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Uremeye Yardimci Tedavi Laboratuvarinda
Polscope Kullanilmasi: GATA Deneyimi

Polscope Usage in In Vitro Fertilization
Laboratory: GATA Experience: Scientific Letter

OZET Uremeye yardimci tedavi (UYTE) uygulamalari sirasinda oosit ve embriyo kalitesinin giri-
simsel olmayan teknikler yardimiyla ortaya konabilmesi, in-vitro fertilizasyon (IVF) geleceginde ¢ok
énemli yer tutacaktir. implantasyon potansiyeli en yiiksek olan embriyonun seciminde morfoloji
degerlendirmesi glintimiizde ¢ok 6nemlidir ve incelemeler Hoffman modulasyonuna sahip stan-
dart 151k mikroskoplar ile yapilmaktadir. Bu mikroskoplara optik ve dijital sistem eklentileri yapi-
larak polarize mikroskop ozellikleri kazandirilabilmektedir (PolScope). Bu yontemle oosite ve
mayoz mekigine zarar vermeden inceleme yapmak olasidir. Oositteki mayoz mekik anomalileri
fertilizasyon kusurlarina, anoploidilere ve implantasyon basarisizliklarina neden olabilmektedir.
Giiniimiizde UYTE laboratuvarlarinda inseminasyon teknigi olarak kullanilan mikroenjeksiyon is-
lemi sirasinda mayoz mekiginin gozlenebilmesi, degerlendirilmesi ve mekige zarar verilmemesi ¢ok
onemlidir. Bu diisiincelerle, Giilhane Askeri Tip Akademisi UYTE laboratuvarinda 2007 Mart ayin-
dan beri 1075157 no’lu Tiibitak projesi kapsaminda alinmis olan PolScope (SpindleView; CRI, Wo-
burn, MA, USA) cihaz1 200’den fazla hastada kullanilmigtir. Bu ¢aligmada ise 190 hastadan elde
edilen 1496 oositte ait inceleme sonuglar: ve bu siiregte edinilen deneyim bildirilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Embriyo arastirmasi; sperm enjeksiyonu, sitoplazma icine

ABSTRACT The observation of oocyte and embryo quality with non invasive techniques will ta-
ke an important place in the future of in vitro fertilization (IVF). The morphological assessment of
embryo which has the highest implantation potantial is important today and the assessments we-
re done with standart light microscopes with Hoffman modulation. These microscopes can be up-
graded to polarization microscopes with application of digital and optical equipments (PolScope).
Performing an intensive study without harming the oocyte and meiotic spindle is possible with
this technique. The abnormalities of meiotic spindle may lead to aneuploidy, fertilization defects
and failures in implantation. Microinjection method is mainly utilized as insemination technique
in assisted reproductive technology laboratories at the present day. Therefore observation and eval-
uation of meiotic spindle as well as not harming the meiotic spindle are extremely important. For
this reason, the PolScope (SpindleView; CRI, Woburn, MA, USA) which was obtained with Tubi-
tak project number 1075157 has been utilized in more than 200 patients since the march 2007 at
GATA IVF center. Current study reports the data and experience that obtained from 1496 oocytes
of 190 patients.

Key Words: Embryo research; sperm injections, intracytoplasmic
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I “PolScope= SPINDLEVIEW” SISTEMI NASIL CALISIR?

ogadaki ve canli yapisindaki baz1 maddeler, tizerine gelen 1ginlarin
polarizasyon diizlemini degistirirler; bu tiir maddelere “anizotrop”
veya “birefringent” maddeler denir. Bu maddelerin 6ylesine diizen-

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2010;30(4)



Histology and Embryology

Korkmaz

li molekiil dizilimleri vardir ki; yan yana iki sira ya-
p1 birbirinden farkli 151k kirma katsayisina sahiptir.
Dolayisiyla 151810 farkli kirilmasiyla birbirine dik
iki 151n demeti olugur.

“Merceklerde 151810 ¢ift kirilmasi1” seklinde
Tirkcelegstirebilecegimiz “birefringence” 6zelligi
sayesinde canli hiicre yapisindaki mikrotiibiller,
mikrofilamentler, hiicre zarlarindaki makromole-
kiiller ve diger hiicre iskeleti icerikleri polarize
151k altinda uzun siireden beri gozlenebilmekte-
dir. Inoué, polarize mikroskop kullanarak hayvan
oositlerinde mayoz mekiginin filament6z yapisini
inceleyen ilk aragtirmacidir.! Sato ve ark. ise ma-
yoz mekiginin birefringence 6zelliginin temelin-
de mikrotiibiil yapisinin oldugunu gostermis-
lerdir.2

Konvansiyonel polarize 151k mikroskobisi yo-
nelim (oryantasyon) bagimlidir. Isik birefringent
bir yapidan gecerken vibrasyon diizlemleri birbiri-
ne dikey iki 151n dalgasinda faz degisiklikleri olur.
Polarizasyon mikroskobu ile 6rnegin icinden gecen
iki polarize 151k fazinda meydana gelen gecikmeler
(retardance) ol¢tliir ve bilgisayar programlar: yar-
dimiyla islenerek goriintii olusturulur. Bu “retar-
dance” 6lc¢iisii biyolojik materyaller i¢in birkag

nanometre araligindadir.®®

PolScope atagmani {iremeye yardimec: tedavi
(UYTE) laboratuvarlarinda kullanilan inverted
mikroskoplara kolayca adapte edilebilen yesil 151k
filtresi (546 nm), polarizor ve analizor optik eklen-
tileri, CCD kamera ve bilgisayar sisteminden olus-
maktadir. Mikroskopta polarize goriintii alinabil-
mesi icin cam tabanli Petri kaplar ile ¢aligma zo-
runlulugu vardir.

MAYO0Z MEKiGININ YAPISI VE GORUNURLUGU

Mayoz boliinmeler sirasinda mikrotiibiiller yogun
bicimde diizenlenerek filamentleri ve mayoz me-
kigini olustururlar. Mayoz boliinme siirecinde me-
kik mikrotiibiilleri kromozomlar1 ve sonra da
kromatitleri ayirir. Mayoz mekigi cevresel kosulla-
ra (1s1, pH vb.) ¢ok duyarhdir. Bu kosullarda mey-
dana gelecek degisiklikler mayoz mekik hasarlan-
malarina ve andploidilere neden olabilir.

PolScope goriintiisii ile mikrotiibiil yogunlugu
ve oryantasyonu (azimuth) degerlendirilebilir. Azi-
muth birefringent yapilarin uzun akstaki diizenle-
nisi anlaminda kullanilir (6rn; mayoz mekigi).
Kisaca; birefringence orani mayoz mekiginin yapi-
s1 hakkinda fikir verir. Mikrotiibiillerin daginik ol-
mamasi, kromozomlarin orta hattaki dizilisi ve
sentrozomlarin goriiniisii bize oosit kalitesi hakkin-
da degerli bilgiler vermektedir (Resim 1).

RESIM 1: Mayoz mekik birefringence orani birbirinden oldukga farkli olan iki oositin PolScope goriintisii.
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MAYO0Z MEKIGiNiN VARLIGI, YERI VE
00SIiT MATURASYONU KONUSUNDAKI BELIRLEYICILIGI

Metafaz II (MII) gortinimiindeki oositlerin PolS-
cope incelemesinde yaklagik %25 oraninda mayoz
mekigi izlenmez.” Bu oositler halen mayoz béliin-
menin profaz I evresinde olabilirler (Resim 2a).
Oositlerin maturasyonunu tamamlayip mayoz me-
kiginin goriiniir olabilmesi i¢in bir iki saat kadar
beklenmelidir. Polar cisimcigin atilmig olmas1 her
zaman o0osit maturasyonunun tamamlandigini gos-
termez. Qositlerin maturasyonu farkl siirelerde
olaylanabilir. Bu nedenle PolScope kullanilmadan
yapilan intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI)
islemi sirasinda polar cisimcigini atmis goriinen oo-
sitlerin matiir oosit tanimi almas: her zaman dogru
olmamaktadir.??

PolScope ile Metafaz I oositlerin bir kisminda
mayoz mekigi goriiliir. Oosit maturasyonu siire-
cinde mayoz mekigi Metafaz I (MI) oositlerin ana-
faz ve telofaz evrelerinde izlenebilir. Bu nedenle
bu oositlerde ICSI zamanlamasi i¢in PolScope in-
celemesi yapilmasi 6nemlidir (Resim 2b). Polar ci-
simcigin atilmasina karsin mayoz mekiginin
ayrilmamig olmas: durumunda oositin hentiz MI-
anafaz evresinde olmasi s6z konusudur (Resim 2c¢).
Bu tip oositlere ICSI yapilmas: sonrasinda fertili-
zasyon azlig1 veya anoploidi olasiligi goz 6niinde
bulunmalidir. Bu nedenle mikroenjeksiyon yap-
mak i¢in oositin mayoz mekigi izlenene kadar bek-
lenmelidir.

Mayoz mekigi yerinin ICSI sonrasindaki em-
briyo kalitesine etkisine iliskin ¢aligmalar yapil-
mugtir.!” Buna gore mayoz mekigi polar cisimden
ayrilmamis olan oositlerde fertilizasyon problem-
leri yaganirken, mayoz mekiginin oosit i¢inde fark-
l1 lokalizasyonlarda bulunmasinin embriyo gelisi-
mine herhangi bir olumsuz etkisi saptanmamaisgtir.

YASA BAGLI OLARAK GELISEN
MAY0Z MEKIK ANOMALILERi VE ANOPLOIDi BAGLANTISI

Mayoz sirasinda olusan kromozomal ayrilma hata-
lar1 sonucunda fertilitede azalma ve andploidiler
(monozomi, trisomy, mozaisizm vb.) olusmaktadir.
Insan oositlerinde 6zellikle kadin yaginin ileri ol-
mas1 durumunda kromozomal ayrilma hatalarinin
orami artmaktadir.'""*® Fare oositlerinde yapilmisg
olan ¢aligmalar kromozomal ayrilma hatalarinin ve
anoploidi riskinin mayoz mekiginin olusumu sira-
sinda mikrotiibtillerin polimerizasyon kinetikle-
rinde olusan gecikmelere ve karigmalara bagh
oldugunu ortaya koymustur. Ancak insanlarda bu
anomalilerin ileri yasta artig gostermesinin nedeni
belli degildir. Oogenezis sirasinda kromozomal ay-
rilma hatalarinin ¢ogunlugu I. Mayoz sirasinda
olusmaktadir. Fare ve insanlarda yapilan ¢aligma-
larda oosit yaglanmasinin anafaz II deki oositlerde
mayoz boliinme hatalarim arttirdigina dikkat ge-
kilmigtir."”?> Bu durum ileri yasta gebelik oranla-
rinda izlenen azalmay: agiklamaktadir. Ancak
iiremeye yardimci tedaviler uygulanirken, oositle-
re mikroenjeksiyon yapilmasi sirasinda mayoz

a b
RESIM 2: a. Mayoz mekigin izlenmedigi MIl oosit goriintiist.
b. Ml oositte izlenen mayoz mekik gérintusd.
c. Polar cisimden ayrilmamig mayoz mekik géruntist.
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mekigi hasarlanmasinin olup olmadig: ve bu hasar-
lanmanin embriyoda mozaisizm yaratip yaratma-
dig1 konusu aragtirmaya aciktir.

MAY0Z MEKiGi YAPISININ
EMBRIY0 KALITESINE ETKiSi VAR MI?

Mikroenjeksiyon sirasinda incelenen mayoz meki-
gi yapisinin olusan embriyo kalitesine ne derecede
etki ettigi arastirilmistir. Wang ve ark.nin yaptigi
bir calismada mayoz mekigi izlenen oositlerden el-
de edilen embriyolarin fertilizasyon oranlarinin ve
gelisme potansiyellerinin daha iyi oldugu gosteril-
mistir.”® Mikroenjeksiyon 6ncesinde mayoz meki-
gi tespit edilen oositlerin takip edilmesi ve transfer
edilecek embriyo seciminde bu kriterin dikkate
alinmasiyla, in vitro fertilizasyon sonrasinda kro-
mozomal aberasyonlara bagh diisiiklerin azaltilma-
st mimkiindir.??

PolScope iLE ZONA PELLUSIDANIN iNCELENMESI

Zona pellusidayi olusturan ti¢ glikoprotein tabakanin
fertilizasyon ve embriyo kalitesi iizerindeki etkileri-
ni aragtiran ¢aligmalar bulunmaktadir.?** PolScope
incelemelerinin girisimsel olmamasi nedeniyle insan
oosit ve embriyolarinda da yapilabilen bu caligma-
larda, 6zellikle zona pellusida i¢ tabakasinin yiiksek
“retardance” gosterdigi oositlerde gelisme potansiye-
linin daha iyi oldugu bildirilmigtir.3!

Dondurulup ¢6ziilmiis embriyolarda da trans-
fer oncesi yapilacak PolScope incelemesiyle zona
pellusida yapisinda meydana gelebilecek hasarlan-
malarin tespiti olasidir. Oosit dondurulmasi ve ¢6-
zlilmesi sonrasinda yapilacak PolScope incelemesi
ile dondurma-¢ézme isleminin basarisini ortaya
koymak da miimkiindiir. Cozlilmiis olan oositlerde

mayoz mekiginin tespit edilmesi oositin canlilig1
hakkinda belirleyicidir.

GATA SONUCLARI

Infertilite nedeniyle GATA UYTE merkezine bas-
vuran 190 kadindan kontrollii ovaryan hipersti-
miilasyon sonrasi elde edilen toplam 1496 yumurta
tizerinde PolScope incelemesi yapilmigtir. Kadin-
larin 82’si (%43.2) 30 yasindan kiigiik, 70’1 (%36.8)
31-35 yas ve 38’1 (%20.0) ise 36+ yasindadirlar.
Hastalardan alinan oositlerin yas gruplarina gére
dagilimi Tablo 1’de gosterilmistir.
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TABLO 1: Oositlerin hasta yasina gore dagilimi.
Kadin Sayisi n (%) Oosit Sayisi Oosit %
< 30 yas 82 (43.2) 730 488
31-35yas 70 (36.8) 503 33.6
36 +yas 38 (20.0) 263 17.6
Toplam 190 (100.0) 1496 100.0

Elde edilen 1496 oosit kimyasal (hyaliironidaz
enzimi kullanilarak) ve mekanik yontemlerle te-
mizlenmistir. Ardindan bu oositlerde I. polar cisim-
cigin atilmasina gore maturasyon incelemeleri ve
yas gruplarina gore dagilimlar1 yapilmigtir. Matu-
rasyon incelemesi Delilbasi ve ark.nin belirttigi kri-
terler dogrultusunda yapilmis ve oositler matiiras-
yon durumlarina gore Germinal Vezikiil (GV), Me-
tafaz I (MI), Metafaz II (MII), dejenere, bos zona
ve zona free oosit olarak ayrilmistir.>? Buna gore
toplamda 1183 matiir (MII) oosit elde edilmistir
(Tablo 2).

MII oositlerdeki mayoz mekik inceleme so-
nugclari polar cisimcigin saat 12 pozisyonuna geti-
rilmesinden sonra degerlendirilmistir. Buna gére
mekiklerin 30° ac1 bolgesi icinde oldugu, 30-90°
ac1 araliginda bulundugu, 90-180° ac1 bolgesi i¢in-
de oldugu, mekigin oositin orta bolgesinde oldu-
gu, mekigin izlenemedigi ve mekigin polar
cisimden ayrilmadig1 gruplar ayr ayr kaydedil-
mistir. Sonuglar incelendiginde 1183 oositten 230
tanesinde (%19.4) mayoz mekigi tespit edileme-
mistir. 82 oositin (%6.9) ise MII goriiniimiinde ol-
masina karsin, mayoz mekiginin I. Polar cisimden
ayrilmadig1 gézlenmistir. Toplamda 871 oositte
(%73.6) mayoz mekigi izlenmektedir. Mekik
pozisyonunun yas gruplarina gére incelenmesi
sonucunda elde edilen oranlar Tablo 3’te sunul-
mustur.

POLSCOPE UYGULAMALARI SIRASINDA
YASANABILECEK PROBLEMLER VE GOZUMLERI

1. Iyi bir PolScope goriintiisii alinabilmesi i¢in
mikroenjeksiyon isleminden 6nce mikroskop ayar-
larinin yapilmasi sarttir. En iyi goriintiiyd alabil-
mek icin normalden fazla 1s1k gereklidir. Bu
nedenle kondansat6riin yogun 151k verecek sekilde
odaklanmasi, 151k yolundaki filtrelerin kaldirilma-

1377



Korkmaz

Histoloji ve Embriyoloji

TABLO 2: Oositlerin maturasyon profili ve yas gruplarina gére dagilimi.

Maturasyon <30
GV n 74
% 59.2
MI n 92
% 59.0
Ml n 545
% 46.1
Dejenere n 15
% 55.6
Bos zona n 3
%o 75.0
Zona free oosit n 1
% 100.0
Toplam n 730
% 48.8

Yas (yil) Toplam
30-35 36+
33 18 125
26.4 14.4 100.0
38 26 156
24.4 16.7 100.0
426 212 1183
36.0 17.9 100.0
6 6 27
22.2 222 100.0
0 1 4
0.0 25.0 100.0
0 0 1
0.0 0.0 100.0
503 263 1436
33.6 17.6 100.0

GV: Germinal vezikil; MI: Metafaz I; MIl: Metafaz Il

TABLO 3: MIl oositlerde polar cisimcigin saat 12'de olmasina gére mekik pozisyonunun yas gruplarina dagilimi.

Yas
<30 30-35 36+ Toplam
PC’nin saat 12'de olmasina gére mekik pozisyonu
30 derece n 297 252 110 659
% 54.5 59.2 51.9 55.7
90 derece n 62 56 34 152
% 11.4 13.1 16.0 12.8
180 derece n 10 19 8 37
% 1.8 45 38 3.1
Ortada n 12 8 3 23
% 2.2 1.9 1.4 1.9
Mekik yok n 126 66 38 230
% 231 155 17.9 19.4
Polar cis. ayrilmamig n 38 25 19 82
% 7.0 5.9 9.0 6.9
Toplam n 545 426 212 1183
% 100.0% 100.0 100.0 100.0

s1 ve arka plan (background) ayarinin yapilmasi
faydali olacaktir.

2. Polarize 151k mikroskobunda goriintii alina-
bilmesi i¢in cam tabanli Petri kab1 (Willco Wells,
Amsterdam, Hollanda) kullanilmas: zorunlulugu var-
dir. ICSI kab1 hazirhig: sirasinda cam tabanli Petri ka-
b1 tizerine konan medium damlaciklar1 (5-10 pl)
zeminde hemen yayilmakta ve damlalar birbirine ka-

1378

rismaktadir. Bu problemin ¢6ziimii i¢in ICSI kabina
6nce mineral yagi konmali ve medium damlaciklar
sonradan yag altinda olugturulmalidir. Bu yontemle
hem damlaciklar daha stabil kalmakta hem de iglem

sirasinda birbirine karismamaktadir.

3. Mikroenjeksiyon iglemi icin ICSI yapilacak
olan oositler ve hazirlanmis olan sperm Ornegi
iizerleri mineral yagla kaplanmis medium igine ali-
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nirlar. Bu siiregte Petri kabinin cam tabani 1s1y1
plastik Petri kaplara oranla daha fazla iletmekte ve
spermler daha kisa siirede hareketsizlesmektedir-
ler. Bu problemi asabilmek i¢in hazirlanmis semen
ornegini ICSI iglemi yapilmadan hemen 6nce ak-

tarmak faydali olacaktir.

lerine ¢ok duyarlidir. Bu nedenle ortam 1s1s1 ¢ok dii-
stk olmamali, laminer air flow ve mikroskobun
1s1tic1 yiizeyi ayni 1s1 derecesinde olmalhidir. Is1 6l¢ii-

4. Mayoz mekiginin goriintirliigii 1s1 degisim-
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