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iN VITRO FERTILIZASYON'A GENEL BIR BAKIS

Nadir Ciray*

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

IVF siireci Ui¢ teknigin bilesiminden olusur :

1 — Birgok oosit elde edebilmek igin oviilasyon indiksiyonu,

2 — Laboratuvarda oositlerin doéllenmesi ve erken embriyolarin
gelistirilmesi,

3 — Embriyolarin rahim i¢ine transferi (embriyo transferi : ET).

Bu basamaklardan herhangi birinden kaynaklanan sorunlar, IVF
programinin basarisini duslrecektir.

IVF programina alinan hastalar, énceleri Fallop tiipleri hasarina
bagli sekonder infertiliteli ¢iftlerdi. Ginumiuzde bu programa en sik
alinan ve en basarili sonug veren grup da tubal infertilitelerdir. Ger-
gekte kapali Fallop tiiplerinin agilmasina iligkin ilk cerrahi yaklasim,
1895'de Morris adli bir Amerikali tarafindan over dokusunun rahim
igine greftlenmesiyle uygulanmigtir (4). Sonralari, 1922'lerde bu cer-
rahi yaklasimin modifiye gekilleri, Estes operasyonu olarak anilmaya
baslanmistir. Son 40 yildir bu operasyon gene moda olmustur. Gunit-
miuizde bu metodu IVF'e tercih eden merkezler vardir.

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

Baz1 otorler IVF prosediriinin infertil ¢iftlerde son care olarak
kabul edilmesinden yakinmaktadirlar (3). Gercekten de koca sper-
miyle tekrarlanan suni doéllenme (ATH), tiplerin mikrocerrahisi ve
hatta isi zamana birakmak gibi yontemlerden fayda umanlarin sa-
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Tablo | : IVF Endikasyonlari

Ddéllenen 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 diismektedir. Dolayisiyla IVF
merkezleri, hasta seciminde ¢esitli kriterleri goézénline almak zorun-
dadirlar (Tablo II).

Tablo Il : Hasta Seciminde Norfolk Laboratuvari Endikasyonlart.

1. Genel olarak saghikl: bir ¢ift (evli)
2. Cerrahi operasyona uygun overler
3. Normal fonksivon goren bir rahim
4. Normal yada diizeltilebilir menstrual fonksiyon
5. 40 yasin altinda olmak

8. Diizeltilecek bir problem. (bkz. Tahlo )

KLINIiK UYGULAMALAR : OVULASYON INDUKSIYONU

Patrick Steptoe ve Dr. Roberi Edwardsm ¢aligmalarinin sonucu
1978'de dogan ilk IVF bebegi, bir spentan (dogal) siklusun trini 1di.
Daha sonralari spontan sikluslarla varolan zorluklar, otérlerin IVF'de
stimulasyonun gerekliligine inanmalarina yol act1. 1981'de Trounson
ve arkadaslar, ilk defa stimiile siklusu basariyla uyguladilar (=ovu-
lasyon indiksiyonu).

Gunimuzde insan IVFinde basarmmn artimi, bliyiikk oranda over
uyarmminin saglanmasinda uygulanan metodlarin geligimine baglhdir.

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

1 — Miimkiin oldugunca fazla cosit elde etmek; birgok otdr 3 va-
da 4 embriyo elde etmenin takip eden basamaklarda gebelik
oramini artirdigini ispatlamigtir,
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2 — Oosit olgunlugunda asenkronizasyondan kaynaklanan basa-
r1s1z111 minimale indirmek; uyarilmis ya da dogal bir siklus-
ta, follikiil havuzundan olgunlasacak oositler degisik fazlar-
da olurlar. Sorunun endojen gonadotropik aktiviteden kay-
naklandig ileri stirtilmektedir.

3 — Elde edilen cositlerin iyi kalitede olmasin saglamak, dejene-
re ve atretik oositlerin miktarini digtirmek.

Ovulasyon indiksivonunun neden oldugu follikiil asenkronizas-
yonu, degisik buyiiklik ve olgunluktaki follikiillere sebep olur. Daha
buytk bir follikulde daha olgun bir oositin bulunacag: tezi dogru de-
gildir (2). Optimum ovum kalitesi yumurtanin iyi déllenebilme ve
gelisimine rahim icinde devam edebilme karakterine sahip olmas: de-
mek olduguna gore, ovum kalitesini gelistirmek en énemli bir faktér-
dir.

Oosit toplanmas: sirasinda baglica i¢ tip yumurta clde edilir; ol-
gun olmayan, ara ve olgun. Bu sinmiflandirma, korona ve kumulus hiic-
relerindeki musifikasyon ve yayilima gore vapilmistir. Cinki ooplasm
ve perivitellin mesafc direk olarak incelenemez. OGlgun olmayanlar
hirkag sik1 korona ve kumulus hlicre tabakasina sahipken, olgunlas-
ma ile korona ve kumulus hiicreleri yayilir ve sperm gegisine imkan
tanirlar. Dr. DeCherney, Yale protokolinde % 6 olgun olmayan, % 66
ara ve % 28 clgun ovum toplandigim belirtivor (2). Trounson ve ark.
1982'de, Veeck ve ark.da 1983’de preovulatuvar (ara ve olgun) oosit-
lerin, spermatozoa ile karsilastirilmalarindan oénce 6 saat inktibe edil-
melerinin, dollenme oranlarini yiikselttigini ileri stirdiler. Ote yan-
dan bu stire olgunlasmamis oositler icin 24 saattir. Korona ve kumulus
hicrelerinin uzaklastirilmasindan sonra, oosit siniflamasi yapilabilir.
Bu durumda germinal vezikil olgunlasmamais bir yumurtayl, bu vezi-
kilin pargalanmasi ara faz1 ve kutup cisimciginin atiimas: ise olgun
bir yumurtay: belirtir.

OOSIT TOPLANMASI :

Uyarilmis bir siklusta, ilk amacin gelisimini tamamlamis mak-
simum sayida oosit toplamak ve ayni zamanda, ¢ok sayida follikiiliin
bitytiime ve gelisiminden dogan asenkroniyvi minimale indirmek oldu-
gunu belirtmistik. Prensip olarak bunu saglamak siklusun erken folli-
kiler fazinda, yani negatif feed-back mekanizmasinin FSH diizeyini
agagiya cekmesinden onceki 4. - 5. ginlik «FSH penceresi» denen za-
manda, yiksek FSH diizeylerine gikabilmekle basarilabkilir (7).
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Oyle gérinmektedir ki, FSH penceresi sirasinda yapilacak hiper-
stimulasyonlar, bir¢ok follikiilleri degisik safhalarda geligime bagla-
tacak, bu da asenkroniyi artiracaktir. Asenkroni ne kadar genis olur-
sa, follikiillerdeki oositler icin o kadar farkl endokrin ¢evre olusacak,
bu da, o kadar farkli ddllenme, yariklanma ve implantasyon oranlar
ile bunlara sebep sayilabilecek hasarli veya asenkrone bir luteal gev-
reye yol agacaktir. Hangi protokol kullamihirsa kullanilsin, oosit toplan-
mas1 sirasmda ¢ ya da dort, 16-18 mm ¢apinda yumurta elde edilme-
lidir. Oosit toplanmasi, HCG verimini takiben 34-36. saatlerde, ya da
idrar LH yukselmesini takiben 26-28. saatte yapilmalidir. Protokol miu-
kemmel bile uygulansa, oosit toplanma zamanlamas: da ¢ok iyi olsa,
baz1 oositler gene de asenkrone olacaktir, bundan dolay1 son olgun-
lasma igin, inseminasyondan énce bir miktar inkiibe edilir.

Giintiimizdeki verilere gore (4) toplanan oositlerle dollenme ora-
n1 gogu programla % 70-80 dolaylarmndadir., Gebelik oranlarindaki
% 16-20 orani ise embriyo transferi sirasindaki kayiplara baglanmak-
tadir.

Oosit toplanmasinda doért faktor gozéniine alinmalidir :

1 — Folliktllerden miimkiin olan en c¢ok sayida oosit toplamak,
2 — Qosit cevresine minimal hasar vermek,

3 — Hasta riskini minimale indirmek,

4 — Kullanilan teknik basit ve ucuz olmalidir.

Laparotomi ile oosit toplanmasi, morbiditesi ve daha Ustiin tek-
niklerin gelismesi nedeniyle, kisith baz1 endikasyonlarin disinda kul-
lanilmamaktadir. Giiniimiizde, laparoskopi ya da ultrason gdzleminde
oosit aspirasyonu en sik kullanilan metodlardir.

Laparoskopi esliginde aspirasyon endikasyonlar1 acisindan da ba-
71 simirlamalar vardir; siddetli pelvik yapisikligi olan vakalarda kul-
lanmilamaz. Oysa IVF/ET programina dahil olan vakalarin gogu 6nce-
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 yoéntemi
gelistirilmistir.

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 gortnti saglanir. Transduser aspiras-
yon hattinin, follikuliin en buyik gapini ¢aprazlayacak sekilde ayar-
lanir. Aspirator kontrol edildikten sonra, igne hizla ve kuvvetlice me-
saneye sokulur, ultrason ile igne takip edilir. Igne follikil ylizeyine
getirilir. Follikiile hizla batirilir, hemen aspirasyona baslanir, bu sirada
igne daire seklinde ve yukari asag1 hareket ettirilir. Sabit emis devam
ederken, igne hizla c¢ekilir ve medium ile ¢alkalanir.

Follikiil ici kiiretaj, teflon tupe kanl sivi gelene kadar devam et-
tirilmelidir. Ancak follikiil sivisi kanlanmadan énce alinacak bir mik-
tar sivi, embriyolojistin isine yarayacaktir. 8 mm'yi gegen her follikiil,
birer birer ayn1 yontemle aspire edilmelidir. Aspire edilen follikiiler
sivi hemen tetkik edilmeli, eger hi¢ oosite rastlanmazsa, tekrar giril-
melidir. Islem follikiiliin i¢i kanla dolana kadar surdirilmelidir.
Transvezikal yol ile basari oranm1 % 70-90 arasindadir. Hasta karin igi
kanama yada hematirinin 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 yapilir. Igne mesaneye bu kez uretra yolu ile ulagtirilir.
Bu yontemin avantaji, ultrason ile ignenin kolay goérilir olmasidir.
Zorlugu ise, tecrubeli bir el gerektirmesi ve rahimin arkasinda kalan
ya da pelviste ¢ok yukarilarda yerlegik overlere ulagilamamasidir.

IVF programina alinan hasta énceden herhangi bir nedenle tubal
cerrahi gegirmis, yada stphelenilen bir tubal hastaligl olmus ise, oosit
toplanmasina gecilmeden énce bir kez laparoskopiye tabi tutulmali-
dir. Ileride ektopik gebelik riskine girilmemesi agisindan bu tetkik
¢ok dnemlidir.

IVF LABORATUVARI :

IVF laboratuvarina ilk gerekli olan iyi bir embriyolojisittir. Clinkl
yukarida da bahsedildigi gibi, yiksek bir gebelik orani, iyi kalitede
birkag oosit ile miimkiindiir ve bu kalite degerlendirmesini de iyi bir
embriyolojist yapabilir. Zira ginumuzde oosit kalitesini degerlendir-
me kriterlerinde, klinik bulgularin (dstrojen degerleri) morfolojik bul-
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gular kadar iyi sonu¢ vermedigi anlasilmistir. Embriyolojist, geregin-
de heniiz olgunlasmamis oositleri saptayarak, koca spermleriyle in-
seminasyona gecmeden 6 - 8 saat daha inkubasyona karar verebilir,
Programin basarisi laboratuvar kosullariyla da c¢ok ilgilidir. En
iyi IVF laboratuvari, kiiltlir odasinin 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 kil-
tir plag1 arasinda, embriyo da kiiltiir plag: ile hasta arasinda en ki-
sa mesafeyi katetmelidir,
I N
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Sekil 1 - IVF laboratuvarinin semasi

Laboratuvar, degisik tipte mikroskop sistemleri ve kontrolli in-
kibasyon sistemleri igermelidir. Cogunlukla yumurta, sperm ve emb-
riyo kiltiirtinde standart herhangi bir 1s1 kontrolli CO, inktibatéra
yeterlidir, Kullamilan gaz karisimi ¢ogunlukla ¢3 % nitrojen, 5 % CO;
ve 5 % O: seklindedir. Bazilar: ise 5 % CO:-hava karisimini kullan-
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makta ve digerlerinin gereksiz ve masrafli oldugunu soylemektedir-
ler (4). Qositin follikiler siv1 aspiratinda kolay ve gabuk gorilebilmesi
gok onemli oldugundan, diseksiyon mikroskobu gerekecektir. Oosit
gorintillenmesinde 5-50 arasi biylUtmeler yeterlidir. Oositlerin ol-
gunlagsmanin degisik fazlarinda olmalari, oosit olgunlugunun tespiti
acisindan sitoplazmik yapilarin kolay gortuntiilenmesini, dolayisiyla
da faz-kontrast mikroskobunu gerektirir. Semen ayirimindan once ve
sonra degerlendirilmesi ve sayimi agisindan 11k mikroskoba ihtiyag
vardir. Laboratuvarda laminar hava akimi sistemleri gereklidir, an-
cak mikroskop sistemlerinin bu akim i¢inde clmamasi lazimdir. Cin-
kii bu akim, 1s1y1 diisiirerek kiltiir ortamidaki oosit kalitesini boza-
bilir. Sperm aywrimi icin, degisik hizda santrifiijlere ihtiyag vardir.
Diger ihtiyaglar arasinda medium osmolaritesinin kontrolinde kulla-
nilacak osmometre, pH kontrolil igin pH metre ve ¢esitli plastik mal-
zeme sayilabilir.

Kullanilacak media igin bir simiflama yoktur. Cesitli merkezler
degisik media kullanmaktadir (Tablo III). Media igerigi acisindan en
onemlisi kullanilan suyun safligidir. Cogu merkezler 2 -5 kez distile
edilmis deiyonize su kullamirlar. Herhangi bir kiltlir mediumu igin
en oénemlilerinden biri, kalite kontrol tayinidir. Bu agidan en basit

Tablo 11l : 1VF'de Kullanilabilen Kiltiir Media’si.

Earle'un Dengeli Tuz Sollisyonu Hoppe ve Pitts
Ham'm F-10 B: (Menezo)

B; (Menezo) Modifiye Ts

CMRL 1066 HTF (Quinn, Warnes)

Tyrode'iin (ve modifiye sekilleri)

test, sperm yasam sitrdirmesidir. Insan spermatozoas: yikandiktan
sonra kiiltlire alinir, 72 saat sliresince spermin yasamini ve motili-
tesini devam ettirmesi, kiiltiir mediumunun oosit - embriyo kultira-
ne uygun oldugunu gésterir. Kimi otorlerde, in vivo dollendirilen fa-
re embriyolarimin iki hiicreli donemde alinip, 96 saat kultur ortamin-
da blastosist olusumunun gdézlenmesini énerdiler.

Mediumun besin kaynag1 icerdigi protein ile iligkilidir. Protein
kaynag1 hasta serumu olabilecegi gibi (4), fotal kordon serumu da
olabilir. Birinin digerine ustinligt kanitlanmamistir (7). Fétal kor-
don serumu tizerinde yapilan fraksinizasyon galismalari, tek hicreli
embriyolarda 1000 - 5000 mol. ag.aras1 proteinlerin destekleyici, 1000’
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den az ve 30.000'den fazla mol.ag.l1 proteinlerin ise inhibitor etkili ol-
duklarm goéstermistir (7). Kiltlir mediumu i(;indé ayrica sodyum pi-
ruvat, penisilin, sodyum bikarbonat gibi maddeler ¢esitli oranlarda
bulunabilir (4).

OOSIT-SPERM K ULTUR TEKNIKLERI, IN VITRO BUYUME VE
EMBRIYO TRANSFERI :

Operasyonda alinan folliktl sivisi 6zel toplama havuzlar: ile la-
boratuvara getirilip, petri plagina bosaltilir.

IVF kualtir prosedirlerinde ilk basamalk, elde edilen follikiiler sivi
aspiratinda preovulatuar oositi saptamaktir. Follikiiler sivi alim ve
kumulus - korona oocsit kompleksini ayirmada ¢esitli teknikler vardir.
Follikliler aspirati alir almaz 1-2 mllik pargalar halinde kultur ta-
bakalarina ayirip, distik biyttmeli diseksiyon mikroskobu ile tara-
mak bir yontemdir. Goérintilenen kumulus kompleksleri, i¢lerinde
oosit olup olmadigini saptamak i¢in yiiksek bliyiitmede gozlenir. Oosit
varsa, tabaktan follikiiler sivi uzaklastirilir. Bu islem, follikiiler sivi-
mn uzaklastirilmasi sirasinda oosit-kumulus kompleksinin bu sivi ile

yvikanmasi ve petri plagl icindeki bir kultiir damlasimna «dodllenme me-
diumu»nun yerlestirilmesi seklinde olur. Petri plag: 37°C’deki bir 1s1-
" tic1 tabaka Uzerinde olmali ve bir ters filtre bacasi ile gaz faz sag-
lanmalidir. Yikama mediumu yada follikiiller sivinin 1s1tict tabaka
tizerinde parafin ile kaplanmadikga birakilmamasina dikkat etmeli-
dir, aksi halde buharlasma ile osmolarite artacaktir. Bu islem kumu-
lus - korona kompleksinde gerilmeye neden olur. Kumulus kitlesi ge-
rilince, korona hiicreleri tlizerine odaklasma gerceklestirilebilir ve L
kutup cisimcigini igeren II. metafaz oositi gériintillenebilir. i1k gérin-
tiillemede kullanilan petri plaklarinin alti, oosit varsa isaretlenir, boy-
lece diseksivon mikroskobundan ters faz-kontrast mikroskoba ge¢i-
lirken tanimr.

Bundan sonra oosit siniflamas1 yapulr. Cesitli yontemlerin kulla-
mldigr bu basamakta ¢ogunlukla sitoplazmik olgunlasma goézlenir
Kumulus kitlesinin yaygimligina goére yapilacak siniflama kullamlan
protokoldeki ilaglara gore degiseceginden yanlis olabilir. Oysa sitop-
lazmadaki germinal vezikiiliin yada I. kutup cisimciginin faz-kontrast
mikroskobu ile saptanmasi, daha kesin bir yontemdir. Sitoplazmanin,



in Vitro Fertilizasyon’a Genel Bir Bakis 701

korona-kumulus kompleksinin kalinlig1 ya da yayilmamasi nedeniyle
segilemedigi durumlarda hyaluronidaz enzimi dilue edilerek kullani-
labilir. Qosit 300 IU/ml Ham'in mediumu, 7.5 % serum ve hyaluroni-
daz iceren soliisyonda, Pasteur pipeti ile ¢ekilip birakilarak bu iglem
yvapilir, 60 saniye icinde, hiicreler ayrilmis olur.

Oositler bu islemlerle simiflandirldiktan sonra, iki kez yikanip
kilttir mediumunu igeren dolleme plaklarina alinir. Aspirasyondan bu
basamaga kadarki iglemler 60 - 90 saniye strer. Kisa gibi gérinen bu
stre yeterlidir ¢iinkl oosit follikiiler sivinin ya tist 1 ml'lik kisminda
yiizer yada dibe ¢dker. Eger her ikisinde de yoksa diger kisimlarin
hizlica taranmas: gerekir (4).

IVF programina baslarken, semen analizi ve seminal plazmada
bakteriyolojik kiltur yvapilmali, mediumun kontaminasycnu énlenme-
lidir. Sperm, cosit toplanmasindan yarim saat énce toplanmalidir. Son
anda bir aksilik ihtimaline karsi, dnceden bir miktar sperm oérnegi
alinip dondurulmahdir (4],

Farkli sperm hazirlama teknikleri iginde en gok kullanilan semi-
nal plasma dillisyonu ve motil spermatozoa toplanmasi i¢in santrifu-
gasyonunu takiben ylzdirme teknigidir (7). Serum destegindeki me-
dium ile tic defa yi1kanan spesimen, x 300 g'de santrifuj edilir, tistte ka-
lan kisim atilir, 2 ml taze medium'da yeniden yayilir ve x150 g'de 10
dakika tekrar santrifuj edilir. Ustte kalan kisim tekrar atilir, alttaki
sperm pihtis1 1 ml santrifuj tliptindeki mediuma yayilip 30-45 dakika
inkiibe edilir. Bu siirenin sonunda ustteki kisim atilir, altta sperm ka-
lite tayini yapilir. Kalite tayini i¢in, sperm profili incelenmesinin ye-
terli olmadign bilinmektedir. Yapilmasi gereken, spermin fonksiyonel
kapasitesini, yani dolleme yetenegini saptamaktir. Kapasitasyon, ak-
rozom reaksiyonu ve sperm-oocsit 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’s1 ile penetrasyonunu ifade eder ve sperm basinin
yansal yer degisimlerinin yeterliligi ile ilgilidir. Yansal yer degisim
hareketine «hiperaktive motilite» de denir ve spermin zonay1 delerken
yvaptigl 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 anlam,
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sperm-ocsit kaynasmasuun, yvalnizca spermatozoonun kapasite olup,
akrozom reaksiyonuna gitltigi halde gerceklesmesidir. Bu test ile % 10
un altinda o0sit penetre olursa, insan oositinin penetre olamadigl sap-
tanmastir,

Inseminasyonda kullanilacak sperm sayisit 20.009 - 1.000.000 motil
sperm/oosit olmalidir. Eger erkek kaynakl bir infertilite sézkonusu
degilse ,bu say1 50.000'e kadar inebilir. Erkek problemine bagl olarak
sperm ayiim metodu degisebilir, Zona'siz hamster oosit testi ile pe-
netrasyon yetenegi olmadigl ve motilitesinin azlig1 saptanan spermler,
Percoll'li gradient olarak kullanan ayirim tekniklerine maruz biraki-
hirlar, FPercoll, yiksek motiliteye sahip, dolayisiyla gelismis penetras-
yon yetenegine sahip spermatozoayl ayirdeden bir gradienttir. Bu
yontemle bile ¢ok az motil spermatozoa toplamrsa, sperm konsantras-
yonunu artirict metodlar uygulanir. Motil spermatozoa igeren medium
mikrodamlalari, kiltir plaginin dibine konur ve oosit direk bu mik-
rodamla Uzerine birakilir, Ardindan parafin iginde kiltiir islemi ya-
pilir. Qositler spermatozoa ile karsilastirildiktan sonra, 12-18 saat pro-
nukleus clusumunun kontroli agisindan goézlenir. Bu 12-18 saat slre-
sinde oosit-sperm karisimi ellenmez. Sonra diseksivon mikroskobu ve
Pasteur pipeti yardim ile kalan kumulus-korona kompleksi temizle-
nir. Oositin pronukleer fazim goérintiilemek iki nedenle ¢ok dnemlidir,
ilki déllenmenin oldugunu anlamaktir. ki pronukleus ve II. kutup ci-
simciginin saptanmasi bunu gosterir. Iki pronukleus olustuysa, nor-
mal bir déllenme beklenir. Ancak ikiden fazla ise polispermik déllen-
me olmugtur. Polispermik doélienmede normal bir morfolojik gelisme
cogunlukla gergeklesir (4). Bu riski azaltmak igin motil spermatozosa
sayisinmin 20.000/ml’'ye indirmenin bir ¢dzim olacag iddia edilmekte-
dir (4). Rastlanabilen diger anomaliler, blastomer cbadlarindaki dii-
zensizlik ve sitoplazmik fragmanlardir, Eger tiim embriyolar ayni mor-
folojik 6zelliklere sahip ise, gelismenin en ileri safhasindaki veya en
¢abuk yariklananlar secilmelidir (4),

Déllenme olmamigsa, taze bir semen 6rnegi ile 18-24 saat iginde
yeniden inseminasyon denenirse, % 40-50 déllenme ve yariklanma san-
s1 vardir. Dollenmenin 24 saat icinde olmamas1 biiyik oranda oositin
yeterli olgunluga ulasmamasindan kaynaklanir ve «gecikmis dollen-
me» adin alir (4). Ancak 36 saati gegen siirede olmamasi, oositin fazla
yvash olmasina baglanmaktadir (7).
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Dollenme olduktan sonra medium, taze ve serum konsantrasyonu
daha ytksck olam: ile yenilenir. Embriyo fransferinden once, 24-48
saat bu ortamda kalir. Déllenme olduktan sonra yariklanma durmasi
olabilir. Kromozom anomalileri de sik rastlanan ancak ¢ogunlukla
implantasyondan énce kaybolan olgulardir.

Guniimiizde ciddi IVF merkezlerinde kriyo Uniteleri vardir. Ga-
met dondurulmas: rutin hale gelmistir. Oositin elde edilip, kocanin ta-
ze sperm Uretemedigi hallerde, ya da annenin durumunun ET i¢in uy-
gun olmadig1 hallerde, bu islemin faydasi vardir. Aym zamanda elde
edilen embriyo adedinin, transfer edilecekten fazla oldugu hallerde
de kriyo tnitesine ihtiya¢ vardir.

Embriyo kriveprezervasyonunda, gliserol, dimetilsulfoksid ve pro-
panediol giti kriyoprotektanlar kullanilir. Embriyolar, 4 ya da 8 hic-
reli safhada dondurulabilecegi gibi, blastosist olusumundan sonra da
dondurulabilir.

Embriyo transferinde Wallace kaniilii kullanilir. Onceden ultra-
son ile uterus ebadi hakkinda fikir edinilirse, kantl eksternal os'tan
sokuldugunda kavite tepesinden 1 ¢cm asagida embriyo zerki kolayla-
gsir. Kantul ¢ikarilinca embriyolojist tarafindan mikroskobik olarak
parga kalmamasi igin kontrol edilir.

Multipl implantasyon yapilan hastalar, fetuslarimin bir ya da da-
ha fazlasim, digerlerinin gelisimi s:irasimnda kaybederler. Bunlara
<kaybolan fetuslar» denir (3).

IVF ile gebelik tayininde beta-HCG tayini yamltici sonug verebilir
(1,5). 100 siklus ile yapilan bir ¢calismada, hassas beta-HCG tayinleri
ile 60 gebelik saptanmuis, 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 transfer.

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