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Ozet

Amag: Polar cisimcik (PB) blyuikligd, zona pellusida (ZP) ka-
linh@r ve oosit sitoplazma (OS) ¢apinin fertilizasyon (izerine
etkisi olup olmadigini aragtirmak.

Gereg ve Yontem: Bu ileriye yonelik randomize calismaya
tubal faktor etiyolojisi ile intrasitoplazmik sperm injeksi-
yonu (ICSI) uygulanan 224 matiir oosit dahil edildi. ICSI
esnasinda mikroskop altinda PB'nin yatay ve dikey caplan
(mikrometre), ZP'nin saat 3-6-9-12 hizalarindaki kalinlklari
(mikrometre) ve oosit sitoplazmasinin yatay ve dikey caplar
(mm) dlciliip aritmetik ortalamalari hesaplandi. ICSI'dan 24
saat sonra pronikleus olusumuna gore fertilizasyon kont-
rolu yapild.

Bulgular: Calismadaki olgularin ortalama yas, viicut kitle in-
deksi, antral folikll sayisi, matir oosit sayisi ve stimilasyon
stiresi sirastyla 31.5+4.2 yil, 26.5+4.7 kg/m?, 12.9+4.5, 13+3.8
ve 8.1£0.9 glin idi. Ortalama PB ¢api, ZP kalinhgi ve OS capi
sirastyla 6.1£1.1 mcm, 6.4+0.5 mcm and 36.7+1.9 mm idi.
ROC analizinde ZP kalinhgi icin AUC=0.47, LR+= 2.4 ve 7.275
mcm cut-off kabul edildiginde fertilizasyon %93.7 spesifite
ve %6 sensitivite ile dnglirebilir. Regresyon analizinde sade-
ce ZP kalinhgi (RR: 5.3, %95 GA: 1.85-15.19, p=0.002) fertili-
zasyon orani Uizerine etkili bulundu.

Sonug: Oosit morfolojik komponentlerinden ZP kalinliginin
fertilizasyon orani Gizerine etkisi oldugunu gozledik.

Anahtar sozciikler: Fertilizasyon; oosit morfolojisi; oosit sitop-
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Summary

Background: To investigate the impact of polar body size,
zona pellucida thickness, and oocyte cytoplasm diameter on
fertilization rate.

Methods: This prospective randomized study was conducted
with a total of 244 mature oocyte picked up from tubal factor
infertility. The size of polar body (two dimensions, micrometer),
thickness of zona pellucida (four dimensions at direction of
clock 3-6-9-12, micrometer) and diameter of oocyte cytoplasm
(two dimensions, mm) were measured during intracytoplasmic
sperm injection (ICSl) procedure. Twenty-four hours later, two
pronucleus formation was controlled.

Results: The mean age, body mass index, antral follicle count,
number of mature oocytes, and stimulation duration of cases
were respectively 31.5+4.2 years, 26.5+4.7 kg/m? 12.9+4.5,
13+3.8 ve 8.1+0.9 days. The mean size of polar body, thick-
ness of zona pellucida, and diameter of oocyte cytoplasm were
respectively 6.1+1.1 mcm, 6.4£0.5 mcm and 36.7+1.9 mm.
In ROC analysis, AUC for zona pellucida thickness was 0.47
LR+=2.4and 7.275 mcm cut-off value predicts fertilization with
93.7% specificity and 6% sensitivity. In regression analysis, only
zona pellucida thickness showed influence on fertilization rate
(RR: 5.3, 95%Cl: 1.85- 15.19, p=0.002).

Conclusion: We observed that thickness of zona pellucida has
an impact on fertilization rate.

Key words: Fertilization; oocyte morphology; oocyte cytoplasm;
polar body; zona pellucida.

Basvuru tarihi: 16.07.2013
Kabul tarihi: 21.08.2013
Online baski: 15.03.2014
e-posta: zehrasema@yahoo.com



J Kartal TR 2014;25(1):1-4 doi: 10.5505/jkartaltr.2014.69862

Giris

Gliniimuzde intrasitoplazmik sperm injeksiyonu (ICSI)
basarisinin islem icin secilen oositin kalitesine bag-
Il oldugu gecerli olsa da,™ oositin kalitesinin nasil ve
hangi yontemle belirlenecegi hala belli degildir. Oosit
kalitesi polar cisimcik (PB), zona pellusida (ZP), perivi-
tellin aralik ve oosit sitoplazma (OS) morfolojik 6zel-
liklerine gore belirlenebilir diyenler oldugu gibi buna
karsi cikanlar da bulunmaktadir.>*® Yapilan calismala-
rin bazilari oosit morfolojisinin fertilizasyon Uzerine
etkisi olmadigini,** bazilari da morfolojik 6zelliklerin
fertilizasyonu ve embriyoner gelisimi etkiledigini bil-
dirmektedir.”

Morfolojik acidan bakildiginda sitoplazmik graniil,
fragmanli PB ve sitoplazmik vakuol varligi oosit kali-
tesini bozmaktadir.®® Fragmente PB'li oositlerin fer-
tilizasyon oranlarinin, normal goriinimli PB'li oosit-
lerden daha dusiik oldugu ve sitoplazmik yetersizlige
isaret ettigi distintilmektedir.”! Qosit boyutu ve kom-
ponent oranlarinin, oosit kalitesi adina ipucu verebile-
cegiileri strtlmektedir.1

Bu calismada PB buiytikligu, OS capi ve ZP kalinhginin
fertilizasyona etkisi olup olmadigini arastirmayi amag-
ladik.

Hastalar ve Yontem

Bu ileriye yonelik calismaya hastanemiz Tup Bebek
Unitesi'nde Agustos 2012-Aralik 2012 tarihleri arasin-
da tubal faktor, aciklanamayan infertilite ve azalmis
over rezervi tanilariyla yapilan 22 kontrollii overyan
hiperstimilasyon-ICSI siklusunda toplanan 244 matuir
oosit dahil edildi. Fertilizasyonu etkileyecegini diisiin-
diigumiz erkek faktorl, endometriozis, ileri anne yasi
ve anovulasyon endikasyonuyla toplanan matiir oo-
sitler calisma disi tutuldu. Sikluslarin %64'tinde gona-
dotropin salgilatict hormon (GnRH) agonisti, %36'sin-
da ise GNRH antagonisti ile hipofizer down-regiilasyon
yapild.

Stimiilasyona hastanin over rezervine gore rekombi-
nant FSHxhuman menapozal gonadotropin ile adetin
ikinci ya da ticlincl glinii agonist/antagonist protoko-
le uygun baslandi. En az (i¢ tane 17 mm ve Ust folikdl
varliginda final maturasyon icin rekombinant human
koryonik gonadotropin (hcG) injeksiyonu uygulan-
di. HcG uygulamasinin 35/36. saatinde oosit pick-up
(OPU) islemi ile yumurtalar toplandi. Ardindan eja-
kulat spermleri ile ICSI islemi yapildi. ICSI esnasinda

mikroskop altinda PB'nin yatay ve dikey caplari (mik-
rometre), ZP'nin saat 3-6-9-12 hizalarindaki kalinliklar
(mikrometre) ve oosit sitoplazmasinin yatay ve dikey
caplari (mm) olculiip aritmetik ortalamalari hesaplan-
di. ICSI'den 24 saat sonra pronukleus olusumuna goére
fertilizasyon kontroli yapild.

Veriler “SPSS for Windows 15.0" paket programi (Inc.,
Chicago, USA) kullanilarak bilgisayar ortamina aktaril-
di. Surekli degiskenler datanin dagihm o6zelligine gore
Student’s t-test veya Mann-Whitney U-test ile kate-
gorik degiskenler ise ki-kare veya Fisher kesin testi ile
degerlendirildi. Fertilizasyonu 6ngorecek en saghkl
cut-off degerleri ve bunlarin sensitivite, spesifite, LR+
degerlerini tespit etmek icin ‘receiver-operating cha-
racteristic’ (ROC) egrileri kullanildi. P<0.05 istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Matir oositlerin %64’ GnRH agonist ve %36's ise
GnRH antagonist protokoli ile yapilan stimilasyon
siklusunda toplandi. Uzun ve kisa protokoliin orta-
lama stimilasyon sureleri benzer idi. Calismadaki
olgularin ortalama yas, viicut kitle indeksi, antral foli-
kdl sayisi, matiir oosit sayisi ve stimiilasyon siiresi si-
rasiyla 31.5+4.2 yil, 26.5+4.7 kg/m?, 12.9+4.5, 13+3.8
ve 8.1+0.9 glin idi (Tablo 1). Ortalama PB biyuklugg,
ZP kalinligi ve OS capi sirasiyla 6.1+£1.1 mcm, 6.4+0.5
mcm and 36.7+1.9 mm idi. ROC analizinde PB buyuk-
lGgu icin AUC= 0.55, LR+= 2 ve 6.975 mcm cut-off ka-
bul edildiginde fertilizasyon %93.7 spesifite ve %25

Tablo 1. Olgularin demografik ve stimilasyon

ozellikleri

Parametre Ort.=SS
Yas (yil) 31.5+4.2
Vicut kitle indeksi (kg/m?) 26.5+4.7
Bazal FSH (mIU/mL) 5.8+2
Bazal estradiol (pg/mL) 37.3£13
Antral folikll sayisi 12.9+4
hCG glini estradiol (pg/mL) 23331587
Toplam gonadotropin dozu (IU) 2390+903
Stimulasyon siresi (glin) 8.1+0.9
GnRH agonist suresi (guin) 17+6
GnRH antagonist siresi (guin) 3.7+0.7
Matur oosit sayisi 13+£3.8

Ort.: Ortalama; SS: Standart sapma.
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sensitivite ile ongorilebildi. ZP kalinligi icin AUC=
0.47, LR+= 2.4 ve 7.275 mcm cut-off kabul edildiginde
fertilizasyon %93.7 spesifite ve %6 sensitivite ile on-
glrebildi. OS capi icin AUC= 0.47 ve LR+= 1 idi. Reg-
resyon analizinde sadece ZP kalinligi (RR: 5.3, %95 GA:
1.85- 15.19, p=0.002) fertilizasyon tizerine etkili bulun-
du. Oositleri bagimsiz olarak fertilize olup olmamala-
rina gore PB, ZP ve OS acisindan karsilastirdigimizda
fertilize olan ile olmayan arasinda istatistiki anlamli bir
fark gozlemedik.

Tartisma

GCalismamizda oosit morfolojik komponentlerinden
ZP kalinhiginin fertilizasyona etki ettigini gdzlemledik.
ZP icin buldugumuz 7.275 mcm cut-off degerinin spe-
sifitesi yliksek ama sensitivitesi diisiik idi. Bu durumun
calismamizdaki iki sinirhhk kalkinca diizelecegini du-
stinliyoruz. Birincisi calisilan oosit sayisinin artirilmasi,
ikincisi de sadece tubal faktor oositlerinin kullaniima-
sidir.

Embriyologun, fertilizasyon ve embriyoner gelisim
potansiyelini 5nhgdrmesine oosit morfolojisinin imkan
verdigi distinilmektedir. Anormal PB ve perivitellin
aralik, sitoplazmik vakuol-granil varligr gibi dismor-
fizmlerin IVF Uzerine etkisini anlayabilmek icin bir-
cok calisma yapilmistir.® Bu calismalarin bir kismi bu
dismorfizmlerin fertilizasyon ve embriyoner gelisim
Uzerine olumsuz etkisi oldugunu bildirirken,!""'® bir
kismi da etkisi olmadigini bildirmektedir.'"*™ Calisma-
mizda 39 yas Ustu kadin bulunmamakta ve yapilan bir
calismada 45 yas ve Ustl kadinlarda ZP kalinlasmasi-
nin ister klasik IVF ister ICSI uygulansin, fertilizasyonu
negatif etkilemedigi bildirilmistir."® ZP kirlganhginin
yas, bazal FSH ve hCG giinii LH diizeyinden etkilendigi
ve ZP kirilganhk diizeyinin fertilizasyonu etkilemedigi
bildirilmistir.'”? Bir baska arastirmaci da ZP kalinh@inin
hasta yasindan etkilendigini ve yasla lineer oranda
azaldigini bildirmistir."® Biz calisma poplilasyonumuz-
da yas ve bazal FSH diizeyi ile ZP kalinlidi arasinda bir
korelasyon g6zlemedik.

Camargos ve ark.” oosit morfometrik komponentle-
rinden PB buyuklugu, ZP kalinhg, perivitellin aralik ve
oosit capi ile yaptiklar analiz calismasinda tek basina
fertilizasyonu predikte ettirecek bir parametre olma-
digini bildirmislerdir. Perivitellin aralig dar ve capi
genis oositten gelisen zigotun kalitesinin daha iyi ol-
dugunu ve bu sonucun ¢api genis oositin daha matur
olmasindan, perivitellin araligin genislemesinin ise
sitoplazmik deformiteye isaret edeceginden bahset-

mislerdir. Ayrica calismalarinda dort embriyo transfe-
ri yaptiklari icin hangi kalitedeki embriyonun gebelik
olusturdugunu tespit edemediklerini bildirmislerdir.
Biz calismamizda OS capi ile fertilizasyon arasinda bir
iliski gozlemedik ve sarth iki embriyo transferi yapilan
olgularimiz da oldugu icin implantasyon ve klinik ge-
belik oranlarina bakmadik.

Yapilan bir baska calismada fragmanli PB'li oositlerin
fertilizasyon oranlarinin ve embriyonik gelisimlerinin,
normal goérinumli PB’si olan oositlerden daha dustk
oldugdu bildirilmistir.” Calismamizda PB buyuklig ile
fertilizasyon arasinda bir baglanti gézlemedik. OQosit
sitoplazmik grantlaritesi hasta yasi ve stimilasyon
protokollinden etkilense de, fertilizasyona ve embri-
yonik gelisime etki etmedigi ama refraktil cisim varli-
ginda klivaj oraninin diistiigi ve embriyonik gelisimin
bozuldugu bildirilmistir.”? Overyan stimulasyon igin
kullanilan yiiksek doz FSH'nin azalmis over rezervli
kadinlarda iyatrojenik olarak oosit kalitesini bozdugu
bunun da disukle sonuglanan gebelik akibetine yol
actigi iddia edilmektedir." Calismamizda yiiksek doz
gonadotropin kullanilan endometriyozis ve ileri anne
yasl olgularini oosit kalitesini etkileme olasiligindan
oturt calismaya dahil etmedik. Bir baska calismada
final oosit matirasyonu icin hCG yerine GnRH agonis-
ti kullanilmasinin erken embriyonik dénemde klivaja
gecisi hizlandirdigi ama embriyo kalitesine etki etme-
digi bildirilmistir.?” Biz de calismamizda GnRH agonist
ve antagonist protokollerinde, hem rekombinant FSH
hem de hMG ile stimiile edilip, hCG final maturasyo-
nu ardindan toplanan oositler kullanarak stimiilasyon
protokollerinde bir homojenite saglamaya ¢alismadik.

Polikistik over sendromlu kadinlardan elde edilen
oositlerin in vitro matiirasyona tabi tutuldugu bir
calismada, LH/FSH oraninin 1.5'in lzerinde oldugu
olgularda gebelik orani daha diistik bulunmus ve du-
rumun yiiksek LH'ye bagli folikiilogenez ve endomet-
rial reseptivitedeki bozulmadan ileri gelebilecegi iddia
edilmistir." Biz de polikistik over sendromlu anovu-
lasyon olgularindan elde edilen oositleri ¢calismamiza
dahil etmedik.

Galisilan bir hayvan modelinde fetuin-B gen deles-
yonunun oositlerde ZP kalinlasmasina yol acarak
fertilizasyonu onledigi ve infertiliteye sebep oldugu
bildirilmistir.22 Mikroskobik morfolojik kriterler disin-
da genetik belirtecler de fertilizasyon surecine etki
etmektedir. Sonu¢ olarak fertilizasyon dinamik bir
olay olup predikte etmeye yardimci olacak kesin bir
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belirte¢c bulunmamaktadir. ilerleyen dénemlerde IVF
uygulamasina gelebilecek kanuni kisitlama hallerinde
fertilizasyon potansiyeli yliksek oositi secmeye ZP ka-
linhgi yardimci olabilir.

Cikar Catismasi

Yazar(lar) ¢ikar catismasi olmadigini bildirmislerdir.

Kaynaklar

1.

10.

Harris SE, Faddy M, Levett S, Sharma V, Gosden R. Anal-
ysis of donor heterogeneity as a factor affecting the
clinical outcome of oocyte donation. Hum Fertil (Camb)
2002,5(4)1 93-8. crossref

De Sutter P, Dozortsev D, Qian C, Dhont M. Oocyte mor-
phology does not correlate with fertilization rate and
embryo quality after intracytoplasmic sperm injection.
Hum Reprod 1996;1 1(3)2595-7. Crossref

Loutradis D, Drakakis P, Kallianidis K, Milingos S, Dendri-
nos S, Michalas S. Oocyte morphology correlates with
embryo quality and pregnancy rate after intracytoplas-
mic sperm injection. Fertil Steril 1999;72(2):240-4. crossref

Camargos Md, Lobach VN, Pereira FA, Lemos CN, Reis
FM, Camargos AF. Computer-assisted oocyte morphom-
etry before ICSI: correlation of oocyte measurements
with fertilization and embryo development. Reprod Sci
201 2,1 9(3)306'1 1. Crossref

Halvaei I, Ali Khalili M, Razi MH, Nottola SA. The effect
of immature oocytes quantity on the rates of oocytes
maturity and morphology, fertilization, and embryo
development in ICSI cycles. J Assist Reprod Genet
201 2,29(8)803-1 0. crossref

Wilding M, Di Matteo L, D'Andretti S, Montanaro N,
Capobianco C, Dale B. An oocyte score for use in assisted
reproduction. J Assist Reprod Genet 2007;24(8):350-8.

Fancsovits P, Téthné ZG, Murber A, Rigé J Jr, Urbancsek
J. Importance of cytoplasmic granularity of human oo-
cytes in in vitro fertilization treatments. Acta Biol Hung
201 2,63(2)1 89-201. crossref

La Sala GB, Nicoli A, Villani MT, Di Girolamo R, Capodanno
F, Blickstein I. The effect of selecting oocytes for insemi-
nation and transferring all resultant embryos without
selection on outcomes of assisted reproduction. Fertil
Steril 2009;91(1):96-100. crossref

Rose BI, Laky D. Polar body fragmentation in IVM oocytes
is associated with impaired fertilization and embryo de-
velopment. J Assist Reprod Genet 2013;30(5):679-82.

Roméao GS, Aratjo MC, de Melo AS, de Albuquerque
Salles Navarro PA, Ferriani RA, Dos Reis RM. Oocyte diam-
eter as a predictor of fertilization and embryo quality in
assisted reproduction cycles. Fertil Steril 2010;93(2):621-

11.

20.

21.

22.

5. Crossref

Ebner T, Yaman C, Moser M, Sommergruber M, Feich-
tinger O, Tews G. Prognostic value of first polar body
morphology on fertilization rate and embryo qual-
ity in intracytoplasmic sperm injection. Hum Reprod
2000,1 5(2)427-30 Crossref

. Fancsovits P, T6thné ZG, Murber A, Takacs FZ, Papp Z,

Urbancsek J. Correlation between first polar body mor-
phology and further embryo development. Acta Biol
Hung 2006,57(3)331 -8. Crossref

. Rienzi L, Ubaldi FM, lacobelli M, Minasi MG, Romano

S, Ferrero S, et al. Significance of metaphase Il hu-
man oocyte morphology on ICSI outcome. Fertil Steril
2008;90(5)21 692-700. crossref

. Chamayou S, Ragolia C, Alecci C, Storaci G, Maglia E,

Russo E, et al. Meiotic spindle presence and oocyte mor-
phology do not predict clinical ICSI outcomes: a study
of 967 transferred embryos. Reprod Biomed Online
2006;1 3(5)2661 -7. Crossref

. Ciotti PM, Notarangelo L, Morselli-Labate AM, Felletti V,

Porcu E, Venturoli S. First polar body morphology before
ICSI is not related to embryo quality or pregnancy rate.
Hum Reprod 2004;1 9(1 0)2334-9 Crossref

. Check JH, Chase DS, Horwath D, Yuan W, Garberi-Levito

MC, Press M. Oocytes from women of advanced repro-
ductive age do not appear to have an increased risk
of zona pellucida hardening. Clin Exp Obstet Gynecol
2012;39(4):440-1.

. Luo J, XuYW, Zhang MF, Gao L, Fang C, Zhou CQ. Effects of

M Il stage oocytes zona pellucida birefringence on preg-
nancy outcome. Asian Pac J Trop Med 2013;6(7):578-82.

. Valeri C, Pappalardo S, De Felici M, Manna C. Correlation

of oocyte morphometry parameters with woman’s age.
J Assist Reprod Genet 2011;28(6):545-52. crossref

. Slovis BH, Check JH. Younger women with diminished

oocyte reserve are not more prone to meiosis errors
leading to spontaneous abortion than their age peers
with normal oocyte reserve. Clin Exp Obstet Gynecol
2013;40(1):29-32.

Muioz M, Cruz M, Humaidan P, Garrido N, Pérez-Cano |,
Meseguer M. The type of GnRH analogue used during
controlled ovarian stimulation influences early embryo
developmental kinetics: a time-lapse study. Eur J Obstet
Gynecol Reprod Biol 2013;168(2):167-72. crossref

Wiser A, Shehata F, Holzer H, Hyman JH, Shalom-Paz E,
Son WY, et al. Effect of high LH/FSH ratio on women with
polycystic ovary syndrome undergoing in vitro matura-
tion treatment. J Reprod Med 2013;58(5-6):219-23.

Dietzel E, Wessling J, Floehr J, Schéfer C, Ensslen S, De-
necke B, et al. Fetuin-B, a liver-derived plasma protein is
essential for fertilization. Dev Cell 2013;25(1):106-12.


http://dx.doi.org/10.1080/1464727022000199112
http://dx.doi.org/10.1093/HUMREP/11.3.595
http://dx.doi.org/10.1016/S0015-0282(99)00233-2
http://dx.doi.org/10.1177/1933719111420884
http://dx.doi.org/10.1007/s10815-012-9799-6
http://dx.doi.org/10.1007/s10815-007-9143-8
http://dx.doi.org/10.1556/ABiol.63.2012.2.3
http://dx.doi.org/10.1016/j.fertnstert.2007.11.010
http://dx.doi.org/10.1007/s10815-013-9982-4
http://dx.doi.org/10.1016/j.fertnstert.2008.12.124
http://dx.doi.org/10.1093/humrep/15.2.427
http://dx.doi.org/10.1556/ABiol.57.2006.3.7
http://dx.doi.org/10.1016/j.fertnstert.2007.09.024
http://dx.doi.org/10.1016/S1472-6483(10)60656-6
http://dx.doi.org/10.1093/humrep/deh433
http://dx.doi.org/10.1016/S1995-7645(13)60100-5
http://dx.doi.org/10.1007/s10815-011-9555-3
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejogrb.2012.12.038
http://dx.doi.org/10.1016/j.devcel.2013.03.001

