TAM ZAMANLI (TIME LAPSE) TAKIP EDILEN IVF
HASTALARININ ANORMAL PRONUKLEUS (MPN, 3PN, 4PN)
VE NORMAL PRONUKLEUS (2PN) GOZLEMLENEN
EMBRIYOLARINDA BLASTOSISTE ULASMA ORANLARININ
KARSILASTIRILMASI

KUBRA NUR UZUN

YUKSEK LiSANS TEZi
Klinik Embriyoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Mehmet CINCIK

Istanbul

T.C. Maltepe Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii

Agustos 2018



JURI VE ENSTITU ONAYI

Kiibra Nur UZUN “Tam Zamanli (Time-Lapse) Takip Edilen IVF Hastalarinin Anormal
Proniikleus (MPN, 3PN,4PN) ve Normal Proniikleus (2PN) Gozlemlenen Embriyolarinda
Blastosiste Ulasma Oranlarinin Kargilagtirlmasi” bashkli tezi 15/08/2018 tarihinde asagidaki
jiiri tarafindan degerlendirilerck “Maltepe Universitesi Lisansiistii Egitim ve Ogretim
Yénetmeligi’nin ilgili maddeleri uyarinca, Klinik Embriyoloji Anabilim Dalinda Yiiksek
Lisans t@y cokluguyla olarak kabul edilmistir.

Unvani. Adi ve Soyadi
Uye (Tez Damigmani) : Prof. Dr. Mehmet CINCIK
Uye : Prof. Dr. Umit OZEKICI

Uye : Prof. Dr. Ozgiir DUNDAR

Prof. Dr. Zeliha OZER

Enstitii Mudiirti




// Dokiiman No FR-178
o AN ETIK ILKE VE KURALLARA ~ orarn e | L0200
L) UYUM BEYANI Revizyon No 00
maltepe iiniversitesi Sayfa 1
Revizyon Takip Tablosu
REVIZYON NO TARIH ACIKLAMA
00 01.03.2018 ik yayin.

ETiK ILKE VE KURALLARA UYUM BEYANI
16/08/2018

Ben Kiibra Nur Uzun, “Tam Zamanli (Time Lapse) Takip Edilen IVF Hastalarinin Anormal

Proniikleus (MPN, 3PN, 4PN) ve Normal Pronikleus (2PN) Gozlemlenen Embriyolarinda
Blastosiste Ulasma Oranlarinin Karsilastiriimasi” baslikli tezimin 6zgiin bir calisma oldugunu;
calismamin hazirlik, veri toplama, analiz ve bilgilerin sunumu olmak Uzere tim
asamalarindan bilimsel etik ilke ve kurallara uygun davrandigimi; bu galisma kapsaminda
elde edilmeyen tim veri ve bilgiler igin kaynak gosterdidimi ve bu kaynaklara kaynakgada yer
verdigimi; calismanin Maltepe Universitesinde kullanilan “bilimsel intihal tespit programi” ile
tarandigini ve éngérilen standartlar karsiladigini beyan ederim.

Herhangi bir zamanda, galismamla ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi
durumunda, ortaya gikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglara razi oldugumu bildiririm.

"%}\1 r UZUN

Hazirlayan Kalite Koordinat6ri Kurumsal Yetkili
ligili Birim Dr. Ogr. Uyesi Safak GUNDUZ Prof. Dr. Belma AKSIT

(Dokuman No: FR-178; Yayin Tarihi: 01.03.2018; Revizyon Tarihi: ; Revizyon No:00)




TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca, gerek tezimin planlanmasi, yiiriitiilmesi
asamasindaki bilgi paylasimi ve destegiyle gerekse hayat tecriibeleri ile bana yol

gosteren ve vakit ayiran saygideger danismanim Prof. Dr. Mehmet CINCIK’a

Tezimin istatiksel olarak degerlendirilmesi ve yorumlanmasi asamalarinda bana
destek olan, her daim basarabilecegimi sdyleyerek beni motive eden ¢ok sevgili Deniz

TEZER’e

Tiim hayatim boyunca her kosulda benim yanimda olan ve desteklerini benden

esirgemeyen sevgili annem Hiilya UZUN’a ve babam Vahap UZUN’a

Sonsuz sevgi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Kiibra Nur UZUN
Agustos 2018



0z

TAM ZAMANLI (TIME LAPSE) TAKiP EDILEN IVF HASTALARININ
ANORMAL PRONUKLEUS (MPN, 3PN, 4PN) VE NORMAL PRONUKLEUS
(2PN) GOZLEMLENEN EMBRIYOLARINDA BLASTOSISTE ULASMA
ORANLARININ KARSILASTIRILMASI

Kiibra Nur UZUN
Yiiksek Lisans Tezi
Klinik Embriyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Mehmet Cincik
Maltepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, 2018

Yardime:r iireme teknikleri (YUT), infertil ciftlerde gebeligin saglanmasi amaciyla
uygulanir. Belirli asamalardan olusan YUT sonucunda eldeki en iyi kaliteye sahip 1 ve /veya 2
embriyonun transferi sonrasi gebelik ve canli bebek dogumu saglanabilmektedir. Ancak bu
tedavi silirecindeki yumurtalardan her zaman istenilen Ozelliklere sahip embriyolar elde
edilememektedir. Bu anormalliklerden bir kismi da dollenmeyi takiben olugmasi gereken iki
pronukleusun (2PN) yerine bir veya ikiden fazla sayida pronukleus (MPN, 3PN, 4PN) iceren
embriyolarin meydana gelmesidir. Olusan anormal pronukleuslu bu embriyolardan bazilar
kromozomal anomaliler igermektedir ve genellikle blastosist agamasina ulagamamaktadir.

Yapilan bu ¢alismada ayni hastalarin anormal pronukleus sonrasi gelisen embriyolart ile
2PN sonrasi gelisen embriyolarinin blastosist agamasina ulagma oranlar1 karsilagtirilmstir.
Toplam140 hastanin MPN, 2PN,3PN ve 4PN sonrast olusan embriyolar1 listelenmis ve elde
edilen veriler analiz edilmistir. Hastalardan toplanan toplam 1820 oositten, 1280 tanesi (%70,3)
dollenmistir. Proniikleer evrede bunlarin %11,41°1 MPN, %83,13’ii 2PN ve %5,47’si 3PN, 4PN
(MultiPN) olarak bulunmustur. Bu embriyolarin blastosiste ulasma oranlar1 ise MPN” de %17,1
, 2PN’ de %60,8 ve MultiPN’de %42,8 olarak saptanmistir. Sayisal veriler degerlendirildiginde
2PN sonrasi gelisen embriyolar ile MPN ve MultiPN sonrasi gelisen embriyolarin blastosist
gelisim orami arasinda anlamli fark bulundu. MPN ve MultiPN sonrasi gelisen embriyolar
arasinda ise anlamli bir fark bulunamadi.

Sonuglar anormal pronukleuslu embriyolarin biiyiilk ¢cogunlugunun blastosiste ulasmadan
duraksadigini (arrest) gostermistir. Blastosiste ulasanlarda ise literatiirde, kromozomal anomali
riski yiiksek bildirildiginden genetik tarama (PGD) 6nerilmektedir. Bu sebeple normal fertilize
embriyolarin varliginda anormal pronukleuslu embriyolarin transfer i¢in tercih edilmemeleri
faydali olacaktir.

Anahtar Sozciikler: 1. anormal fertilizasyon ; 2. blastosist ; 3. ICSI ; 4. infertilite ;
5. MPN ; 6. MultiPN ; 7. time-lapse



ABSTRACT

COMPARISON OF THE RATES OF REACHING BLASTOCYST OF IVF
PATIENTS EMBRYOS WHICH ABNORMAL PRONUCLEUS (MPN,3PN,4PN)
AND NORMAL PRONUCLEUS (2PN) OBSERVED BY TIME LAPSE
MONITORING

Kiibra Nur UZUN
Master Thesis
Clinical Embriology Department
Thesis Advisor: Prof. Dr. Mehmet CINCIK
Maltepe University Health Sciences Graduate School, 2018

Assisted reproductive techniques (ART) are used to provide gestation in infertile
couples. At the end of a process consisting to certain phases, through the transfer of the
best quality 1 and/ or 2 embryos, pregnancy and live birth can be attained. However in
this treatment process, embryos in features on demand can not to be attained from the
eggs all the time. One of these complications is formation of embryos involving one
pronucleus (MPN) or more than two pronucleus (3PN, 4PN) instead of the needed two
pronucleus (2PN) following insemination. Some of these formed embryos with
abnormal pronucleus consist chromosomal abnormalities and commonly can not reach
to the blastocyst phase.

In this study we compared the ratios of reaching to blastocyst phase of the
embryos developing after abnormal pronucleus and embryos developing after 2PN of
the same patients. Embryos developing after MPN, 2PN, 3PN and 4PN of total 140
patients are listed and the datum are analyzed. 1280 (% 70) of 1820 oocytes collected
from the patients are fertilized. It’s found that 11,41% of them are MPN, 83,13% of
them are 2PN and 5,47% of them are 3PN and 4PN (MultiPN) at the pronuclear stage.
The rates of reaching to blastocyst phase of these embryos are detected as 17,1% in
MPN, 60,8% in 2PN and 42,8% in MultiPN. Considering the numeric datum a
significant difference has been detected between the embryos developing after 2PN and
the embryos developing after MPN and MultiPN in terms of their blastocyst
development ratios. There is no significant difference between the embryos developing
after MPN and MultiPN.

The results point that a great majority of the embryos with abnormal pronucleus
arrested before reaching blastocyst. As for those embryos having reached to blastocyst,
genetic screening (PGD) is recommended because the risk of chromosomal abnormality
is reported to be high in the literature. For this reason it will be useful not to prefer
embryos with abnormal pronucleus for transfer in case of normal fertilized embryos are
avaliable.

Keywords: 1. abnormal fertilization ; 2. blastocyst ; 3. ICSI ; 4. infertility ;
5. MPN ; 6. MultiPN ; 7. time-lapse
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1. GIRIS

Giintimiizde evli ¢iftlerin yaklasik %10-15’1 ¢ocuk sahibi olamamaktadir (1). Bu
oran genetik ve ¢evresel faktorlerin etkileriyle her gecen giin daha da artmaktadir.

Infertilitenin cok cesitli sebepleri vardir. Bu cesitlilik dolayisiyla, uygulanan
yontemler her hastada ayni sonucu gostermemektedir. Tedavi uygulanan hastalardan
toplanan yumurta sayisi bir kag¢ tane olabildigi gibi ¢ok sayida da olabilmektedir. IVF’te
toplanan oositlerin yaklasik % 10’unun implante olabilecek embriyo haline gelme
potansiyeli vardir (2). En Onemli nokta eldeki simirli sayidaki embriyolardan
hangilerinin transfer i¢in segilecegidir. Gilinlimiizde IVF merkezlerinde c¢alisan
embriyologlar genellikle morfolojik olarak degerlendirmeyle embriyo secimi
yapmaktadirlar (3). Ancak YUT laboratuvarlarinda standart olarak kullanilan bir zigot
ve embriyo siniflandirma sistemi bulunmamaktadir (4).

Embriyonun kalite degerlendirmesi morfolojik parametreleri; blastomer sekli ve
sayisi, fragmentasyon orani, sitoplazmik diizensizlikler, klivaj oram1 ve
multiniikleasyondur (5). Ancak bu degerlendirme embriyonun kromozomal dizilimi
hakkinda bilgi vermediginden sadece morfolojiye bakarak embriyo kalitesi hakkinda
kesin bir kaniya varmak imkansizdir.

Morfolojik parametreler disinda, tiim siire¢ boyunca gelisimin olmasi gerektigi
sekilde ilerlemedigi durumlar (anormallikler) ozellikle dikkat edilmesi gereken
noktalardir. Bu anormalliklerden bir tanesi de fertilizasyon kontrolii esnasinda olusmasi
gereken iki adet proniikleus yerine ikiden farkli sayida proniikleus (1, 3, 4 PN)
goriilmesidir. Bu istenmedik tablonun ortaya g¢ikmasinda farkli etkenler rol oynar.
Anormal fertilize oositlerin her birisi, olusma sekline gore ya farkli agamalara kadar
gelisirler ya da daha ilk giinden arrest olurlar. Kiimiilatif skorlama yapilan YUT
laboratuvarlarinda prezigotik evrenin degerlendirilmesinde, proniikleus sayilari ve
morfoloji ayr1 bir 6nem tagimaktadir. Yapilan bir calismada, proniikleer evre ve li¢lincii
giin morfolojilerinin ayr1 ayr1 degerlendirilmeleri sonras1 implantasyon oranlari, bu iki
asamanin birlikte degerlendirilmesi sonrasi oranlarla karsilastirilmistir. Proniikleer
morfoloji degerlendirilmesi sonrasi implantasyon oram1 %15,1, ii¢lincii giin morfoloji

degerlendirilmesi sonras1 implantasyon orami ise %12,1 olarak bulunmustur. Ikisinin



birlikte degerlendirilmesi sonrasi ise %21,1 implantasyon orani gézlenmistir. Bulgulara
dayanarak sadece proniikleus veya belirli bir giin morfolojik degerlendirmesiyle
embriyo se¢imi yerine ikisinin birlikte degerlendirilmesinin tercih edilmesi gerektigi

belirtilmistir (6).

Problem

1.1. infertilite

Infertilite 35 yas alt1 bayanlarda bir y1l, 35 yas ve iistii bayanlarda 6 ay korunmasiz
cinsel iliskiye ragmen gebeligin olusmamasi durumu olarak tanimlanir (7). Bu durum
ciftleri sosyal ve psikolojik acidan olumsuz etkilemektedir.

Kisir (infertil) ciftlerin tedavisi amaciyla kurulan Uremeye Yardimci Tedavi
(UYTE) Merkezleri, gelisen tip ve teknolojiyle beraber cocuk sahibi olamayan giftlerin
yiiziinii giildiirmeyi basarmistir.  UYTE merkezlerine basvuran c¢iftler belirli
parametreler agisindan degerlendirilir ve problemin kaynagi saptanmaya calisilir.
Tedavi amaciyla bagvuran c¢iftler incelendiginde, kadma bagl infertilite oran1 % 40,
erkege bagh infertilite orant %40 ve her ikisinde de problem goriilme orani %20
bulunmustur (8).

Kadma bagli infertilitede bir ¢ok faktor etkilidir. Bunlardan en Onemlileri;
ovulatuvar disfonksiyon, endometriyozis, fallop tiiplerinde anormallik, gecirilmis pelvik
cerrahi, yumurta rezervinin azligi, serviks problemleri ve ileri yastir (9). Her bir
faktorilin tedavisinde asamalar1 farkli yontemler izlenmektedir. Anne yasi, uygulanan
teknigin tiirli, infertilite sebebi gibi klinik parametrelerin birlikte degerlendirilmesi

gerektigi vurgulanmaktadir (10).



1.2. Gamet Hiicreleri

1.2.1. Sperm

Erkek tireme hiicresi olan sperm, spermatogenez adi verilen bir dizi asama sonucu
olusur. Bu siire¢ erkeklerde ergenlikte (puberte) hormonal uyarim ile baslar ve bir seri
sperm olusumu ortalama 74 giin siirer (11).

Spermatogenez seminifer tiibiiller icerisinde 3 asamada gerceklesir. Birinci asama
spermatositogenez olarak adlandirir. Bu asamada spermatogonyum A hiicreleri mitoz
boliinme gegirir ve bir kism1 spermatogonyum B hiicresine doniisiirken bir kismi da
spermatogonyum A olarak kalir. Spermatogonyum B hiicrelerinin mitoz boliinmesiyle
birincil (primer) spermatosit hiicreleri meydana gelir ve ilk agama biter (11,12,13).

Ikinci asama olan mayoz (spermatosit) fazinda ise diploid kromozom ve 4 DNA
iceren primer spermatosit hiicreleri birinci mayoz boliinmeyi gecirir ve haploid
kromozom igeren ancak diploid DNA’ya sahip olan ikincil (sekonder) spermatosit
hiicrelerini olustururlar. Bunu takiben sekonder spermatosit hiicrelerinin ikinci mayoz
boliinmeyi gecirmesi sonucunda spermatid adi verilen hiicreler geligir. Spermatid
hiicreleri haploid kromozom ve DNA’ya sahiptir (11,12,13).

Son agama spermiyogenezdir. Spermatidden olgun spermiyum olusumuna kadar
gecen siire¢ sertoli hiicresi sitoplazmasinda gerceklesir. Erken spermatid hiicreleri
sirastyla golgi, baglik, akrozom ve olgunlagsma fazlarin1 gecirir ve sonunda olgun
spermiyumlar olusur. Olgun spermiyumlar seminifer tiibiil liimenine atilirlar .Ancak
bunlarin hareket ve dolleme yetenekleri yoktur. Hareket yeteneklerini ductus
epididimiste; dolleme yeteneklerini (kapasitasyon) ise disi genital kanalinda kazanirlar
(11,12,13). Yukarida anlatilan siire¢ Sekil 1.1. de gdsterilmistir.
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Sekil 1.1. : Spermatogenez Asamalari

Olgun bir sperm hiicresi morfolojik olarak incelendiginde ii¢ kisitmdan meydana
geldigi goriilmektedir. Bunlar sirasiyla bas, orta bolim ve kuyruktur. Bas kisminin
icerisinde cekirdek vardir. Cekirdek genetik materyali tasir. Basin u¢ kisminda ise
akrozom denilen yap1 bulunmaktadir. Akrozom, icerisinde bulunan sindirim enzimleri
sayesinde yumurta zarmnin eritilmesinde gorev alir. Akrozom reaksiyonu sayesinde
sperm yumurta igerisine girer. Spermin orta boliimiinde (boyun) mitokondriler yer alir.
Mitokondrilerin tirettigi ATP enerjisi kamgidaki mikrotiibiiller tarafindan kullanilarak
hareket saglanir. Kuyruk kamg¢i seklindedir. Kamg1 hareketleriyle spermin déllenme i¢in

yumurtaya dogru hizla hareketi saglanir (Sekil 1.2.).
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Sekil 1.2. Sperm Morfolojisi

1.2.2. Oosit

Disi tlreme hiicresi olan yumurta (oosit) gelisimi, embriyonik donemde
primordiyal iireme hiicrelerinin ovaryuma ulagmasiyla baslar. Burada primordiyal
iireme hiicreleri oogonyumlara farklilagirlar. Daha sonra, gegirilen ardisik mitozlarla
birlikte primer oosite farklilasma meydana gelir. Primer oositler birinci mayoz
boliinmeyi gegirmeye baslar. Ancak bu primer oositler ergenlik donemine kadar birinci
mayoz boliinme profazinin diploten evresinde beklerler. Kadinlarda, dogumdan sonra
yeni oosit olusumu meydana gelmedigi i¢in kadinlar belirli bir oosit rezerviyle diinyaya
gelirler. Ergenlige kadar bu oositlerin bir kismi artreziye ugrar ve ergenlik doneminde
her iki yumurtaliktaki toplam oosit sayis1 400.000 civarindadir (13, 14).

Ergenligin baglamasiyla birlikte her menstrilasyon dongiisiinde 5-15 tane
primordiyal folikiil olgunlagmaya baslar. Ancak bunlardan genellikle sadece bir tanesi
tam anlamiyla olgunlasir. Primer oosit biliylimeye baslar. Folikiiliin olgunlagmasini
takiben oosit birinci mayoz bdliinmeyi tamamlar. Birbirine es olmayan iki yavru hiicre
olusur. Biiyiik olan sekonder oosit, kii¢iik olan ise birinci kutup cismidir. Ovulasyonla
birlikte sekonder oosit atilir. Sekonder oosit ¢ekirdegi ikinci mayoz boliinmeye girer ve
metafaz asamasinda durur. Bu asamada sekonder oosit ancak bir spermle dollenirse
ikinci mayoz boliinmeyi tamamlayabilir.Eger dollenme gerceklesmezse dejenere olur

(14). Tiim bu siire¢ oogenez olarak adlandirilir ve Sekil 1.3. de gosterilmistir.
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Sekil 1.3. : QOogenez asamalari

Olgun bir oositin ¢ap1 yaklasik 110-115 pm dir. Oosit, oolemma adi verilen

plazma membrani ile sarilidir. Oosit ve oolemmayr cevreleyen yaklasik 15-20 pm
genigliginde, glikoprotein yapida zona pellusida vardir. Oolemma ve zona pellusida
arasinda kalan kisma ise previtellin bosluk denir. Memeli oosit sitoplazmasina ise
ooplazma denir. Ooplazma iginde genetik materyali tagiyan bir ¢ekirdek vardir. Olgun

oosit, zona pellusida ve previtellin bosluk dahil olmak tizere yaklasik olarak toplam 150

um ¢apindadir (15) (Sekil 1.4.).
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Sekil 1.4. : Oosit histolojik kesiti

1.3. Oositlerin Toplanmasi1 (OPU)

Her hastaya, secilen uygun tedavi yontemine baslanmasiyla birlikte gonadotropik
hormonlar kontrollii bir sekilde verilerek ovulasyon indiiksiyonu yapilir ve hastalar
belirli araliklarla ultrason muayenesine c¢agrilir. Ultrason muayenesi sonucu
yumurtaliktaki folikiillerin istenilen biiytikliige geldigi goriiliince hastaya uygun dozda
catlatma ignesi (hCG) yapildiktan 34-36 saat sonra yumurta toplama iglemi yapilir.

Yumurta toplanirken lokal ya da genel anestezi uygulanr. Ardindan transvajinal
ultrasonografi probunun ucundaki igne ile overlere ulasilir. Burada goriilen her folikiil
igine girilir ve sivi igerik aspire edilir. Alinan sivi embriyoloji laboratuvarinda
mikroskop altinda incelenir ve yumurta olup olmadigi kontrol edilir. Elde edilen
yumurtalar kiiltiir stvisina konulur ve inkiibatore kaldirilir. Olgunlagsmis yumurtalar 2-4

saat inkiibasyondan sonra dollenmek i¢in hazirdir (16).

1.4. Oositlerin Degerlendirilmesi

Toplanan yumurtalarin olgun (matiir) olup olmadigin1 anlamak igin {i¢ kriter

incelenir. Birincisi, ikinci mayoz asamasinda olup olmadigidir. Bir yumurtanin ikinci



mayozda oldugunun en 6nemli gostergesi birinci kutup cisminin (polar body) varligidir.
Eger hi¢ kutup cismi gorlilmiiyorsa yumurta birinci mayoz bolinme metafaz
asamasinda olabilir. Boyle bir yumurta, matiirasyon anomalisi yoksa 2-4 saat sonra
ikinci mayoz asamasina ulasabilir. Ancak birinci mayoz profaz asamasinda olan bir
yumurta olgun degildir ve germinal vesikiil (GV) adin1 alir. GV, ICSI isleminde
kullanilamaz (17).

Ikinci kriter ise kiimiiliis hiicrelerinin tiplemesidir. Toplanan oositler birkag tabaka
hiicreden olusan cumulus ooforus ile ¢evrilidir (15). Olgun bir yumurtanin etrafindaki
kiimiilis hiicreleri arasindaki mesafe agilmistir. Olgunlagsmamis bir yumurtada ise
kiimilis hiicreleri siki paketlenmis sekildedir. Oositler ICSI islemi 6ncesi bu kiimiiliis
hiicrelerinden temizlenir (17).

Son kriter  ise oosit  morfolojisinin degerlendirilmesidir. Degerlendirme
yapilirken; santral graniilasyon, refraktil cisim, vakuol, kutup cismi anormallikleri,
previtellin aralik ve zona pellusidanin yapisina bakilir (17).

Yumurtanin morfolojisi ICSI iglemi i¢in Onemlidir. Anormal sitoplazma
morfolojisi olan oositlerden normal déllenme ve erken embriyo gelisiminin elde edildigi
rapor edilmis. Ancak bu yumurtalardan elde edilen zigotlarin, normal morfolojili
zigotlardan daha diisiik oranda implantasyon potansiyeli gosterdigi belirtilmistir (18).
Yapilan bagka bir ¢alismada ise anormal oosit morfolojisi gésteren embriyolardan elde
edilen klinik gebelik ve implantasyon oranlari, normal oosit morfolojili embriyolarin
oranlartyla benzer olarak kaydedilmistir (19). Bu verilere bakildiginda, oosit
morfolojisinin implantasyon ve gebelik oranlarina etkisinin heniiz tam olarak

aciklanamadigi goriilmektedir.

1.5.1CSI

Klasik IVF’te yumurta ile spermler laboratuvar ortaminda bir araya getirilir ve
dollenmenin gergeklesmesi beklenir. Ancak erkek infertilitesi, kadinda diisiik over
rezervi gibi durumlarda IVF sonrasi dollenmis yumurta elde edilemeyebilir. Boyle

vakalarda ICSI (mikroenjeksiyon) yontemi tercih edilir. ICSI, yumurta hiicresinin



secilen tek bir sperm hiicresi ile dollenmesi islemidir. Gliniimiizde ¢gogu merkez ICSI’yi
rutin olarak tiim hastalara uygulamaktadir. Bu yontem uygulanirken, yumurta bir pipet
(holdin pipette) ile kutup cisminin konumuna gore ayarlanarak tutulur. I¢inde segilmis
spermin bulundugu mikropipet ile yumurta i¢ine girilir ve sperm birakilir. Bdylece
normal yollarla yumurta igine giremeyen sperm hiicresi yumurta zari engeline
takilmadan yumurta i¢ine girmis olur.

ICSI yontemi erkek kaynakli infertilite olan ¢iftlerde mutlaka uygulanir. Bu
hastalarda genellikle; diisiik sperm sayisi, sperm hareket ve sekil bozukluklari,
ejekiilatta sperm olmamasi, spermin yumurtaya penetrasyonu ile ilgili sorunlar
goriilmektedir. ICSI yapilan vakalarda, morfolojik degerlendirme ile segilen spermlerin
daha yiiksek fertilizasyon oranina sahip oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan aragtirmalarin

cogunda bu yontemin etkinligi kanitlanmistir (20).

1.6. Tam Zamanh Takip (Time- Lapse)

Tiip bebek tedavisinin uygulanmaya baslandigi ilk yillarda embriyolar,
gelisimlerinin takibi i¢in giinde bir kez belirli saatte standart inkiibatorden ¢ikarilip
mikroskop altinda tek tek incelenmekteydi. Bu uygulamada embriyolar giinde sadece
bir kere kontrol edildigi i¢in bazi embriyolar hakkinda yanlis izlenimler elde
edilebiliyordu. Ciinkii yumurtalarin kaginci giin kag hiicreli ve nasil olmasi gerektigi
bilinmesine ragmen, her yumurta farkli zamanlarda farkli asamalarda olabilmektedir.

Ayrica embriyolar kontrol i¢in inkiibatérden ¢ikarildiginda oda kosullarinda fazla
bekletilmeden hemen geriye koyulmalidir. Yoksa optimal kosullar disindaki bir ortam
dolayisiyla gelismeleri sekteye ugrayacaktir. Iste bu yiizden embriyolarin siirekli
gbzlem altinda olabilecegi ve giiniin istenilen aninda degerlendirilebilecegi bir yontem
ihtiyaci ortaya ¢ikmistir. Buna paralel olarak time-lapse teknolojisi gelistirilmistir.

Time- lapse, igerisinde embriyolar i¢in 6zel dislerin bulundugu ve bu dislerdeki
kameralar sayesinde belirli araliklarla embriyolarin fotograflarinin ¢ekildigi sistemdir.

Bu cekilen fotograflar bir araya getirilerek videoya doniistiiriilmekte ve embriyonun



hangi saatte hangi asamada oldugu kesin olarak bilinebilmektedir (21). Dolayisiyla
geriye doniik bilgi depolanmasi ve degerlendirilmesi miimkiin olmaktadir.

Time- lapse ile birlikte embriyo gelisim siirecindeki, mekanizmasi ve
zamanlamas1 bilinmeyen olaylar aydmlatilmistir. Bunlardan bazilar1 sperm basi
dekondensasyonu, polar body ve proniikleus olusumudur (22). Yapilan bir ¢alismada
time- lapse ile takip edilen, ICSI den sonraki ilk hiicre dongiisiindeki insan oositlerinin
ikinci polar body ve proniikleus olusumlarinin zaman bakimindan farklilik gosterdigi
kaydedilmistir (23). Bu ve benzeri g¢alismalar time-lapse teknolojisinin infertilite
tedavisine kazandirdigi yeniliklerin kanitidir. IVF basarisini artiran kaliteli embriyo

secimi i¢in kullanilan bu yeni bilgilerle gebelik oranlarinin artmasi hedeflenmektedir.

1.7. Fertilizasyon Kontrolii

Yumurta ile sperm laboratuvar ortaminda birlestirildikten sonra dollenmenin
gerceklesip gerceklesmedigi kontrol edilir. Kontrol ICSI isleminden sonraki 16-18.
saatlerde yapilir. Normal bir fertilizasyonda yan yana merkezi konumlanmis iki tane

proniikleus (PN) ve iki tane kutup cisminin (PB) varligi gézlemlenir (24).( Sekil 1.5.)

Sekil 1.5. : Normal Fertilizasyon : PB: polar body , PN: prontikleus , ZP: zona pellusid
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Zigotun olusum mekanizmasi su sekilde aciklanmistir : spermin yumurtaya
girmesi ile ikinci polar body olusur ve ikinci mayoz boliinmenin devamin tetikler.
Sonrasinda oosit kromozomlar1 bir membran ile kaplanarak disi proniikleus olusur.
Ayn1 zamanda sperm c¢ekirdeginin dekondenzasyonuyla diploid embriyonun olusmasini
takiben erkek proniikleus meydana gelir. Disi proniikleus ikinci kutup cisminin ve
yumurta zarinin altinda yer alan erkek proniikleusun altinda konumlanir. Ardindan
proniikleuslar mikrotiibiil ve mikrofilamentler yardimiyla yumurtanin merkezine dogru
hareket ederler (25).

Eger yumurtada dollenme gerg¢eklesmediyse hi¢ proniikleus goriilmez (Sekil 1.6.).
Bagka bir olasilik da anormal fertilizasyonun gerceklesmesidir. Boyle bir durumda
normalde gozlemlenmesi gereken iki tane PN yerine, 1 ya da 3,4 tane PN goriiliir.
Bizim c¢alismamizda veriler time- lapse takip olanagi ile elde edilmistir. Klasik
inkiibasyon ile takip edilenlerde; MultiPN, multiniikleasyon, direkt lige boliinme gibi
anomaliler embriyonun sonradan kendini tamir edebilme yetenegi sebebiyle atlanabilir.

Bu embriyolar degerlendirilirken dikkatli olunmalidir.

Sekil 1.6. : Fertilizasyon gerceklesmemis 00sit
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1.7.1. Proniikleus Degerlendirmesi

Proniikleus asamasindaki embriyolar degerlendirilirken: proniikleuslarin sayisina
ve bliyiikliiklerine, niikleoluslarin sayisi, biiyiikliikleri ve dagilimlarina ve son olarak da
sitoplazmik bosluga dikkat edilmelidir (26). Bunlara gore 6zel proniikleus evresi
skorlama sistemleri gelistirilmistir.

Proniikleer morfoloji degerlendirilmesinde iki sistem yaygin olarak kullanilir;
Scott ve Smith 1998 (27) ve Tesarik ve ark. 2000 (28). Balaban ve ark. ideal proniikleer
yapida olan embriyolarin dstiin kaliteli blastosist olusturdugunu ve ideal yapida
olmayanlara kiyasla yiiksek implantasyon ve gebelik oranlari oldugunu géstermislerdir
(29). Ancak bagka bir ¢alismada embriyo derecelendirmesinde proniikleer skorlamanin
faydali olmadigi rapor edilmistir (30). Ortaya ¢ikan farkli sonuglar dogrultusunda
sadece proniikleer morfoloji degerlendirmesiyle degil de blastosist agamasina kadar ki
tiim siirecin kiimiilatif degerlendirilmesiyle kaliteli embriyolarin se¢iminin daha dogru
olacag diisiiniilmektedir.

Bizim c¢alismamizda proniikleus sayisinda anormallik goriilen embriyolar
incelenmistir. Bu anormalliklerin ortaya ¢ikma mekanizmalari alt bagliklarda

aciklanmugtir.

1.7.1.1. Mono Proniikleus (MPN)

Fertilizasyon sonras1 embriyoda sadece bir tane proniikleus (MPN) goriilmesinin
sebepleri, bir ¢ok arastirmaci tarafindan incelenmis ve aydinlatilmaya calisilmistir.
Aragtirma sonucglarina gore IVF ve ICSI islemlerinden sonra embriyolarin % 2,7-
17’sinde MPN ve bir ya da iki PB goriildiigii kaydedilmis ve genellikle MPN olan
embriyolarin iki PB’ye sahip oldugu belirtilmistir (31) ( Sekil 1.7.). Plachot ise IVF ya
da ICSI de MPN goriilme sikliginin %1 civarinda oldugunu sdylemistir (32).
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Sekil 1.7. : MPN Zigot Ornekleri : A: 1PN, 1PB , B: 1PN, 2PB ; pn: proniikleus,

pb: polar body , pvs: perivitellin aralik , zp: zona pellusida

“Naggy ve ark.”, proniikleus olusumunun IVF oositlerinin %45,7’sinde
asenkronize oldugunu gostermistir (33). Ancak genellikle ikinci proniikleus, ilk
proniikleustan otuz dakika sonra goriilebilmektedir. Bu sebeple MPN embriyolarin ilk
dollenme kontroliinden 4 saat sonra ikinci proniikleus var mi diye tekrar kontrol
edilmesi gerektigi belirtilmistir(34).

IVF’in ilk yillarinda MPN goriilen zigotlarin, spermatozon ile fertilizasyondan
ziyade partenogenetik aktivasyondan kaynaklandigi diistinilmistiir (35). Yapilan bir
calisma sonrast MPN zigotlarin yaklasik %45’inde sperm penetrasyonu bulgular
goriilmiistiir. Goriiniir sperm bas1 ya da niikleus benzeri yapilari olmayan oositlerde,
sperm kromatininin tam parcalanma ya da birlesmeye ugramis olabilecegi sonucuna
varmislardir (36). Ayrica preimplantasyon genetik taramanin (PGD) ortaya ¢ikist ile bu
MPN zigotlarin genetik yapisi igindeki Y kromozomu varliginin bulunmasi déllenmenin
gerceklestiginin kaniti olarak kaydedilmistir (37). Y kromozomu i¢ermelerine ragmen
MPN’den gelisen embriyolarin gogunun anoploid oldugu bulunmustur (38).

MPN varliginin, déllenme siirecindeki proniikleus olusumu ya da fiizyonundaki

hatalar nedeniyle olabilecegi kaydedilmistir (39). Erkek ya da disi kromatidlerinin
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proniikleus olusturmadaki basarisizligt MPN goriilmesine sebep olur. “Flaherty ve ark.”
proniikleus olusumu basarisizligint %20 sperm injeksiyonuna,%?28 dekondense sperm
basinin engellemesine ve %52 oraninda sperm basinin kismi ayrismasina dayandirmistir
(40).

Aktif ama dollenememis embriyolardan bazilarinda dekondense sperm basi
nedeniyle MPN ve 2PB goriildiigii belirtilmistir (41). MPN ve 2PB goriilen
embriyolarda proniikleusun genellikle kadin kékenli oldugu bulunmustur (22).

MPN embriyolarin olusmasi bir bagka kaynakta da proniikleuslarin asenkronize
ortaya c¢ikmasina, disi ve erkek proniikleusun birlesmesine ve erkek veya disi
partenogeneze dayandirilmistir (41). Proniikleuslarin asenkron goriinimii MPN’den
gelisen embriyolarda biparental diploidinin varligini agiklayan ilk olasilik olarak
degerlendirilmis ve bdyle embriyolarin bazilarmin transfer edilebilir oldugu
belirtilmistir (42). Erkek ve disi proniikleuslarinin tek bir zar ortiisii altinda birlesmesi
biiyiik bir proniikleus olusturur bu da MPN goriilmesini agiklar. Biiyiik bir proniikleus

dogru kromozom bileseni i¢erdigini diisiindiiriir.

1.7.1.2. Multi Proniikleus ( MultiPN)

Fertilizasyon kontrolii asamasinda beklenen 2PN yerine ikiden fazla sayida (3,4)
proniikleus goriilmesi MultiPN olarak adlandirilir ( Sekil 1.8.) ICSI islemi sonrasi
oositlerin sadece %1’inde 3PN olustugu kaydedilmistir (24). Bu oran IVF’te %5°tir.
“Feenan ve Herbert” ikiden fazla proniikleus varligmin genetik bozukluklarla iligkili
oldugunu diigiinmistiir. 3PN embriyolarin %61,8’inin triploid kromozom bilesenine
sahip oldugu, %25,2’sinin mozaik dizilise sahip oldugu ve sadece %12,6’simnin diploid

kromozom seti tasidigi sonucuna varmiglardir (43).
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Sekil 1.8. : MultiPN Zigot Ornekleri : A: 3PN, B: 4PN

Ikiden fazla proniikleus olusumunu: ikinci kutup cisminin ekstriizyona tabi
tutulamamasi, ekstriide olmus kutup cismine tamamlanmamis kromatid ayriminin
gerceklesmesi ve oosit kromatidlerinin ikinci kutup cismi olusumunda dagitilmasi
olaylarmin tetikledigi distiniilmiistiir (44). 3PN ve 2PB olan embriyolarin biiyiik
olasilikla maternal kromatidlerin ikinci kutup cismine eksik dagilimindan kaynaklandig
vurgulanmigtir (45).

3PN goriilmesinin temelde {i¢ nedeni vardir. Birincisi ve en sik goriileni
yumurtanin iki tane spermle déllenmesidir. Ikincisi yumurtanim iki niikleuslu tek bir
spermle dollenmesidir. Ugiinciisii ise iki niikleuslu bir oositin tek niikleuslu bir spermle
dollenmesidir (46). Polisperminin, oositin gelismemisligi ya da asir1 olgunlugu, sperm
konsantrasyonu, kalitsal kusurlar ya da oosit toplama sirasinda zona pellusidada olan
kiriklar  dolayisiyla gergeklesebilecegi  belirtilmistir  (47). Diandry en yaygin
fertilizasyon anomalilerinden biridir ve genellikle 3PN ve 2PB olarak gozlemlenir. Bu
durum sitoplazmaya iki spermin girmesinden dolay1r oositin polispermiye karsi
korumay tetikleyememesi nedeniyle ortaya ¢ikar. Sik sik klivaj meydana gelir (24).
Digyny ise iki niikleuslu bir oositin bir spermle déllenmesi durumuna denir. Genellikle
IVF ve ICST’de diginik zigotlar ikinci kutup cisminin olusmamasi yoluyla meydana
gelirler.
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3PN zigotlarda erken klivaj normal goriilebilir ancak ileriki agamalarda gelisme
duraksayabilir ya da andploidi gerceklesebilir (25). IVF sonrasi goriilen 3PN zigotlarin
degisken kromozomal bilesenle (triploidi; XXY, XXX, XYY, diploidi, mozaik) farkli

embriyo asamalarina gelisebildikleri gosterilmistir (47).

1.8. Blastosist Degerlendirmesi

Doéllenmeyi takiben olusan normal embriyolar boélinerek ikinci, tglinci ve
dordiincii giinlerde sirasiyla 4, 8 ve 16 hiicreli evrelere ulasacaklardir. Dordiincii giin 16
hiicreli evreden sonra moruladan kompakta dogru ilerleme goézlenmelidir. Besinci
giinde blastosdl varligi goriilmeli ya da yeterli sayida hiicreden olusan diizenli bir
tabakadan ve iyice belirginlesmis, organize olmus i¢ hiicre kitlesinden meydana
gelmelidir (48).

Blastosist asamasinin bagladiginin en O6nemli gostergesi blastosol dedigimiz
boslugun sekillenmesidir. Hiicrelerin kenara g¢ekilmesiyle olusan bu bosluk siviyla
dolmaya baslar. Alt1 farkli blastosist asamas1 vardir. I1ki erken blastosisttir. Bu asamada
blastos6l embriyonun yaridan daha azini1 doldurur fakat embriyo biiyiikliigiinde heniiz
bir artis olmamistir. Blastosist asamasina gelindiginde blastosdl hacmi embriyonun
yarisindan fazlasini kaplar. Tam blastosist asamasinda ise blastos6l embriyonun
tamamina yakinint kaplar, embriyo biiyiikligi artmistir, i¢ hiicre kitlesi ve
trofoektoderm ayrimi vardir. Genislemis blastosistte blastosdl embriyo hacminden daha
fazladir, genisleme artmistir, zona pellusida incelmistir. Hatching blastosist agamasinda
zona pelusida ¢ok incelmistir ve trofoektoderm hiicreleri zona pelusidadan ayrilmaya
baglar. Son asama olan hatched blastosistte zona pellusidadan tamamen ayrilmis serbest

blastosist gortliir ( Sekil 1.9.).
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Sekil 1.9. : Blastosist Asamalari : A: Erken Blastosist , B: Blastosist , C: Tam

Blastosist , D: Genislemis Blastosist , E: Hatching Blastosist , F: Hatched Blastosist

Gardner’in sistemine gore embriyo degerlendirmesi yapilirken ¢ farkl
parametreye bakilir. Birincisi hiicrelerin agilmasi ve ayrilma durumudur. Bu yukarida
aciklanan altt asamadir. Embriyo skorlanirken bu alti durum i¢in sirasiyla birden altiya
kadar rakamlar kullanilir. Ikinci kriter ise i¢ hiicre kitlesinin (ICM) degerlendirilmesidir.
A, B, C seklinde siniflandirma yapilir. A; siki paket halinde ¢ok hiicre icermeyi, B;
gevsek ama bir ¢ok hiicre igermeyi ve C; cok az sayida hiicre igermeyi temsil eder.
Uciincii ve son degerlendirme kriteri de trofoektoderm hiicrelerinin kalitesidir. Burada
da A, B, C seklinde deger verilir. A; birbirine sikica bagl bir¢ok hiicreden olusan epitel
yapiy1, B; daha gevsek bagli birkag¢ hiicreden olusan epitel yapiyi, C; ¢ok az ve biiyiik
hiicrelerden olusan epitel yapiyr temsil eder. Yapilan bu skorlama sonucu 3AA ve iizeri

deger alan yumurtalar yiiksek kaliteli kabul edilir ve transfer i¢in dnceliklidirler (49).
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Saglikl1 gebeliklerin olugmasi igin yiiksek kaliteli embriyo se¢imi ¢ok dnemlidir.
Bu sayede hem gebelik oranlarinda artis hem de genetik olarak anormal olmayan yeni
nesillerin gelisimi saglanmis olacaktir. Ayrica embriyo skorlama ile segilen
embriyolarin implantasyon oraninin, skorlama yapilmadan secgilenlerden daha yiiksek

oldugu bulunmustur.

Amag

Yapilan bu ¢alismada, anormal fertilizasyonu takiben, MPN ve MultiPN sonrasi
gelisen embriyolarin blastosist asamasina ulasma oranlarmin, normal fertilizasyon
sonrast gelisen embriyolarin blastosist asamasina ulagsma oranlariyla karsilagtirilmasi

amagclanmistir.
Bu amagla cevaplandirilmaya ¢aligilan sorular sunlardir:

e Anormal proniikelus sonrasi gelisen embriyolarin blastosist asamasina

ulagmalart miimkiin mudiir?

e Proniikleus sayilari ile blastosiste ulagma arasinda bir iliski var midir?

e Anormal proniikleus sonrasi gelisen blastositler ile normal fertilizasyon sonrasi

gelisen blastosistler arasinda anlamli bir fark var midir?

e Anormal fertilizasyon sonrasi gelisen blastosistler transfer i¢in uygun mudur?

Onem

Bilindigi gibi UYTE merkezlerine gelen hastalarda ¢ocuk sahibi olma orani
gectigimiz yillarda biiylik artiglar gosterse de heniiz istenilen yiiksek seviyelere
ulagamamuistir. Biz arastirmacilar da bu seviyeye ulasmak icin stirekli yeni calismalar

yapmaktayiz. Tedavi siirecinde blastosiste ulasana kadar ki asamalarda karsilasilan

18



biribirinden farkli durumlarin degerlendirilmesi, karsilagtirilmasi ve yorumlanmasi da
bu ¢alismalardandir.

Tedavi asamasinda karsilasilan anormal fertilizasyon vakalar1 istenmedik
durumlardan biridir. Ciinkii normal kosullarla gebe kalamayan hastalarin bagvurdugu
merkezler, eldeki smirli sayidaki yumurtalarla gebelik saglama g¢abasindadir. Bazi
vakalarda toplanan yumurta sayis1 bir, iki veya ii¢ olabilmekte ve bunlarin da bir ya da
birkag¢inda anormal fertilizasyon ile karsilagiimaktadir.Boyle bir tablo ¢ok umut vaad
etmemekte ve yumurtalarin akibetinin ne olacagi bilinmemektedir. Tam tersi ¢ok sayida
yumurta toplanip da yumurtalarin gogunun besinci giine gelmeden arrest oldugu, blast
olanlarin da kalitelerinin transfer i¢in uygun goriilmedigi durumlarla karsilasilabilmekte
ve bu durumda blasta ulasanlar arasinda anormal fertilize embriyolar olabilmektedir.
Embriyologlar bu kez de anormal fertilize embriyonun transfer edilip edilmemesi
konusunda ikilemde kalmaktadir.

Yapilan bu ¢alisma ile anormal fertilize embriyolar hakkinda elde edilen bilgilerle;
anormal proniikleus sonrasi gelisen embriyolarin, transfer edilecek dogru embriyonun

seciminde nasil degerlendirilebilecegi konusu aydinlatilmaya calisilmistir.

Simirhiliklar

Arastirmanin sinirhiliklar:

e Arastirma grubunun 140 hastadan olusmasi.

e Sadece bir tlip bebek merkezi verilerinin arastirmaya dahil edilmesi.

e Anormal fertilizasyon goriilen durumlarda blastosiste ulasma oraninin
diistik olmasi dolayisiyla embriyo kalitelerine dair verilerin elde
edilememesi.

e MPN ve MultiPN goriilme insidansinin ¢ok az olmasi nedeniyle,
prospektif caligmak ¢ok uzun yillar alacagindan retrospektif aragtirma

tecih edilmistir.
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2. YONTEM

Bu boliimde, arastirma modeli, evren ve arastirma grubu, veriler ve toplanmasi,

verilerin ¢oztimlenmesi ve yorumlanmasi bilgilerine yer verilmistir.

Arastirma Modeli

ICSI tedavisi siirecinde anormal proniikleus sayisinin gézlemlendigi embriyolarin
blastosist asamasina ulasma potansiyellerinin incelenmesi amaciyla yapilan bu ¢alisma,
nicel aragtirma tiiriinde yapilmistir. Arastirma arsiv tarama (survey) modelidir.

Arastirmada anormal fertilizasyon goriilen embriyolar ile normal fertilizasyon
goriilen embriyolarin bes giinliik siire¢ sonunda beklenilen blastosist asamasina ulasma
oranlar1 degerlendirilmistir. Proniikleus sayisi ile blastosist gelisimi arasindaki iliskiler

ve bu iliskilerin yonii degerlendirilmistir.

Evren ve Arastirma Grubu

Genel evren: UYTE merkezlerine infertilite sebebiyle basvuran hastalar.

Calisma evreni: Kadikdy Acibadem Hastanesi Tiip Bebek Merkezine basvuran
infertil hastalar.

Arastirma grubu: Kadikéy Acibadem Hastanesi Tiip Bebek Merkezinde time-lapse
takip edilmis hastalardan MPN, 3PN ve 4PN gozlenenler.

Hastalarin arastirma grubuna dahil edilme kriterleri;

e 25-40 yas araliginda olmak

e Time- lapse takip edilmek
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e [CSIuygulamasi yapilmis olmak
e Fertilizasyon sonrast hem MPN, 3PN ya da 4PN gozlenmesi hem de 2PN

gbzlemlenmesi

Veriler ve Toplanmasi

Bu aragtirma retrospektif olarak tasarlanmistir. Arastirmada Kadikdy Acibadem
Hastanesi Tiip Bebek Merkezinin 2013-2017 yillar1 arasindaki 5 yillik verilerinden
yararlanilmistir. Etik kurul onayr ve tez Onerisinin kabuliinden sonra tarafimca,
hastanede arsiv taramasi yapilarak arastirma grubu kriterlerine uyan hastalar
listelenmistir. Belirtilen yillar arasinda toplam 140 hastada hem MPN, 3PN ya da 4PN
ile birlikte 2PN varlig1 goriilmiistiir. Elde sinirli sayida veri olmasi dolayisiyla ve
sonuclarin istatiksel olarak anlamli olup olmadiginin arastirilmasi i¢in 140 hastanin
hepsi calismaya dahil edilmistir. Ayrica veri sayisinin fazla olmasimin sonuglarin

genellenebilmesi i¢cin 6nemli oldugu da dikkate alinmistir.

Verilerin Coziimlenmesi ve Yorumlanmasi

Arsiv taramasi sonrasi her hastaya ait, toplam kag¢ tane yumurta toplandigi, hangi
islemin uygulandigi, déllenme gelisip gelismedigi ve birinci glinden besinci giine kadar
yumurtalarinin hangi asamada olduklarinin kaydedildigi ¢izelge verileri not alinmistir.
Bu veriler dogrultusunda tarafimca bu tezin konusu olan bilgiler bir liste haline
getirilmistir. Olusturulan listede her hasta bir satirda olmak iizere hastanin yasi, toplam
kacar tane MPN, 2PN, 3PN ve 4PN embriyosu oldugu ve bu embriyolardan kag
tanesinin blastosist agsamasina ulastigi ( pronukleus sayilarina gore ayr1 ayri)
belirtilmistir.

Olusturulan listedeki verilere goére bu arastirmanin bulgular1 SPSS 15 paket

programi kullanilarak istatiksel olarak degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR VE YORUMLAR

Bu boliimde, 6nce arastirmanin amaglarini yansitan belli baglhiklar halinde, elde
edilen bulgulara; sonra onlarin kiimeler ve biitiin halinde anlamlandirilmaya ¢alisildig:
yorumlara yer verilmistir.

Bulgular

1. Fertilizasyon Oran

HASTA Toplanan Oosit Fertilize Oosit | Fertilizasyon orani
SAYISI Sayisi Sayisi (%)
1 ve 5 Arasi Oosit 9 37 29 78.3
Toplanan
6 ve 10 Arasi Oosit 32 268 186 69.4
Toplanan
11 ve 15 Arasi Oosit 58 733 556 75.8
Toplanan
16 ve 20 Arasi Oosit 32 562 382 68.9
Toplanan
21 ve Ustii Oosit 9 220 127 57.7
Toplanan
TOPLAM 140 1820 1280 70.3

Tablo 3.1. : Hasta Sayilarina Gore Fertilize Oosit Sayilari

Aragtirmaya alman 140 (N) hastadan toplanan oosit sayist 1820 tanedir.
Bunlarin %70,3’tinde (n= 1280) fertilizasyon gorilmistir. Tablo 3.1°de  hasta

sayilarina gore fertilize oosit sayilar1 gosterilmistir.
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2. Blastosist Gelisme Orani

Pronikleus Sayilari | Blast Gelisen Embriyolar | Orani (%)

MPN 146 25 17.1
2PN 1064 647 60.8
MultiPN 70 30 42.8

TOPLAM 1280 702 54.8

Tablo 3.2. Proniikleus Sayilarina Gore Blastosist Gelisme Oranlar
Birinci glinde goriilen proniikleus sayilarina gére MPN, 2PN ve MultiPN olmak tizere
ic grup olusturulmus ve her grubun blastosist gelisme oranlar1 hesaplanmistir. Toplam
1280 fertilize yumurtadan 702 tanesinin (%54,8) blastosist asamasina ulastigi
goriilmiistiir. Anormal fertilizasyon (MPN, MultiPN) goriilen zigot sayist 216 ve
anormal fertilizasyon orani %16,9 olarak bulunmustur. Sonug olarak MPN den gelisen
embriyolarin % 17,1’ inde, 2PN sonrasi gelisen embriyolarin %60,8” inde ve MultiPN

sonrasi gelisen embriyolarin % 42,8’ inde blastosist gelisimi saptanmistir ( Tablo 3.2.).
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Oositler

Sekil 3.1. Proniikleus Sayilarina Gore Blastosiste Ulasma Diizeyleri

23



Sekil 3.1 incelendiginde, MPN’den gelisen embriyolarin blastosiste ulagma oraninin

MultiPN’e kiyasla daha diisiik oldugu goriilmektedir.

3. Degiskenler Arasi Normallik Degerlendirmesi

Normallik Test Degerleri

Anlamlik
Ortalama | Standart | istatistik Diizeyi Anlamlilik
(Mean) Sapma degerleri (Significant) (P)

Fertilize MPN 1.040 0.812 0.840 0.000 P< 0.5
Fertilize 2PN 7.600 3.501 0.977 0.016 P<0.5
Fertilize MultiPN 0.500 0.782 0.661 0.000 P< 0.5
Blast Gelisen MPN 0.180 0420 0.461 0.000 P<0.5
Blast Gelisen 2PN 4.620 2.552 0.966 0.001 P< 0.5
Blast Gelisen 0.210 0.491 0.481 0.000 P<0.5
MultiPN

Saphiro Wilk Test

Tablo 3.3. Fertilize Oosit Sayillarina Gore Proniikleus ve Blastosist Gelisimi

Karsilastirma Tablosu

Tablo 3.3. te arastirmaya konu olan bagimsiz degiskenler Shapiro Wilk testi ile a=

0.05 yanilma diizeyinde incelenmis ve normal dagilim gostermedikleri gozlenmistir.

(Anlamlilik diizeyi P> 0.05 ile karsilastirilmistir.)
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Istatistiki kararlarin dogru sonuglar verebilmesi igin arastirma verilerinin normal
dagilim ozelligi onem arz eder. Hastalardan farkli sayilarda oosit toplandigi icin
verilerde normal dagilim o6zelligi gozlenememistir. Bu nedenle parametrik test

varsayimlari karsilanamamustir.

4. Proniikleus Sayilarina Gore Blastosiste Ulasma Oranlar1 Aras1 Farkhihik

Gruplar Arasi Anlamlilik Test Degerleri

1. Gin
Fertilize Blastosist Anlamlihk

Oosit Gelisen Orani Dizeyi Anlamhlik
Sayilari Oositler (%) X? (Significance)  Diizeyi (P)

MPN 146 25 17.1 10.583 0.479 P>0.05
2PN 1064 647 60.8 67.627 0.000 P<0.05
MultiPN 70 30 42.8 5.934 0.878 P>0.05
TOPLAM 1280 702 54.8

Tablo 3.4. : Proniikleus Sayilari ile Blastosist Gelisimi Arasinda Farkhilik Tablosu

Tablo 3.4.te proniikleus sayilari baz alinarak olusturulan gruplar arasinda istatiksel
olarak anlamli farkliigin varh@ KrusKal Wallis testi ile degerlendirilmistir. Istatistik
sonuclarma gore ‘2PN’ sonrasi embriyolardan blast gelisim oranmi %60.8 olarak
saptanmistir. Bu oran ‘MPN’ grubunda %17 ve ‘MultiPN’ grubunda %42.8

bulunmustur. ‘2PN’ grubunun saptanan orani ‘MPN’ ve ‘MultiPN’ gruplarinin
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oranlartyla karsilastirildiginda a=0.05 yanilma diizeyinde istatiksel olarak anlamli

bulunmustur.

(X?= 67.627, P<0.05)

5. Proniikleus Sayisinin Blastosist Gelisimiyle iliskisi

Gruplar Arasi Anlamlilik Test Degerleri

Blastosist Anlamlilhk
Proniikleus Gelisen Orani | Korelasyon Dizeyi Anlamlilik
Sayilari Oositler (%) Katsayisi (r) | (Significance) Diizeyi (P)

MPN 146 25 17.1 0.009 0.458 P>0.05
2PN 1064 647 60.8 0.683 0.000 P< 0.05
MultiPN 70 30 42.8 0.038 0.330 P> 0.05
TOPLAM 1280 702 54.8

Spearman Rank Korelasyonu (r;)

Tablo 3.5. : Proniikleus Sayisinin Blastosist Gelisimi ile Korelasyonu Tablosu

Tablo 3.5.’te proniikleus sayilarina gore olusturulan gruplarin blastosiste doniisiim
iligkileri arastirilmistir. Degiskenler arasinda tam iliski varligi, korelasyon katsayisi (r)=
1 ve iligkinin yoklugu, korelasyon katsayis1 (r)= 0 seklinde agiklanir.

Tabloda gosterildigi lizere MPN goriilmesi ile blastosiste ulagma sayilari arasinda
0.009 gibi c¢ok diisilk bir korelasyon saptanmis ve istatiksel olarak anlamlh

bulunmamustir. (rs = 0.458 , P> 0.05)
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2PN goriilmesi ile blastosiste ulasma sayilar1 arasinda 0.683 diizeyinde korelasyon
varhi@i saptanmistir. Saptanan korelasyon katsayis1 istatiksel olarak anlamli
bulunmustur. (rs= 0.000, P< 0.05)

MultiPN goriilmesi ile blastosiste ulagsma sayilar1 arasinda 0.038 diizeyinde
korelasyon varlig1 saptanmistir. Cikan korelasyon katsayisi istatiksel olarak anlamli

bulunmamustir. ( rs= 0.330, P>0.05)

Yorumlar

Yapilan bu calisma sonrasi elde edilen verilerden MPN ve MultiPN sonrasi gelisen
embriyolarin ¢ogunun blastosist asamasina ulasamadigi kaydedilmistir. Blastosist
asamasina ulasanlarin oran1 MultiPN embriyolarda MPN embriyolara gore daha yiiksek
goriildii. Iki proniikleusun goriildiigii embriyolardan blastosist gelisimi ise diger iki
grupla kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli farklilik saptandi. Bu verilere gore
hareket edecek olursak anormal sayida proniikleusa sahip bu embriyolar transfer i¢in
secilmemelidir. Ancak bazi hastalardan az sayida yumurta elde edilebilmekte ve bu bir,
iki yumurtadan gelisen embriyolardan bazen hepsi anormal sayida proniikleusa sahip
olabilmektedir. Boyle bir durumda olusan embriyolar hastaya transfer edilmeli mi yoksa
edilmemeli mi?

Yapilan bir calismada 3PN go6zlemlenen zigotlarin %31,4” iinde kromozomal
anormallik saptanmistir. Yine aymi calismada MultiPN olan embriyolarin ¢ogunun
genellikle triploid oldugu, poliploidi goriilmesi durumunda da genellikle diisiikle
sonuclandigr belirtilmistir (50). Bizim ¢alismamizda MultiPN embriyolarin %42,8’inin
blastosist asamasina ulastigi goriilmiistiir. Bu yiiksek oran bize transfer edilebilir mi
diye distindiirse de genetik tarama yapilmadan, anormallik var m1 yok mu
bilinemeyecegi i¢in risk tagimaktadir.

Genis proniikleer alan veya ¢apa sahip olan MPN’ li zigotlarin gelisim potansiyelinin
2PN’ li zigotlarla benzer bulundugu bir ¢alisma vardir (51). Daha 6nce bahsedildigi

tizere bu durum disi ve erkek proniikleusun erken birlesmesi dolayisiyla gozlemleniyor

27



olabilir. MPN olan ve iki tane kutup cismi goriilen embriyolarin eger normal fertilize
baska bir embriyo yoksa transfer edilebilecegi bildirilmistir (52). Bir baska ¢aligma da
ise MPN ve 2PB goriilen bir embriyonun normal boyutta ise transfer icin
diisiiniilmemesi gerektigine ve yiliksek olasilikla yeterli kromozom igerigine sahip
olmayacagina deginilmistir (53). ICSI sonrast MPN’li hiicrelerde kromozomal anomali
riskinin IVF’ ten agik¢a daha yiiksek oldugunu ve bu embriyolarin transfer edilmemesi
gerektigini savunanlar da vardir (26).

Anormal proniikleusla ilgili yapilan bir arastirmada 0 PN ve MPN goriilen embriyolar,
2PN goriilen embriyolarla besinci ve altincit giin durumlarina gore karsilastirilmis ve
2PN ile aralarinda anlamli bir fark bulunamamistir. 0 PN olanlarin blastosiste ulasma
orani, MPN olanlardan daha yiiksek bulunmustur (54). Benzer baska bir arastirmanin
sonucunda ise transfer i¢in segilen kaliteli 0 PN ve MPN den gelisen embriyolarin
hi¢birinden implantasyon gelismemistir. Bu duruma ‘anormal proniikleus sayisi olan ve
ilk bes giin normal gelisim gosteren embriyolarda, proniikleus anormalligi kromozom
yetersizligidir’ seklinde agiklama getirmislerdir (38). Bizim ¢aligmamizda blastosiste
ulagmada en diigiik oran MPN grubunda (%17) bulundu. Yukaridaki bilgilere gore, 0
PN, MPN, 2PN, 3PN, 4PN goriilen embriyolar karsilastirildiginda genel olarak MPN
sonrasi gelisen embriyolarin blastosiste ulagsma oranlarmin en diisiik oldugu sonucuna
varabiliriz. Tim bu g¢alismalara bakildiginda MPN goériilen embriyolarin transferi
konusunda ortak bir karara varilamadig goriilmektedir. Bu durum muhtemelen yapilan
her caligmada sinirli sayida 6rnek kullanilmasindan kaynaklanmaktadir.

Anormal proniikleus goriilmesinin bir nedeni de uygulanan yontemler olabilir. Bu
gorlisli, gametlerin kisa inkiibasyonu ve yumurtalarda kumulus hiicrelerinin erken
temizlenmesi durumlarinda MultiPN gériilme oraninin arttigimnin tespit edilmesi
desteklemektedir (55). IVF sonrasi goriilen MPN den gelisen embriyolarin , ICSI
sonrast MPN den gelisen embriyolardan daha yiiksek oranda 3. , 5. ve 6. giin gelisimi
gosterdigi belirlenmistir (56). Anne yasina bagl olmaksizin infertilite tedavisi sonrasi
kromozom anomalileri goriilmesi, normal yolla gebelikten %50 oraninda daha yiiksek
bulunmustur. Andploidinin maternal yasla arttigi. mozaiklik, kaotiklik, poliploidi gibi
mayoz sonrasi ortaya ¢ikan anormalliklerin ise tiim yas gruplarinda benzer oranda
ortaya ¢iktigi gorilmistir (57). Kang ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada,

hiperstimiile edilmis oosit sikluslarinda MPN ve 3PN goriilme oranmin arttii
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saptanmistir (58). Sadece bir merkeze ait verilerin degerlendirilmesi ile elde edilen
sonuclarin (yumurta ve sperm disindaki etkenlerin de anormal proniikleus goriilmesinde
etkisi olabilecegi goz ardi edilmediginde) genellenebilir olup olmadigr tartisma
konusudur.

Eldeki anormal porniikleuslu embriyolardan faydalanabilmek icin degisik teknik ve
yontemler denenmektedir. Bunlardan bir tanesi 3PN goriilen zigotlardan eniikleasyon
yoluyla fazla olan proniikleusun ¢ikarilmasi islemidir. Islem sonras iki proniikleuslu,
diploid bir embriyo elde edilir (58). Bu uygulamanin baslica smirliligi hangi
proniikleusun ¢ikarillacaginin  belirlenmesidir. Yanlis proniikleusun ¢ikarilmast,
embriyonun iki maternal ya da iki paternal kromozom seti tagimasina neden olabilir.
Konuyla alakali bir c¢alismada, birinci gruptaki 3PN zigotlarin bir tane proniikleusu
¢ikarilmig, diger 3PN zigot grubundakilere ise higbir islem yapilmamistir. Sonuglar
degerlendirildiginde, eniikleasyon uygulanan grubun embriyo olusturma potansiyelinin
arttig1 gozlemlenmistir. Ancak ulasilan oran 2PN lerle karsilastirildiginda yine de diisiik
bulunmustur (60). Eniikleasyon uygulanan grubun bir kismimna Kkaryotip analizi
yapildiginda %44,4’1 diploid, %55,5°1 andploid olarak teshis edilmistir.

Anormal embriyolardan faydalanilabilecek diger bir konu ise bu embriyolardan, insan
embriyonik kok hiicresi( hESC) elde etme ¢aligmalaridir. hRESC kendini yenileme ve {i¢
germ tabakasina farklilasma potansiyeline sahip bir hiicrelerdir (61). Hiicrelerin bu
potansiyeli, ciddi dejeneratif hastaliklar i¢in hiicre naklinde yenilenebilir bir kaynak
olarak kullanilmasini saglamaktadir. Bir ¢alismada anormal proniikleuslu (0 PN, MPN,
3PN) ve normal proniikleuslu (2PN) embriyolardan hESC elde edilmis ve sonuglari
karsilagtirilmistir. Karyotip analizi sonucu tiim hESC lerin normal kromozom igerigine
sahip oldugu belirtilmistir. Sonug olarak elde edilen hESC hiicreleri arasinda yapisal bir
farklilik goriilmedigi, hepsinin ayri bir kimlik ve karyotipik kararhilik sergiledigi
belirtilmistir (62). Bu sonug¢ bizlere anormal fertilize embriyolarin saglikli hESC
tiretiminde kaynak olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Ancak daha once de
sOyledigimiz gibi anormal proniikleus sonrasi gelisen embriyolarda genellikle genetik
bozukluklar goriilmektedir. Yapilan bir arastirmada, hiicrelerin kendini tamir edebilme
mekanizmasi sayesinde mozaikizm goriilen bir embriyonun, gelisme siirecinde mozaik
hiicrelerini trofoblasta dogru hareket ettirerek kendini diizeltebilecegi hipotezi

vurgulanmigtir  (63). Baska bir kendini diizeltme mekanizmas1i da apoptozdur.
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Kromozomal olarak anormal embriyolarin apoptoza ugruyor olabilecegi bildirilmistir
(64).

Arastirmacilar, anormal fertilize embriyolarin transfer i¢in uygun olup olmadig
konusunda heniiz fikir birligine varamamistir. Bu konuda yapilan ¢alismalardan
bazilarinda gebelik goriilmiis bazilarinda ise gebelik gelismemistir. Ancak gebelik
gelisen vaka sayisinin ¢ok fazla olmadigini belirtmek gerekir. “Staessen ve arkadaslar1”,
anormal fertilize embriyolarin transferi sonrasi, saglikli iki ¢ocuk dogumu ve bir
biyokimyasal gebeligi raporlamislardir (37). “Grass ve Trounson” yaptiklari ¢alismada
saglikli bir erkek ¢ocugun diinyaya geldigini kaydetmislerdir (65). Biiyiik basarilardan
bir tanesi de IVF sonrast MPN den gelisen embriyolarin transferlerinden dokuz saglikli
bebegin dogumu gergeklesmesi ve ICSI sonrast MPN den gelisen embriyolarin
transferleri sonrasinda da dort tanesinde implantasyon gelisti§inin gozlemlenmesidir
(56). Gergeklesen canli bebek dogumlari géz oOniinde bulunduruldugunda anormal
fertilize embriyolarin kesinlikle transfer edilmemesi gerektigini sdylemek imkansizdir.
Ancak bu embriyolardan blastosist asamasina ulaganlarin hepsinin transfer i¢in uygun

oldugunu da séylemek dogru olmaz.
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4. SONUC

“Bu boliimde, yapilan arastirma ile varilan noktanin agiklandig1 yarg: altbashigi
ve bu konuyla alakali baska hangi calismalarin yapilabilecegine iliskin  oneriler

altbasghigi ele alinmistir.”

Yarg:

Bu tez konusunda; toplam 140 hastanin, MPN ve MultiPN sonrasi gelisen
embriyolarinin ve 2PN sonrasi gelisen embriyolarinin blastosist asamasma ulasma
oranlar1 ortaya konulmustur.

MPN sonrasi blastosist gelisim orant %17,1 ve MultiPN sonrasi blastosist gelisim
orant %42,8 bulunmustur. Bu oranlar 2PN sonrast gelisen blastosistlerle (%60,8)
karsilagtirildiginda anlamli bir fark oldugu saptanmaigtir.

Proniikleus sayisi ve blastosist gelisimi iliskisini inceledigimizde ise iki proniikleus
goriilmesinin blastosist agsamasina ulasma ile iliskisinin oldugu hesaplanmistir. Hem
MPN hem de MultiPN goriilmesi ile blastosist asamasina ulagsma arasinda herhangi bir
iliski bulunamamuistir. Sonuclar1 degerlendirdigimizde, fertilizasyon kontrolii sirasinda
2PN goriilmesi durumunun, MPN ve MultiPN goriilmesi durumlarina kiyasla
embriyolarin blastosist agamasina ulagma sansini artirdigini soyleyebiliriz.

Yapilan diger ¢alismalarla birlikte degerlendirdigimizde bulunan oranlar benzerlik
gostermektedir. Anormal fertilize embriyolar arasindan MPN olanlarin daha diisiik
oranda blastosist asamasina ulastig1 goriilmiistiir.

Konuyla ilgili yapilan transfer ¢aligmalarinda farkli sonuglar elde edilmistir. Hastanin
normal fertilize embriyolarindan blastosiste ulasip iyi skor alanlar varsa bu embriyolarin
transferine Oncelik verilmesi genel prosediirdiir. Her birey, her yumurta kendine

ozgiidiir. Arastirma sonuglar1 genellenebilir olsa da istisnalar olacaktir. Onemli olan ve
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yapilmasi gereken siireci bir biitiin olarak degerlendirmektir. Baz1 durumlarda iyi skor
alanlar arasinda anormal fertilizasyon sonrasi gelisen embriyolar da olmaktadir. Bu
embriyolar genetik olarak anormal olabilecegi i¢in transferde tercih edilmemelidir.
Transfer edilse dahi genellikle implantasyonun gergeklesmedigi goriilmiistiir. Implante
oldugunu varsayarsak da genetik hastaliga sahip bireyler diinyaya gelebilir. Boyle bir
risk almak ne kadar dogru olacaktir tartigilir. Fakat sadece anormal proniikleus kokenli
oldugu icin kaliteli bir blastosisti transfer etmemek belki de olusabilecek bir gebeligi
engellemek olacaktir. Ciinkii anormal fertilizasyon sonrasi morfolojik olarak normal
blastosist olusumunun, normal gelisim kapasitesine sahip embriyonun gdstergesi
olabilecegi belirtilmistir. Bazi durumlarda ise Ozellikle hastada genetik bir hastalik
Oykiisii varsa direkt olarak anormal fertilize embriyolar tercih disinda tutulmalidir.
Goriildiigii tizere konuyla alakali farkli yaklagimlar bulunmaktadir. Bizim diisiincemiz
ise eger blastosist asamasina ulasan bagka bir embriyo yoksa PGD yapildiktan sonra bir

anormallik saptanmadiginda bu embriyonun transfer edilebilecegidir.

Oneriler

Yapilan bu arastirmanin sonuglari anormal fertilizasyon konusuyla ilgili yeni bir
kaynak niteligindedir. Bu c¢alisma aynmi hastalarin anormal ve normal fertilize
yumurtalarinin  incelenmesi dolayisiyla yapilan diger arastirmalardan farklilik
gostermektedir.

Biz oositlerin sadece birinci giin ve besinci glindeki durumlarini degerlendirdik. Eger
daha genis kapsamli bilgi elde edilmek isteniyorsa, toplanan yumurtalarin birinci
giinden itibaren her giin hangi asamada oldugu dikkate alinarak besinci giine kadarki
tiim verileri listelenebilir. Boylece anormal fertilizasyon sonrasi gelisen embriyolarin:
proniikleus sayilarina gore genellikle hangi asamaya kadar gelisebildikleri, blastosiste
ulasana kadarki stirecte hiicre sayilarinda bir anormallik olup olmadig1 vb. bilgiler elde

edilebilir.
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Bir baska arastirma konusu da blastosiste ulasan MPN ve MultiPN kokenli
embriyolarin skorlanmast ve 2PN kokenlilerle karsilagtirilmasi olabilir. Boylece
anormal fertilize embriyolarin kalitelerine dair veriler kaydedilmis olacaktir.

Anormal fertilizasyon vakalarmin ¢ok sik goriilmemesi, genellikle gelisimlerinin
duraksamas1 ve besinci giine ulasamamasi nedenleriyle genis ¢apli arastirma yapmak
biraz zor olacaktir. Sadece bir laboratuvara ait verilerin degil de birka¢ merkeze ait
verilerin arastirmaya dahil edilmesi arastirma grubunu artiracagindan elde edilen

sonuglar daha genellenebilir olacaktir.
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