2007; Cilt: 4 Sayi: 1 Sayfa:51-54

OOSIT DENUDASYON ISLEMINDEN SONRA HEMEN VEYA INKUBASYONU
TAKIBEN MIKROENJEKSIYON UYGULAMASININ FERTILIZASYON,
EMBRIYO KALITESI VE GEBELIK ORANI UZERINE ETKISI
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OZET

Amacg: Yardimct iireme tekniklerinde infertilite tedavisinde kullanilan en onemli tekniklerden birisi intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonudur. ICSI'den once uygulanan denudasyon isleminde oositlerin etrafindaki korona-kumulus kompleksi mekanik ve
enzimatik yolla uzaklastirilir. Bu ¢alismada, 40 1U/ml hyaluronidaz enzimi kullanilarak denudasyon iglemi yapilmis oositlerin
ICSI'den once inkiibasyonsuz veya inkiibe edilerek kullaniimalarinin fertilizasyon, embriyo kalitesi ve gebelik orani iizerine olan
etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.

Materyal - Metod: Hastalar haftamin giinlerine gore randomize edildiler.114 hastada (Grupl) hyaluronidaz isleminden sonra
oositler 30-60dak. siireyle 37 C'de %5.5 CO2, %5 O2'de inkiibe edilmistir. Bu inkiibasyon sonrasinda mikroenjeksiyon iglemine
alinmistir. 136 hastada ise (Grup II ) hyaluronidaz isleminden hemen sonra ICSI islemi uygulanmustir.
Bulgular: Hyaluronidaz uygulanmasindan sonra oositleri inkiibe edilen ve edilmeyen gruplarda fertilizasyon oranlart ve transfer
edilen Grade I embriyo sayilart arasinda istatistiksel fark saptanmanugtir. Implantasyon orant inkiibasyon uygulanmayan grupta
(Grup II) yiiksek goriilmekle birlikte iki grup arasinda anlamli bir fark yoktur.

Sonug: Hyaluronidaz kullamilarak yapilan denudasyon igleminin hemen sonrasinda mikroenjeksiyon islemine baslanabilir.

Anahtar kelimeler: hyaluronidaz, ICSI, I'nku'hasyon siiresi

SUMMARY

The Effects of the Incubation of Hyaluronidase Applicated Oocytes Before ICSI on Fertilization,
Embryo Development and Pregnancy Rates

Objective: Intracytoplasmic sperm injection (ICSI) is one of the most important techniques used for the treatment of male infertility.
Before ICSI oocytes have to be denuded from cumulus and corona cells using a combination of enzymatic and mechanical methods.
In this study 40 1U/ml hyaluronidase has been used to denude the oocytes. The aim of this study is to investigate the effects of the
incubation of hyaluronidase applicated oocytes before ICSI on fertilization, embryo development and pregnancy rates.
Materials and methods: Patients were randomly selected according to the days of the week. In 114 patient ( Group 1) oocytes were
incubated in 37 C , %5 CO2 and %5 O2 for 30-60 minutes before ICSI. In 136 patient ( Group I1 ) ICSI is performed immediately
after denudation.

Results: There was no statistical difference on fertilization rates and number of grade I embryo that were transferred between
two groups. Although implantation rates were higher in group II that no incubation had been performed, there was no statistical
difference between two groups.

Discussion: ICSI can be performed immediately after denudation with hyaluronidase.
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GIRIS

Yardimci ureme tekniklerinde infertilite tedavisinde
kullanilan en 6nemli tekniklerden birisi intrasitoplazmik
sperm enjeksiyonudur ( ICSI-mikroenjeksiyon ).
ICSI'nin basarisi (fertilizasyon,embriyo kalitesi ve
gebelik) bircok faktore baghdir. Mikroenjeksiyonda
kullanilan aletler ( inverted mikroskop, manipulator,
enjeksiyon pipetleri vb.),uygulayicinin deneyimi
(Gortdsts et al.1995), oositin kalitesi ( Liu et al. 1995),
kullanilan spermin vitalitesi ( Nagy et al.1995b) ve
kadin yas1 ( Devroey et al.1996; Oehninger et al.1995;
Abdelmassih et al.1996) gibi bir¢ok faktor etkilidir.
Overlerdeki follikuillerden toplanan oositler korona
radiata ve kumulus huicreleriyle sarilmis durumdadir.
Oosit ve kumulus hiicrelerinin arasindaki ekstraselliiler
matriks hyaluronik asit flamanlarindan ve glikoprotein
graniillerinden olusur (Dandekar et.al. 1992).
Ekstraselluler matriksteki bu hyaluronik asit, kumulus
huicrelerini bir arada tutan bir glikozaminoglikandir.
Hyaluronidaz enzimi bir¢ok memeli sperm plazma
membraninda ve akrozomunda yuiksek konsantrasyonda
bulunur. Bu enzim hyaluronik asiti hidrolize eder.
ICSI'den once uygulanan denudasyon isleminde
oositlerin etrafindaki korona-kumulus kompleksi
mekanik (pipetleme) ve enzimatik (hyaluronidaz
enzimi) yolla uzaklagtirilir (Mahedevan ve Trounson,
1985).

Bu caligmada, 40 IU/ml hyaluronidaz enzimi
kullanilarak denudasyon islemi yapilmis oositlerin
ICST'den dnce inkiibasyonsuz yani islemden hemen
sonra veya inkiibe edilerek kullanilmalarinin
fertilizasyon, embriyo kalitesi ve gebelik tizerine olan
etkilerinin incelenmesi amaglanmigtir.

GEREC VE YONTEMLER

Kontrolli ovarian hiperstimiilasyonu, yast 40 ve
altindaki hastalarin over rezervi ve FSH duzeyleri
degerlendirilerek long protokol, mikrodoz flare up
veya antagonist protokolleri uygulanarak gerceklestiril-
di. Mikrodoz flare up protokolunde 21 guinlik OKS
kullanimini takiben 2 ginluk ilagsiz donemden sonra
GnRH agonist, leuprolide asetat 2x40 ug s.c.(
Lucrin,Abbot,Turkiye) ve agonist kullaniminin 3.
gunuinde rFSH (Gonal-F, Serono, Puregon, Organon,
Turkiye) 225-450 IU baglandi. Antagonist protokoliinde
siklusun 2. gunt rFSH baslanarak, en butyuk follikiil
14 mm'e ulastiginda 0.25mg/giin GnRH antagonist
(Ganirelix) hCG guniine kadar uygulandi. Long

protokolde siklusun 21. giini GnRH agonist
(Leuprolide 0.05mg) baglandi. Takip eden mensturas-
yonun 3. giinii tFSH baglanarak agonist dozu 0.025
mg olarak devam edildi. Ovaryan stimiillasyon cevabi
seri follikillometri ve E2 dl¢umleriyle degerlendirildi.
En az 3 follikul ¢ap1 >17mm oldugunda 10.000 TU
HCQG ile ovulasyon tetiklemesi gerceklestirildi ve
oositler vajinal ultrason yardimiyla HCG uygulanmasin-
dan 35 saat sonra toplandi.

Oositlere toplandiktan 2-2,5 saat sonra uygulanan
denudasyon iglemi iki asamada yapilmigtir. 80 IU/ml
hyaluronidase (Hyaluronidase 80 IU/ml in HEPES-
HTF,ART-40007-A-5,SAGE In Vitro Fertilization, Inc.
A Cooper Surgical Company) enzimi, HEPES
(hydroxyethyl piperazine ethane sulfonic acid) tamponlu
mediumla 40 IU/ ml'ye dilue edilmigtir. Birinci
agsamada (i) Korona-kumulus-oosit kompleksi 40
IU/ml hyaluronidaz iceren medium igerisinde 10 saniye
sureyle tutulur. Ikinci agamada (ii) 250 pm capimdaki
agiz kontrollu pipet yardimiyla enzim i¢cermeyen
medium i¢inde pipetlenir. HEPES'li mediumu icerisinde
pipetlenerek yikanan oositlerin enzimden uzaklagtiril-
mast saglanir.

Hastalar haftanin ginlerine gore randomize edildiler.
Haftanin 1 ,3 ve 5ci gunlerindeki hastalar grup I ;
haftanin 2,4 ve 6¢1 gunlerindeki hastalar grup II'ye
dahil edilmistir.

Calismaya dahil edilen hastalarin tamaminda ejekulat
spermleri kullanilmustir.

114 hastada (Grup I ) hyaluronidaz isleminden sonra
oositler 30-60 dak. sureyle 37 C'de % 5.5 CO2, %5
0O2'de Heracell-240 inkuibatorde inkiibe edilmisgtir.
Bu inkitbasyon sonrasinda mikroenjeksiyon iglemine
alimmustir.

136 hastada ise (Grup II ) hyaluronidaz isleminden
hemen sonra ICSI islemi uygulanmustir.

Istatistiksel analizler i¢in student's t-test ve Ki-Kare
analizleri kullanilmig p degeri anlamlilik sinirt p< 0.05
olarak kabul edilmigtir.

BULGULAR

Hastalarin ortalama yaglari, oosit denudasyon
isleminden sonra hemen mikroenjeksiyon uygulanan
grupta ( Grup I, n=114) ve inkiibbasyon uygulanan
grupta ( Grup I, n = 136 ) sirasiyla 32.4+ 5.4 ,31.4+
5.9'dur. Her iki grupta toplanan ortalama oosit sayisi,
grup I'de 17.3+8.9 ve grup II' de 15.2+8.4 'dur.
Denudasyon isleminden sonra belirlenen MII oosit
sayis1 grup I' de 13.0+ 7.8 , grup II' de 11.4+ 6.7'dir.



Oosit denudasyon isleminden sonra hemen veya inkiibasyonu takiben mikroenjeksiyon uygulanmasi

ICSI' den 16-20 saat sonra yapilan fertilizasyon
kontrolunde grup I'de 8.0+ 5.5, grup II'de 6.8+ 4.85
normal fertilizasyon (2PN) izlenmistir. Transfer edilen
embriyo sayist grup I' de 3.1 +£0.95 , grup IT' de 3.0+
0.9' dur. Hastalara transfer edilen grade I embriyo sayist
grupI' de 2,23 + 1, grup II' de 2,3 + 1,1' dir. Transfer
sonrasi elde edilen gebelik orani grup I' de % 45,3 ve
grup II'de % 52,5' dir. Implantasyon oran1 grup I' de
% 21.26, grup II' de 22.62 ' dir. Bulgular asagidaki
tabloda verilmistir.

Tablo: ns,not significant , fark anlamsiz (P>0,05)

Hyaluronidaz uygulamasinda sonra

inkiibasyon

Var (GrupI) Yok (Grup II)

(n=114) (n=136)
Yas 31,4+5,9 32,4654 ns
Ortalama 17,34+8,96 15,29+8,4 ns
MII 13,01£7.,8 11,43+6,7 ns
2PN 8,0+5,5 6,87+4,85 ns
ET sayis1 3,1+0,95 3,03+0,9 ns

Transfer edilen grade I  2,23x1,14 2,34+1,1 ns
embrivo

Gebelik oran1 (%) 45,3 52,5 ns
Implantasyon orani(%) 21,26 22,62 ns
TARTISMA

Mikroenjeksiyon igleminden dnce oositlerin etrafindaki
korona-kumulus kompleksini mekanik ve enzimatik
(hyaluronidaz) yollarla uzaklastirmak gerekir.
Hyaluronidaz enziminin fare oositlerini aktive ettigi
gosterilmigtir ( Kaufman, 1983). Bununla beraber
enzimin insan oositleri izerine olan etkisi ile ilgili cok
az bilgi vardir ( Laufer et al.1984, Mahaduen ve
Trounson 1985, Pickering et al. 1988, Abramczuk et
al. 1990, Fishel et al.1992). Fare oositleri hyaluronidaz
(100IU/ml) veya etanol (%17) tarafindan (Kaufman
et al 1983) kolaylikla aktive olurken insan oositlerinin
daha az etkilendigi gorulmektedir.

Oositler tizerine olan etkileri tartisilmakla birlikte
yuksek hyaluronidaz konsantrasyonlar: oositlerin
partenogenetik aktivasyonunu uyarmaktadir (Van de
Velde et al.,1997).

Bugiin rekombinant enzim preparatlari gelistirilmesine
ragmen, kullanilan hyaluronidaz enzimlerinin bir¢cogu
inek ve koyun testislerinden elde edilir. Inek hyaluroni-
daz enzimi insan hyaluronidaz enzimi ile %65 oraninda
benzerlik gosterir.

Saflagtirilmig enzim preparasyonlart kullanilmakla
birlikte rastlantisal enfeksiyon gecislerini goz Oniinde
tutmak gerekir. Gergekten bu tur Uiriinlerin saflagtiril-
masinda ve sterilizasyonunda kullanilan metodlarin

etkinligine ragmen bilinmeyen patojenlerin gegisini
tamamen Onledigini soylemek imkansizdir (Truyen et
al.1995).

Denudasyon uygulamasindan sonra oositler tamponlu
mediumlarda yikanmasina ragmen hyaluronidazin
muhtemel etkileri tam olarak bilinmemektedir.
Mikroenjeksiyona baglamadan once oositlerin kuiltur
sivist i¢inde inkiibe edilmesinin fertilizasyon, embriyo
kalitesi ve gebelik orani iizerine etkisinin olup olmadig1
tartisilmgtir.

Calisgmamizin verileri sonucunda hyaluronidaz uygulan-
masindan sonra oositleri inkitbe edilen ve edilmeyen
gruplarda fertilizasyon oranlari ve transfer edilen Grade
I embriyo sayilar arasinda istatistiksel fark saptanma-
mistir. Implantasyon orani inkitbasyon uygulanmayan
grupta (Grup II) yuksek goriilmekle birlikte iki grup
arasmnda anlamh bir fark yoktur. Bu verilerin sonucuna
gore hyaluronidaz kullanilarak yapilan denudasyon
igleminin hemen sonrasinda mikroenjeksiyon iglemine
baglanabilir. Ancak yine de kullanilan hyaluronidaz
konsantrasyonuna ve oositlerin maruz kalma siiresine
dikkat edilmeli ve uygulayicinin yeteri tecriibeye
ulagmig olmasi saglanmalhidir.
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