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INTRASITOPLAZMIK SPERM ENJEKSIYONU UYGULANAN
INFERTIL VAKALARIN TAM ZAMANLI iZLEME SISTEMINDE
(TIME LAPSE) MULTINUKLEUSLU BLASTOMER ICEREN
EMBRIYOLARININ BLASTOKIST ASAMASINA ULASMA

ORANLARININ RETROSPEKTIF OLARAK INCELENMESI

Elif E. Cavusoglu
Yiiksek Lisans
Klinik Embriyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof.Dr. Mehmet Cincik
Maltepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, 2018

Bu tez ¢alismasinda; 2015-2017 yillar1 arasinda Acibadem Hastanesi Tiip Bebek
Merkezi’ne bagvuran maternal yas araligi 25-40 olan, ICSI uygulamasi yapilan, time
lapse cihazinda takip edilen ve multiniikleasyonun saptandigi 59 infertil vakaya ait 279
embriyo degerlendirmeye alindi.

59 infertil vakanin toplamda multiniikleasyon gosteren embriyolarin
%43,4’liniin blastokist agsamasina ulastig1 tespit edildi. Hastalar <34 yas grubu 31; >34
yas grubu 28 olgu olmak iizere iki gruba ayrildi. <34 yas grubunda multiniikleasyon
gosteren embriyolarin blastokist agsamasina ulagsma oran1 %40,5; >34 yas grubunda
%47,4 olarak tespit edilmis olup multiniikleasyon gosteren embriyolarin blastokist
asamasina ulagma oranlarinda gruplara gore anlamli farklilik bulunmadi (p>0,05).

Multiniikleasyon, embriyo se¢iminde Onemli rol oynayan bir anomalidir ve
tespitinin yapilmasi daha yliksek oranda gebelik ve canli dogum eldesi i¢in kritiktir, bu
anomali i¢in bir ¢ok mekanizma One siirlilse de heniiz tam olarak mekanizmasi
kesfedilmemistir. Buldugumuz sonuclar ileride yapilacak olan daha kapsamli klinik
caligmalara fikir niteligindedir fakat ileri caligmalara da ihtiya¢ vardir.

Anahtar Sozciikler: 1. infertilite; 2. intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu; 3. time
lapse; 4. multiniikleasyon



ABSTRACT

A RETROSPECTIVE ANALYSIS OF THE RATE OF
BLASTOCYST PROGRESSION OF MULTINUCLEATED
BLASTOMER-CONTAINING EMBRYOS IN A FULL-TIME
MONITORING SYSTEM (TIME LAPSE) OF INFERTILE CASES

WITH INTRACYTOPLASMIC SPERM INJECTION

Elif E. Cavusoglu
Master Thesis
Clinical Embryology Department
Thesis Advisor: Prof.Dr. Mehmet Cincik
Maltepe University Health Sciences Graduate School, 2018

In this thesis; between the years 2015-2017, 59 infertile event of 279 ebmryos
who were admitted to Acibadem Hospital In Vitro Fertilization Center were selected.
The patients’ maternal age range was 25-40 and ICSI application, time lapse device
tracking were applied and multinucleation were detected.

59 infertile pairs reached a blastocyst stage of 43.4% showing multinucleation.
Patients <34 age group 31; two groups of >34 age group 28 event were allocated. <40
years of age reached the blastocyst stage of multinucleated embryos in 34 age group; In
the >34 age group, it was found to be 47.4%. The rates of reaching the blastocyst stage
of the multinucleated embryos were not significantly different according to the groups
(p> 0,05).

Multinucleation is an anomaly that plays an important role in embryo selection
and detection is critical for higher rates of pregnancy and live birth, although many
mechanisms have been proposed for this anomaly, yet its mechanism has not yet been
fully explored. While the results we have found may be of a more comprehensive
clinical trial to be done in the future, further work is needed.

Keywords: 1. infertility; 2. intracytoplasmic sperm injection; 3. time lapse;
4. multinucleation
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BOLUM 1. GIRiS

Problem

Herhangi bir koruma yontemi kullanmaksizin 35 yas alt1 bayanlarda en az bir
yillik siire igerisinde, 35 yas ve yukarisi bayanlarda ise 6 aylik siirede diizenli cinsel
iliskiye ragmen gebe kalamamasi infertilite olarak tanimlanir (1). Yardimci iireme
tekniklerinin gelisimi ve ilerlemesiyle infertil giftlerin ¢ocuk sahibi olma orani artig
gostermistir. Kadinlarda uyar1 yoluyla daha fazla sayida oosit eldesi yardimei iireme
teknikleri alaninda kaydedilen 6nemli basarilardan biridir. Boylece infertil ¢iftlerin gebe
kalma sanslarini arttirmak amaciyla fazla sayida embriyo transferleri yapilmistir fakat
bu yaklasim da ¢oklu gebelikte fark edilebilir bir artis ile sonuglanmistir. Cogul gebelik
ise anne ve cocuklar icin tehlikeli sonucglara yol acabilmektedir. Bazi iilkeler bu
tehlikeleri 6nlemek amaciyla tranfer edilen embriyo sayilarina bir takim kisitlamalar

getirmistir.

Yardimci Ureme tekniklerinden biri olan intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonu (ICSI) temelinde tek bir sperm hiicresinin intrasitoplazmik olarak yumurta
icine enjeksiyonudur. Sperm sayisinin ¢ok diisiik oldugu vakalarda fertilizasyonda

yasanan basarisizliklar bu teknik ile tedavi edilebilmektedir (2).

Spermin oosite girmesi ve ikinci kutup cisimciginin atilmasiyla
fertilizasyon gerceklesmis olur. Basarili bir fertilizasyon i¢in de ilk basamak oositte
mayozun tamamlanmasidir. ICSI’den 25-26 saat sonra 2 blastomerli, 42-44 saat sonra 4
veya daha fazla blastomerli, 66-68 saat sonra 8 veya daha fazla blastomerli embriyo
(morula asamasi) olusurken 106-108 saat sonra da blastokist olusur. Bu dinamik siirecin
takibinde time-lapse goriintiileme sistemi, embriyolarin ilk proniikleus (PN) olusum
asamasindan blastokist olusumuna kadar tiim asamalar1 kaydetme ve geriye doniik
izleyebilme olanagi saglar. Bu smiflandirmaya gore embriyolar 10 farkli gruba
ayrilmaktadirlar. Oncelikle embriyolar morfolojilerine gore elenmektedirler. Daha sonra

cok diisiik implantasyon oranlari oldugu bilinen iic grup ¢ikartilmaktadir. Bunlar;



zigotun direkt 3 blastomere bdliinmesi, ilk bolinmede esit olmayan bolinme ve 4

blastomer seviyesinde multinukleasyondur (3).

Multiniikleasyon, bir blastomerde birden fazla g¢ekirdegin bulundugu
kromozal bir anomalidir. Ik bélinme ile blastokist asamasma kadar herhangi bir
zamanda gerceklesebilir. Multiniikleasyonlu blastomer (MNB) varligi, kotii embriyo
gelisimi ve istenmeyen in vitro fertilizasyon (IVF) sonuglar ile iligkili bulunmustur ve
MNB insidansinin % 15 ila 40 arasinda degistigi bildirilmistir. Multiniikleasyon
gbzlemlenen embriyolarla siklikla diizensiz boyutlu blastomerler ve orta veya siddetli
fragmantasyon eslik eder. Embriyo multiniikleasyonun insidansi oosit immatiiritesi ile
de artar. SOyle ki ICSI prosediirlerinde metafaz I (MI) oositler kullanildiginda metafaz
Il (MIl) oositlerden daha fazla multiniikleasyona rastlanmistir. Multiniikleasyon
gbzlemlenen embriyolarda boliinme hizi, implantasyon hizi, klinik gebelik oranmi ve
canlt dogum oran1 belirgin olarak daha azdi. Multiniikleasyon gozlemlenen
embriyolarin artmis kromozom anormalligi diizeyi ve andploidi ile iligkili oldugu ve

bunun sonucunda spontan abortus riskinin arttig1 rapor edilmistir (4).

Amacg

Aragtirmanin amaci intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu uygulanan infertil
vakalarin tam zamanli izleme sisteminde (time lapse) multiniikleuslu blastomer iceren
embriyolarinin  blastokist asamasina ulagsma oranlarinin  retrospektif  olarak

incelenmesidir.

Calismaya konu alan multiniikleasyon, tam zamanli izleme sistemiyle kolaylikla
farkedebilmekte ve boylece embriyo se¢imine dahil edilebilmektedir. Klasik inkiibator
takibinde ise dinamik bir siire¢ olan multiniikleasyonun her zaman tespiti yapilamaz.
Time lapsede ise multiniikleasyonun hangi hiicre asamasinda olustuguna ve daha sik

hangi hiicre asamalarinda goriildiigline ya da kaybolduguna erisilebilir.

Infertil ¢iftler yas gruplarma gére <34 yas ve >34 yas olmak iizere ikiye
ayrilarak gruplar birbiriyle karsilastirilarak degerlendirilmistir. Bu iki grup ile
multiniikleasyon arasindaki iligkinin tespiti de alt parametre olarak incelenmistir.

Multiniikleasyon i¢in birgok mekanizma 6ne siiriilse de heniiz tam olarak mekanizmasi



kesfedilmedi, buldugumuz sonuclar ileride yapilacak olan daha kapsamli klinik

caligmalara fikir niteliginde olabilir.

1.1. infertilite

Herhangi bir koruma yontemi kullanmaksizin 35 yas alt1 bayanlarda en
az bir yillik siire igerisinde, 35 yas ve yukarisi bayanlarda ise 6 aylik siirede diizenli
cinsel iliskiye ragmen gebe kalamamasi infertilite olarak tanimlanir. Erkek faktor
infertilitesi olgularin yaklasik %50'sini olusturmaktadir hatta bu oran hizla
yiikselmektedir. Bu infertil erkeklerin yaklasik %50'sinde etyoloji bilinmemektedir ve
idiyopatik infertilite olarak adlandirilmakta olup, sadece oligospermi, astenospermi,
teratozoospermi veya diger sperm anormallikleri gosterilmektedir (1).Normal
populasyona gore infertil erkekler arasinda kromozom anomalileri insidansi yliksek
bulunmustur (5).

Kadin infertilitesi, yas dahil olmak iizere fizyolojik islev bozuklugu,
yasam tarzi ve diger tamimlanamayan nedenler gibi bir¢ok farkli faktérden
kaynaklanabilir (6). Ornegin yash kadinlarda, oositlerde anormal kromozom béliinmesi,
mitokondriyal kalitede azalma, mitokondriyal DNA'da mutasyon birikimi ve diisiik
ATP iretimi, artmis oksidatif stres ve azalmis antioksidan seviyeleri bulunabilir, bu
durum yaslanmanin dogurganlikta kritik bir roli oldugunu gostermektedir (7).
Yumurtalik yaslanmasinin, hem primordiyal folikiil azalmasinda hem de oosit kalitesi
bozulmasinda onemli bir rol oynadigr goriilmektedir. Yetersiz yumurtalik yaniti,
modern dogurganlik tedavisinde onemli bir sorun teskil etmekle birlikte, dogurganlik
tedavisinin basar1 oraninda da belirgin bir diisiis ile iliskilidir(8). Olgularin % 10-
20'sinde hem erkek hem de kadin faktorler etkili olurken, %10'una kadar agiklanamayan

infertilite goriilmektedir (9).



1.2. Yardimci Ureme Teknikleri

1.2.1. Oviilasyon indiiksiyonu ve Asillama (IUI)

Oviilasyon indiiksiyonu, daha fazla sayida oosit elde etmek ve gebelik
oranin1 artirmak i¢in uygulanan tedavilerden biridir (8). Dogru kontrollii over
stimiilasyon uyarimi, yardimci lireme tekniklerinde biiyiikk bir 6neme sahiptir (6).
Ozellikle agiklanamayan infertilitede, polikistikover hastaliginda (PCOS) veya subfertil
bir erkegin varliginda, oviilasyonu indiiksiyonu ve intrauterin inseminasyon (1Ul), daha
yiiksek gebelik oranlar ile iliskilidir. Uyarilmis sikluslarda oosit olgunlagmasi ve
oviilasyon tetiklemesi i¢in standart protokol, follikiiller uygun boyuta (17-18 mm)
ulastiginda insan koryonik gonadotropininin (HCG) kullanilmasidir.

HCG, 34-36 saatte oviilasyona neden olur, ancak endojen LH dalgalanmasi i¢in
24 saatten fazla yarilanma 6mrii follikiillerin ve korpus luteumun uzun siire uyarilmasi
ve ayn1 zamanda Ostradiol salimimi artiglariyla iligkilidir, boylece OHSS'i tesvik
edebilir. HCG disinda, gonadotropin salict hormon (GnRH) agonistleri, yumurtlamay1
baglatmak igin son yirmi yilda yaygin sekilde kullanilmaktadir. GnRH agonistleri,
yumurtlama tetiklemesinde LH endojen yiikselise neden olur. Daha kisa yarilanma
Oomriine sahip olan GnRH agonistleri HCG'ye kiyasla dogal dongiileri daha iyi taklit
ederek, oositlerin ve yumurtlamanin olgunlagsmasi igin yeterli LH'yi indiikleyebilirler.
Baz1 calismalar, oosit tetiklemesi i¢cin GnRH agonistinin kullanilmasi, yiiksek OHSS
riski tagiyan kadinlarda bile, OHSS gelisimini 6nledigini ortaya koymustur (10). Ayn1
zamanda, GnRH agonistleriyle yapilan uzun siireli baskilamanin, endometriyozis
lezyonlarin1 daha da baskiladigi ve endometriyozisi olan hastalarda IVF sonuglarimi
tyilestirdigi diigtintilmektedir (2).

IUI’da yumurtlama gerceklestiginde “yikanmis” spermler ince bir kateter
yardimiyla dogrudan rahim bogsluguna transfer edilir. Oviilasyon indiiksiyonu ve IUI’in
ucuz olmalar1 ve komplikasyon oranlarinin diisiik olmasi tedavi olarak daha cazip

kilmaktadir. Ancak, ciddi endometriyozis veya tubal hastaligi olan kadinlarda veya



erkek faktorlii infertilitenin veya birden fazla etiyolojinin bir arada bulundugu

durumlarda IVF gibi tedavi yontemleri daha uygun olmaktadir (2).

1.2.2. Konvansiyonel In Vitro Fertilizasyon (IVF)

Hormonal stimulusla uyarilan ovaryumlarda olusturulan c¢ok sayidaki
oositin toplanmasi, bu toplanan oositlerden uygun olaninin secilip laboratuvar
ortaminda petri kutusunda spermiyum eklenerek dollenmesi ve daha sonra uterusa
yerlestirilmesi islemidir(11). Bu teknigin temeli Edwards tarafindan 1973 yilinda
atilmistir ve in vitro fertilizasyondan sonraki ilk bebegin dogumu 1978'de
gergeklesmistir (12).

Baglangicta tubal infertilite sorununun iistesinden gelmek igin gelistirilen
IVF, giiniimiizde agiklanamayan infertilite, erkek faktorii, endometriyozis ve ovulasyon
uyarimina direncli over islev bozuklugunda tedavi i¢in secenek sunmaktadir. Ayrica
IVF; gamet Kkalitesinin takibi, ddllenmenin izlenmesi ve erken donem embriyo
gelisiminin degerlendirilmesi gibi gebelik siirecinde rol oynayan olaylar1 da izleyebilme
firsat1 saglamaktadir(2).

Ne yazik ki, IVF islemi sirasinda kullanilan rutin embriyo secimi
yontemi yetersiz kalmaktadir. Bu durumun 6niine gegilebilmesi i¢cin IVF de birden fazla
embriyo transferi(ET) yapilmaktadir fakat ¢ogul gebelik sansinin artmasi ile iliskili
oldugu da g6z Oniinde bulundurulmadir. Birden fazla gebeligin dogum oncesi
malformasyonlar, dogum Oncesi kilo ve rahim gelisme geriligi ve sezeryan gibi
sonuglar1 olmaktadir. Tek bir embriyonun secilip aktarilmasi ¢oklu gebeliklerin dniine
gecilebilmesi icin  Onerilmektedir. Bu nedenle, embriyo se¢cimi ET'den &nce
uygulanmas1 gereken ¢ok kritik bir prosediirdiir. Birka¢ noktadaki morfolojik
degerlendirmeye dayali embriyo secimi, tek ET icin bazi sinirlamalar getirmektedir.
Embriyo goriintiileri ise embriyo sec¢imi i¢in daha dogru veriler saglar.(13)

Kontrollii over hiper stimiilasyonuna karst yumurtalik yaniti (POR),
yardimei lireme tekniginde karsilasilan en biiylik zorluklardan biridir ve IVF uygulanan
kadinlarin % 9-24'tinde goriildiigi bildirilmistir (14). IVF’de en iyi sonucu elde etmek
icin optimal folikiiler gelisim saglanmalidir. Embriyolarin iyi morfolojik kalitesinin IVF

sonrasi ile pozitif iligkili oldugu bildirilmistir (15).



Iyi kalitede embriyonun ET’sine ragmen iki kez IVF basarisizligi
oldugunda, yeniden degerlendirilecek ilk faktor uterus / endometriumdur. Uterin
faktoriin degerlendirilmesi ultrasonografi, histerosalpingografi (HSG) ve histeroskopi
ile gerceklestrilir. Histeroskopinin gorsel teshis koyabilme avantaji vardir ve
makroskopik bir anormallik oldugunda taniyr kacirmak pek miimkiin degildir fakat,
belirgin bir bulgu olmadiginda uterus normal kabul edilirken endometriyal hiicreler de
anormallik olabilir (16).

1.2.3. inrasitoplazmik Sperm Enjekiyonu (ICSI)

Hastanin yagina, eger varsa dnceki tedavilerine, oosit rezervine, folikiil
stimiilan hormon (FSH) diizeyine gore ovaryumlar ¢esitli ilaclar kullanilarak 6zel bir
indiiksiyon ile uyarilir. Ovaryumlarda bulunan folikiiller yeterli biiyiikliige ulastiginda
ve Ostrojen seviyesi uygun diizeye ulastiginda hastaya HCG enjekte edilir. Bu
uygulamadan 36 saat sonra vajinal yolla ultrasonografi esliginde oositler toplanir. Daha
sonra soyma iglemi adi verilen bir islemle etraflarindaki kiimiilis ve graniiloza
hiicrelerinden arindirilan oositlerin olgun (Metafaz II) olanlari, ayn1 giin erkekten alinan
semenin hazirlanmasiyla elde edilen spermatozoon ile birlestirilerek ICSI islemi yapilir
(8). Fertilizasyonda oositlerin aktivasyonu ve embriyolarin gelisimi i¢in oositlerin
niikleer ve sitoplazmik olgunlagsmasi énemli bir esastir (17). Olgunlasmamis oositlerin
alinmasi, basarisiz fertilizasyon ve oositin sperm girisi ile aktivasyonunun olmamasi ile

sonuclanmistir (18).

Sekil 2.2.3.1. Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI)



ICSI yontemi, sperm sayisinin azalmasi, motilitesi ve morfolojik olarak normal
hiicrelerin yiizdesi gibi seminal anomalileri olan hastalarda gebelik orani gelistirdi.
Klasik IVF ile neredeyse miimkiin olmayan vakalar da spermatozoa hiicresinin
testis/epididimden cerrahi olarak geri kazanilmasiyla ICSI’de yiiksek gebelik oranlari
elde etmek miimkiin hale geldi.

Oolemma sperm fiizyonunu Onleyen zona pelusidanin anormallikleri,
zona pellusida sertlesmesi ve bunun sonucu olarak dondurulmus oositlerde dogal sperm
penetrasyonunun engellenmesi ve ek spermden zona pellusida'ya yapisan DNA
kontaminasyonu gibi bazi IVF zorluklar1 ICSI ile sona ermistir. Preimplantasyon
genetik teshisi (PGD) sikluslarinda ICSI, normal fertilizasyon oranini arttirir, ¢iinki
kiimiiliis hiicrelerinin ¢ikarilmasi, oositlerin yapisi ve olgunlugunun daha iyi
gorsellestirilmesine olanak saglar ve boylece daha iyi bir oosit secimi saglamis olur.
Ayrica, infertilite nedenini dikkate almaksizin sperm se¢imi olanag: saglamasi ICSI'yi
tercih edilen bir metod haline doniistiirmistiir (19). Daha once klasik IVF yontemi
kullanilmis ve sonu¢ alinamamis vakalar, oosit sayisinin diisiik olmasi, ileri kadin yast
gibi durumlarda da ICSI uygulanir (8).

Bu ilerlemelere ragmen, embriyonun implantasyonu hala en 6nemli hiz
sinirlayict adimdir. Soyle ki yiiksek kaliteli embriyolar bile siklikla implantasyonda
basarisiz olur ve transfer embriyo basina yaklasik % 25-30'luk bir implantasyon hizi
elde edilir (20).

1.2.4. Fertilizasyon

Basarili  bir fertilizasyon icin ilk basamak oositte mayozun
tamamlanmasidir. Memeli oositinde mayoz bdliinme fetal yasamda baslar ve birinci
profazin diploten evresine kadar ilerler ve dogumda durur (9). Mayoz béliinme sirasinda
kromozomlar gevser ve germinal vezikiil (GV) olarak bilinen bir niikleer yap1 olusur.
Mayoz boliinme, bir veya daha fazla oositler indirgeyici boliinmeyi yeniden
baslattiginda, bu oositlerdeki GV'nin kayboldugu, kromatin yeniden kondanse edildigi,
homolog kromozom ciftlerinin ayrildigi ve bunlarin yaris1 ilk kutupsal viicuda
doniigerek atildig1 puberte boyunca devam eder fakat bu noktada mayoz boliinme tekrar

kesilir (metafaz II'de). GV kirilmasiyla baslayan ve ilk kutup cisimciginin olusmasiyla



tamamlanan bu olaylar, olgun ve verimli bir oositin olusmasini saglar (21). Mayozun
ikinci evresinin metafazinda (MII) arrest olan yumurta mayotik bdliinmesi

spermatozoonun i¢ine girmesiyle tamamlanacaktir (9).

Spermatozonun morfolojisi olgunlasma sirasinda belirgin bir sekilde
degisiklige ugramaz ancak bu siire zarfinda molekiiler diizeyde yapisal degisiklikler
meydana gelir. Kromatin ve orta parca ve kuyruk bilesenleri gibi cogu sperm yapisi
giderek stabilize olur. Onceki galismalar, stabilizasyonun esas olarak tiyol gruplarinim
oksidasyonu ile saglandigini ileri siirmiistiir (22).

Spermatozoon zona pellusidayr delmek icin enzimatik ve mekanik
mekanizmalart birlikte kullanir. Akrozom reaksiyonunu tamamlayan spermatozoondan
salgilanan 6zgilil enzimler, zona pellusida bilesenlerinin lokal olarak eriterek islev
goriirler. Zona pellusidaya giren sperm perivitellin araliga geger ve sperm basi
yumurtanin plazma membrania (oolemma) tutunur bunu sperm basinin oolemmaya
baglanmas1 ve spermin yumurta sitoplazmasina (ooplazma) girisi izler (9). Sperm igine
girdikten sonra ikinci mayoz bdliinmenin metafazinda bekleyen oosit, boliinmesini
tamamlar ve boylece matlir bir oosit ve 2.kutup cisimcigi olusur. Memelilerde
anafazIl’yi izleyen donemde zigotta oosite ait kromozomlarin sitoplazmaya dagildig:
bilinmektedir. Bir siire sonra, dagilan kromozomlarin ¢evresinde vezikiiller toplanarak

kromozomlari i¢lerine almaya baglarlar (23).

1.3. Embriyoner Gelisim

1.3.1. Proniikleus Evresinde Embriyo

Yeni olusan embriyonun degerlendirilebildigi en erken evre, proniikleer
oosit sathasidir(18). Bu evre embriyo degerlendirmesinde dinamik bir 6zellige sahiptir
ki yapilan bir¢cok caligmada da proniikleer evrede gerceklesen durumlara bakilarak
embriyo kalitesinin tahmin edilebilecegi kanitlanmuistir.

Tesarik ve Greco proniikleus (PN) morfolojisinin normal ve anormal
olmasiin insan embriyosunun ileride gosterecegi gelisim ile iliskili oldugu tezini ileri

slirmistiir. Bu arastirmacilar, implante olmus her bir embriyonun gelistigi fertilize



zigotun niivelerindeki Onciil cisimciklerin sayt ve dagilimlarini  geriye doniik
degerlendirmislerdir ve %100 implantasyon basaris1 gosteren zigotlarda bazi ortak
Ozellikler kesfetmisler. Bunlar; her iki proniikleustaki ¢ekirdek¢ik oOnciillerini sayilari
arasindaki farkin {igten fazla c¢ikmamasi ve her iki proniikleustada c¢ekirdekgik
onciillerinin polarize olduklar1 ya da olmadiklar1 saptanmistir ama bir proniikleus
polarize iken digerinin polarize olmadigina rastlanmamistir(2).

Proniikleer oosit skorlamasi {i¢ ana 6zellik vardir;

. Cekirdegin biiyiikliigii ve konumu,

. Sitoplazmanin goriiniimii ve c¢ekirdeklerde niikleolar Oncii cisimlerin
(NPB) sayilar1, boyutlar1 ve dagilim modelleri.

. Cekirdeklerin esit biiyiikliikte ve merkeze yerlestirilmis olmalidir.

Esit boyutta olmadig1 durumlarda embriyolarin gelisimsel potansiyeli azdir ve
yiiksek derecede andploidi goriilmektedir, merkezi bir lokasyonun olmamasi ise
fertilizasyon siirecinde, aster veya mikrotiibiill olusumu gibi bazi mekanizmalarin

basarisizligina isaret edebilmektedir (18).

1.3.2. Boliinme Evresi

Boliinme evresinin degerlendirilmesi implantasyon potansiyeli daha
yiiksek olan embriyolar1 segebilmek i¢in kullanilan parametrelerden biridir. Erken
boliinmenin varligl, bolinme hizi, blastomer boyutu, fragmantasyon orani,
blastomerlerin niikleer durumu, sitoplazmik goriintii, perivitellin alan ve zona pellusida
ozellikleri boliinme evresinde degerlendirilen esaslardandir (2, 24, 25).

Optimal embriyo ikinci glinde (inseminasyon sonrasi 4441 saat); 4 hiicreli,
blastomerleri esit biiyiikliikte, her biri tek nukleus igeren ve <%10 fragmantasyonu olan,
liclincli glinde (inseminasyon sonrasit 68+1 saat) ise; 8 hiicreli, blastomerleri esit
biiyiikliikte ve her bir blastomerinde bir nukleus bulunan ve <%10 fragmantasyonu
bulunan embriyo olarak tanimlanmistir (26).

Erken boliinme, en umut verici yeni se¢im parametrelerinden biridir elde edilen
bulgularda, erken bdliinme embriyolarinin ddllenme oranlari, béliinme oranlart ve

uygun kalite embriyolarin oraninin énemli 6l¢iide yiliksek oldugunu kesfedildi. Bircok



arastirmact erken bolinme ve embriyo morfolojisi arasindaki baglantiyr diisiinse de
erken boliinme mekanizmasi halen bilinmemektedir (27).

Yapilan bir ¢calismada erken boliinen (EC) embriyolarin transferi, erken
boliinmeyen (NEC) embriyo transferlerine kiyasla (% 50'ye kars1% 26.4) klinik gebelik
oraninin belirgin olarak (P = 0.001) artmasina neden oldugu bulundu. EC ve NEC
transfer embriyolarinda ortalama fragmantasyon derecesi benzer bulunurken EC
embriyolar1t NEC embriyolarindan esit boyutta blastomerleri daha siklikla sergiledigi de
gosterildi (% 55.6'ya kars1% 36.2; P = 0.011). Ayn1 zamanda 4 hiicreli evredeki
embriyo transferlerinden sonra EC (% 50.7), NEC embriyolar (% 32.5) ile
karsilagtirildiginda daha iyi klinik gebelik orani belirgin sekilde (p = 0.025) elde edildi
(28).

1.3.3. Blastokist Evresine Gelisim

Kompaksiyon baslangict 4 hiicreden 16 hiicre asamasina dogru
gerceklesmis olsa da en yaygin goriildiigli asama 8 hiicredir (29). Kompaktlasma
stirecini tamamlayarak morula agamasini geciren embriyonun uterusa girmesinden bir
stire sonra (fertilizasyondan 4 giin sonra) uterus boslugundaki sivi, zona pellusiday: ve
dis hiicreleri gecerek hiicreler arasi boslukta toplanmaya baslar ve bu evreye gelmis
olan embriyoya “blastosist”, i¢indeki s1v1 dolu bosluga ise “blastosel” denmektedir.

Sonra da blastosist evresine gecen embriyoda iki tip hiicre fark edilir. Bunlar
dista trofoblastlar ve i¢te embriyoblast hiicreleridir. Trofoblastik hiicreler embriyonun
dis tarafinda bulunan blastomerlerin tek katli yassi epitelyal hiicrelere doniligmesiyle
olusurlar ve trofoblastik hiicreler aralarindaki siki baglanti noktalariyla embriyoyu dis
ortamdan tamamen ayirirlar. Ayrica secici gecirgen tasmim Ozelligini kullanarak
blastosistle dig ortam arasindaki dengeyi saglarlar.

Blastokistin ikinci tip hiicreleri embriyonun ortasinda yer alan
blastomerlerdir. Bu hiicreler blastokistin gelisimiyle “i¢ hiicre kitlesi’ni(ICM)
olustururlar ve bir yandan trofoektodermal hiicrelerle(TE), bir yandan da blastosel ile
iliskidedir. I¢ hiicre kitlesinin zamanla blastokistin bir kutbuna yerlesmesi ve

blastokistin biliylimesiyle bu iligski daha da belirginlesir(23).
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Blastokist implantasyonunun basarisini  Ongbérmek i¢in  gesitli
degerlendirme sistemleri tanimlanmistir. Bu sistemlerden biri olan Gardner'in
derecelendirme sistemi gebelik oranlarinin daha iyi eldesi i¢in siklikla kullanilmaktadir
(30). Bu metotla blastokistler genislikleri 1'den 6'ya kadar, ICM ve TE siniflamas1 da

morfolojilerine bagl olarak A'dan D'ye kadar skorlanirlar (31).

Gardner derecelendirme  sisteminde  blastokistler su  sekillerde

tanimlanmaktadir;

1. Erken blastokist; blastosel embriyonun hacminin yarisindan daha az,

2. Blastokist; blastosel embriyonun hacminin yarisindan biiyiik veya esit,

3. Tam blastokist; blastosel embriyoyu tamamen doldurur,

4. Genisletilmis blastokist; blastosel hacmi erken embriyodan daha biiyiik ve
zona pellusida incelmis,

5. Kulugka blastokist; trofoektodermler zona pellusida disina ¢ikmaya baslamis,

6. Cikarilan blastokist; blastokist zona pellusida'dan tamamen kurtulmustur.

ICM siniflandirmasinda skorlama su sekildedir;

A. ¢ok sayida sikica paketlenmis hiicreler

B. gevsek bir sekilde gruplandirilmis birkag hiicre,

C. ¢ok az hiicre.

Trofoektoderm siniflandirmasi asagidaki gibidir;

A. siki bir 6rgii epitel olusturan bir¢ok hiicre,

B. birkag hiicre,

C. gevsek bir epitelyum olusturan ¢ok az hiicre(31).
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Sekil 1.3.3.1. Blastokist siniflandirma o6rnekleri: (a) 3AA blastokist; (b) 3AB
blastokist; (c) 3BA blastokist; (d) 4AA blastokist; (e) 4AB blastokist; (f) 4BA
blastokist; (g) 4CC blastokist; (h) 5AA blastokist; (i) 5CA blastokist.

1.4. In vitro Gelisen Embriyolarda Kalite Degerlendirilmesi ve

Multiniikleasyon

En yiiksek implantasyon potansiyeline sahip embriyonun tanimlanmasi,
iireme tibb1 alaninda en zorlu gorevlerden biridir ve tek ET i¢in temel bir adimdir. Yillar
boyunca, embriyo yasayabilirliginin degerlendirilmesi i¢in birka¢ puanlama sistemi
Onerilmistir ve bu sistemler, bdliinme oranini, par¢alanma yiizdesini, ¢ok cekirdekli ve
sitoplazmik diizensizliklerin varligini ve blastokist gelisimini dikkate alir (32).

Bir IVF dongiisiiniin sonucunu pek c¢ok faktdr etkilemekle birlikte,
embriyo kalitesi en Onemli faktorlerden biri olarak kabul edilmektedir(26). IVF ve
ICSI’de intrauterin transfer i¢in embriyolarmm uygunlugunu degerlendiren morfolojik
kriterlerden biri, ¢cok ¢ekirdekli blastomerlerin (MNB) varligidir (33).

Birden fazla c¢ekirdek igeren bir blastomer, ¢ok c¢ekirdekli olarak
tanimlanmaktadir ve embriyoda MNB varlig1, kotii embriyo gelisimi ve istenmeyen IVF
sonuclart ile iligkili bulunmustur. MNB insidansinin % 15 ila 40 arasinda degistigi
bildirilmistir(4).
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@) MNB genellikle hiicreler taraflnd?B) tutulur, bu nedenle bir veya daha
fazla MNB igeren embriyolarin gelisimsel olarak yetersiz olmasi beklenir. Yavas veya
duraksamis gelisime sahip embriyolarda, MNB insidansi normal olarak gelismekte olan
embriyolara gore daha yiiksektir. Floresan in-situ hibridizasyon yontemi kullanilarak
yapilan bir¢ok arastirma da embriyoda MNB varlig1 6zellikle fertilizasyondan 2 veya 3
giin sonra ortaya c¢iktiginda hiicrelerin ¢ogunda veya tamaminda kromozomal
anormalliklerin gostergesidir. MNB'li embriyolarin implante oldugu gosterilse de

gebelik oranlarin diisiik olmas1 beklenmektedir (33).

Sekil 1.4.1. (a) her biri ¢oklu ¢ekirdekli 2 hiicreli anormal embriyo; (b) her biri
bir niikleus i¢eren 2 hiicreli normal embriyo.

Son yillarda, time-lapse izleme sistemlerinin uygulanmasi ile daha fazla
MNB embriyolar1 tespit edilmistir. Arastirma sonuglart MNB embriyolarinin ¢ogunun
genetik olarak anormal oldugunu gostermistir hatta Kligman ve ark. gerceklestirmis
oldugu c¢alismada ¢ok ¢ekirdekli embriyolarin % 74.5'inin, ¢ok cekirdekli olmayan
embriyolarin % 32.3ine kiyasla kromozomal anormallige sahip oldugunu
bildirmistir(34). Ambroggio ve ark. da ¢ok cekirdekli embriyolarin IVF sikluslarinda
transfer i¢in Onerilmemesi gerektigini diistinmiiglerdir(35).

Jackson ve ark. daha yiiksek E2 seviyeleri ve kurtarilmig oosit sayisinin
artmis bulundugu durumlarda ¢oklu c¢ekirdegin yiiksek oranlarda oldugunu ve ayni
zamanda normal olarak dollenmis embriyolardaki multiniikleasyonun hizlandirilmis bir
oviilasyon indiiksiyon yanit1 ile iliskili oldugu sonucuna varmiglardir. Multiniikleasyon,
embriyolarin béliinmesinde tanimlanan bir anormalliktir ve andploidi ve kromozomal

anormalliklerin artmis oranlari ile korele edilmistir (4).
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Pek cok aragtirmaci, multiniikleasyonun nasil ve nicin gerceklestigini
aciklamaya yonelik ¢abalarini yogunlastirmis ve sitokinezi olmayan, kiiltiir reaktifi veya
kosullar1 veya suboptimal over stimiilasyon rejimleri gibi ¢esitli hipotezleri en sik
goriilen embriyo anormalligi i¢in makul agiklamalar olarak Onerilmistir(36). Buna

ragmen multiniikleasyonun mekanizmasi heniiz tam olarak belirlenmemistir (4).

1.5. Tam Zamanh izleme Sistemi (Time lapse, Embriyoskop)

Time-lapse goriintiileme sistemleri ile embriyolarin ilk PN olusum
asamasindan  blastokist olusumuna kadar tim asamalarim1 tam  olarak
belirlenebilmektedir. Bu sistemde embriyo degerlendirmesi icin ek kriterler gereklidir
ve Meseguer ve arkadaslart da bu kriterleri belirlemek igin time-lapse goriintiileme
sisteminde inkiibe edilen embriyolardan implante olanlar ile implante olmayanlari
degerlendirip, embriyo boliinme zamanlari i¢in uygun araliklar1 bulmaya ¢alismislardir.
Iki blastomer(t2), ii¢ blastomer(t3) ve bes blastomer(t5) sekline gosterilmektedir ayrica
ikinci hiicre boliinmesi (cc2) yani iki blastomerden {i¢ blastomere bdliiniinceye kadar
gecen siire(cc2=t3-t2) ve ayrica iki blastomerden dort blastomere varincaya kadar olan
zamanda(s2) olarak(s2=t4-t3) tanimlanmigtir.

Yapilan degerlendirmelerin sonucunda uygun yariklanma zamanlari
icerisinde bulunan embriyolarin implantasyon oranlar1 yiiksek bulunmustur. Uygun
yariklanma zamanlar1 icerisinde olan ve olmayan embriyolar arasindaki en yiiksek
implantasyon orani t5’de tespit edildiginden dolay1 yariklanma zamani esas alinarak
yapilan embriyo seciminde t5 en iyi se¢im kriteri olarak kabul edildi. Daha sonra en iyi
implantasyon oranlar1 smirlar igerisindeki cc2 ve s2 olarak tespit edildi. Tiim bu
degerlendirmeler kullanilarak embriyolarin yariklanma zamanlarina gore se¢im yapiln

siiflandirmay1 olusturdular(37).
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Sekil 1.5.1. GOz oniine alinan embriyo gelisimsel olaylarin grafik temsili t2, t3,
t4, t5, cc2 = t3-12 ve s2 = t4-t3 (M Meseguer Human Reprod 2011).

Bu smiflandirmaya gore embriyolar 10 farkli gruba ayrilmaktadirlar. Oncelikle
embriyolar morfolojilerine gore elenmektedirler. Daha sonra ¢ok diisiik implantasyon
oranlar1 oldugu bilinen {i¢ grup ¢ikartilmaktadir. Bunlar; zigotun direkt 3 blastomere
boliinmesi (ilk boliinme sonrasi <5 saat igerisinde 3 hiicreli olmasi), ilk boliinmede esit
olmayan bdoliinme ve 4 blastomer seviyesinde multinukleasyondur. Bu embriyolar E
olarak smiflandirilirlar. Direkt 3 blastomere boliinen embriyolar blastokist agamasina
ulagabilirler fakat yiiksek oranda normal olmayan embriyolardir(38). Daha sonra
yukaridaki algoritma takip edilerek embriyolar siniflandirilirlar. Bu siniflandirmada ilk
olarak t5 sonra s2 ve son olarak cc2 degisken olarak alinir. Eger t5 optimal sinirlar
icerisinde ise(48,8-56,6 saat) embriyo A veya B olarak, eger sinirlar disinda ise C veya
D olarak degerlendirilir. Eger s2 siirlar icerisinde ise(<0,76 saat); t5 sinirlar iginde A,
t5 sinirlar disinda C. Ayni sekilde s2 sinirlar disinda(>0,76 saat); t5 sinirlar i¢inde B, t5
siirlar diginda D. Daha sonra cc2’nin sinirlar igerisinde(<11,9 saat) olup olmamasina
gore (+) veya (-) olarak degerlendirilirler. Meseguer A+ embriyolarin transferi
sonrasinda %66 implantasyon orani elde etmistir. Ayrica A grubu en yiiksek blastokist

gelisim oranina sahiptir ve A’dan D’ye dogru blastokist gelisimi azalmaktadir(3).
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BOLUM 2. YONTEM

Veriler ve Toplanmasi

Bu calismaya 2015-2017 yillar1 arasinda Acibadem Hastanesi tiip bebek
merkezine bagvuran maternal yas araligi 25-40 olan, ICSI uygulamasi yapilan, time
lapse cihazinda takip edilen ve multiniikleasyonun saptandigi 59 infertil ¢ift dahil edildi
ve retrospektif olarak incelendi. Tiip bebek merkezine bagvuran erkek hastalara
spermiyogram testi yapilirken kadin hastalara ise birden fazla oosit elde edebilmek icin
ovaryan stimiilasyon uygulanda.

ICSI prosediiriiniin temelinde tek bir sperm hiicresinin intrasitoplazmik
olarak yumurta igine enjeksiyonu vardir. ilk olarak oositler mikroenjeksiyondan énce
kumulus hiicrelerinden uzaklastirildi.  Oositlerin  matiirasyon ve morfolojik
degerlendirmeleri inverted mikroskopta yapildi. Normal morfolojiye sahip ve hareketli
sperm segilerek hareketsiz hale getirildi. Yumurta tutucu pipete uygulanan emme ile
tutuldu. Oosit polar cisimcik saat 6 veya 12 yoniinde olacak sekilde sabitlendi ve sperm
hiicresi enjeksiyon pipetinin u¢ kismina dogru getirildi. Boylelikle miimkiin oldugunca
az miktarda polyvinylpropylene (PVP)’nin oosit igine girmesi saglandi. Sperm oosit
icerisine birakild1 ve enjeksiyon pipeti oosit igerisinden ¢ikarildi. Enjeksiyondan 12-17
saat sonra fertilizasyon kontrolii yapildi. Her bir embriyo i¢in blastomer sayr ve
biiyiikleri takip edildi. Bu takip videolu ve geriye doniik izleme olanag: ve tek kiiltiir
ortam1 saglayan time lapse cihazi ile yapildi. Bu cihazla multiniikleasyon gosteren

blastomerleri i¢ceren embriyolar saptandi.
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Verilerin Coziimlenmesi ve Yorumlanmasi

Istatistiksel analiz icin SPSS 15.0 for Windows programi kullanildi. Degisken
puanlarinin normallik sinamasinda Skewness (carpiklik)  katsayisi kullanilmistir.
Stirekli bir degiskenden elde edilen puanlarin normal dagilim 6zelliginde kullanilan
carpiklik katsayisinin (Skewness) +1 simirlart iginde kalmasi puanlarin normal
dagilimdan 6nemli bir sapma gostermedigi seklinde yorumlanabilir.

Gruplarin ~ tim  puanlart  normal dagilim  gdsterdiginden  puanlarin
karsilastirilmasinda bagimsiz iki 6rneklem testinden; multiniikleasyon sayilarinin hiicre
asamalarinda goriilme siklig1 frekans ve yiizde ile; multiniikleasyonun hiicre
asamalarina gore goriilme sikligmin ve multiniikleasyon gosteren embriyolarin
blastokist asamasina ulasma oranlarinin gruplara gore karsilagtirilmasinda Ki-kare

analizinden yararlanildi. Istatistiksel anlamlilik seviyesi p<0,05 olarak kabul edildi.
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BOLUM 3. BULGULAR VE YORUMLAR

Bulgular

Calismaya maternal yas araligi 25-40 olan, ICSI uygulamasi yapilan, time lapse
cihazinda takip edilen ve multiniikleasyonun saptandigi 59 infertil vaka dahil edildi. 59
olguya ait multiniikleasyon gosteren 279 embriyonun blastokiste ulasma oranlari

incelendi.

Tablo 3.1. Multiniikleasyon gosteren embriyolarin blastokist asamasina ulagma

oranlarinin dagilimi

Blastokist agsamasina ulasma n %

Blastokist 121 43,4
Non-blastokist 158 56,6
Toplam 279 100

Olgularin toplaminda multiniikleasyon gosteren 279 embriyonun %43,4’iiniin

blastokist agsamasina ulastigi tespit edildi (Tablo 3.1.).

<34 yas ve >34 yas Gruplarindan FElde Edilen Parametrelerin

Karsilastirilmasi

59 olgu; <34 yas grubu 31, >34 yas grubu 28 olgu olmak iizere iki gruba
ayrilarak karsilastirildi. <34 yas grubu olgularin yas ortalamasi1 29,58+2,31 (25-33 yas
aralig), >34 yas grubu olgularin yas ortalamasi 36,93+1,98 (34-40 yas aralif1) olarak
tespit edildi.
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Tablo 3.2. Toplam oosit sayilarinin gruplara gore karsilastirilmasi

Gruplar n X SS t p
<34 yas 31 12,52+5,02 5,02
2,46 0,017

>34 yag 28 9,61+3,93 3,93

Toplam oosit sayilarinda gruplara gore istatistiksel olarak anlaml farklilik tespit
edildi (t=2,46; p<0,05) (Tablo 3. 2.).

Tablo 3.3. Fertilize oosit sayilarinin gruplara gore karsilastiriimasi

Gruplar n X SS t p
<34 yas 31 7,81+3,13 3,13
2,33 0,023

>34 yag 28 5,89+3,17 3,17

Fertilize oosit sayisinin gruplara gore istatistiksel olarak anlamli farklilik
gosterdigi tespit edildi (t=2,33; p<0,05). <34 yas grubu olgularin fertilize oosit say1
ortalamas1 (7,81+3,13); >34 yas grubu olgularin fertilize oosit sayr ortalamasindan
(5,89+3,17) anlamli diizeyde daha fazladir (Tablo 3.3.).
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Tablo 3.4. Embriyo sayilarinin gruplara gore karsilastirilmasi

Gruplar n X SS t p
<34 yas 31 7,65+3,03 3,03

2,27 0,027
>34 yas 28 5,82+3,12 3,12

Embriyo sayisinin gruplara gore istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdigi
tespit edildi (t=2,27; p<0,05). <34 yas grubu olgularin embriyo say: ortalamasi
(7,65+3,03); >34 yas grubu olgularin embriyo say1 ortalamasindan (5,82+3,12) anlamli
diizeyde daha fazladir (Tablo 3.4.).

Tablo 3.5. Multiniikleasyon gdsteren embriyo sayilarinin gruplara gore

karsilastirilmasi
Gruplar n X SS t p
<34 yas 31 5,26 2,54

1,64 0,105

>34 yas 28 4,14 2,66

Multiniikleasyon gosteren embriyo sayilarinin gruplara gore istatistiksel olarak
anlamli farklilik gostermedigi tespit edildi (p>0,05) (Tablo 3.5.).
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Tablo 3.6 Blastokist asamasina ulasma oranlarinin gruplara gore karsilastirilmasi

Gruplar Non-Blastokist Blastokist X2 p
n % n %
<34 yas 97 59,5 66 40,5
1,32 0,250
>34 yag 61 52,6 55 47,4
Toplam 158 100,0 121 100,0

<34 yas grubunda multiniikleasyon gdsteren embriyolarin blastokist asamasina
ulasma oram1 %40,5; >34 yas grubunda %47,4 olarak tespit edilmis olup
multiniikleasyon gdsteren embriyolarin blastokist asamasina ulasma oranlar1 gruplara

gore istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermemektedir (p>0,05) (Tablo 3.6).

Tablo 3.7 Hiicre agsamalarina gore tespit edilen multiniikleasyon sikligi

Hiicre Asamasi Multiniikleasyon Sayis1 =~ Multiniikleasyon
orani(%)

2 hiicreli 45 40,9

3 hiicreli 3 2,7

4 hiicreli 58 52,7

5 hiicreli 3 2,7

Toplam 110 100,0
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Multiniikleasyonlar 2, 3, 4 ve 5 hicreli asamalarda goriilmiistiir.
Multiniikleasyonun en sik goriildiigli asamalar 4 hiicreli (%52,7) ve 2 hiicreli (%40,9)
asamalar olarak tespit edildi (Tablo 3.7.).

Yorumlar

Yardimci iireme teknikleri infertil hastalarin ¢ocuk sahibi olabilmesi i¢in biiyiik
olanaklar saglamaktadir fakat bu hususta dikkat edilmesi gereken en kritik noktalardan
biri embriyo se¢imidir. Embriyo se¢im yontemleri yasayabilirligi yiiksek embriyolarin
secimini saglar, bu yontemlerin esas1 morfolojik gdstergelerin farkli evrelerde
degerlendirilmesi ve kritik zaman noktalarinin belirlenmesidir (2). Cok sayida embriyo
transferi ile gebelik orani arttirilabilir fakat ayn1 zamanda gebe populasyonunda ¢oklu

implantasyon riskini arttirabilir (39).

Embriyo secim ve takibinde kullanilan time lapse, kiiltiirdeki
embriyolarin siirekli olarak goriintiillenmesini saglayan ve bol miktarda yeni bilgi
iiretmesiyle blastosist se¢ciminde yeni kriterler kazandiran, daha hassas hiicresel kinetik
ve hiicre dongiisii degerlendirmesi saglayan goriintiileme sistemidir. Bu sistem insan
embriyolarinda multiniikleasyon, dogrudan diizensiz béliinme gibi  spesifik
dismorfizmlerin prevelansini da ortaya koymustur (40). Bunun yani sira niikleer olusum
dinamik bir siire¢ oldugundan embriyonun siirekli olarak takibinin saglaniyor olmasi
cok onemlidir(41). Geleneksel inkiibasyona kiyasla gebelik sonuglari lizerine yapilan en
bliylik retrospektif ¢alismada, time lapse ile gebelik oranlarinda goreceli olarak % 20

iyilesme goriilmiistiir (42).

Calismamizda ICSI uygulamasi yapilan, time lapse cihazinda takip edilen
ve multiniikleasyonun saptandigi 59 infertil vaka degerlendirmeye alindi. 59 infertil
vakanin toplamda multiniikleasyon gosteren 279 embriyosunun %43,4 {inlin blastokist
asamasina ulastig1 tespit edildi (Tablo 3.1). Yapilan bir ¢alismada 40 yasin altinda, IVF
uygulamasi yapilmig ve blastokist transferi i¢in segilen 50 hastanin tiim zigotlarinin
%351°1 blaskokiste gelismistir (35). Calismamizdan elde ettigimiz verilerden yola
cikarak  multiniikleasyon go6zlenen embriyolarin  blastokiste gidis oraninin,

multiniikleasyon gostermeyen embriyolardan hafif diisiik oldugunu degerlendirdik.
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Infertilite de maternal yas biiyilk 6neme sahiptir ve dahasi 35 yas
tizerindeki kadinlarda multiniikleasyonlu embriyolarin transferinde dogum olmadig:
gozlemlenmistir (41). Bundan yol ¢ikarak c¢alismada multiniikleasyon saptanan
hastalarda blastosist asamasina gidisin yasla korele olup olmadigini arastirdik. <34 yas
grubunda multiniikleasyon gosteren embriyolarin blastosist asamasina ulasma orani
%40,5; >34 yas grubunda %47,4 olarak tespit edilmis olup multiniikleasyon gosteren
embriyolarin blastokist asamasina ulasma oranlar1 gruplara gore istatistiksel olarak
anlamli farklilhik gostermemektedir (p>0,05) (Tablo 3.6). Elde ettigimiz verilerle
uyumlu olarak yagh kadinlarda MNB riskinin goreceli yiiksek olmasiyla beraber bu
iligkinin istatiksel olarak anlamli olmadigi gosterilmistir (4). Multiniikleasyonlu
embriyolarin gelisim kapasitesi degiskenlik gosterebilir fakat multiniikleasyonlu
embriyolarin mononiikleer embriyolara oranla daha diisiik oranlarda blastosistleri

gelistirdigi bildirilmistir (43).

Toplam oosit sayisinin gruplara gore istatistiksel olarak anlamli farklilik
gosterdigi tespit edildi (t=2,46; p<0,05). <34 yas grubu olgularin toplam oosit say1
ortalamast (12,52+5,02); >34 yas grubu olgularin toplam oosit say1r ortalamasindan
(9,61£3,93) anlamli diizeyde daha fazladir (Tablo 3. 2) ve fertilize oosit sayisinin
gruplara gore anlamli farklilik gosterdigi tespit edildi (t=2,33; p<0,05).

<34 yas grubu olgularin fertilize oosit say1r ortalamasi1 (7,81£3,13); >34 yas
grubu olgularin fertilize oosit say1 ortalamasindan (5,89+3,17) istatistiksel olarak
anlamli diizeyde daha fazladir (Tablo 3.3). Multiniikleasyonun maternal yasla korele
olmadig1 tespit edilse de infertil hastalarin tedavi i¢in ge¢ kalmamalar1 6nerilmektedir,
tespit edildigi iizere elde edilen ve fertilize olan oosit miktar1 <34 yas grubu hastalarda

anlamli olarak daha fazlaydi.

MNB varliginin kotii embriyo gelisimi ile iligkili oldugu bilinmektedir
(43). Multiniikleasyon gozlemlenen embriyolarla siklikla diizensiz boyutlu blastomerler
ve orta veya siddetli fragmantasyon eslik eder(39). MNB hacmi, non-MNB hacminden
daha biiyiiktiir (44). Multiniikleasyon gozlemlenen embriyolarda boéliinme hizi,
implantasyon hizi, klinik gebelik orani1 ve canli dogum orani belirgin olarak daha az

oldugu bildirilmistir(45).
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Multiniikleasyonun altinda yatan mekanizma henliz tam olarak
belirlenememigtir fakat sitokinez siirecindeki bir hatayr temsil ettigi goriilmektedir.
Sitokinez yoklugunda karyokinez blastomerde multiniikleasyona yol agabilir, diger
diisiiniilen alternatif mekanizmalar mitotik anafazda kromozom dagilimi, g¢ekirdegin
kism1 pargalanmas1 veya mitozda paketlemedeki hatalar olabilir. Bunun yaninda yiiksek
E2 seviyeleri ve artmis oosit sayist bulunan dongiilerde MNB insidans1 anlamli olarak
daha fazla oldugu rapor edilmistir(4). Yapilan bir diger calismada da ICSI
prosediirlerinde  MI  oositleri  kullanildiginda MII  oositlerden daha fazla
multiniikleasyona rastlandi  ve bdylece oositlerin olgunlagmamishigr arttikca
embriyolarda multiniikleasyon insidansinin da arttigi bulundu (46). Ayrica 8 hiicre
evresinden Once kompaksiyonu baglatan %93,8 embriyoda en az bir blastomerde
multiniikleasyon go6zlenmis ve erken kompaksiyonun MNB’lerin sikligr ile iliskili

oldugu diistiniilmiistiir (29).

Multiniikleasyonun en sik goriildiigi asamalar 4 hiicreli (%52,7) ve 2
hiicreli (%40,9) asamalardir (Tablo 3.7). 2. Giin embriyosunda multiniikleasyon
gozlemlenen embriyolarin 1iyi kalitede blastosist olma sanst %5 oldugu ve bu
embriyolarin %60’dan fazlast bdliinme evresinde duraksadigi tespit edilmistir. Tekli
veya ¢coklu MNB’li 3. Giin embriyolarinda ise sirasiyla bu oran %3,2 ve %0,9 olarak
bildirilmistir(43). Insan embriyonik genomu 4-8 hiicre evresinde aktiflesir ve
multiniikleasyonun goriildiigli hiicre evresi bu nedenle biiyiik 6nem tasir (39).
Multiniikleasyon gozlemlenen embriyolarin artmis kromozom anormalligi diizeyi ve
anoploidi ile iligkili oldugu ve bunun sonucunda spontan abortus riskinin arttigi

belirlenmistir(47).

Floresan in situ hibridizasyon (FISH), boliinme asamasinda gelisimi durmus
veya canli embriyolarin kromozomal durumunu degerlendirmek i¢in yiiksek verimlerde
kullanilmaktadir. MNB’ler ile yapilan pek ¢ok FISH caligmalarda, 2 hiicreli asamada
%55-100’tinde yiiksek oranda kromozal anomali bulunmus, bu embriyolar kullanilarak
saglikli bebeklerin elde edildigi fakat alti kat daha fazla abortus riski oldugu
bildirilmistir (2).
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BOLUM 4. SONUC

Yargi

Calismamizda intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu uygulanan infertil vakalarin
tam zamanl izleme sisteminde (time lapse) multiniikleuslu blastomer igeren
embriyolarinin blastokist agsamasina ulasma oranlarini retrospektif olarak inceledik ve
bu oranin MNB gostermeyen embriyolarin blastoskiste gidis oranlarindan hafif diisiik
oldugunu degerlendirdik. Ayni zamanda infertil hastalarimizi1 yas parametresine gore alt
gruplara ayirip multiniikleasyon gbézlemlenmesi acisindan degerlendirdigimizde iki grup
arasinda anlamli bir fark olmadigini gozlemleyerek, multiniikleasyonun maternal yasla

iligkili olmadig1 kanisina vardik.
Oneriler

Verilerimiz infertil hastalardan elde edilen multinikleasyonlu embriyolarda
blastokiste varisin maternal yasla korele olmadigini desteklemektedir. Fakat hasta
sayist ve retrospektif bir aragtirma olmasi ¢alismay1 kisitlayan bir yondiir. Bunun
yaninda embriyo takibi i¢in time lapse cihazi kullanilan hastalarin verilerinin
kullanilmas1 klasik inkiibator takip edilen hasta verilerine oranla daha giivenilir
sonuclar elde etmemizi sagladi.

Multiniikleasyon, embriyo se¢iminde Onemli rol oynayan bir anomalidir ve
tespitinin yapilmasi1 daha yiiksek oranda gebelik ve canli dogum eldesi igin kritiktir,
bu anomali i¢in bir ¢ok mekanizma One siiriilse de heniiz tam olarak mekanizmasi
kesfedilmedi. Multiniikleasyonlu embriyodan baska ET yapilacak embriyosu
bulunmayan hastalarda, bu embriyolar transfer edildiginde gebelik oraninin ve
kromozomal anomali oranlarinin ne olacag ile ilgili ileri ¢aligmalara ihtiyac vardir.
Buldugumuz sonuglar ileride yapilacak olan daha kapsamli klinik ¢aligmalara 6ncii

olacaktir.
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