alim1 ve
kumulus - korona oosit kompleksini ayirmada ¢egitli teknikler vardar.
Follikiiler aspirati alir almaz 1-2 mllik pargalar halinde kultiur ta-
bakalarina ayirip, disiik blayttmeli diseksiyon mikroskobu ile tara-
mak bir yontemdir. Gortintilenen kumulus kompleksleri, iclerinde
oosit olup olmadigim saptamak i¢in yiksek biyatmede gozlenir. Oosit
varsa, tabaktan follikiiler sivi uzaklastirilir. Bu iglem, follikiiler sivi-
nin uzaklastirilmas: sirasinda, oosit-kumulus kompleksinin bu siv1 ile

yikanmasi ve petri plag: igindeki bir kilttir damlasina «ddllenme me-
diumu»nun yerlestirilmesi seklinde olur. Petri plag: 37°C’'deki bir 1s1-
" t1c1 tabaka tizerinde olmali ve bir ters filtre bacasi ile gaz faz sag-
lanmalidir. Yikama mediumu yada follikiiler sivinin sitic1 tabaka
fizerinde parafin ile kaplanmadikga birakilmamasina dikkat etmeli-
dir, aksi halde buharlasma ile osmolarite artacaktir. Bu iglem kumu-
lus - korona kompleksinde gerilmeye neden olur. Kumulus kitlesi ge-
rilince, korona hiicreleri Uzerine odaklasma gergeklestirilebilir ve L
kutup cisimcigini iceren II. metafaz oositi goruntilenebilir. Ik gorun-
tilemede kullanilan petri plaklarimn alti, oosit varsa isaretlenir, boy-
lece diseksiyon mikroskobundan ters faz-kontrast mikroskoba gegi-
lirken tanmur.

Bundan sonra oosit siniflamasi yapulr. Cesitli yontemlerin kulla-
mldig1 bu basamakta gogunlukla sitoplazmik olgunlagma gdzlenir
Kumulus kitlesinin yayginligina gére yapilacak simflama kullanilan
protokoldeki ilaglara gore degiseceginden yanlig olabilir. Qysa sitop-
lazmadaki germinal vezikilin yada L. kutup cisimciginin faz-kontrast
mikroskobu ile saptanmasi, daha kesin bir vontemdir. Sitoplazmanin,
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korona-kumulus kompleksinin kalinhg: ya da yayllmamasi nedeniyle
secilemedigi durumlarda hyaluronidaz enzimi dilue edilerek kullani-
labilir. Qosit 300 IU/ml] Ham'in mediumu, 7.5 % serum ve hyaluroni-
daz igeren soliisyonda, Pasteur pipeti ile gekilip birakilarak bu iglem
yapilir. 60 saniye iginde, hiicreler ayrilmig olur.

Oositler bu islemlerle smiflandinidiktan sonra, iki kez yikemip
kiiltir mediumunu igeren délleme plaklarina almir, Aspirasyondan bu
basamaga kadarki islemler 60 - 90 saniye stirer. Kisa gibi gorinen bu
stire yeterlidir ¢linki oosit follikiiler sivinin ya tst 1 ml'lik kisminda
yiizer yada dibe ¢oker. Eger her ikisinde de yoksa diger kisimlarin
hizlica taranmas) gerekir (4).

IVF programina baslarken, semen analizi ve seminal plazmada
bakteriyclojik kiiltir yapilmali, mediumun kontaminasyonu énlenme-
lidir. Sperm, cosit toplanmasindan yarim saat énce toplanmahdir. Son
anda bir aksilik ihtimaline karsi, énceden bir miktar sperm oérnegi
almp dondurulmalidir (4).

Farkli sperm hazirlama teknikleri iginde en gok kullanilan semi-
nal plasma diliisyonu ve motil spermatozoa toplanmasi igin santrifu-
gasyonunu takiben yuzdirme teknigidir (7). Serum destegindeki me-
dium ile ti¢ defa y1kanan spesimen, x 300 g’'de santrifuj edilir, ustte ka-
lan kisim atilir, 2 ml taze medium’da yeniden yayilir ve x150 g’de 10
dakika tekrar santrifuj edilir. Ustte kalan kisim tekrar atihr, alttaki
sperm pihtis: 1 ml santrifuj tipindeki mediuma yayihp 30-45 dakika
inkiibe edilir. Bu stirenin sonunda ustteki kisim atilir, altta sperm ka-
lite tayini yapilir. Kalite tayini igin, sperm profili incelenmesinin ye-
terli olmadig bilinmektedir. Yapilmasi gereken, spermin fonksiyonel
kapasitesini, yani délleme yetenegini saptamaktir. Kapasitasyon, ak-
rozom reaksiyonu ve sperm-oosit flizyonu, zona'siz hamster oosit pe-
netrasyonu testi ile anlasilir. Sperm hareketinin direk analizi, zamanh
fotomikrografi ile yapilir. Indirek olarak da servikal mukus reaksi-
yonu ile tayin edilir. Bu test domuz ya da insan servikal mukusunun
insan spermatozoa’s: ile penetrasyonunu ifade eder ve sperm basinin
yansal yer degisimlerinin yeterliligi ile ilgilidir. Yansal yer degigim
hareketine <hiperaktive motilite» de denir ve spermin zonay1 delerken
yaptig1 harekettir. Bu test, kapasitasyon, akrozom reaksiyonu ve vi-
tellin zar ile kaynasma hakkinda bilgi vermez. Bu bilgi igin, zona’'siz
hamster oosit penetrasyon testi gerekir. Testin biyolojik anlami,
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sperm-oosit kaynasmasimin, yalnizca spermatozoonun kapasite olup,
akrozom reaksiyonuna gitiigi halde gergeklesmesidir. Bu test ile % 10
un altida oosit penetre olursa, insan oositinin penetre clamadig) sap-
tanmistir.

Inseminasyonda kullanilacak sperm sayis1 20.060 - 1.600.000 motil
sperm/oosit olmalidir. Eger erkek kaynakh bir infertilite sézkonusu
degilse ,bu say1 50.000'e kadar inebilir. Erkek problemine baglh olarak
sperm aywim metodu degisebilir. Zona’'siz hamster oosit testi ile pe-
netrasyon yetenegi olmadigl ve motilitesinin azhig saptanan spermier,
Percoll’ii gradient olarak kullanan ayirim tekniklerine maruz biraki-
hirlar, Percoll, yuksek motiliteye sahip, dolayisiyla gelismis penetras-
yon yetenegine sahip spermatozoayr ayirdeden bir gradienttir. Bu
yontemle bile ¢ok az motil spermatozoa toplanirsa, sperm konsantras-
yonunu artirict metodlar uygulamr. Motil spermatozoa igeren medium
mikrodamlalari, kiltir plagimn dibine konur ve oosit direk bu mik-
rodamla tizerine birakilir. Ardindan parafin iginde kultir islemi ya-
pilir. Qositler spermatozoa ile karsilastirildiktan sonra, 12-18 saat pro-
nukleus clusumunun kontrohi agisindan goézlenir. Bu 12-18 saat sure-
sinde oosit-sperm karisim ellenmez. Sonra diseksiyon mikroskobu ve
Pasteur pipeti yardimi ile kalan kumulus-korona kompleksi temizle-
nir. Qositin pronukleer fazini géruntiilemek iki nedenle ¢ok dnemlidir,
1lki dollenmenin oldugunu anlamakiir. ki pronukieus ve Il kutup ci-
simciginin saptanmasi bunu gésterir. Iki pronukleus olustuysa, nor-
mal bir déllenme beklenir. Ancak ikiden fazla ise polispermik déllen-
me olmustur. Polispermik déllenmede normal bir morfolojik gelisme
cogunlukla gercgeklesir (4). Bu riski azaltmak ig¢in motil spermatozoa
sayisim 20.000/ml'ye indirmenin bir ¢dziim olacag: iddia edilmekte-
dir (4). Rastlanabilen diger anomaliler, blastomer ebadlarindaki dii-
zensizlik ve sitoplazmik fragmanlardir, Eger tiim embriyolar ayni mor-
folojik dzelliklere sahip ise, gelismenin en ileri safhasindaki veya en
cabuk yariklananlar segilmelidir (4).

Dollenme olmamisgsa, taze bir semen Ornegi ile 18-24 saat icinde
yeniden inseminasyon denenirse, % 40-50 déllenme ve yariklanma san-
st vardir. Dollenmenin 24 saat icinde olmamasi bliylik oranda oositin
yeterli olgunluga ulasmamasindan kaynaklanir ve «gecikmis dollen-
me» adinl abir (4). Ancak 368 saati gegen stirede olmamasi, oositin fazla
vash olmasina baglanmaktadir (7).
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Dollenme olduktan sonra medium, taze ve serum konsantrasyonu
daha yiiksek olam ile yenilenir. Embriyo transferinden once, 24-48
saat bu ortamda kalir. Dollenme olduktan sonra yariklanma durmasi
olabilir. Kromozom anomalileri de sik rastlanan ancak gogunlukla
implantasyondan énce kaybolan olgulardar.

Gintmiizde ciddi IVF merkezlerinde kriyo Uniteleri vardir. Ga-
met dondurulmas: rutin hale gelmistir. Qositin elde edilip, kocanin ta-
ze sperm tretemedigi hallerde, ya da annenin durumunun ET igin uy-
gun olmadig: hallerde, bu iglemin faydasi vardir. Ayn1 zamanda elde
edilenn embriyo adedinin, transfer edilecekten fazla oldugu hallerde
de kriyo iinitesine ihtiyag vardir.

Embriyo kriyoprezervasyonunda, gliserol, dimetilsulfoksid ve pro-
panediol gibi kriyoprotektanlar kullanthr. Embriyolar, 4 ya da 8 hiic-
reli safhada dondurulabilecegi gibi, blastosist olugumundan s°nra da
dondurulabilir. '

Embriyo transferinde Wallace kanilt kullanilir. Onceden ultra-
son ile uterus ebadi hakkinda fikir edinilirse, kantil eksternal os’tan
sokuldugunda kavite tepesinden 1 cm asagida embriyo zerki kolayla-
sir. Kantil ¢ikarilinca embriyolojist tarafindan mikroskobik olarak
parga kalmamasi igin kontrol edilir.

Multipl implantasyon yapilan hastalar, fetuslarnin bir ya da da-
ha fazlasini, digerlerinin gelisimi sirasmda  kaybederler. Bunlara
«kaybolan fetuslar» denir (3).

IVF ile gebelik tayininde beta-HCG tayini yaniltic1 sonug verebilir
(1,5), 100 siklus ile yapilan bir calismada, hassas beta-HCG tayinleri
ile 60 gebelik saptanmis, bunlardan klinik olarak 25 gebelik meydana
gelmistir.

SUMMARY

IVF : A Brief Overview

In this article, an introduction to in vitro fertilization has been
made, followed by the clinical management, oocyte pick-up. IVF la-
boratory and oocyte-sperm culture techniques, growth of human con-
ceptus in vitro and finally, embryo transier.

The importance of this process is tried to emphasize with parti-
cular attention on the presence of the embryologist in the procedure.



Nadir Ciray

KAYNAKLAR

DeCherney AH : IVF and Embryo Transfer : A brief overiew. The Yale Journai
of Biology and Medicine, 50 : 409-414, 1936.

DeCherney AH Tarlatzis BC Laufer N : Follicular development : Lessons learned
from human. in vitro fertilization, American J ournal of Obstetrics and Gyneco-
logy, 153 (8) : 911-923, 1985.

Edwards RG : IVF : past and future. Annals of Biological Clinics, 45 : 321-329,
1087.

Fishel S Symonds EM (ed) : In vitro fertilisation, past, present, future. IRL
Press, Oxford, Washington DC, 1988,

Jones HW ve ark : What is a bregnancy? A question for programs of in vitro
fertilization. Fertility and Sterility 40 (67 : 728-733, 1983.

Li-zhu Z ve ark : Pregnancies following IVF and ET and following GIFT, Chinese
Medical Journal, 101 (5) : 303-304, 1988.

Marrs RP (ed) : Human IVF. Clinical Obstetrics and Gynecology, 20 (1) : 117-188,
19886,

Tesarik L Testart J : Human sperm-egg interactions and their disorders : imp-
lications in the management of infertility. Human Reproduction. 4 (7) : 729-741,
1989.

Tesarik L : Ultrastructural and autoradiographic observations on multinucleated
blastomeres of human cleaving embriyos obtained by IVF. Human Reproduction,
2 (2) : 127-136, 1987. ‘





