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OZET

Amac¢: Time Lapse goriintiileme sistemi ile normal ya da anormal kromozom

yapisina sahip embriyolarin gelisimleri karsilastiriimasi.

Gerec¢ ve yontem: Preimplantasyon genetik tarama yapilan 14 infertil hastadan elde
edilen 57 embriyonun morfokinetik 6zellikleri Primovision Time Lapse sistem ile
degerlendirilmistir. Boliinme zamanlari, polar cisim, esit olamayan boliinme, ters
klivaj, multinukleasyon, vakuolizasyon, fragmantasyon, proniikleus olusumu ve sayisi
kaydedilmistir. Genetik materyal preimplantasyon genetik tani (PGT) amaciyla
alinarak Array Comparative Genomic Hybridisation (aCGH) islemine tabi
tutulmustur. Time Lapse sistemi ile saptanan morfokinetik parametrelerin Society for
Assisted Reproductive Technology (SART) ve British Fertility Society and
Association of Clinical Embryologist (BFS/ACE) embriyo skorlamalariyla iliskileri
degerlendirilmistir.

Bulgular: aCGH analiz sonuglarinda embriyolar normal ya da anormal
kromozomal yapida olmak iizere iki gruba ayrildi. Vakuol olusumu normal
grupta (0,24+0,43) anormal gruba (0,58%0,5) gore anlamh olarak daha diisiik
bulundu (p=0,02). Esit olmayan bolinme normal grupta (0,41+0,5) anormal
gruba (0,7+0,4) gore anlaml olarak daha diisiik bulundu (p=0,04). Ters boliinme
normal grupta (0,18+0,3) anormal gruba (0,53%0,5) gore anlaml olarak daha
diisiik bulundu (p=0,01). Time Lapse parametrelerinden iki hiicreye boéliinme
zamani (T2) normal grupta (18,7+8,2 saat) anormal gruptan (24,2+8,5 saat)
istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiik bulundu (p=0,02). 4 blastomerli
evreye gecis zamani (T4) normal grupta ortalama (29+9 saat) anormal gruba

IV



(35,6%8,5 saat) gore daha kisayd1 (p=0,02). Morula evresine gecis zamani (TM)
normal grupta (69,4+18,1 saat) anormal gruba (83,2+16,1 saat) gore anlamh
derecede daha kisaydi (p=0,01).

Sonu¢: Time Lapse yontemi ile analizde, anormal kromozom tasiyan
embriyolarda normal kromozom yapisindaki embriyolara gére vakuol olusumu,

esit olmayan boéliinme, ters boliinme ve T2, T4, TM zamanlar1 daha yiiksektir.

Anahtar Kkelimeler: embriyo, oosit, preimplantasyon genetik tani, time-lapse

goriintiileme



ABSTRACT

Aim: To investigate the correlation between embryos with normal or abnormal
chromosomal structures by evaluating preimplantation genetic screening results of the

embryos scored with Time Lapse imaging systems.

Material and methods: Morphokinetic properties of 57 embryos derived from 14
infertile patients those had preimplantation genetic screening were evaluated by
Primovision Time Lapse system. The parameters such as cleavage times, polar body,
uneven cleavage, reverse cleavage, multinucleation, vacuolization, fragmentation,
presence and number of pronucleus were recorded. Array Comparative Genomic
Hybridisation (aCGH) procedure was performed by obtaining plenty of genetic
material for Preoperative genetic diagnosis (PGD). The morphokinetic parameters
obtained from Time Lapse system were evaluated considering Society for Assisted
Reproductive Technology (SART) and British Fertility Society and Association of
Clinical Embryologist (BFS/ACE) embryo grading scores.

Results: The embryos were divided into two groups as normal and abnormal
chromosomal structured after aCGH analysis. Presence of vacuole was 0,24+0,43
in normal group and while it was 0,58+0,5 in abnormal group which was
significantly higher (p=0,02). Uneven cleavage was 0,41+0,5 in normal group
while it was 0,7£0,4 in abnormal group which was significantly higher (p=0,04).
Reverse cleavage was 0,18+0,3 and 0,53%#0,5 in abnormal group which was
significantly higher (p=0,01). As a Time Lapse parameter, cleavage time into two
cells (T2) was 0,18+0,3 in normal group and significantly lower comparing with
abnormal group (p=0,02). The time of 4 blastomer stage was 29+9 hours in
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normal group and was shorter than abnormal group (p 0,02). Time of morula
stage was 69,4+18,1 and was shorter than abnormal group (p 0,01). There was
good quality embriyos with increased T2 time lower SART scores while
increased BFS/ACE score. There was a significant correlation observed between
abnormal chromosomal structure detected by aCGH analysis and T2, T4, TM and
S2.

Conclusion: Increased number of of vacuole formation, uneven cleavage, reverse
cleavage, T2 ,T4 , TM times, were seen in abnormal chromosomal structured
embyos when compared to normal chromosomal structured embryos in Time

Lapse analysis.

Key words: embryo, oocytes, preimplantation genetic diagnosis, time-lapse imaging
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1.GIRiS

Infertilite, 1 yillik korunmasiz iliskiye ragmen konsepsiyonun gerceklesmemesi
olarak tanimlanmaktadir. Yardimci tireme teknolojilerin gelismesiyle beraber
infertilite tedavilerinde basar1 oranlar1 artmis ve daha cok infertil ¢iftin saglikli

bebeklere sahip olmasi saglanmistir [1].

IVF’te temel yaklasimlar, esey hiicrelerinden embriyo elde etmek ve bu elde edilen
embriyolarin kiiltiire edilip gelisimlerini takip edip uterusa transfer islemlerini
icermektedir. Yapilan caligmalarda transfer edilen embriyolarin %70’inin implante
olamadigin1 ve sadece %14 liniin saglikli bebekler olarak diinyaya gelebildigini
gostermistir [2]. IVF uygulamalarinda saglikl bir gebeligi saglayabilecek embriyonun
secimi son derece Onem tagimaktadir. Giincel c¢aligmalar bu amagla embriyonun
kalitesini belirleyen biyomarker ya da morfokinetik parametrelerin bulunmasina
yogunlagmistir. Mevcut uygulamada yaygin olarak transfer edilecek embriyolar
morfolojik durumuna ve boliinme hizina gore derecelendirilerek secilmektedir. Bu
yontemler embriyonun canliligr ve endometriyuma tutunabilme potansiyeli embriyo

kalitesiyle baglantili degildir.

Giliniimiizde bu amacla embriyo morfokinetik yapisini belirleyen, siirekli embriyo
monitdrizasyonu yaparak cesitli zaman parametreleri elde edilmeye yarayan sistemler
gelistirilmistir. Time Lapse sistemleri adi verilen bu yontemler sayesinde embriyo
hareketlerine ait zaman parametreleri ile ve gebelik sonuglar1 arasinda iliski saptayan

caligmalar mevcuttur [3].

Calismamizda, Time Lapse goriintiileme sistemi ile skorlanan embriyolarin
preimplantasyon genetik tarama sonuglarinin degerlendirilerek normal ya da anormal
kromozom yapisina sahip embriyolar arasinda iligki olup olmadiginiN saptanmasi

amaglanmistir.



2. GENEL KAVRAMLAR

Infertilite, korunmasiz olarak haftada en az 2-3 kez diizenli cinsel iliskiye ragmen bir
y1l boyunca gebe kalinamamasi olarak tanimlanmaktadir. Siklig1 iireme c¢agindaki
ciftlerde yaklasik % 10-15 olarak bildirilmistir [1]. Gelismis ve gelismekte olan
toplumlarda evlilik yasinin ileri olmasi, ¢alisma kosullar1 ya da diger sosyo-ekonomik
nedenler ile gebeligin ileri yaslara ertelenmesi fertilitede azalmaya neden olan énemli
faktorlerdir. Infertilite siklig1 ve nedenleri toplumlar arasinda farklilik gostermektedir.
Infertil giftlerden % 30-40"inda erkek faktére, % 40-50" sinde ise kadin faktore baglh
infertilite goriilebilirken, % 10- 15 ciftte ise mevcut standart tanisal testler ile tani

konulamayan infertilite mevcuttur [4].

2.1. infertilite Nedenleri

2.1.1. Tubal Faktor Infertilitesi

Distal tubal hastalikta hafif hasar veya minimal peritubal yapisiklik varliginda yas
gen¢ hastalarda cerrahi denense de ciddi hasar varliginda yardimer iireme teknigi
mutlaka uygulanmasi gerektigi bildirilmistir [5]. Cerrahiye ragmen 1 yil igesinde gebe
kalamayan olgularda, hastaligin ciddiyetinden bagimsiz olarak yasi ileri olan
kadmlarda ve tekrarlayan distal tubal tikanikligi olan hastalarda yardimeci lireme
teknigi tercih edilmesi gerektigi belirtilmistir. Siddetli distal tubal hastaligi olan
kadmlarda IVF Oncesi cerrahiden fayda gorebilecegi bildirilmistir. Uterin kavite ile
baglantis1 olan hidrosalpinks varliginda (proximal acik distal tikali) IVF ile elde
edilen gebelik ve canli dogum oranlar1 neredeyse yari yariya azaldigi gosterilmistir
[6]. Hidrosalpinks sivisi inflamatuar karakterize oldugu, embriyo ve endometriyuma
toksik etki gosterebilecegi bildirilmistir. IVF Oncesi laparoskopik salpenjektomi

yapilmasi1 IVF basarisini artirdigt goriilmiistiir [7].



2.1.2.Endometriyozis

Minimal ve hafif endometriyozis varliginda tedavi secenekleri olarak bekleme
tedavisi, cerrahi tedavi, ovulasyon indiiksiyonu + Intra Uterin Inseminasyon (IUI),
IVF olabilecegi bildirilmistir. ileri evre endometriyoziste tedavi secenegi cerrahi
tedavi ve IVF’i icermektedir. Ikisini karsilastiran randomize klinik calisma
bulunmamaktadir. Siddetli semptomlar1 olan kisilerde cerrahinin en iyi baglangic
tedavisi olacagi belirtilmistir. Cerrahi sonrast hastanin yasi, cerrahi basarist ve
fertiliteyi etkileyen ek faktor olup olmamasina gore IVF-ICSI uygulanabilecegi
bildirilmistir [8].

2.1.3.Erkek Faktorii

Total motil sperm sayist 5 milyonun altinda ise IVF-ICSI uygulanmasi gerektigi
bildirilmistir. Total motil sperm sayis1 3 milyonun altinda ise, ciddi oligoastenospermi
veya teratospermi mevcut ise ICSI uygulanmasi gerektigi belirtilmigtir. Azospermik
hastalardan da testislerden sperm elde edilerek ICSI yapilabilmektedir. Total sperm
sayist 10 milyonun iistiinde ise IUI’da iyi sonuglar alindigi bildirilmistir. Ortalama 3-
4 siklus IUI uygulamasina ragmen gebelik elde edilmemis veya ileri kadin yas1 varsa

IVF-ICSI uygulanmasi gerektigi belirtilmistir [9].
2.1.4.Aciklanamayan Infertilite

Aciklanamayan infertilite de IUI tedavisi 3-4 kez denenebilmektedir. Gebelik
olusmazsa IVF-ICSI yontemine gecilmektedir. Ileri kadin yasinda 6zellikle 38 yas
tizeri IUI uygulamaksizin direk IVF-ICSI yapilabilecegi bildirilmistir [10].

2.2.Yardimci Ureme Teknikleri Terminolojisi
Yardimla iireme teknolojisi (ART: Assisted Reproductive Technology), overden
oositlerin elde edilmesini saglayan tiim teknikleri igermektedir. ilk ve en yaygin

yontem in vitro fertilizasyondur, ancak giin gectikce teknolojik yontemler de sayica



artmaktadir. IVF-ET islemi, eksojen gonadotropin ile yapilan kontrollii ovarian
stimiilasyonu, transvajinal ultrasonografi altinda oosit toplama islemini, laboratuarda

fertilizasyonu ve embriyolarin transservikal olarak transferini icermektedir [11] .

2.2.1. ICSI (Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu): Tek bir spermin ¢ok ince pipet

yardimiyla oosit sitoplazmasina enjekte edilmesidir.
2.3.In Vitro Fertilizasyon Uygulamalarinin Tarihcesi:

In vitro fertilizasyon ya da ‘tiip bebek’ ydntemi laboratuvar ortaminda bir oositin
spermatozoon ile fertilize edilmesi olarak tanimlanir. Ilk IVF bebegin 1978 yilinda
diinyaya gelmesinin ardindan, yaklagik 5 milyon bebek yardimci tireme teknikleri
kullanilarak diinyaya gelmistir ve 2010 yilinda Steptoe ve Edwards Nobel ddiiliine
layik gortilmuslerdir [12, 13].

Yaklasik 100 yillik klinik ¢alisma ve kesifler sonucunda basarili IVF gebelikleri i¢in;
1) Matur oosit

2) Olgun sperm

3) Embriyo kiiltiirii i¢in uygun medium

4) Embriyonun uterusa giivenli bigimde transferi

5) Embriyo implatasyonu ve devami i¢in uygun destek tedaviler

6) Uygun embriyo kalitesinin belirlenmesi gerekmektedir.

SART c¢alisma verilerine gore tiim bu etkenlerin dogru yonetimi sonucunda Birlesik
Devletler genelinde 2013 yilinda 35 yas altinda %50’ye varan gebelik oranlar
bildirilmigtir. Gliniimiizde, embriyo morfolojisi ve bdliinme oranlar1 embriyo
kalitesini belirlemede standart yontemler olarak kullanilmaktadir. Bunun disinda
kromozomal analizler i¢in biyopsi gibi invaziv girisimler de mevcuttur. Embriyo
kalitesnin IVF basarisini etkileyen major etkenlerden biri oldugu diisiiniildiigii zaman,
embriyo degerlendirmesinde yeni tekniklerin arastirilmasi gerekliligi dogmustur [14-

16] .



2.4.IVF’de Prognostik Faktorler

IVF ile ilgili basar1 oranlari ¢ogu bilinmeyen bircok faktére baghi oldugu
bildirilmigtir. Bir IVF siklusuna baslamadan dnce maternal yas, over kapasitesi ve
onceki lireme performansinin degerlendirilmesi gerektigi bildirilmistir. Geng ve
normal over kapasitesine sahip kadinlarda gebelik ihtimali, yash ve kapasitesi daha
diistik olanlara gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Sigara igen tiim kadinlarda
sigara i¢iminin IVF Oncesi kesilmesi gerektigi bildirilmistir. Sigara i¢iminin basar1
sansini yar1 yariya azalttigi tespit edilmistir [17-19] .

2.4.1.Maternal Yas: ART ile elde edilen basar1 oranlari, dogal fertilitede oldugu gibi,
maternal yas ilerledikce azaldig: bildirilmistir. Elde edilen oosit ve embriyo sayisinin
daha az embriyo fragmantasyonunun daha fazla oldugu tespit edilmistir.
Implantasyon ve canli dogum oranlar1 da gen¢ kadinlara gore daha diisiik oldugu
bildirilmigtir. 2001 yili i¢in yapilmis ulusal Ozette embriyo transferi basina canli
dogum oran1 35 yas altinda % 41,1, 35-37 yas aras1 % 35,1, 38-40 yas aras1 % 25,4,
41-42 yas aras1t % 14,5, 43 yas icin % 5,9, 44 yas ve sonrasi icin % 2,9 oldugu
bildirilmigtir [20-22] .

2.4.2.0ver rezervi: Geriye kalan ovarian folikiil havuzunun biiyiikliigii ve kalitesi
anlamindadir. Over rezervi Ol¢iimil icin ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bir
kadimin sahip oldugu toplam oosit sayis1 genetik olarak belirlenmistir ve yasam boyu
giderek diistiigii bildirilmistir. Dogumda 1-2 milyon iken, pubertede 300.000%e, 37-38
yas arast (follikiiler azalma arttiginda) 25.000’e diistligii tespit edilmistir. Menopozda
ise 1000’ den daha az oldugu bildirilmistir [22- 24].

2.5.IVF Oncesi Degerlendirme

IVF oncesi; over kapasitesi, erkek faktorii, enfeksiyoz hastaliklarin taranmasi, transfer

testi ve uterusun degerlendirilmesi gibi analizler yapilmaktadir.



2.5.1.Erkek Faktorii: IVF Oncesi sperm tahlili tekrarlanmalidir. Sperm
morfolojisinin degerlendirilmesi ayni zamanda ICSI’nin Onerilip Onerilmeyecegini

belirlemektedir.

2.5.2.Infeksiy6z Hastahklarin Taramasi: IVF basarisin1 azaltabilecek ya da gebe
kalinan siklusta spontan diisiik riskini arttirabilecek fark edilmemis Klamidya
enfeksiyonunu saptamak i¢in rutin tarama yapilmasi gerekmektedir. Her iki partnerin
HIV, hepatit B, hepatit C infeksiyonu agisindan rutin tarama yapilmasi tibbi ve
laboratuar ekibin korunmasi, IVF sonucu elde edilecek embriyonun korunmasi ve
dondurulacak embriyolar arasinda c¢apraz kontaminasyon olmamasi acisinda

onerilmektedir [25, 26] .

2.5.3.Uterusun Degerlendirilmesi: Submiik6z myomlar veya endometrial polipler
implantasyonu etkileyebilmektedir ya da gebelik sonuglari iizerine olumsuz etkileri
olabilmektedir. Bu nedenle uterin kavite ¢ok iyi degerlendirilmelidir. Yaklasik 6 aylik
normal bir histerosalpingografi varsa yeterli oldugu bildirilmistir [25, 26] . Uterin
kaviteni hi¢ degerlandirilmemis olmasi durumunda ya da ultrasonografide uterin
patolojiden siliphelenildigi durumlarda sonohisterografi veya ofis histeroskopi

endikasyonu bulunmaktadir.
2.6.0vulasyon Indiiksiyonu ve Yumurta Toplama

IVF’te amac; yumurtaliklardan olabildigince ¢ok sayida ve iyi kalitede yumurta elde
etmektir. Bunun i¢in tedaviye alinan kadinin yas, kilo ve hormon seviyelerine bagl
olarak ovulasyon indiiksiyonu protokolii diizenlenir. Kontrolli ovaryan
hiperstimulasyon (KOH) denilen bu uygulama sirasinda kullanilan ilaglarin dozunun
ayarlanmas1 hem yeterli ve iyi kalitede yumurta elde etmek hem de kisiye sistemik bir

zarar vermemek acisindan ¢ok dnemlidir. Bu nedenle takip sirasinda ultrason



sonuglar1 ve hormonlarmm artis durumuna gore ilaglarin dozu degistirilip

ayarlanmaktadir.
2.6.1.Yardimc1 Ureme Tekniklerinde Ovulasyon indiiksiyonu

Yardimer iireme tekniklerinde ovulasyon indiiksiyonu amaciyla bir¢ok tedavi

secenegi mevcuttur. Bunlar,

1- Uyarim yapmadan spontan siklus takibi

2- Klomifen sitrat ile oviilasyon indiiksiyonu

3- Gonadotropinlerle oviilasyon indiiksiyonu

4- GnRH agonisti veya antagonisti ile birlikte olan protokollerdir.
2.6.1.1) Gnrh Agonisti Veya Antagonisti Ile Birlikte Olan Protokoller

a)Uzun Etkili GnRH Agonistleri ile Yapilan Down Regiilasyonun Sonrasinda
Ekzojen Gonadotropin Uyarimi Uzun (Long) Protokoller

Uzun etkili GnRH agonistlerinin ortaya ¢ikmast ile ART’de endojen hipofizer
gonadotropin stimulasyonu baskilamak ve erken LH salinimini engelemek miimkiin
olmustur. GnRH anologlar1 hipofizden salinan FSH ve LH seviyelerini azaltmaktadir,
follikiiler gelisimi durdurmaktadir ve overin istirahatte oldugu donemde ekzojen
gonadotropinlere baglamaktadir. Erken lutealizasyonun IVF sikluslarimin % 20
kadarinda heniiz oositler toplanamadan sikluslarin iptal edilmesine neden oludugu
bildirilmigtir [27] .

GnRH agonisti altinda vakalarin ancak % 2 kadar1 erken luteinizasyon ile komplike
oldugundan dolay1 folikiiller yeterince gelisip olgunlasincaya kadar induksiyona
devam edilebilecegi bildirilmistir [28, 29]. GnRH agonist tedavisinin tek dezavantaji

bulunmaktadir. Bir sonraki gonadotropin tedavisine karsi bir duyarsizliga sebep olup



ihtiya¢ duyulan gonadotropin dozunu arttirabildigi bildirilmistir [28, 29].

GnRH agonistlerini igeren protokoller genel basliklar halinde su sekilde 6zetlenebilir:
1- Uzun Protokoller,

2-Oral kontraseptif ve uzun protokoller ,

3-Stop protokoller ,

4-Mikrodoz flare up ,

5-Kisa protokoller.

Uzun GnRHa siklusta, GnRH agonist tedavisi midluteal asamada, ovulasyondan
yaklasik bir hafta sonra ya da adetin 21. giiniinde baglanmaktadir. Bu doénemde
endojen gonadotropin seviyelerinin diisiik oldugu ve ayn1 zamanda agonistlerin sahip
oldugu alev (flare) etkilerinin yeni bir follikiiler gelisimi uyarmak anlaminda en diisiik
seviyede oldugu bildirilmistir [30] .

Uzun GnRHa protokolde leuprolide baslayincaya kadar veya gonadotropin
injeksiyonuna kadar 1,0 mg ile tedaviye baslanmaktadir. Sonrasinda 0,5 mg’a
diisiilmektedir ve hCG enjeksiyonuna kadar devam edilmektedir. Naferelin i¢in ise
baslama dozu tipik olarak giinde 2 kez 400 pg kadardir ve gonadotropin basladiginda
200 pg’a diismektedir. Tek sefer uygulanan uzun etkili GnRH agonisti tedavilerinin
de (Goserelin, 16prolid) uygun yaklasim oldugu; ancak gonadotropin indiiksiyonu i¢in
kullanilan doz ve siire giinliik enjeksiyonlara gore daha fazla oldugu bildirilmistir [31-
33].

Hastaya GnRHa ile onerilen dozda medikasyon basladiktan sonra adetin 2-4. giin
arasinda serum Ostradiol (E2) tayini ve transvajinal ultrasonografik muayenesi
yapilmaktadir. Ostradiol seviyesi <60 pg/ml’ye diismesi ve yapilan transvajinal
ultrasonografide 10-15 mm ¢apindan daha biiyiik follikiil saptanmamasi ile yapilan
hipofizer baskilanmanin yeterli oldugu tespit edilir. Serum E2 seviyesinin
baskilanmamasi veya >15 mm follikiil saptanmasi durumunda mevcut siklus iptal
edilmektedir. Hipofizer baskilanma saptanmis ise hastanin yasi, viicut kitle indeksi,

antral folikiil seviyesi ve



onceki ovulasyon indiiksiyonda verdigi optimum cevaba gore bireysel gonadotropin
dozu ile uyarim yapilmaya baslanmaktadir. Genel olarak baslangi¢ dozu 150 ve 300
IU iriner FSH (uFSH), rekombinat FSH (rFSH) veya iiriner menotropin (hMG)
uygulanmaktadir. Indiiksiyon semasinda step up ya da daha ¢ok kullanilan step down
yontemi kullanilmaktadir. 1k indiiksiyona baslandiktan 3-5 giin sonra yapilan serum
E2 ve follikiilometreden sonra hastanin verdigi cevaba gore 1-3 giin araliklar ile
monitarizasyona devam edilmektedir. Cogu kadmn 7-12 giinlik bir uyar1 donemi
gerekmektedir. Genelde hedef en az 2 tane 17-18 mm capinda follikiil elde etmektir

ve ideal olarak birka¢ tane 14-16 mm arasinda olabilmektedir.

Tipik olarak, stimulasyon sirasinda endometrial kalinlik izlenmektedir. Birgok
calismada endometrial kalinligin ART sikluslarinda prognostik 6nemi tartigmalidir.
Bir ¢ogunda en iyi sonu¢ endometrial kalinlik 8-9 mm arasinda iken veya trilaminar
goriiniim saptandiginda alinmaktadir. Hedeflenen follikiil sayisina ulasildiktan sonra
son oosit maturasyonu i¢in 5000-10000 IU hCG verilmektedir. Es dozda rekominant
hCG yaklasik 250 pg“dir ve uygun bir alternatif yaklagim oldugu belirtilmistir. Kiigiik
follikiilerin daha da biiyiimesi i¢cin hCG enjeksiyonu geciktirilmesi kotii yanith
hastalarda bir secenek olsa da bu uygulama basarili olmayip tam tersi olumsuz
etkilere sebep olabildigi bildirilmistir [33].

b)GnRH Agonisti ve Ekzojen Gonadotropinlerle Ardisik Olarak Yapilan Kisa
Ya Da Flare Protokoller

Kisa veya flare protokoller; Kisa protokolde gonadotropinlerin flare-up etkisinden
yararlanilmaktadir. GnRH analoglarint ilk verilisini takiben dolagimdaki LH
seviyelerinde yaklasik 400, FSH seviyelerinde ise yaklasik 40 kat artis oldugu
bildirilmigtir [34, 35]. Buna Flare- up etkisi denir. Hem uzun doénemli bir GnRH

agonistinin ilk bastaki agonistik etkisini hem de



daha uzun tedavi doneminde uyarilan endojen gonadotropin salgisindaki
baskilanmay1 saglamasi agisindan uygun alternatif yaklasimlar oldugu bildirilmistir.
Ozellikle kotii over kapasitesi oldugu diisiiniilen kisilere GnRH uygulama siiresinin
kisa veya dozunun azaltilmasi uygun stratejilerdendir. Kisa protokolde GnRHa adetin
2-4 giinili verilmektedir, daha sonra dozu azaltilmaktadir ve gonadotropin enjeksiyonu
adetin 3. gilinii baglanmaktadir. Kisa ve uzun protokolleri karsilastiran yedi adet klinik
caligmay1 iceren meta analizde her iki grupda benzer siklus iptali ve gebelik oranlari
saptanmistir [34-36] .

Ultra kisa GnRH agonist protokolii; flare etkiyi stimiile etmek i¢in agonist tedavisi 3
giin boyunca verilerek daha sonra kesilir; tedaviye sadece gonadotropin ile devam
edilmektedir [37].

Oral kontraseptif mikrodoz flare-up protokolii; kisa prokotokolun bir ¢esitidir. Oral

kontraseptif ile ovarian baskilanmay1 takiben adetin 3. giiniinden itibaren mikrodoz
16prolid (giinde 2 kez 40 mikrogram) tedavisi baslanmaktadir. Gonadotropin
baglanmas1 ve hCG zamanlamas: diger protokoller ile aymidir. Oral kontraseptif —
mikrodoz flare protokolii, serum FSH seviyeleri dramatik olarak yiikselmis ve daha
once kotii cevap verdigi bilinen kadinlarda, daha dnce unilateral ooferektomize olmus
veya over cerrahisi gegirenlerde uygun tedavi yaklagimi oldugu bildirilmistir [38, 39].
Bu hasta grubunda daha diisiik siklus iptal oranlari, daha yiiksek tepe estradiol
diizeyleri, transfer oranlar1 ve en 6nemlisi daha cesaretlendirici klinik ve devam eden
gebelik oranlar1 sagladigi belirtilmistir [38, 39].

¢) GnRH Antagonist Eklenerek Yapilan Eksojen Gonadotropin Protokoller

[lk énce uyaran ve daha sonra inhibe eden uzun etkili agonistlerin tersine GnRH
antagonistleri doz bagimli sekilde GnRH reseptorlerini bloke ettikleri ve ¢abuk bir

sekilde hipofizer inhibisyon ortaya ¢ikardiklar1 bildirilmistir [40] .
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GnRH antagonistlerin agonistlere gore avantaj ve dezavantajlari oldugu bildirilmistir.
Avantajlar1 arasinda; ovulasyon indiiksiyon siiresinin daha kisa olmasi, hipofizer
supresyonun daha cabuk ortaya ¢ikmasi, follikiiler evrenin ge¢ asamalarina kadar
uygulanabilir olmasi, ortaya ¢ikabilecek Gstrojen eksikligi belirtilerinin daha hafif ve
az olmasi, toplam kullanilan gonadotropin dozunun az olmasi, flare-up etkisinin
olmamasi nedeni ile asimetrik follikiil gelisiminin daha az olmasi ve en Onemlisi
hiperstimiilasyon riskinin daha az olabilecegi sayilabilir [41] .

GnRH antagonistlerinde dezavantajlar olabilecegi de bildirilmistir. Giinlik diisiik
dozlarda uygulandiginda tedaviye mutlak uyum gerekmektedir. Agonistler gore
endojen gonadotopin salgisini daha kesin durdurabilmektedir. Ayrica uzun agonist
protokol kullananlara gdre antagonist tedavisi alanlarda gebelik oranlar1 hafif bir
diisiiklik gosterbilecegi  bildirilmistir. Bunun nedeni GnRH antagonistlerin
follikiilogenez, blastomer olusumu ve endometrial gelismede 6nemli bir yere sahip
mitotik programlamanin etkilenmesi olabilicegi bildirilmistir [42] .

Kullanilan iki tip GnRH antagonisti mevcuttur. Bunlar, setroreliks ve ganireliks’ tir.
Her ikisi de erken LH artisin1 engelemek igin cilt altina giinliik 0,25 mg kadar
uygulanmaktadir.  Uygulanacak  gilinlik enjeksiyonlar ise iki yontemle
uygulanabilmektedir. Birincisi, tedaviye gonadotropin tedavisi basladiktan 5-6 giin
sonra baglanmasidir ve fiks protokol adini almaktadir. Diger yontem ise verilen
ovulasyon indiiksiyon cevabina gore serum E2 seviyesi 400 pg/ml’yi gegtigi zaman
ya da en biiylik follikiil 13-14 mm ¢apina ulstiginda antagonist baglanmas1 seklindedir
ve fleksibil protokol adini almaktadir. Her iki yontemde de hCG enjeksiyonuna kadar
medikasyona devam edilmektedir. Aragtirmalar sonucu fleksibil tedavi planinda

gerekli olan diisiik doz tedavi ile daha iyi sonug alintyor gibi goriinmektedir [43] .
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Glinliik antagonist enjeksiyonuna alternatif olarak tek ve yiiksek dozda setrorelix
enjeksiyonu (3,0 mg) uygulanabilir bir alternatiftir. Boylece LH artis1 96 saat
geciktirilebilmeltedir. GnRH antagonist protokolleri 6zellikle normal kapasiteli
kadmlar i¢in uygun tedavilerdir. Ozellikle agonistlere gére OHSS sikligmin daha az
olmasi1 ve son oosit maturasyonu i¢in hCG yerine GnRH agonisti kullanilmasi
imkanimni saglamasi bu ilaglarin polikistik over sendromlu hastalardaki kullanimina

cekmektedir.

2.6.2.00sit Toplama

Oosit toplanmasi genellikle hCG enjeksiyonundan 36 sonra gergeklestirilmektedir.
Intravendz sedasyon altinda transvajinal ultrasonografi esliginde oosit toplanmasinin

standart tedavi oldugu bildirilmistir.

Profilaktik antibiyotik tedavisi (doksisiklin 100 mg, sefoksitin 2 gr) toplamadan 30-60
dakika Once yapilmasi siktir. Alternatif olarak oral antibiyotikler islemden hemen

sonra baglanabilmektedir.

Oosit toplanmast sirasinda ciddi komplikasyonlar sik gériilmemektedir. Overden olan
akut kanama veya uterin, ovaryan veya iliak damarlardan olan hematomlar nadir
goriilmektedir (0,04-0,07 oraninda). Post operatif pelvik enfeksiyon riskinin diisiik
oldugu bildirilmistir [44] .

Bu islem i¢in vajina arka duvarindan ultrason esliginde yumurtaliklarin i¢ine dogru
bir igne sokularak folikiildeki sivi, bir test tiipline aspire edilmektedir. Stereo

mikroskop altinda yumurtalar folikiil sivilarindan ayiklanarak toplanir ve uygun

kosullarda (37°C, %5-6 CO,) iki saat siire ile inkiibe edilmektedir [45] .
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2.7.Fertilizasyon

Fertilizasyon erkek faktorii ve diisiik fertilizasyon ihtimali oldugu durumlarda
konvansiyonel mikroinseminasyon ya da ICSI (Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu)
ile saglanabilmektedir. Erkek faktorii infertilitesi olan IVF ciftlerinin yaklasik % 80

kadarinda ICSI yapilmistir.

Oosit toplanmadan hemen ©nce ya da sonra masturbasyon ile semen Ornegi
alinmaktadir. Sperm hazirlamak i¢in de 2 yontem kullanilmaktadir. Bu ydntemler
yiizme (swim-up) ve yogunluk grandienti santrifugasyon (density grandient
centrifugation) yontemleridir. Her iki yontem de inseminasyon i¢in yiiksek hizdaki
hareketli spermleri saptayabilse de ikinci yontem ayrica sekil olarak da normal
olanlar1 ayirabilmektedir. Ayirilan spermler daha sonra kapasitasyon amaciyla yiiksek
oranda protein igeren mediumda 0.5-4 saat siireyle inkubasyona birakilmaktadir [46].
Her oosit 50-100 bin hareketli sperm ile beraber 37°C, % 5“lik karbondioksitli ve %
98“lik nemli ortamda 12-128 saat kadar bekletilmektedir. Akrozom reaksiyonu zona
pellusiday1 ge¢mek icin sarttir ve sperm ile zonanin temasi ile ortaya ¢ikmaktadir.
Sperm penetrasyonu ile kortikal reaksiyon ortaya cikarak diger spermlerin gecisine
nisbeten daha direncli bir yap1 olusturmaktadir. Konvansiyonel IVF teknigi ile % 50-

70 arasinda fertilizasyon saglanmaktadir.

2.8. Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI)

Mikroenjeksiyon ya da Intra Cytoplasmic Sperm Injection (ICSI) ilk olarak 1992
yilinda Belgika’da Brussel Free University’de Palermo ve arkadaglari tarafindan
uygulanmistir. ICSI, tek bir sperm hiicresinin bir mikropipet araciligryla oosit

sitoplazmasi igerisine yerlestirilmesi islemi olarak tanimlanmistir.
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ICSI uygulamasi yapilacak oositin birinci polar cisimcigini atmig, yani metafaz 2
asamasinda olmasit gerektigi bildirilmistir. ICSI yapilacak oositler bu iglemden 6nce
hyaluronidaz enzimi araciligiyla kiimiiliis hiicrelerinden arindirilir. Bu yontemle hem
oositin manipulasyonu kolaylastiriimakta hem de polar cisimcigin atilip atilmadigi net
bir sekilde gozlenebilmektedir [46].

ICSI Endikasyonlart;

1- Siddetli oligo-astheno-teratozoospermi
2- Gegirilmis basarisiz IVF oykiisii veya fertilizasyonun saglanamamast

3- Cerrahi olarak sperm elde edilen durumlar (MESA ya da TESE ile elde edilmis

olmasi)

4- Preimplantasyon genetik arastirma planlanan durumlar

5- Antisperm antikorlarinin varligi

6- Spermin oosite baglanma ve penetrasyondaki problemler sayilabilir.

2.9.Fertilizasyon Ve Embriyo Gelisimi

Embriyo gelisimine ilk olarak over parankiminde tek sirali graniiloza hiicreleri ile
kapli primer ya da primordial folikiillerdeki oogoniada baslamaktadir [47]. Bu
safthada oogonia mayoz boliinme siirecine girerek kromozomal yeniden sekillenme ile
haploid kromozomal yapiya ulasmaktadir. Bu asamadan sonra primordial folikiil
etrafindaki graniilosa hiicreleri ¢cogalmaya baslamakta ve oositin etrafinda ¢ok siralt
bir hiicre katmani olusarak sekonder folikiil olarak adlandirilmaktadir [48]. Bu
asamaya kadar olan gelisimler hormonal uyaridan bagimsiz olup bundan sonraki
folikiil gelisimi hormon bagimli olarak devam etmektedir. Hormon varliginda bazi
hiicrelerden salinan siv1 sayesinde antrum olarak adlandirilan i¢i siv1 ile dolu 2-5 mm
boyutlarinda tersiyer folikiil gelismektedir [49]. Hormon bagimli gelisme sonucunda

graff folikiil olarak adlandirilan etrafi ¢ok katli graniiloza hiicresiyle ¢evrili folikiil
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gelismekte ve ovulasyona hazir hale gelmektedir. Oviilasyon ile atilan oosit daha
sonra tuba uterinanin infundibuler ucundan yakalanarak spermle karsilagmak iizere
beklemektedir. Oositin etrafinda zona pellusida adi verilen bir zar bulunmaktadir. Bu
zar polispermiyi 6nlemek amaciyla bir barier olarak bulunmaktadir [50].

Normal kosullarda sperm hiicrelerinin bas kisminda bulunan akrozom bélgesinde
zona pellusiday1 gegmek icin kullanilan litik enzimler bulunmaktadir [51] .

Oosit ve sperm zarlariin birlesmesi ile sperm bag ve kuyruk kisimlar oosit igerisine
alinmakta ve sperme ait mitokondri disarida birakilmaktadir [52]. Bu sayede oositin
ikinci mayoz boliinmesi baslamakta ve ikinci polar cisimcigi atilirak disi proniikleusu
olusmaktadir. Sperme ait nukleus genisleyerek erkek proniikleusunu olusturmaktadir.
Bu iki proniikleusun olusumu fertilizasyonun gostergesidir. Her iki esey proniikleusu
fiizyon ile diploid kromozoma sahip zigotu olusturmaktadir [52, 53]. Fertilizasyon
sonucu olusan zigot boliinme asamasina girmektedir. Bdliinme asamasinda zigot
mitotik bdliinme ile hiicre sayisini arttirmaya baslamaktadir. Bu hiicrelerin her biri
blastomer olarak adlandirilmaktadir. Ilk olarak 2 hiicreli blastomer olusur. Daha sonra
4,8,16 gibi ikiye katlanarak boliinme devam eder. Bu asamadan sonra blastomerler
birbirine sik1 baglarla baglanarak kompleks bir yapt olan morulay1 olusturmaktadir.
Bu asamadan sonra uterusa taginan hiicrelerin i¢i uterustan gelen sivi sekresyonlari ile
dolarak blastosel olarak adlandirilmaktadir. Embriyonun dig kismina dogru itilen
blastomerler i¢i s1vi dolu blastokist adini almaktadir. Bu asamada bazi hiicreler dis
kisimda kalarak trofoektoderm adinda daha sonra plasentanin gelisecegi epitelyal
kismi olusturur. Bazi hiicreler ise i¢ hiicre kitlesini olusturacak sekilde organize
olarak embriyonun gelisecegi embriyoblasti olusturur. Blastokistin gelismesiyle zona

pellusidaya olan baski artar ve blastomerlerden salinan proteolitik enzimlerin etkisiyle
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zona pellusida delinerek embriyonun salinmasi gerceklesmektedir. Bu olaya
‘hatching’ denir. Bu asamadan sonra trofoblastlar uterusla bir baglanti olusturarak
implante olur ve embriyo gelisimi i¢in gerekli besinler uterustan embriyoya transfer
edilmeye baglar [54] .

2.10.Embriyo Kiiltiirii :

Embriyo kiiltiiriiniin ilk asamasi fertilizasyon kontrolii olup bu degerlendirme ICSI
isleminden 12-18 saat sonrasinda yapilir ve embriyo kiiltiiriinde 1. giin olarak
adlandirilmaktadir. Bu evrede incelenen oositler ya normal olarak fertilize olmakta
veya fertilizasyon yoklugu ya da anormal fertilizasyonu gostermektedirler. Kesin
olarak ayr1 1iki proniikleusun varligt normal fertilizasyonu gdstermektedir.
Embriyonun boliinmeye basladigi giin 2. giin olarak adlandirilir ve bu evrede
embriyolar 2-4 blastomerli evrededir. Embriyo kiiltiiriiniin 3. giiniinde 6-8 blastomerli
olan embriyo 4. giinde morula - kompaktlagma evresinde olmaktadir. Kiiltiiriin 5.

giiniinde blastokist evresindeki embriyolar gelismektedir [54].

2.11.Embriyo Gelisiminin Degerlendirilmesi:

Gelisimsel olarak tiim embriyolarin ayni kalitede olmadiklar1 bilinmektedir. Buna etki
eden birden fazla faktor bildirilmistir. Giiniimiizde embriyolar, boliinme kinetiklerine,
blastomer sayr ve boyutlarina, fragmantasyon oranina, blastomerlerin uzaysal
oryantasyonlarina, niikleer durumlarina ve morula asamasindaki baglanma
ozelliklerine gore siniflandirilmaktadir. Boliinme kinetikleri embriyonu bdliinme
asamasindaki hizini tariflemektedir. Giincel bilgiler 1s18inda beklenen zamanlarda
bolinen embriyolarin uterusa implantasyon oranlarmin daha fazla oldugu
bildirilmistir. Dahas1 beklenen zamandan erken ya da ge¢ boliinen embriyolarin

oploidi/andploidi durumunu gostermede bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi de
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bildirilmistir. Insanlarda ideal embriyo bdlnme zamanlar ilk gilin-bir zigot evresi,
ikinci glin 2-4 hiicreli evre, tgilincii giin sekiz hiicreli evre, dordiincii giin morula
evresi ve besinci giin blastokist evresi olarak bilinmektedir. Onceki calismalarda
ticiincii giinde transfer edilen 8 hiicreli embriyolarin yavag boliinen ve bes ya da daha
az sayida blastomer iceren embriyolara gore daha az implantasyon basarisina sahip
olduklar bildirilmistir [55].

Miikemmel boliinmeden fragmantasyon olmadan esit biiyiikliikte boliinen hiicreler
oldugu zaman bahsedilmektedir. Esit olmayan bdoliinme fragmantasyonla birlikte
diizensiz niikleer boliinmeye ve kromozomal anormalliklere neden olabilmektedir
[56] .

Fragmantasyon blastomerler arasinda aniikleer sitoplazmik yapilar olarak
adlandirilmaktadir [57, 58]. Bu embriyolar disiikk kalite embriyolar olarak
nitelendirilip diisiik implantasyon basarisiyla birliktedir. Blastomerlerin uzaysal
konumundaki oryantasyon embriyo kalitesini belirtmede kullanilan ayri bir kriterdir.
Embriyodaki ilk boliinme embriyonun aksina diiz bir sekilde olmalidir ve bunun
sonucunda iki esit hiicre olusmalidir. Ikinci hiicre boliinmesi de ayn1 sekilde olmali ve
dort esit hiicre olusumuyla sonlanmalidir. Ugiincii béliinme ekvatoryal diizlemde
olmal1 ve tetrahedral gériiniimde bir embriyo ile sonu¢lanmalidir [59] .

Embriyonun niikleer durumu daha once belirtilen bdliinme oranlar1 ve uzaysal
konumlar1 kadar dnemlidir. Blastomerlerin iki ya da daha fazla nukleus i¢cermesi ya da
multiniikleasyon da embriyo kalitesini gosteren Onemli bir belirtectir [59].
Multiniikleasyonun birden ¢ok probleme neden olabilecegi bildirilmistir. Bunlar;
sitokinez olmadan karyokinez, niikleusun parsiyel fragmantasyonu ya da kromozom

ayrismasinda hata seklinde olabilmektedir. Bunun sonucunda yiiksek kromosomal
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hatalarla birlikte diisiik embriyo kalitesi olusabilmektedir. Embriyo kalitesini gosteren
bir diger parametre ise embriyonun 16-32 hiicreli evredeyken hiicreler aras1 baglanti
durumudur. Siki baglantilar hiicrelerin bir arada durmasini saglayarak embriyonun
daha 1iyi bir i¢ hiicre kiitlesi yaratmasina ve sonraki gelisim basamaklarina
ilerlemesine yardimci olmaktadir. Bu baglantilarin tamaminin olmamasi ya da yaridan
fazlasinin olmamasi durumunda embriyonun gelisim  basamakalari
gerceklesememekte yada azalabilmektedir [60] .

Yukarida bahsedilen embriyo degerlendirme parametrelerinin embriyo implantasyon
basarisinda o6nemli oldugu kanitlanmistir. Ancak hangisinin yardimer iireme
tekniklerinde altin standart olarak tercih edilmesi gerektigi heniiz bilinmemektedir.
Insan fetusunun erken kaybi oldukga yaygin bir olaydir. Dogal tekiz fetuslarin
yaklasik %731 6. haftaya ulasamadan kayba ugramakta ve kalanlarin %90’1 dogumla
sonuclanmaktadir [61] .

Implante olma olasihig: yiiksek embriyolarm segimi iizerinde bircok arastirma
mevcuttur. Oncelikle genetik saglamlik implantasyonun gerceklesmesi ve saglikl
cocuk sahibi olmada kesin bir gerekliliktir. Ne yazik ki inkiibatorlerde takip edilen
embriyolarin biyopsileri yapilarak incelenmeden genetik yapilarini bilebilmek
miimkiin degildir. Pek ¢ok diisiik kalite embriyo, normal ve saglikli fetuslar gelistirse
de fragmentli ve arrest embriyolarda sayisal ve kromozomal anomalilerin daha sik
oldugu goriilmektedir [62] .

Diger yandan 36 yas iistii kadinlarda iyi morfolojili embriyolarda oliimciil genetik
bozukluklar oldugu ortaya konmustur [63]. Bu durum, morfolojik siniflandirma
sisteminin transfer i¢in en iyi embriyoyu se¢mede faydali oldugunu ancak gelisimsel

olarak normal olan embriyolarin se¢iminde sinirlamalar gosterdigini ortaya
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koymaktadir. Bu nedenle transfer edilecek embriyonun se¢imi bazi kiigiik testlerle
yapilmaya ¢alisilmaktadir.

Pek ¢ok genetik bozuklugu olan embriyonun gelisimi erken donemde durmaktadir.
Proniikleer gelisimin ardindan genetik bozuklugu olan embriyolarin hizli kaybi, sekiz
hiicre asamasindaki embriyonun transfer i¢in se¢imini uygun kilmaktadir [64].
Degisik morfolojik kalitelerdeki embriyolar sitogenetik agidan incelendiginde
arastirmacilar, proniikleer asamadaki anomali oranin1 %65, 2-4 hiicre asamasinda
%355 ve 5-8 hiicre asamasinda ise %27 oraninda tespit etmiglerdir. Kotii morfolojili
embriyolar iyi olanlara gore neredeyse ii¢ kat fazla genetik anomali gdstermektedir.
Embriyodaki genetik bozukluk oranimi etkileyen diger bir faktér de anne yasidir.

Anne yast ilerledik¢e embriyolardaki andploidi orani artmaktadir.

IVF’teki son gelismelere ragmen gebelik oranlari 6nemli dl¢glide arttirilamamais olup
yilksek sayidaki c¢ogul gebelik oranlar1 hala Onemli bir problem olmay1
stirdiirmektedir. Transfer edilecek embriyonun canliligini 6lgen kriterlerin kullanimi
oldukca onemlidir. Yumurtanin gelisimi sirasinda kaderini 6nceden belirleyebilmek
transfer i¢in en iyi embriyolarin se¢iminde yardimci olabilir ancak ekstrasitoplazmik
ve intrasitoplazmik morfolojilerine bakilarak yapilan bu non-invaziv se¢imin
belirleyiciligi ¢ok =zayiftir. Son donemde folikiiler vaskiilarizasyonun oositin
gelisimsel kaderini 6ngérmede belirleyici oldugu 6ne siiriilmektedir [65].

Bu verilerden yola cikilarak dogal seleksiyonun sekiz hiicre asamasinin Otesinde
erken fetal gelisim sirasinda da siiriidiigiinii 6n gorebiliyoruz. Embriyonun kiiltiir
stiresi uzatildiginda daha iyi embriyolarin ayirt edilebilecegi diigiiniilerek standart 2-3.
giin transferi yerine 4. glinde morula ya da 5. giinde blastokist transferi yapilarak daha

yiiksek oranda implantasyon elde edilebilmekte, andploidi riskini de azaltmaktadir
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[66].

Implantasyon sansmmi arttirmak amaciyla potansiyel embriyo se¢imi igin uygulanan
bagka bir yontem ise erken klivaj kontroliidiir. ICSI sonrasi 25-27. saatlerde yapilan
ilk embriyo klivaj kontrolii ile klivaja giren embriyolar takip edilip transferi
yapildiginda gebelik oranlarinin arttig1 bildirilmistir [67] .

Proniikleer morfoloji degerlendirmesi de implantasyon potansiyeli yiiksek olan
embriyolarin se¢iminde kullanilabilecek diger bir yontemdir [68].

2.12.IVF’te Implantasyon Potansiyeli Yiiksek Embriyonun Secilmesi —

Embriyonun Genetik Taramasi

Genetik yapisinin normal olmasimin embriyolarin implantasyon basarist daha
yiiksektir. Bu nedenle preimplantasyon genetik tan1 (PGT) yontemiyle transfer 6ncesi
embriyolar taranarak saglikli embriyolarin transfer edilmesi hedeflenmektedir. ilk
uygulama Handyside tarafindan bildirilmistir [69].

PGT’nin temel zorluklar1 arasinda en 6nemlisi tek ya da az sayida hiicreden genetik
test yapilma zorunlulugudur. Tek hiicrenin alinmasi (embriyo biyopsisi) ve genetik
test icin hazirlanmasi, sonuca kisa siire i¢inde (transfer giinlinden 6nce) ulasilma
zorunlulugu, testlerin tekrar edilememesi, sonuglarin degerlendirilmesindeki

giicliikler (mozaiklik, kontaminasyon vb) testin diger 6nemli sinirlamalar1 arasindadir.

IVF sonrasinda elde edilen iyi kalite embriyolarda andploidi en yaygin anormalliktir
ve poliploidi ve mozaikligin aksine andploidi embriyonel kalitenin artmasi ile azalma
gostermemektedir. Bu nedenle klivaj oranlar1 ve morfolojik parametreler dikkate
alinarak embriyo transferi yapildiginda poliploidi ve mozaikligin eliminasyonu

saglanabilir ancak andploidili embriyolarin ekarte edilmesi saglanamaz. lyi kalite
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embriyonun transfer i¢in se¢ilmesi kromozomal olarak anormal embriyo replasmanini

azaltmaktadir [70].

2.13.Mevcut embriyo se¢cim teknikleri

Gilinlimiizde bir ¢ok teknolojik arastirma IVF basarisinda 6nemli yere sahip embriyo
kalitesini degerlendirmek amaciyla dizayn edilmektedir. Ozellikle tek embriyo
transferinde en kaliteli embriyonun se¢imi hedeftir, ancak heniiz bu amaca uygun
yeterli teknolojik gelismeye ulasilamamistir. Mevcut teknolojiler mikroskop altinda
embriyolarin  incelenmesine dayanmis olup inceleyicinin insiyatifne bagh
yontemlerden olugsmaktadir [71].

Son yillarda 6zellikle non invaziv daha objektif degerlendirme kriterlerine sahip
teknikler gelistirilmis; kumulus hiicre gen ekspresyonlari, Time Lapse sistemleriyle
erken evre hiicre boliinme oranlar1 ve embriyonun metabolik profilinin spektroskopik
yontemlerle incelenmesi gibi yontemler se¢imde kullanilmaktadir [72, 73].
Giliniimiizde Time Lapse teknolojisi embriyo gelisimini degerlendirmede dnemli bir
rol oynamaktadir. EmbryoScope sistemi (Unisense A/S; Aarhus Denmark) ile
embriyolar kontrollii bir sicaklik ve gaz kontrolii olan inkiibatdrde saklanirken 24
saatlik diizenli bir kontrol imkan1 saglamaktadir [74].

Birlesik Krallik’ta, insan fertilizasyon ve embriyoloji otoriteleri iatrojenik ¢ogul
gebelikleri onlemeyi amaclamistir. Bu amagla tek embriyo transferinin en etkin
yontem oldugunu bildirmiglerdir. Mevcut embriyo degerlendirme sistemleriyle
kaliteli embiyonun degerlendirilmesinin yeterli olmayacagi bildirilmistir. Bu
degerlendirmenin laboratuvarlar arasinda da farklilik gdsterebilecegi vurgulanmistir.
Sonug olarak Klinik Embriyologlar Cemiyeti (ACE) ve Ingiliz Fertilite Cemiyeti

(BFS) tarafindan embriyo degerlendirme rehberi yayinlanmistir. Boliinme
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asamasindaki embriyolari i¢in blastomer sayisi, blastomer boyutu ve fragmantasyon
derecesi ile olusan bir degerlendirme sistemi olusturulmustur [75] .

Amerika Birlesik Devletleri'nde Yardimci iireme teknolojileri birligi (SART)
tarafindan standardize embriyo degerlendirme skorlar1 gelistirilerek basit tiniversal bir
embriyo degerlendirme sistemi gelistirilmistir [76]. Tiim embriyolara uygulanabilen
basit bir derecelendirme sistemi (iyi, orta, koti) gelistirilmistir. Boliinme
asamasindaki embriyolarda framantasyon ve simetrinin not edilmesi ve blastosist
asamast icin i¢ hiicre kitlesi ve trofoektoderm degerlendirmesi gelistirilmistir.
Vermon ve ark. 70000 transfer edilen embriyonun bu degerlendirme sistemine gore
iyi olmasi sonucunda canli dogum oranlarini Onemli oranda tahmin ettigini
gostermistir [77].

2.14.Time Lapse Embriyo Degerlendirme Sistemleri

Time Lapse sistemler 1990’larin basindan beri embriyo se¢iminde non invaziv
yontem arayislar1 sonucunda bulunmus, embriyolarin morfokinetik 6zelliklerine gore
secimi temeline dayanan goriintiileme ve takip sistemleridir.

Ik Time Lapse yontemle degerlendirilen embriyo ile elde edilen bebek 2010’da
Pribenszky ve ark tarafindan bildirilmistir [78].

Bu sistemler ile embriyo gelisim siireclerindeki ana olaylar ve boliinme paternleri
hakkinda bilgi edinilebilmektedir. Embriyo gelisim agamalarinda kritik 6neme sahip;
polar cisim olusumu, pronukleus (PN) formasyonu, vakuol formasyonu,
fragmantasyon formasyonu, ters klivaj , klivaj zaman noktalar1 ve klivaj araliklar1 gibi
olaylar Time Lapse sistemleri ile belirli zaman araliklarinda kayit altina alinarak

sonradan incelenebilmektedir.
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Meseguer ve ark., Time Lapse inkiibatorde takip edilen embriyolarin klasik
inkiibatdrde takip edilen embriyolara gore daha basarili klinik gebelik sonuglar
oldugunu bildirmislerdir [3]. Siristatidis ve ark. Time Lapse sisteminin klasik
inkiibatorlii embryo Kkiiltlirline gore implantasyon oranlarini, gebelik oranlarini
arttirdig1, erken gebelik kayiplarini azalttigini bildirmislerdir [79].

Time Lapse sistemler temelde; yiiksek ¢Oziiniirliiklii mikroskop, embriyonun
konuldugu bir kiiltiir kabi, inkiibator, goriintii kaydina olanak saglayan bir sistem ile
goriintiilerin tekrardan izlenmesine ve degerlendirilmesine olanak saglayan bilgisayar
yazilimindan olusmaktadir.

Glinlimiizde sik kullanilan Time Lapse sistemler; i) Primo Vision (Vitrolife, Sweden),
i1) Eeva (Auxogyn, United States), iii)) EmbryoScope (FertiliTech, Denmark), iv)Miri
(Esco, Denmark) sistemleridir (Sekil 1-4).

2.14.1. Primo Vision (Vitrolife, Sweden)

Klasik IVF laboratuarinda bulunan inkubatorlere adapte edilebilmektedir. Inkiibator
disinda bir sistem kontrol iinitesinden olugsmaktadir. Her disde en fazla 9-16 embriyo
bulunabilmektedir. Sistem 6 farkli hastaya ait 96 embriyoyu incelemeye olanak

saglamaktadir. Bu sistemlerde 5 dakikada bir resim alma olanagi mevcuttur.
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Sekil 1. Primo Vision (Vitrolife, Sweden), embriyo saklama iinitesi ve Time Lapse

yazilimi

2.14.2. Eeva (Auxogyn, United States)

Klasik IVF laboratuarinda bulunan inkubatorlere adapte edilebilmektedir. Inkiibator

disinda bir sistem kontrol {initesinden olusmaktadir. Her disde en fazla 12 embriyo

bulunabilmektedir. Sistem toplamda 48 embriyoyu incelemeye olanak saglamaktadir.

Bu sistemlerde 5 dakikada bir resim alma olanagi mevcuttur.
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Sekil 2. Eeva (Auxogyn, United States), embriyo saklama {initesi ve Time Lapse

yazilimi.

2.14.3. EmbryoScope (FertiliTech, Denmark)

Bu sistem klasik IVF inkiibatorlerinin disinda kendine 6zgii bir inkiibatér ve
mikroskop tnitesi, HEPA filtresine bagli UV hava sterilizasyonu sistemi ve bunun
disinda embriyolarin incelenmesine olanak taniyan bir bilgisayar donanim ve
yazilimindan olugsmaktadir. Her disde en fazla 12 embriyo bulunabilmektedir. Sistem
toplamda 72 embriyoyu incelemeye olanak saglamaktadir. Bu yazilim embriyolarin
incelenmesi disinda arzu edilmesi halinde ‘The Zoi server (FertiliTech, Denmark)’
isimli bir ag sayesinde embriyo kiiltiir ortami1 ve laboratuar ortaminin
degerlendirilmesini saglayan merkezi bir teknik destek saglamaktadir. Bu sistemlerde

10 dakikada bir resim alma olanagi mevcuttur.
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Sekil 3. EmbryoScope (FertiliTech, Denmark), embriyo saklama iinitesi ve Time
Lapse yazilimu.

2.14.4.Miri (Esco, Denmark)

Klasik IVF inkiibatorlerinin disinda kendine 6zgii bir inkiibatér ve mikroskop {initesi
bulundurmaktadir. Her biri 14 embriyo iceren 6 kiiltiir kab1 mevcuttur. Sistem
toplamda 84 embriyoyu incelemeye olanak saglamaktadir. Bu sistemlerde 5 dakikada

bir resim alma olanagi mevcuttur.
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Sekil 4. Miri (Esco, Denmark), embriyo saklama {initesi ve Time Lapse yazilimu.
Bu sistemlerde dikkat edilmesi gereken terminoloji; Inseminasyon zamani (t0),
Pronukleus olusumu (tPNf), 2 hiicre zamani (t2), 3 hiicre (t3), 4 hiicre (t4), 5 hiicre

(t5), morula (tM), blastulasyon (tSB), full blastosit (tB), blastomer hiicre siklusu-cell
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cycles (cc), embryo hiicre siklusu (ECCs) olarak kisaltilir. Bunun disinda blastomer
hiicre siklusu a, t3-t2 olarak hesaplanir ve cc2a olarak yazilir. Blastomer b t4-t2 olarak
hesaplanir ve cc2b olarak yazilir. Embriyonun 2 hiicreden 4 hiicreye gecisi (ECC2) ya
da t4-t2 olarak adlandirilmaktadir. 3. hiicre siklusu, ECC3 ya da embriyonun 4
hiicreden 8 hiicreye gecisini ifade etmekte ve 4 blastomer/hiicre siklusunu ifade
etmektedir. Ayrica cc3a t5-t4, cc3b t6-t4, cc3c t7-t4, ve cc3d is t8-t4 olarak
kodlanmaktadir.

247 embriyoya ait implantasyon bagarisi geriye doniik incelendigi bir ¢aligmada,
implante olan ve olmayan embriyolar arasinda 5 hiicreye ulagma zamaninda (t5) ve 2.
hiicre siklusu zamanlarinda anlamli farklilik goriilmiistiir (cc2). Ayrica; bir hiicreden
ii¢ hiicreye ge¢me, esit olmayan boliinme ve 4 hiicreli asamada multiniikleasyonun da
implantasyon basarisinda etkili oldugu bildirilmistir [3].

2.15.Embriyo Transferi

Embriyo transferi en sik fertilizasyondan sonraki 3. giinde yapilmaktadir. ideal 3. giin
embriyo, esit boyutlarda 6-8 hiicreye sahip ve hi¢ sitoplazmik fragmentasyonu
olmayan embriyodur. Embriyo transferinde en 6nemli faktér zamanlama ve teknik
olarak bildirilmistir. Zamanlama olarak 3. giin ve 5. giin (blastokist donemi)
karsilagtiran 10 tane ¢caligsmayi toplayan bir meta analizde implantasyon, gebelik, canli
dogum, abortus, ¢cogul gebelik acisindan fark bulunmamistir. Ancak uzamis kiiltiir
siirelerinde artmig siklus iptalinin belirgin oldugu bildirilmistir [80]. Bu ¢alismalarda
blastokistler i¢in optimal medyumlar kullanilmamis ve daha az embriyo transferine
ragmen implantasyon ve gebelik oranlar1 benzer bulunmustur.

Embriyo transferinde amag; olabildigince atravmatik ve ¢abuk bir sekilde embriyolari
uterusa yerlestirmektir. Miimkiin ise kan mukus ve uterin kontraksiyonlarindan

kaginilmalidir. Onceden deneme transferi yapilmasi tedaviden énce servikal
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dilatasyondan fayda gorebilecek kadinlarin secilmesi i¢in Onemli olabilmektedir.
Ultrasonografi esliginde diisiik hacimlerde, yumusak kateter ile yapilan transferler en
iyi sonuglar1 vermektedir [80].

3.GEREC VE YONTEMLER

Calismaya Istanbul Yeni Yiizyil Universitesi Klinik Arastirmalar etik kurulunun 6
Temmuz 2017 tarihli etik kurul onayimnin alinmasindan sonra 1 Temmuz 2016 ve 1
Temmuz 2017 tarihleri arasinda Gen-Art Tiip Bebek merkezine basvuran 14 infertil
hastadan elde edilen 57 embriyoya ait verilerle yapilmistir. Agiklanamayan infertilite,
tekrarlayan gebelik kayiplari, tekrarlayan implantasyon basarisizligi, iki ya da daha
fazla agiklanamayan diisiik Oykiisii, onceki gebeliklerde andploidili fetiis Oykiisii
nedeniyle preimplantasyon genetik tarama yapilacak olan hastalara ait embriyolar
Primovision Time Lapse sistem ile degerlendirilmistir. Oviilasyon indiiksiyonu dncesi
tiim hastalara ultrason muayenesi yapilarak, menstrual siklusun 3. Giinii FSH, LH,E2
seviyeleri degerlendirilmistir. Menstruel siklusun 3.glinli hastalara 75 IU r-FSH
(Gonal-F, Sereno) kullanilarak oviilasyon indiiksiyonu yapilmis, ortalama 18-20 mm
folikiil eldesine kadar hastalar takip edilmis, 250 pg recombinant hCG (Ovidrel,
Sereno) uygulanarak 36 saat sonra anestezi altinda oosit aspirasyonu yapilmigtir. ICSI
uygulamasi sonrasinda embriyolarin morfokinetik 6zellikleri Primovision sistem ile
degerlendirilmistir. Boliinme zamanlar1 diginda; polar cisim, esit olmayan boliinme,
ters klivaj, multinukleasyon, vakuolizasyon, fragmantasyon, pronukleus olusumu ve
sayis1 kaydedilmistir. PGT amaciyla 3. giin blastomer ya da trofoektoderm biyopsisi
ile yeterli genetik materyal alimarak Array CGH (aCGH) islemine tabi tutulmustur.
Time Lapse sistemi ile elde edilen morfokinetik parametreler SART ve BFS/ACE

embriyo degerlendirme skorlarina gore degerlendirilmistir (Ek 1, 2). SART skorunda
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iyi (1), orta (2), kotii (3) olmak iizere {i¢ kriter kullanilirken BFS/ACE skorlamasinda

iyi (4), orta (3), kotii (2), cok kotii (1) seklinde iyi embriyodan kotli embriyoya dogru
azalan bir derecelendirme kullanilmistir. Bu sonuglardan elde edilen veriler ile aCGH
yontemiyle bakilan kromozon analizi sonuglar1 arasindaki iligki istatistiksel olarak

analiz edilmistir.

Istatistiksel Incelemeler

Istatistiksel analizler icin NCSS (Number Cruncher Statistical System) 2007
(Kaysville, Utah, USA) programi kullanildi. Caligma verileri degerlendirilirken
tanimlayict istatistiksel metodlarin (Ortalama, Standart Sapma, Medyan, Frekans,
Oran, Minimum, Maksimum) yanisira niceliksel verilerin karsilastirilmasinda normal
dagilim gosteren parametrelerin iki grup karsilastirmalarinda Student t Test, normal
dagilim gostermeyen parametrelerin iki grup karsilastirmalarinda ise Mann Whitney
U testi kullanilmistir. Anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirilmistir.
4.BULGULAR

aCGH analiz sonuglarina gore embriyolar kromozomal yapilarina gore normal ya
da anormal olmak tizere ikiye ayrildi. Normal grupta ortalama yas 33,24+2,56 ve
anormal grupta ortalama yas 31,88+2,18 olup gruplar arasinda anlaml fark
bulunmadi. Her iki grupta da polar cisimcik ve proniikleus olusumu mevcuttu.
Vakuol olusumu normal grupta 0,24+0,43 iken anormal grupta 0,58+0,5 olup
anormal grupta (p=0,02) anlamh olarak daha ytiksek bulundu. Her iki grupta
fragmantasyon ve multintikleasyon olusumlari arasinda anlamh fark gorilmedi.
Esit olmayan boliinme normal grupta 0,41+0,5 iken anormal grupta 0,7+0,4 olup

anormal grupta (p=0,04) anlaml olarak daha yiiksek bulundu. Ters boéltinme
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normal grupta 0,18+0,3, anormal grupta 0,53+0,5 olup anormal grupta (p=0,01)
anlamli olarak daha yiiksek bulundu (EK 3-5). Time Lapse parametrelerinden
ikiye boliinme zamani (T2) normal grupta 0,18+0,3 saat olup anormal gruptan
istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiik bulundu (p=0,02). Her iki
grupta 3,5 ve 8 blastomerli evrelere gecis ve CC2,S3 zamanlar: arasinda anlaml
farklilik bulunmadi. 4 blastomerli evreye gecis zamani normal grupta ortalama
2949 saat olup anormal gruba gore daha kisayd1 (p 0,02). Morula evresine gecis
zamanl normal grupta 69,4+18,1 olup anormal gruba gore anlamli derecede
daha kisaydi (p=0,01) (Ek 6-8).

SART skorlamasina gore normal grupta ortalama skor 1,47+0,6 iken anormal
grupta 2,08+0,8 olup gruplar arasinda anlaml farklihik mevcuttu (p=0,017).
BFS/ACE skorlar1 agisindan gruplar degerlendirildigi zaman normal grupta
ortalama skor 3,35+0,86 iken anormal grupta ortlama skor 2,68+1,07 olup
gruplar arasinda anlaml farklilik mevcuttu (p=0,02). (Tablo 1)

SART, BFS/ACE skorlaritla normal ya da anormal kromozomlu embriyo varligi
ile korelasyon analizinde; vakuol olusumu, fragmantasyon, multiniikleasyon, esit
olmayan bdliinme ve ters boliinme arasinda SART skorlariyla pozitif yonde
BFS/ACE skorlariyla negatif yonde anlamh korelasyon oldugu goériildii. Anormal
kromozom varligiyla vakuol olusumu, esit olmayan béliinme ve ters boliinme
arasinda anlaml derecede korelasyon oldugu goriildi. T2 siiresi ve SART skoru
arasinda pozitif yonde iliski saptanirken BFS/ACE skoruyla negatif yonde iliski

saptandi. Diger Time Lapse morfokinetik b6liinme zamanlariyla (T3, T4, T5, T8
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ve TM ) SART ve BFS/ACE skorlariyla anlaml korelasyon izlenmedi. Anormal

kromozom yapisiyla T2, T4, TM ve S2 arasinda anlamh korelasyon oldugu

gorildi. SART skorlariyla anormal

kromozom varlig1 arasinda pozitif ve

BFS/ACE skorlariyla negatif yonde anlamli korelasyon saptandi. (Tablo 2)

Tablo 1. aCGH sonuclarina gore normal ya da anormal kromozom yapisina sahip

embriyolari morfolojik ve time-lapse verilerinin analizi.

Normal (n:17) Anormal (n:40) p degeri
ort+SD(aralik) ort+SD(aralik)
Yas 33,24+2,56(28- 31,88+2,18(28- 0,06
37) 37)
Vakuolizasyon 0,24+0,43(0-1) 0,58+0,5(0-1) 0,02
Fragmantasyon | 0,82+0,39(0-1) 0,75+0,43(0-1) 0,17
Multiniikleasyon | 0,65+0,49(0-1) 0,85+0,36(0-1) 0,08
Esit olmayan 0,41+0,5(0-1) 0,7+0,4(0-1) 0,04
boliinme
Ters klivaj 0,18+0,3(0-1) 0,53+0,5(0-1) 0,01
T2 (saat) 18,7+8,2(6-29) 24,2+8,5(6-42) 0,02
T3(saat) 27,7+8,3(12-40) 32,4+7,7(18-60) 0,058
T4 (saat) 29+9(12-41) 35,6+8,5(19-62) 0,02
T5(saat) 41,4+13,4(12-71) | 45,4+12,1(24-85) | 0,37
T8(saat) 48,5+15,7(25-96) | 54,9+16,1(30- 0,17
100)
TM(saat) 69,4+18,1(30- 83,2+16,1(51- 0,01
110) 115)
TSB(saat) 82,4+32,3(0-113) | 61,3+55,2(0-170) | 0,74
TFB(saat) 81,1+39,9(0-117) | 49,4+56,2(0-140) | 0,25
TFH(saat) 75,8+(0-118) 29,8+49,6(0-141) | 0,01
TPn 8,9+6,6(1-24) 11,6+5,7(1,2-27) | 0,08
CC2(saat) 10,2+4,6(1,7-1,5) | 11,3+6,7(0,6-2,9) | 0,40
S2(saat) 1,2+2,6(0,1-1,1) 3,1+4,9(0,1-2,6) 0,005
S3(saat) 7,1+6,9(0,2-2,5) 9,4+10,9(0,7-49) | 0,69
SART 1,47+0,6(1-3) 2,08+0,8(1-3) 0,017
BFS /ACE 3,35+0,86(1-4) 2,68+1,07(1-4) 0,02
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Tablo 2. SART, BFS/ACE ve aCGH analizi sonuglar1 ile embriyolarin morfolojik ve

time-lapse verilerinin korelasyon analizi sonuglari.

SART BFS/ACE aCGH

r P r P R P
Yas -0,34 0,009 0,36 0,005 0,25 0,06
Vakuol 0,23 0,07 -0,24 | 0,06 -0,31 0,01
Fragmantasyon 0,53 <0,001 |-0,52 |<0,001 0,08 0,55
Multiniikleasyon | 0,44 0,001 -0,04 | 0,001 -0,22 0,08
Esit olmayan 0,80 <0,001 |-0,80 |<0,001 -0,27 0,04
boliinme
Ters klivaj 0,64 <0,001 |-0,61 |<0,001 -0,32 0,014
T2(saat) 0,36 0,005 -0,37 | 0,004 -0,29 0,02
T3(saat) 0,02 0,84 0,006 | 0,96 -0,25 0,058
T4 (saat) 0,14 0,28 -0,10 | 0,42 -0,29 0,02
T5(saat) 0,06 0,61 -0,4 0,75 -0,11 0,37
T8(saat) 0,11 0,38 -0,13 | 0,30 -0,18 0,17
TM(saat) 0,26 0,051 -0,25 | 0,054 -0,34 0,009
TSB(saat) -0,194 | 0,14 0,24 0,07 0,04 0,75
TFB(saat) -0,24 0,063 0,25 0,053 0,15 0,26
TFH(saat) -0,37 0,004 0,30 0,01 0,34 0,009
CC2(saat) -0,28 0,03 0,29 0,02 -011 0,4
S2(saat) 0,24 0,06 -0,29 | 0,02 -0,37 0,004
S3(saat) -0,03 0,81 -0,05 | 0,70 -0,05 0,69
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5.TARTISMA

In vitro ortamda embriyo bazi morfolojik 06zellikler gozoniine alinarak
degerlendirilmektedir. Bunun  disinda  embriyo genetik  yapisinin
belirlenmesinde polar cisim, blastomer ya da trofoektoderm biyopsileri gibi
invaziv yontemler de kullanilmaktadir [81]. Son yillarda yapilan calismalar
morfolojik 6zelliklerin disinda embriyo morfokinetik 6zelliklerinin de embriyo
seciminde Onemli yere sahip oldugu bildirilmistir [82, 83]. Bu amagla
gelistirilmis olan non invaziv tekniklerden embriyo monitérizasyonu
morfokinetik 6zelliklerinin degerlendirilmesinde 6nem kazanmistir. Wong ve
ark. yaptig1 bir ¢calismada blastokist gelisiminde 1 hiicreden 2 hiicreye gecis
stresinin, 2 hiicreden 3 hiicreye gecis siiresinin ve 3 hiicreden 4 hiicreye gecis
stresinin embriyo kalitesinin belirlenmesinde 6nemli olabilecegini bildirmistir
[84].

Ancak, embriyolarin Time Lapse sistemi ya da konvansiyonel embriyo
inkiibasyon sisteminde degerlendirildigi verileri iceren bir derlemede, iki grup
arasinda canli dogum oranlari, diisiik oranlar1 ve klinik gebelik oranlar
acisindan herhangi anlamli bir fark olmayabilecegi bildirilmistir. Calisma
sonucunda klinik uygulamanin degistirilebilmesi icin daha fazla calismaya
ihtiya¢ oldugu vurgulanmistir [85].

Meseguer ve ark. ¢alismasinda transfer edilen 247 embriyoya ait Time Lapse
parametrelerini geriye dogru incelemislerdir [86]. implante olan embriyolara ait
ortalama zamanlar T2:25, 6h, T3:37, 4h, T4:38,2h, T5:52,3h, CC2:11,8h, S2:0,78h
olarak bildirilmistir. Bu calismada, 5 hiicreye gecis (T5; 48.8-56.6 h), ¢
hiicreden 4 hiicreye gecis (S2; <0.76 h), iki hiicreden {i¢ hiicreye gecis evrelerine

(CC2; £11.9 h) ait siirelerin implantasyon basarisiyla anlaml olarak iligkili
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olabilecegi bildirilmistir. Yine bu ¢calismada 4 hiicreli evredeki multintiikleasyon
varhiginin ve iki hiicreli evrede esit olmayan boéliinmenin implantasyon
basarisizligiyla iliskili olabilecegi vurgulanmistir. Bu calismadan farkl olarak,
bizim ¢calismamizda, T2, T3, T5 ve CC2 siireleri daha kisa goriiliirken T4 ve S2
streleri daha uzun saptanmistir. Bu sonuclarimiz farkli ovulasyon indiiksiyonu
ajanlarinin, degisik kiltir mediumlarinin kullanilmas1 ve farkli inkiibasyon
ortamlarinin olmasina baglanabilir. Meseguer ve ark. calismasiyla uyumlu olarak
bizim calismamizda da, esit olmayan boliinme ve ters klivaj oranlar1 anormal
kromozom tasiyan embriyolarda anlaml olarak daha yiiksek bulunmustur.

Desai ve ark. yaptig1 bir calismada TPNf, T2, T4, T8, S2, S3 ve CC2 siirelerinin
blastokist asamasina gelebilen embriyolarda gelemeyenlere gore anlamh
derecede daha kisa silirede olabilecegini bildirmislerdir [87]. Chawla ve ark.
calismasinda embriyolara ait morfokinetik parametreler ile kromozomal yapiy1
degerlendirmislerdir [88]. EmbryoScope kullanilarak izlenen 460 embriyoya ait
veriler geriye doniik olarak incelenmis; TPNf, T2, T5, CC2 ve CC3 zamanlari
normal ve anormal kromozomal yapiya sahip embriyolar arasinda anlamh
derecede farklilik géstermistir. Bu calismanin sonunda Time Lapse goriintiileme
sistemlerinin anoploidiyi erken donemde belirleyebilecegi 6ne siirtilmiistiir.
Yang ve ark. bir calismasinda 1163 metafaz Il (MII) oositten elde edilmis 138 PGS
sonucunu degerlendirmistir [89]. Emriyolar Time Lapse sistemde ve
konvansiyonel inkiibatorde kiltiire edilmek tizere iki gruba ayirilarak
izlenmistir. Her iki gruba da 5. gilin trofoektoderm biyopsisi sonrasi tiim genomik
amplifikasyon ve aCGH testi uygulanmistir. Her iki grup i¢in devam eden gebelik

oranlar1 ve implantasyon basarilar1 kiyaslanmistir. Calisma sonucunda Time

36



Lapse sisteminde degerlendirilen embriyolarda implantasyon ve devam eden
gebelik oranlarinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Calisma sonucunda Time
Lapse sistemleriyle aCGH tekniginin birlikte uygulanmasinin kompetan embriyo
seciminde etkili olabilecegi bildirilmistir [89].

Calismamizda, 6nceki ¢alismalardan farkl olarak SART VE BFS/ACE morfolojik
degerlendirme skorlari1 ile anormal kromozom yapisindaki iliski incelendi.
Calisma sonucunda, SART ve BFS/ACE skorlamasina goére normal morfolojik
yapidaki embriyolarin normal kromozomal yap1 ile uyumlu olabilecegi goriildi
[86-88]. Bunun disinda, SART ve BFS/ACE morfolojik skorlamalarina gore
anormal yapidaki embriyolar ile vakuol olusumu, fragmantasyon,
multiniikleasyon, esit olmayan boliinme ve ters klivaj arasinda anlamh
korelasyon olabilecegi goriildi.

Calismamizin limitasyonlar1 olarak, calismaya dahil edilen embriyo sayisinin
azligl, embriyo implantasyon ve devam eden gebelik oranlarina ait bilgilerin
olmamasi gosterilebilir.

Sonuc olarak; Time Lapse yontemiyle izlendiginde, anormal kromozom tasiyan
embriyolarda normal kromozom yapisindaki embriyolara gére vakuol olusumu,

esit olmayan boéliinme, ters boliinme ve T2, T4, TM zamanlar1 daha yiiksektir.
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8. EKLER

Ek 1. British Fertility Society and Association of Clinical Embryologist
(BFS/ACE) klivaj asamasi embriyo skorlamasi

Grade Blastomerlerin esitligi Fragmantasyon derecesi
(embriyo hacmine yiizdesi)

4 Esit simetrik blastomerler <%10 niikleussuz fragmanlar

3 Hafif orantisiz blastomerler %10-20 niikleussuz fragmanlar
(<%?20 fark)

2 Orantisiz blastomerler (%20- | %20-50 niikleussuz fragmanlar
50 fark)

1 Biiyiik ol¢tide orantisiz >%350 niikleussuz fragmanlar
(>%50 fark)
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Ek 2. Society for Assisted Reproductive Technology (SART)

degerlendirme Kriterleri

embriyo

Grade Klivaj evresi hiicre sayis1 (1-8) Morula/Blastosist:erken/gelismis
/hatch olan
Fragmantasyon | Simetri I¢ hiicre kiitlesi | Trofoektoderm
(%)
Iyi (1) 0 Miikemmel Iyi Iyi
%1-10
Orta (2) %11-25 Orta asimetri Orta Orta
Kotii (3) >%?25 Ciddi asimetri | Kotii Kotii
Bilinmiyor (4) | Bilinmiyor Bilinmiyor Bilinmiyor Bilinmiyor
Girilmemis (5) | Girilmemis Girilmemis Girilmemis Girilmemis
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Ek 3. a) Siyah ok polar cisimleri gostermekte. b)Proniikleus goriintiisii c)Vakuol

goriintiisii d)Multiniikleasyon goriintiisii
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Ek 4. a)iki blastomerli evre (T2) b) Ug blastomerli evre (T3) c) Dort blastomerli
evre (T4) d)Sekiz blastomerli evre (T8)
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Ek 5. a)Fragmante olmus hiicre goriintiisii b)Morula evresi c)Tam blastokist

goriintiisii d) Hatch olmus blast gortinttsi
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Ek 6. Normal ve anormal gruba ait T2 zamanlarinin dagilimi. Normal grupta ortalama
T2 stiresi 18,75 saat iken anormal grupta ortalama T2 siirsi 24,24 saattir.
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Ek 7. Normal ve anormal gruba ait T4 zamanlarinin dagilimi. Normal grupta ortalama
T4 siiresi 29,04 saat iken anormal grupta ortalama T4 siirsi 35,63 saattir.
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Ek 8. Normal ve anormal gruba ait S2 zamanlarinin dagilimi. Normal grupta ortalama
S2 stiresi 1,29 saat iken anormal grupta ortalama S2 siirsi 3,14 saattir.
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