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1. GiRi$ VE AMAC

Dogal siklusta ovillasyon sonrasi yumurtanin sperm tarafindan
déllenmesi ve embriyoya doénidsmesi tlba uterinada gerceklesmektedir.
Embriyo, ddéllenme sonrasi rahim duvarina tutunmasina kadar gecen stre
zarfinda tuba uterina ve rahim tarafindan kendisine saglanan en uygun besin,
sabit pH ve sicaklik ortaminda gelisimini sOrdirmektedir. TUp bebek
teknikleri, en ylOksek gebelik sansini saglayabilmek icin, yumurta
toplanmasindan embriyonun rahim icine transferine kadar gecen silrede,
embriyonun gelisimi igin gereken en uygun kosullari laboratuvarda saglamayi
amagclamaktadir. Embriyonun gelisimi i¢in ihtiya¢ duydugu isi, embriyoyu dig
etkenlerden koruyan inktbatérler araciligi ile saglanmaktadir. Embriyonun
ihtiyaclari, icine yerlestirildigi kaltir ortami ile kargilanmaktadir. En uygun pH
degerleri ise, gerek inklUbatdr icerisinde belirli bir dlizeyde tutulan
karbondioksit gazi ile, gerekse kulltir ortamindaki katki maddeleri ile

sabitlenmektedir.

Laboratuvar ortaminda déllenmenin ve gelisimin
degerlendirilebilmesi ve rahim duvarina tutunma olasiligi en yiksek olan
embriyonun belirlenebilmesi igin belirli araliklarla (1., 3., 4. ve 5. glnlerde)
inkibatérden kisa sureligine (maksimum 1-2 dakika) c¢ikarihip mikroskop
altinda incelenmesi gerekmektedir. Sicaklik, pH degisimlerine ve dis
etkenlere son derece hassas olan embriyonun inklbatdr diginda kaldigi
streyi en aza indirgemek icin uzun zamandir devam eden c¢aligmalarin
sonucunda, sirekli embriyo izleme sistemi (EmbryoScope™) gelistirilmistir.
Surekli Embriyo izleme Sistemi'nin (SEIS) ana amaci, her bir embriyonun
gelisiminin inkObator icerisinde, bu cihaz icin 6zel olarak geligtirilen bir
kamera sistemi ile devamli olarak kayit altina alinmasidir. SEIS ile kisa
zaman dilimlerinde (her 20 dakikada bir) gelismekte olan embriyoya ait
goérunttler alinmaktadir. Bu iglem sirasinda, kdltir ortaminin sicakhk ve pH
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degerlerinde herhangi bir degisiklik olmamaktadir. Bdylece, embriyo
inkibatér ortaminda guvenli bir sekilde gelisimine devam ederken, ayni
zamanda inkiibatdrden cikarilmadan izlenebilmektedir. SEiS'te her bir
hastanin maksimum 12 embriyosunun ayni anda gergek zamanl ve geriye
dénik karsilastirmali olarak izlenmesi mimkindidr. Bu sekilde, transfer
6ncesi son degerlendirmede rahimde tutunma olasihdi en ylUksek olan

embriyo en guvenilir sekilde secilebilmektedir.

Ayrica, embriyo gelisimindeki ana olaylarin ve bunlarin uygun
zamanda degerlendiriimesi ve kayit altina alinmasi, son yillarda énem
kazanmistir. Yumurta ve spermin birlesmesinden sonra, déllenme, ilk ve
sonraki hicre bélinmelerinin déllenme sonrasi hangi saatlerde goéruldaga,
hicre buyuklUklerinin karsilastiriimasi, hicre igi organel dagilimlari, morula
ve blastosist olusum zamanlamalari klasik in vitro fertilizasyon (IVF)
laboratuvar uygulamalarinda kesin bir sekilde tanimlanamazken, SEiS’ler

embriyo gelisim hizinin (kinetik) belirlenmesini mimkun kilmistir.

IVF laboratuvarinda yaklasik bes giin siren bir embriyo gelisim
takip sdreci s6z konusudur. Bu slrede amag, embriyolarin morfolojik
degerlendiriimesiyle transfer edilecek en iyi embriyoyu segmek ve gebelik
sansini arttirmaktir. En iyi kaliteye sahip blastosist transferi diger gunlere
kiyasla hem daha ylUksek implantasyon, hem de azalan abortus (disuk)
oranlarina ulasilmasini saglamaktadir (2. Ancak, transfer edilecek
embriyonun segimi igin kullanilan morfolojik degerlendirme gdzleme dayali
oldugundan Kkisiler arasi farkliliklar go&sterebilmektedir. Bunun yaninda,
embriyolarin déllenmeden blastosist evresine kadar surekli izlendikleri
SEiS’lerin gelistirilmesi, embriyo igerisindeki her bir hiicrenin kesin bdliinme
zamanlarinin da objektif olarak tespit edilebilmesini saglamistir ©4). Bu
sistem, gebelik olusturabilecek embriyonun secilmesinde giniyle uyumlu

boélinmeleri ve kalitelerinin (morfoloji) yani sira tim gelisim sUreclerinin ve



hizlarinin da (kinetik) bir se¢im kriteri olarak degerlendirilmesini saglamis ve

“morfokinetik” olarak adlandirilan yeni bir alanin gelismesine éncilik etmistir.

Bunun vyaninda, SEiS’lerin givenilirligi bir c¢ok ¢alismada
gosterilmistir 6. Uclincli glin transfer edilen 247 embriyoda yapilan
retrospektif bir calismada olusturulan implantasyon prediksiyon modelinde,
bes hiicreye ulasma zamani, t¢ hicreden doért hicreye gegis zamani ve iki
hicreden (¢ hlcreye gecis zamani, en O6nemli O¢ parametre olarak
belirlenmistir (), Bu model blastosist olusumu ve kalitesi ile de
iligkilendiriimistir ®. Ancak, hem ovilasyon indlksiyonunda kullanilan
protokoller, hem embriyo kiltlr sivilari, hem de embriyo inkiibasyonu igin
olusturulan gaz ortaminin dasik ya da yuksek oksijen igermesinin,

embriyonik boliinme zamanlarini etkiledigi gosterilmigtir ©-10-11),

Ayrica, Yardimci Ureme Teknikleri (YUT) alanindaki en son
gelismelerden biri olan IMSI (Intracytoplasmic Morphologically Selected
Sperm Injection; Morfolojik Secilmis Spermin IntraSitoplazmik Enjeksiyonu)
uygulamasi, gunimuizde enjekte edilecek spermin seciminde embriyoloji
laboratuvarinda énemli rol oynamaktadir. Zira, klasik mikroenjeksiyon iglemi
(ICSI - IntraCytoplasmic Sperm Injection), 200-400 kat mikroskobik biyttme
altinda, hareketli spermler arasindan, sekil olarak en dizgin olanlarin
secilmesine imkan vermektedir. Ancak bu durum spermin ddllenme, embriyo
gelisimi ve gebelik icin ¢cok énemli olan bozukluklarin tanimlanmasina imkan
vermemektedir. Androloji laboratuvarinda, 6zel boyama teknikleri ile bu
bozukluklar tanimlanabilmekte, fakat bu spermler boyama sonrasi canli
kalamadiklarindan mikroenjeksiyon i¢cin  kullanilamamaktadirlar.  IMSI
isleminde kullanilan yUksek buUyttmeli objektifler ve &6zel optik sistemler
aracihgi ile mikroenjeksiyon igin hazirlanan spermleri 8050 kata kadar
blyltmek ve spermin basi icerisindeki bozuk yapilari ayirt ederek segim

yapmak mimkin olmaktadir (12-13-14),



Ozellikle, 2005 yilindan bu yana yogun olarak yapilan
calismalarda, sperm basinin igerisindeki genetik materyali iceren ¢ekirdek
kisminda bulunan vakuollerin (sivi dolu kesecikler), DNA yapisinda hasar
bulunabilecedi konusunda ipucu verdikleri go&sterilmistir. Sperm, DNA
yapisindaki hasarlar, déllenme basarisizligi, embriyo gelisiminin durmasi,
kétl ve/ veya yavas embriyo gelisimi gibi problemlere sebep olabilmekte ve

dolayisiyla gebelik sansini olumsuz etkilemektedir.

Siddetli erkek faktéri olan vakalarda, tekrarlayan tip bebek
basarisizliginda ve nedeni izah edilemeyen kisirlik durumlarinda, spermin
rolini anlamaya ve uygun yapidaki spermlerin secilmesine olanak veren
IMSI sistemi; blastosist evresine ulasabilecek iyi embriyolarin gelisimine de

olanak vermesi yéninden, bu alandaki yeni ve 6nemli gelismelerden birisidir.

Ancak, spermatozoa hucresindeki vakuol sayisi ve oraninin
embriyo gelisimi ve implantasyon (zerine etkisini genis bir popllasyonda
gerceklestirmis arastirma bulunmamaktadir. Dolayisiyla, ¢alismamizin
amaci, morfokinetik parametreler kullanarak retrospektif olarak vakuolizasyon
oran! yuksek insan spermatozoa hucrelerinin embriyonik hiicre déngulerine

ve implantasyona etkisini incelemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Yumurta Toplama islemi (Oocyte Pick-Up, OPU)

Yumurtaliklardaki olgun olmayan yumurtalar, farkh ovllasyon
indUksiyonu protokollerine gbére hormonlar ile uyarilarak istenilen blyuklige
ulagtinilirlar. insan korionik gonadotropin (hCG) enjeksiyonu uygulandiktan
35-36 saat sonra ise doktor tarafindan ultrasonografi probuna ilave edilmis
bir OPU ignesi esliginde yumurtalar steril bir tlip icerisine aspire edilirler ve
embriyolog tarafindan, mikroskop altinda, folikil sivisi iginden steril tek
kullanimhk cam pipet yardimiyla alinip gelisimlerini devam ettirebilecekleri bir
kaltdr sivisi igerisine aktanlirlar (Sekil 2-1).

Sekil 2-1: OPU igleminde folikiilden aspire edilen kiimiiliis-oosit kompleksi (Fotograf
Sigli Memorial Hastanesi IVF Laboratuvari’ndan alinmistir).

2.2. Mikroenjeksiyon Oncesi Yumurtalarin Hazirlanmasi (Deniidasyon
islemi)

Folikillerden aspire edilen oositler, etraflarindaki kiimtlis hicre
kimesi ile birlikte alinirlar (Sekil 2-1). Kimdlis hdcreleri  oositlerin
olgunlugunu tamamlayabilmesini sagladiklari icin yaklasik U¢ saat oositin
etrafindan uzaklastiriimazlar. Bu bekleme siresinin sonunda, hyaluronidaz

adi verilen enzim ve steril cam pipetler yardimi ile oositin gevresindeki



kimalGs hicreleri enzimatik ve mekanik ydntem ile oositten uzaklastirilirlar
ve bdylece oositler olgunluk acisindan degerlendirilebilecek duruma gelirler
(Sekil 2-2). Dentdasyon isleminden yaklasik 30 dakika sonra, olgunlugunu
tamamlamis oositlere mikroenjeksiyon iglemi uygulanir.

Sekil 2-2: Denilidasyon sonrasi oositler. Sirasiyla; a. olgun olmayan (Profaz I) b. olgun
olmayan (Metafaz I) ve c. olgun oosit (Metafaz Il) gésterilmektedir (Fotograflar Sisli
Memorial Hastanesi IVF Laboratuvar’ndan alinmistir).

2.3. In Vitro Fertilizasyon (IVF)

IVF, ilk olarak 1978 vyilinda ingiltere’de uygulanmaya
baslanmistir. Bu yolla dogan ilk bebek olan Louise Brown birgok ¢ift igin umut
kaynagl olmustur (9. IVF teknigi, mikroenjeksiyondan farkli olarak
yumurtalarin  toplanmasindan sonra yumurtalara denldasyon islemi
uygulanmadan gergeklestirilir. IVF isleminde, hastanin esinden alinan ve
uygun yikama yéntemleriyle en iyi spermlerin elde edildigi sperm 6érnegdi ve
oositler ayni ortamda bir araya getirilirler.

2.4. intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI)

ICSI uygulamasi, mikromaniplatér donanimina sahip 6zel
mikroskobun isitilmig ylzeyinde, 200-400 kat buyttme altinda ve uclarina agi
verilmis steril tek kullanimhk cam mikropipetler ile spermin oositin
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sitoplazmasina enjekte edilmesiyle gergeklestirilir (). Mikroenjeksiyon iglemi
yapilacak olan steril, toksik olmayan plastik kapta, énce erkege ait spermlerin
konulacagi 6zel kaltlr sivisi iceren bir havuz olusturulur. Daha sonra olgun
yumurtalarin konulacagi 6zel besi sivisi iceren mikro damlaciklar hazirlanir.
Sperm ve yumurta kendilerine ait yerlere konulduktan sonra mikroskop
altinda sekil olarak normal gérinimliu ve varsa hareketli sperm segilerek
mikroenjeksiyon  pipeti ile  kuyrugun orta bélimine bastirilarak
hareketsizlestirilir. Kuyruk kismindan yakalanan sperm, pipet icine alinarak
yumurtanin iginde oldugu damlaya gidilir. Ozel tutma pipeti ile sabitlenen
yumurtanin igine, hareketsizlestirilen sperm enjekte edilir. Bu iglem, tim
yumurtalara ayni sira ile uygulanir. islem bittikten sonra, yumurtalar dzel besi
ortamlarina alinarak islemden yaklasik 20 saat sonra ddllenme kontrol

yapilir.



2.5. Morfolojik Secilmis Spermin IntraSitoplazmik Enjeksiyonu (IMSI)

Yardimci  Ureme Teknikleri (YUT) alanindaki en son
gelismelerden biri olan IMSI (Intracytoplasmic Morphologically Selected
Sperm Injection; Morfolojik Secilmis Spermin IntraSitoplazmik Enjeksiyonu)
uygulamasi, ginimuizde enjekte edilecek spermin seciminde embriyoloji
laboratuvarinda énemli rol oynamaktadir. Zira, klasik mikroenjeksiyon iglemi
(ICSI - IntraCytoplasmic Sperm Injection), 200-400 kat mikroskobik buyttme
altinda, hareketli spermler arasindan, sekil olarak en dizgin olanlarin
segilmesine olanak vermektedir. Ancak, bu durum, spermin ddllenme,
embriyo gelisimi ve gebelik icin c¢cok &énemli olan bozukluklarin
tanimlanmasina olanak vermemektedir. Androloji laboratuvarinda, &6zel
boyama teknikleri ile bu bozukluklar tanimlanabilmekte, fakat bu spermler
boyama  sonrasi canli  kalamadiklarindan  mikroenjeksiyon igin
kullanilamamaktadirlar. IMSI isleminde kullanilan yiksek blyutmeli objektifler
ve Ozel optik sistemler araciligi ile mikroenjeksiyon icin hazirlanan spermleri
8050 kata kadar biylUtmek ve spermin basi igerisindeki bozuk yapilari ayirt

ederek secim yapmak mimkiin olmaktadir (12-13-14),

Ozellikle, 2005 yilindan bu yana, yodun olarak yapilan
calismalarda, sperm basinin igcerisindeki genetik materyali iceren g¢ekirdek
kisminda bulunan vakuollerin (sivi dolu kesecikler), DNA yapisinda hasar
bulunabilecegi konusunda ipucu verdikleri gb&sterilmistir. Sperm, DNA
yapisindaki hasarlar, déllenme basarisizligi, embriyo gelisiminin durmasi,
kétl ve/ veya yavas embriyo gelisimi gibi problemlere sebep olabilmekte ve
dolayisiyla gebelik sansini olumsuz etkilemektedir.

Siddetli erkek faktdéri olan vakalarda, tekrarlayan tlip bebek
basarisizliginda ve nedeni izah edilemeyen kisirlik durumlarinda, spermin

rolini anlamaya ve uygun yapidaki spermlerin secilmesine olanak veren



IMSI sistemi; blastosist evresine ulasabilecek iyi embriyolarin gelisimine de

olanak vermesi yéniinden, bu alandaki yeni ve 6nemli gelismelerden birisidir.

2.6. Erken ve ileri D6nem Embriyo Geligimi

Déllenme saglandiktan sonra, embriyo gelisimi takip edilerek
uygun olan ginde transfer iglemi gergeklestirilir. Transfer glinii, merkezlerin
stratejilerine, ciftin elde edilen yumurta sayisina ve gelismekte olan embriyo

kalitesine gbre degisim gdstermektedir.

2.6.1. Pronukleus Degerlendiriimesi

Déllenme kontroll, IVF veya mikroenjeksiyon isleminden
yaklasik 20 saat sonra yapilir. Déllenme, kisaca tek bir sperm ¢ekirdeginin
oositten gelen cekirdek ile aktive olmus oosit sitoplazmasi icerisinde
birlesmesi olarak 6zetlenebilir (Sekil 2-3). Normal fertilizasyonda iki
pronltkleus ve birinci ve ikinci kutup cisimcikleri gbzlenir. Bu evrede
degerlendirme; pronukleuslarin (PN) pozisyonu ve boyutu, ¢ekirdekgik éncl
cisimciklerinin sayisi, buyUklUkleri ve dagihmlar, kutup cisimciklerinin
yerlesimi ve sitoplazmik halonunu varlidi dikkate alinarak yapilir.

Sekil 2-3: iki pronukleus gézlenen normal déllenmis zigot (Fotograf Sigli Memorial
Hastanesi IVF Laboratuvari’ndan alinmigtir).



2.6.2. Bolinme Evresi Siniflamasi

Déllenen bir yumurta yaklasik 25-30 saat sonra ilk mitotik
bdlinmeye baslayarak iki hicreli bir embriyo olugturmaktadir. Bu dénemden
itibaren embriyolarin degerlendirilmesi; blastomerlerin sekli ve boyutu,
blastomerler arasi fragmantasyon derecesi, blastomerlerdeki nukleus sayisi
(muUltinOkleasyon), sitoplazmik gériinim ve erken birlesme gibi parametreler

dikkate alinarak yapihr (7).

Bolinme hizina gére, embriyonun sahip oldugu blastomer
sayisi sayet gunin beklenen sinirlari arasinda ise normal gelisen bir
embriyo, eger bu sayl dislUkse, yavas gelisen bir embriyo olarak
degerlendirilir. Normal bdlinme hizina sahip bir embriyo, 25-30. saatte iki
hiicre, ikinci giinde (38-40. saat) U¢-doért hiicre, Ggincl ginde (54-60. saat)
alti-sekiz hicre ve dérdinci ginde birlesme isaretlerine bagl olarak on ve
tzerinde hicreye sahip olan embriyodur. Kalite degerlendiriimesine gére, esit
blyUklUkte blastomer yapisina sahip olan, % 0-5 arasinda fragmantasyon
iceren ve sitoplazmasinda belirgin grandler yapi gdzlenmeyen embriyolar,
birinci kalite olarak degerlendirilirler (Sekil 2-4). Bu degerlendirmeye gbre,

kalite siralamasi asagidaki gibi olmaktadir (Tablo 2-1).

Sekil 2-4: Boliinme evresinde birinci kalite embriyolar; a. 44. saatte doért hicreli
embriyo b. 72. saatte sekiz hiicreli embriyo c. 72. saatte sekiz hiicreli ve birlesme
baslangici olan embriyo. (Fotograflar Sisli Memorial Hastanesi IVF Laboratuvar’ndan

alinmigtir).
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Tablo 2-1: Boliinme evresinde embriyo siniflamasi (1)

Esit blastomer  bOyltkligine sahip, %0-5 oraninda
1. kalite = fragmantasyon iceren ve granilasyon isaretleri gbéstermeyen
embriyo.

Esit blastomer bayOkligine sahip, 9%5-10 oraninda
2. kalite  fragmantasyon iceren veya granidlasyon isaretleri gdsteren

embriyo.

Blastomerler  birbirinden  hafifce  farkli, %10 Uzerinde
3. kalite  fragmantasyona sahip veya granilasyon isaretleri gbsteren

embriyo.

Blastomer sayisi  net sayllamayan, %30'dan fazla
4. kalite  fragmantasyona sahip, blastomerler birbirinden belirgin derecede
farkli veya ileri derecede granllasyon gdsteren embriyo.

2.6.3. ileri Ddbnem Embriyo Gelisimi

Fertilizasyondan sonraki dérdinci ginde gelisen embriyodaki
hiicre sayisi, inseminasyonu takiben yaklasik 96 saat sonra 16—20 hicre
arasindadir. Kompaktlasma, hicrelerin daha yakin bir sekilde yapismasina
neden olan bir seri hiicreler arasi siki baglantilarin (desmozom, gap junction)
olusmasi sonucu meydana gelir. Embriyo, kompaktlagsmaya bagladigi zaman
morula adini alir. Moruladan sonra kavitasyon dénemi baslar (Sekil 2-5).
Kavitasyonun olugmasi ile kaviteden salgilanan sivi, blastosél olusumunu
tetikler. Kavitasyon ilerledikce, kompakilasma sirasinda hucrelerin
(blastomerlerin) kutuplasmasiyla iki farkli hicre grubu (trofektoderm, dis
hiicre kitlesi ve inner cell mass, i¢ hicre kitlesi) olusacaktir. Dérdinci gln
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embriyolarinin kalite degerlendirilmesi asagidaki gibi yapilmaktadir (Tablo 2-
2) (7),

Sekil 2-5: Dérdiincii giinde embriyolar; a. 10 hiicreli birlesme baslangici gézlenen
tclinci kalite embriyolar b. 96. saatte morula asamasindaki ikinci kalite embriyo c. 96.
saatte kavitasyon izlenen birinci kalite embriyo. (Fotograflar Sisli Memorial Hastanesi
IVF Laboratuvar’ndan alinmistir).
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Tablo 2-2: Embriyo gelisiminin doérdiincii giiniinde siniflama (17

Erken blastosist, kavitasyon gbézlenen ya da morula olmus ve

1. kalite

fragmantasyon, vakuolizasyon gibi anomali icermeyen embriyo.
2. Kalit Morula veya birlesmis embriyo morfolojisine sahip en az bir
. kalite

anomalinin eglik ettigi embriyo.

Morula veya birlesmis embriyo morfolojisine sahip iki-U¢
3. kalite anomalinin eglik ettigi veya on hiicre ve Uzeri blastomer

sayisina sahip birlesmeye baslamis embriyo.

. Blastomer sayisi on veya daha az sayida olan herhangi bir

4. kalite

birlesme bulgusu gdzlenmeyen embriyo.

2.6.4. Blastosist Donemi Siniflamasi

Blastosist olugsumu, inseminasyondan sonra besinci ve altinci
gunlerde gerceklesir (Sekil 2-6). Blastosist agsamasinda, farklilagsmis iki hiicre
grubu sdz konusudur; ic hlcre kitlesi olarak tanimlanan ve gebelik esnasinda
embriyoyu olusturmakla goérevli olan hlcre kitlesi ve trofektoderm olarak
tanimlanan ve gebelik esnasinda, gebelik kesesi ve bebegin beslenmesi igin
gerekli kisimlar olusturan hiicre kitlesinden olugsmaktadir.

Blastosist, skorlama sisteminde, her bir embriyoya asagidaki
OlcUtlere gbre Uc¢ ayri skor verilir; blastosist gelisim dizeyi (kavitasyonun
baslangicindan tomurcuklanmaya kadar), i¢ hticre kitlesi kalitesi ve dis hlcre
kitlesi kalitesi (Tablo 2-3, Tablo 2-4, Tablo 2-5) (),
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Sekil 2-6: Besinci glinde blastosistler; a. 4AA blastosist b. 5AA blastosist c. 6AA
blastosist (Fotograflar Sisli Memorial Hastanesi IVF Laboratuvari’ndan alinmistir).

Tablo 2-3: Blastosist gelisim seviyesi skorlamasi (')

Kavitasyonun baslamasi, blastosél hacminin embriyo hacminin

yarisindan az olmasi
2 Blastosdl hacminin embriyo hacminin yarisindan fazla olmasi
3 Blastosdl hacminin embriyo hacminin tamamini kaplamasi

Blastos6l hacminin, embriyo hacminden biylk olmasi, dig g¢eperin

4 . .
incelmesi
5 Dis ¢eperin kirillarak tomurcuklanmanin baglamasi
5 Embriyonun dig ceperden tamamen ayrilmasi, tomurcuklanmanin

tamamlanmasi
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Tablo 2-4: ic hiicre kitlesi skorlamasi (")

A Siki paket halinde ¢ok hiicre icermesi

B Gevsek ama bircok hiicre icermesi

C  Cok az sayida hicre icermesi

Tablo 2-5: Dis hiicre kitlesi (trofektoderm) skorlamasi ()

A Birbirine sikica bagli bircok hlicreden olusan epitel yapi

B Daha gevsek bagl ve birkag hiicreden olusan epitel yapi

C  Cok az ve blyuk hiicrelerden olusan epitel yapi

2.7. Embriyo Transferi

Embriyolarin, rahim icinde verilecedi en uygun yerin tespit
edilmesi ve rahim ici zarina dokunulmamasi acisindan, embriyo transfer
isleminin dolu mesane ile ve ultrasonografi egliginde yapilmasi tercih
edilmektedir. Bu sekilde, rahim agdzi ve rahim arasindaki agi tespit edilerek,
transfer kateterinin izleyecegi yol belirlenmekte ve islemin az travmatik
olmasi saglanmaktadir. Transfer iglemi sirasinda, rahim agzinda bulunan
mukus steril bir cubuk ile temizlenir, ince ve yumusak bir kateter yardimi ile
embriyolar rahim icerisine birakilir. Transferde, yumusak kateter tercih
edilmesi, rahim agzinda kanama riskini de azaltmaktadir Katater igerisine
ylUklenen embriyolarin transferi nazik bir sekilde yapildiktan sonra kateter
yavasca cikarilir ve katater mikroskop altinda kontrol edilerek embriyolarin
transfer edildigi kontrol edilir.
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2.8. Siirekli Embriyo izleme Sistemi’nin (SEIS) YUT’teki Onemi

Embriyolarin beginci gliine kadar, laboratuvar ortaminda kulttire
edilip, gelisimlerinin izlenmesi ve en iyi morfolojiye sahip blastosistin taze ya
da dondurulmus siklusta transfer edilmesi hem yiksek implantasyon, hem de
azalan abort (disik) oranlari saglamaktadir (121819 Dolayisiyla,
embriyolarin degerlendiriimesi IVF laboratuvarlarinin temelidir, ancak, hem
kisiler arasi hem de ayni kisinin farkli zamanlarda yapabilecegi yorum
degiskenligine de acgiktir. Ortak goris, 2011 yilinda ALPHA-ESHRE calisma
grubunun istanbul’da gerceklestirmis oldugu toplantida belirtiimistir ve
objektif dlcttler ortaya konmaya caligiimigtir (20-21),

Embriyolarin déllenmeden blastosist olusumuna kadar gecen
surede surekli takip edildikleri sistemlerin gelistiriimesi embriyoyu olusturan
her bir blastomer hicresinin ne zaman bélindiginin tespit edilmesini de
saglamistir 3-422-23) Klasik morfolojik degerlendirmede, embriyolarin bir kag
dakikaligina bulunduklari inkibatérlerden ¢ikarilip, mikroskop altinda anlik
degerlendirmeleri  yapilmaktadir. SEiS’lerde ise embriyolar rahatsiz
edilmeden ve dig ortam kosullarina alinmadan sirekli takip
edilebilmektedirler (Sekil 2-7).
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Siirekli embriyo

2+ At A f
Kesintili inkiibasyon

T ‘, ', =

Standart inkiibasyon

ransfer

izleme sistemi

Kesintisiz inkiibasyon

Sekil 2-7: Kesintili ve kesintisiz inkiibasyon: sematik goriniim.

Bu sistemler ile hicre boélinmelerinin kesin zamanlamalari,
kompaksiyon ve blastosist olusum zamanlari, fragman olusumu ve emilimi ve
multiniikleasyon belirmesi de gdzlemlenebilmektedir. Dolayisiyla, blastosist
degerlendiriimesi konvansiyonel (geleneksel) inklibatdr sistemlerinde sadece
anlik degerlendirmeyle kisitlanmisken SEiS’lerde morfolojiye zaman boyutu
da eklenerek kinetik degerlendirme de yapilabilmektedir (1-3-7),

SEiS’lerin gavenilirligi konvansiyonel inkUbatorlerle

karsilastirmali olarak hem vericilerden, hem de infertil hastalardan toplanan

taze oositlerde gosterilmigtir (-6,
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2.9. SEiS’lerde Modelleme

SEiS’te inkiibe edilen ve embriyo gelisiminin tclincl gliniinde
transfer edilen 247 embriyonun morfokinetik verilerinin  retrospekiif
degerlendiriimesi sonucunda, implantasyon ile iligskilendirilen hiyerargik bir
model olusturulmasi saglanmistir /). Bu calismada, sirasiyla embriyonun bes
hiicreye ulasma zamani (t5), ¢ hicreden dért hiicreye ulasma zamani (s2)
ve iki hicreden ¢ hlcreye ulasma zamani (cc2) embriyonun implantasyon
potansiyeli ile baglantili bulunmustur. Takip eden bir baska calismada ise,
olusturulan hiyerarsik model, blastosist olusturma potansiyeli ve kalitesi ile de
iligkilendiriimistir  ®.  Arastirmacilar retrospektif cok merkezli kohort
calismasinda embriyolarin SEiS’te gelismesi ve secilmesi halinde Kklinik
gebelik oranindaki artisin %9 olacagini géstermislerdir (4.

Dal Canto ve arkadaglari 2% morfokinetik verileri, blastosist
gelistirme potansiyeli ve implantasyon yéninden incelemis ve yedi ve sekiz
hiicre evrelerinin boélinme (klivaj) zamanlamalari, dért hicreden sekiz
hicreye gecis zamani ve bes hlcreden sekiz hlcreye gecis zamani
acisindan sekiz hlcre evresi sonrasi gelisimini durduran embriyolar ve
blastosist evresine ulasan embriyolar arasinda anlamh fark bulmustur.
Blastosistlerin ekspansiyon potansiyeli ise U¢ hlcre evresinden sonraki tim
klivaj zamanlamalari ile iligkili bulunmustur. Ayrica, bu arastirmada implante
olmus embriyolar, sekiz hiicre evresine implante olmayanlara gbére daha
erken ulasmiglardir. Dolayisiyla, bu g¢alisma iki hicreden sekiz hicreye
ulasma zamanlarinin, blastosiste ulasabilme, ekspanse olma ve
implantasyon potansiyeli olan embriyolar i¢cin daha kisa oldugunu géstermistir
(5 Bu goOzlemler ayni zamanda farkli bir IVF laboratuvarinda blastosist
olusturma ve implantasyon tahmini agisindan bes hicreden sekiz hlcreye
geciste gecikmelerin artmasi ve belirginlesmesi nedeniyle bes hlcreye

ulagsma zamaninin yeterli olamayabilecegini de gdstermigtir.
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SEiS’ler hiicre dongilerinin detayll incelenmesini ve kesin
zamanlamalarinin belirlenmesini sagladigi icin direkt klivaj gibi bdlinme
anomalilerinin de gbzlemlenebilmesini saglamistir. iki hiicreden (g hiicreye
bes saatten kisa bir sirede bo6linmis olan embriyolarin implantasyon
oranlarinin normal Kklivajlara sahip embriyolara kiyasla anlaml olarak daha
distk oldugu cok merkezli bir calismada gdsterilmistir (%1.2'ye %20.2).
Dolayisiyla, direkt klivaj bulgusu olan embriyolarin transferi, ancak, segme
olanagi yoksa dusUntImelidir (26).

Ayrica, SEiS’ler PN morfolojilerinin degiskenligini de gdstermis
ve PN degerlendiriimesine goére yapilan embriyo sec¢iminin yaniltic
olabilecegine dikkat c¢ekmistir 7). Ancak PN’lerin silinme zamaninin
implantasyona ydnelik dnemli bir bulgu oldugu bir calismada gdésterilmis ve
20.45 saatin altinda canli dogum olmadigi bildirilmistir (28),

Embriyonun ploidi yéninden tanimlanmasi son yillarda
yasanan teknolojik gelismeler ile kolaylasmis ve “array Comparative
Genomic Hybridization” (aCGH), “Single Nucleotide Polymorphism” (SNP)
microarray gibi platformlar morfokinetik ve genetik verilerin birlestiriimesinin
éninl acarak YUT’de yeni bir alan yaratmislardir. Yeni bir calisma, embriyo
ploidisini blastllasyon ve tam blastosist olma zamanlar ile iligkilendirmis ve
anoploidiye yonelik bir risk modeli olusturmustur ?9. Buna gore andploidi riski
dislk (%36), orta (%69) ve yiksek (%100) olarak tanimlanmistir.
Blastlilasyon ve tam blastosist olusturma zamanlarn kullanilarak olusturulan
bu andéploidi risk modeli, biyopsi uygulanmamis embriyolari iceren
retrospektif bir calismada da hem implantasyon hem de fetal kalp atimi

varhigi yontinden anlamli bulunmustur ©0),
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Retrospektif Kohort Calismasinin Temelleri

Bu calisma icin Istanbul Acibadem Universitesi’nin Tibbi
Arastirmalari Degerlendirme Komisyonu’'nun etik kurul onayi alindiktan sonra
yapilimistir (ATADEK 2014-729).

Klasik morfolojik degerlendirmede embriyolar, giinde bir defa
kiltire edildikleri inkGibatorlerden gikarilip mikroskop altinda ¢ok kisa bir sure
icerisinde takip edilmektedirler. Stirekli embriyo izleme sistemlerinde (SEIS)
ise cihazin igerisinde bulunan bir kamera sayesinde embriyolar devamh takip
edilebilmekte ve c¢ekirdeklerin olusup silinmesinden blastosist gelisimine
kadar tim embriyo bolinme suregleri dinamik olarak goruntilenebilmektedir
(Sekil 3-1 ve Sekil 3-2).

Sekil 3-1: Bir sirekli embriyo izleme sistemi olan EmbryoScope® inkiibatériiniin
gorintisi.
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Sekil 3-2: EmbryoScope® inkiibatoriiniin i¢ goérintiisii; arka planda fotograf cekme
6zelligine sahip lens ve kirmizi i1s1g1, 6n planda embriyolarin yerlestirildigi 6zel slayt ve

yuvalari.

Sisli Memorial Hastanesi IVF Laboratuvari blnyesinde ¢ adet
SEiS (EmbryoScope®) bulunmaktadir. Bu sistemde kiiltiire edilen embriyolar
IVF Klinik Doktorlari ya da Embriyologlar infertil ciftin 6zelliklerine gbre
degerlendirip se¢mektedirler ya da merkezimize basvuran hastalarin bu
dogrultuda bir talebi olabilmektedir. Cihazlarin rutin kullanima gectigi Ekim
2011’den gUnimize, EmbryoScope’ta kiltlire edilip morfolojik yénden
degerlendirilerek transfere secilen ve secilmeyen tim embriyolarin
morfokinetik kayitlari cihazlarin bagh oldugu bilgisayarda bulunmakta ve
siklikla yedeklenmektedir (EmbryoViewer®) (Sekil 3-3).

Ayrica, Yardimci Ureme Teknikleri (YUT) alanindaki en son
gelismelerden birisi olan IMSI uygulamasi, gerekli teknik altyapinin
tamamlanmasinin ardindan Mayis 2008’den itibaren merkezimizde
uygulanmaya baslanmistir. Siddetli erkek faktéri olan vakalarda, tekrarlayan
tip bebek basarisizliginda ve nedeni izah edilemeyen kisirlik durumlarinda,
uygun yapidaki spermlerin secilmesine olanak veren IMSI sistemini
kullandigimiz ve embriyolarini EmbryoScope’ta takip ettigimiz embriyolari
calismamiz kapsaminda geriye yénelik inceleyerek bdlinme zamanlari

degerlendirildi.
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Sekil 3-3: EmbryoScope® inkiibatoriine bagl ekran (EmbryoViewer®).

Bu calismada dolayisiyla, hic bir hastanin tedavi slreci
etkilenmedi, embriyolarina her hangi invazif bir islem uygulanmadi, sadece
veritabanimizdaki embriyo Kkayitlar istatistiksel yd&ntemlerle incelenerek
spermdeki vakuolizasyon agisindan degerlendirildi.

Preimplantasyon Genetik Tani (PGT) vyaptiran hastalar,
embriyolarinin kilttrG sirasinda bir hicrenin alinmasi ile midaheleye maruz
kaldiklari icin bu arastirmaya dahil edilmemigleridir. Arastirmaya dahil olan
hastalarin IVF uygulamalarini Sigli Memorial Hastanesinde yaptirmis, IMSI
uygulanmis ve embriyolarinin ise SEiS'te (EmbryoScope®) takip edilmis

olmasi sartlari aranmistir.

3.2. Calismaya Dahil Olan Olgularin Ozellikleri

Bu calisma Sisli  Memorial Hastane’si Tip Bebek
Laboratuvar’nda Ekim 2011-Nisan 2013 dénemine ait morfokinetik verilerin
retrospektif incelemesini icermektedir. Arastirma 30 Eylil 2014 tarihli UYTE
ybnetmeligine uygun olarak, Sisli Memorial Hastanesi’ni ydnetiminin de

onayini alarak gergeklestirildi.
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Sunulan retrospektif gbézlemsel kohort calismasi IMSI
uygulanmis ve cgesitli infertilite sebeplerinden dolayr merkezimize muiracaat
etmis toplam 858 hastanin verisini icermektedir. PGT yapiimis vakalar
calismaya dahil edilmemistir. Vakalarin tim oositleri 1CSI y&ntemiyle
déllenmis olup, bunlardan gelisen embriyolar bir SEIS olan EmbryoScope®
inkibatérinde (Unisense Fertilitech, Aarhus, Danimarka) takip edilip standart

YUT uygulamasina tabii tutulmuslardir.

3.3. Ovaryum Stimiilasyonu ve Siklus Takibi

Ovaryum stimilasyonu icin rekombinant Folikll Stimile edici
Hormon (rFSH; Gonal-F®; Merck Serono, Turkiye) mensin ikinci gliniinden
itibaren baslanarak kadinin yasina ve kilosuna gére 150-225 IU dozunda
verildi. Onde giden folikiil 12-13 mm capina ulastiginda, giinlik 0.25 mg
gonadotropin salgilatici hormon (GnRH) antagonisti (Cetrotide®; Merck
Serono, Turkiye) uygulamasina baslandi. iki ya da daha fazla folikil
minimum 18 mm c¢apina ulastiginda, folikiler matirasyon 250 pg
rekombinant insan korionik gonadotropin (r-hCG; Ovitrelle®; Merck Serono,
isvicre) uygulamasi ile saglandi. Transvajinal ultrason egliginde yapilan OPU
islemi bu enjeksiyondan 36 saat sonrasina planlandi.

Embriyo transferinden sonra luteal fazi desteklemek igin
hastalara 12 gin boyunca intramuskuler 100 mg progesteron uygulandi
(Progynex™; Farmako-Kocak, Tlrkiye). Bu siire sonunda, implantasyonun
gerceklesmesi halinde intravajinal progesteron jel uygulamasina gegcildi

(Crinone® %8; Merck Serono, isvicre).

OPU igleminden, 14 ve 16 gin sonra serumda 3-hCG bakildi.
Yedinci haftada transvajinal ultrason yéntemi ile erken gebelik monitorize
edildi. Klinik gebelik transvajinal ultrasonda goérllen fetal kalp atimi ile
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tanimlandi. Progesteron tedavisine gebeligin onuncu haftasina kadar devam

edildi.

implantasyon, ultrasonda gérillen kesenin varligi olarak

tanimlandi. Bilinen implantasyon veri orani, “Known Implantation Data” (KID)

oranl ise ultrasonda gorilen kese sayisinin transfer edilen embriyo sayisiyla

bire bir 6rtlstigu vakalar (KID=1) ve biyokimyasal gebeligin olugsmadigi
vakalari (KID=0) ifade etmektedir (Sekil 3-4).

Gift embriyo transferi

Tek embriyo transferi

i=0
Her embriyo

icin

i=0 KiD=0

KiD=0
Her embriyo

icin

Hesap disi

i=1 KiD=1

2

i=1
Her embriyo

icin

KiD=1
Her embriyo

icin

Sekil 3-4: Bilinen implantasyon veri orani (Known Implantation Data; KID) kavraminin

sematik anlatimi.
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3.4. Hareketli Sperm Organel Morfolojisi Degerlendiriimesi (Motile
Sperm Organelle Morphology Examination: MSOME)

MSOME (Motile Sperm Organelle Morphology Examination)
teknigi, hareketli spermlerin 6000-8050 kat buyGtaldigld ve donanimli
mikroskoplar ile yapilan sperm morfoloji analizidir (>-13), Sperm morfolojisinin
degerlendiriimesi erkek Ureme potansiyelinin ve tedavi stratejisinin
belirlenmesinde 6nemli rol oynar. Buglne kadar yapilan bir¢cok bilimsel
calismalar ile sperm morfolojisinin déllenme, embriyo gelisimi ve gebelik
sonuglar tzerinde dnemli etkisinin oldugu gdsterilmistir. Erkek infertilitesinin
teshisindeki ilk asama semen  parametrelerinin  (spermiogram)
degerlendiriimesidir. Spermiogram sonucuna gére normal sperm orani disik
olan vakalarda, siddetli erkek faktdri nedenli infertilite durumlarinda spermler
MSOME teknigi ile degerlendirilir. Ayni zamanda tekrarlayan tlp bebek
basarisizliginda ve aciklanamayan infertilitede spermiograma ek olarak erkek
spermi MSOME teknigiyle incelenir.

Sperm majér anomalilerinin yaninda spermin basi icerisindeki
anomalili yapilari ve vakuolleri (sivi dolu kesecikler), MSOME teknigi ile ayirt
etmek mimkindir. Sperm basi icerisindeki genetik materyali iceren cekirdek
kisminda bulunan vakuoller DNA yapisinda hasar bulunabilecegi konusunda
ipucu vermektedir. Yapilan arastirmalarda vakuol iceren spermlerde vakuol
icermeyenlere nazaran DNA hasari oraninin daha yiksek oldugu
gosterilmistir. Sperm DNA vyapisindaki hasarlar, doéllenme basarisizligi,
embriyo gelisiminin durmasi, kétl ve/ veya yavas embriyo gelisimine sebep

olabilmekte ve dolayisiyla gebelik sansini olumsuz etkilemektedir (31-32-33-34-35-
36-37-38-39)

MSOME teknigi ile klasik sperm morfoloji degerlendiriimesi
arasindaki en 6nemli fark degerlendirilen spermlerin hazirhk y&ntemidir.
Klasik morfoloji degerlendiriimesi icin spermlerin tamami mikroskop lami
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Uzerinde sabitlenir ve 6zel boyalarla boyanir. Bu nedenle, degerlendirme
yapilirken hareketli ve hareketsiz spermler birlikte degerlendirilir. MSOME
tekniginde ise sperm hazirlik yéntemleri sonrasinda elde edilen hareketli
spermler degerlendirilir. BOylece mikroenjeksiyon igin segilmesi muhtemel
spermlerin kaliteleri hakkinda bilgi sahibi olunabilmektedir.

MSOME teknigi ile sperm morfolojisi degerlendirilirken ayni
zamanda boyun ve kuyruk yapilari normal olan spermler igerisinde bas
yapisl, bas icerisinde vakuol varligi ve vakuollerin boyutlarina gére 4 asamall
bir kalite degerlendiriimesi yapilir. Bu degerlendirmeye gbre normal
morfolojiye sahip ve bas icerisinde vakuol bulunmayan spermler 1. kalite
olarak tanimlanirken, vakuol sayisi ve boyutunun artigina bagh olarak sperm
kalitesi digmektedir. Bas yapisi normal olmayan ve vakuol iceren spermler
ise 4. kalite olarak tanimlanmaktadir (14

Grade I: Vakuol yok Grade IlI: > 2 kiglk vakuol
veya 2 1 biylk vakuol

Grade II: < 2 kiiguk vakuol Grade IV: blylk vakuoller ve
bas ya da diger anomali varlig

Sekil 3-5: Enjekte edilecek spermlerin MSOME degerlendirilmesi (x8050) (Fotograflar
Sigli Memorial Hastanesi IVF Laboratuvari’ndan alinmistir).
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3.5. Folikul Aspirasyonu, Denlidasyon ve ICSI

Aspire edilen foliklllerden elde edilen kimdlis oosit
kompleksleri insan tuba sivisinda (HTF; Life Global®, Seattle, ABD) yikanip
3.5 saat %6 CO2, %5 O2 ve 37°C’ye ayarl inkiibatérde bekletildiler. Bu
stirenin sonunda, denddasyon islemi, HTF igerisine 40 1U/ ml yogunlugunda
hazirlanan hiyaltironidaz enzim (Life Global®, Seattle, ABD) soliisyonu ile

mekanik pipetleme ile gerceklestirildi.

Bu islem sonrasinda, oositlere 30 dakikalik bir dinlenme siresi
tanindi. OPU igleminden dért saat sonra mikroenjeksiyon islemi, x400
blyitmede Olympus IX70, Olympus IX71 inverted mikroskoplar kullanilarak
HEPES (Life Global®, Seattle, ABD) iceren HTF mediumu igerisinde yapildi.
Enjeksiyonu tamamlanmis oositler minimum doért saat evvelinden %6 COz,
%5 02 ve 37°C'de Onceden inkibe edilmis 6zel kaplara (EmbryoSlide®,
Unisense Fertilitech, Aarhus, Danimarka) alindilar (Sekil 3-5).

Sekil 3-6: Oniki embriyonun konulabildigi EmbryoSlide® kabinin goriintiisii.

3.6. Embriyo Kiiltiirii ve inkiibasyonu

EmbryoSlide™ kabinin her bir kuyusu 25 pl hacminde ve %10
oraninda plasmanat (Life Global®, Seattle, ABD) protein takviyesi iceren tek
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adimli embriyo kultir sivisiyla (Life Global®, Seattle, ABD) dolduruldu ve 12
kuyucugun Gzeri 1.5 ml parafin yagi ile (LifeGlobal®, Seattle, ABD) 6rtuld(.

ICSI sonrasinda, enjekte edilmis oositler her kuyunun
icerisindeki kuyucuga birakiip SEiS’e ylklendi (EmbryoScope™, Unisense
Fertilitech, Aarhus, Danimarka) (Sekil 3-6).

Sekil 3-7: EmbryoSlide® kabinin bes numaral kuyusu ve kuyucugu.

EmbryoScope® inklibatoriiniin ortami %6 CO2, %5 O2 ve
37°C’ye ayarhdir. Embriyolar bu ortamda transfere kadar bes gun kuiltire
edildiler. Kultlr sivisi ve yagdi embriyo gelisiminin tG¢lncl gininde, égdleden
sonra, yukarida hazirhd@ anlatiimis ve &6nceden inklbe edilmis yeni bir
EmbryoSlide®a yiklenerek degistirildi.

Embriyolardan elde edilen fotograflar otomatik olarak
EmbryoScope® cihazi tarafindan yedi farkli fokal diizZlemde her 20 dakikada
bir ¢ekildi. Bu veriler siirekli eksternal bir bilgisayara EmbryoViewer®
(Unisense Fertilitech, Aarhus, Danimarka) aktarildi. Embriyo gelisimi bu
Ozellikten faydalanilarak goérUntdleri ileri ve geri sararak detayli olarak not
edildi.
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3.7. SEiS’te Degerlendirme ve Embriyo Siniflandirmasi

Tdm embriyo gelisim zamanlar (d6éllenme, klivajlar, morula ve
blastosist olusumu) ginlik olarak takip edildi ve ilk klivaj yani iki blastomere
bdlinme zamani t2, U¢ blastomere bdlinme zamani t3 olarak, ve sirasiyla t4,
t5, 16, 17, t8, 19+ zamanlari EmbryoViewer®a kaydedildi. Morula ve blastosist
olusumu da sirasiyla tM ve tB seklinde not edildi. Tim mitotik bélinme
zamanlari ICSI sonrasi saat birimiyle verildi. Blastosistler Gardner’a goére
ICSI sonrasi 114-120. saatte degerlendirildi.

3.8. Embriyo Transferi

Transfere, kadin yasina ve deneme sayisina gére 6 Mart 2010
tarihli UYTE ydnetmeligine uygun olarak bir ya da iki blastosist secildi. Otuz
bes yas alti kadinlara bir ya da hi¢ denemesi olamamasi durumunda tek
embriyo transferi, 35 yas Usti ve en az iki denemesi olan 35 yas alt
kadinlara ¢ift embriyo transferi uygulandi. Blastosistlerin transfere se¢imi son
morfolojilerine, iki ve doért hicreli evrelerde multinikleasyon ve direkt klivaj
bulgusu olmamasina gére gerceklestirildi.

3.9. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler Oncelikle EmbryoViewer® bilgisayarina

otomatik olarak kaydedildi ve buradan analiz igin Microsoft Excel’e aktarildi.

istatistiksel incelemede degiskenlerin kategorilerini olusturmak
amaciyla ortanca deger esik olarak kabul edildi. Bu yéntemle elde edilen
kategorik veriler Fisher’'s Exact test ile degerlendirildi. Strekli degdiskenlerdeki
istatistiksel anlamh farklilik, uygun olduklari durumlarda Student's T ve Mann-
Whitney U testi kullanilarak incelendi. Istatistiksel anlamlilik esigi olarak p
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degeri 0.05'ten kiclik kabul edildi. Tim istatistiksel analizler icin SPSS 15
(SPSS Inc., Chicago, IL) ve Excel 2007 (Microsoft Inc., California, SA)

programlari kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. IMSI’de Sperm Degerlendirilmesine Gére Hasta Ozellikleri

Tez calismamiz toplam 858 infertil giftten olugmaktadir.
Bunlarin, 658’inin grade | ve/veya I, 200°Gn0n ise grade Il ve/ veya IV
spermi bulunmaktadir (Tablo 4-1). Degerlendirilen bir ¢ok klinik parametre
g6z 6ninde bulunduruldugunda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark gérilmedi (Tablo 4-1).

Tablo 4-1: IMSI'de sperm degerlendiriimesine gore hasta 6zellikleri

n=858 Grade | + Il (n=658) Grade lll + IV (n=200)
Ortalama SD Ortalama SD p

Kadin yasi 33.685 5.2299 33.030 5.4237 0.13

Kadin BMI 24.419 6.6056 23.807 6.7164 0.40

Onceki deneme

sayisi (n) 1.354 1.3461 1.465 1.3371 0.15
Erkek yasi 37.248 9.0882 36.700 5.9521 0.62
Oosit (n) 9.567 6.1577 9.285 5.2259 0.92
Metafaz Il (n) 7.377 4.5548 7.440 4.3533 0.60

*istatistiksel analizler Mann Whitney U ve Student’s t-testi kullanilarak yapiimistir.
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4.2. IMSI'de Sperm Degerlendirilmesine Gore Embriyo Kinetigi

grade I+l kolunda 4032, grade IlI+IV kolunda ise 1267 embriyo calismaya
dahil edildi (Tablo 4-2).

Ayni gruplar embriyo gelisimi agisindan degerlendirildiginde,

Tablo 4-2: IMSI’'de sperm degerlendirilmesine gére embriyo kinetigi

Zaman (saat)

Grade | + Il (n=4032)

Grade Il + IV (n=1267)

Ortalama Ortanca Ortalama Ortanca p
t2 28.4515.94 27.33 29.17+7.06 27.50 0.043
3 38.00+6.51 37.62 38.36+7.02 37.81 0.404
t4 40.31+6.97 39.33 40.70+6.98 39.54 0.099
t5 50.21£9.02 49.92 50.38+8.74 50.37 0.210
t8 60.41+10.29 58.69 60.63+10.35 58.86 0.671
19 70.92+10.31 70.26 71.1949.99 70.05 0.482
tM 86.54+10.74 86.43 87.68+10.02 87.52 0.025
tSB 96.79+8.59 96.78 97.42+8.77 96.31 0.533
tB 104.8416.52 104.77 105.66+8.02 105.81 0.088
tEB 110.85+7.11 110.66 111.84+6.84 112.11 0.009
cc2=1t3-t2 9.69+ 11.25 9.34+ 11.01 0.103
cc3=t5-13 12.46+ 13.00 12.37+ 13.03 0.629

*Istatistiksel analizler Mann Whitney U ve Student’s t-testi kullanilarak yapilmistir.
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Embriyo gelisim zamanlari (kinetigi), iki hiicreye ulasma zamani
(t2), morulaya ulagsma zamani (tM) ve blastosistin genisleme zamani (tEB)
icin grade I+Il ve grade IlI+IV spermi olan hastalarda istatistiksel olarak
anlamli fark gésterdi (Tablo 4-2).

4.3. ikinci Embriyonik Hiicre Déngiisiiniin implantasyona Yénelik

Degerlendirilmesi

On analiz sonucunda implantasyona yénelik bir degerlendirme
yapildi. ki hiicreye béliinme zamani (t2) olan ve grade | ve/ veya I
spermlerden gelismis toplam 4032 embriyonun 687 KID embriyosu
olusturdugu tespit edildi. Ayni sekilde, grade Ill ve/ veya IV spermlerden
gelisen ve t2 zamani olan toplam 1267 embriyonun 246 KID embriyosu

olusturdugu gérulda.

Tablo 4-3: IMSI'de sperm degerlendiriimesine gére ikinci embriyonik
hiicre dongusuniin (cc2=t3-t2) degerlendirilmesi

5s(13-12)=11.2s

KID=0 KID=1 KID % (p= 0.035)
Gradel + i 164 68 29.31
Grade lll + 1V 44 33 42.86

*Istatistiksel analizler Fisher's Exact test kullanilarak yapilmistir.
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Oncelikle ikinci embriyonik hiicre dénglisii zamani (cc2=t3-t2)
5-11.2 saat araligi olarak alindi ve grade I+Il sperm grubundan gelisen
embriyolarin %29.31’inin klinik gebelik olusturdugu goéruldi (KID). Ancak,
grade llI+IV sperm grubuna bakildiginda, bu zaman araligindaki %42.86
embriyonun klinik gebelik olusturdugu bulundu (Tablo 4-3) (KID).

ikinci embriyonik hiicre dénglisii zamani (cc2=t3-t2) 11.2 saat
Uzeri araliginda alindiginda, grade I+Il ve grade IlI+IV sperm gruplarindan
gelisen embriyolarin bilinen klinik gebeliginde istatistiksel olarak anlamli bir
fark gértlmedi (Tablo 4-4).

Tablo 4-4: IMSI'de sperm degerlendiriimesine gére ikinci embriyonik
hiicre dongusuiniin (cc2= (13-t2)> 11.2s) degerlendirilmesi

(t3-12) > 11.2s

KID=0 KID=1 KID % (p= 0.42)
Gradel + i 289 a0 23.75
Grade lll + 1V 104 39 27.27

*istatistiksel analizler Fisher's Exact test kullanilarak yapilmistir.

4.4. Ugiincii Embriyonik Hiicre Déngiisiiniin implantasyona Yénelik
Degerlendirilmesi

Tom sperm gruplart alindiginda, UGglnct embriyonik hlcre
dbéngusinin 13 saat ve altl ya da Ustl icin anlamli bir fark gbéstermedigi
gbrulda (Tablo 4-5).
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Tablo 4-5: Uciincii embriyonik hiicre déngisiiniin  (cc3=t5-t3)

degerlendirilmesi

Tam sperm gruplar

(t5-13) KID=0 KID=1 KID % (p= 0.3618)
<13s 328 100 23.36
>13s 373 132 26.14

*Istatistiksel analizler Fisher's Exact test kullanilarak yapilmistir.

Sperm IMSI gruplarina gére ayrildiginda (Grade I+l ve Grade
[l1+1V), G¢linch embriyonik hiicre déngisinin 13 saat ve alti igin anlamli bir

fark géstermedigi gbraldi (Tablo 4-6).

Tablo 4-6: IMSI'de sperm degerlendirilmesine gore lgiinci embriyonik
hiicre déngtisiiniin (cc3=t5-t3) 13 saat ve alti i¢in degerlendirilmesi

(t5-13)=<13s

KID=0 KID=1 KID % (p= 0.5913)
Grade | + I 250 79 24.01
Grade lll + IV 78 21 21.21

*Istatistiksel analizler Fisher's Exact test kullanilarak yapilmistir.
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Sperm IMSI gruplarina gére ayrildiginda (Grade I+l ve Grade
[l1+1V), Gg¢linch embriyonik hiicre déngusinidn 13 saat Ustl icin anlaml bir

fark gosterdigi géraldi (Tablo 4-7).

Tablo 4-7: IMSI'de sperm degerlendiriimesine gore ugincii embriyonik
hiicre déngtisiiniin (cc3=t5-t3) 13 saat Usti icin degerlendirilmesi

(t5-13)>13s

KID=0 KID=1 KID % (p= 0.0072)
Grade | + I 277 81 22.63
Grade lll + 1V 96 51 34.69

*Istatistiksel analizler Fisher's Exact test kullanilarak yapilmistir.

Sadece grade Il ve IV spermler degerlendirildiginde ise,
dctncl embriyonik hiicre déngusinin 13 saat alti ve Ustl icin anlamli bir fark
olusturdugu bulundu (Tablo 4-8). Uciincii embriyonik hiicre déngiisii 13 saat
Uzerinde olan embriyolarin bilinen klinik gebelik orani %34.69 iken, 13 saat
ve alti icin bu oran %21.21°de kaldi (Tablo 4-8).

Tablo 4-8: IMSI’'de grade lll + IV sperm icin tcunci embriyonik hiicre
dongusiiniin (cc3=t5-t3) 13 saat alti ve Ustl icin degerlendirilmesi

Grade lll + IV

KID=0 KID=1 KID % (p= 0.032)
(t5-13) < 13s 78 21 21.21
(t5-13)> 13s 96 51 34.69

*Istatistiksel analizler Fisher's Exact test kullanilarak yapilmistir.
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5. TARTISMA

Yakin zamana kadar insan embriyolarn klinik ortamda sadece
morfolojik olarak degerlendirilebilmekteydi. Ancak, bu degerlendirme
g6zleme dayali oldugu icin hem Kisiler arasi, hem de ayni kisinin farkli
zamanlarda yapacadr gozlemler arasi degiskenliklere agiktir. insan
embriyolarinin metabolizmalarina gbére, glukoz ya da oksijen kullanim
hizlarina gére degerlendirilebilmeleri gelecek igin blylk umut vaat etmesine
ragmen, giinimiizde heniiz klinik kullanima uygun degildir 40-41),

Dolayisiyla, sirekli embriyo izleme sistemleri (SEIS) rutin bir tiip
bebek laboratuvarinda kullanilabilecek ve rahatca uygulanabilecek yeni bir
embriyo degerlendirme sistemi olarak karsimiza cikmaktadir. Déllenmeden
blastosist olusum zamanina kadar ylUksek c¢6zindrlikte elde edilen
goruntller insan embriyosunun ilk mitoz bdlinmeleriyle alakali pek ¢ok
degerli bilgi elde edilmesini saglamistir. Ayrica, transfer gliniine kadar gecen
zaman zarfinda gelismekte olan embriyolari bdlintrken seyredebilmek ve
onlarin her bir mitoz zamanini kaydetmek hi¢ stiphe yok ki transfer igin

embriyo secim kriterlerini de degistirmistir.

SEiS’ler kullanilarak olusturulan algoritmalar tip bebek ve
embriyoloji camiasinda hem heyecanla karsilanmis, hem de Kklinikteki
uygulanabilirligi de gbstermistir. Bu calismalar ayni zamanda insan
embriyosunda mitoz bélinme zamanlarinin implantasyon acgisindan da ¢ok
blylk 6nem arz ettigini kanitlamistir ©7). Bunun yaninda, Meseguer
tarafindan 2011 yilinda gergeklestirilen ¢alisma, her hastanin her embriyosu
icin tim bdélinme zamanlarinin isaretlenmesiyle elde edilen karmasik ve
uzun verinin ¢eyrek dilimler kullanilarak ¢alisip degerlendirilebilicegini de
gostermesi  acisindan ¢ok kiymetli olmustur. Bu arastirma, insan

embriyolarinin implantasyon sansini var ya da yok olarak degerlendirmek
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yerine, mitoz bélinme zamanlarinin dért ¢eyrek grup olarak incelenmesi
halinde, ilk ve son ceyrek araliginda kademeli bir artigsin var oldugunu

gbstermistir (7),

Ayrica, insan embriyosunun mitoz bélinme zamanlari kontrollG
ovaryen stimulasyon protokollerinden, embriyo kultdr sivilarindan (tek ya da
¢ift adimli) ve embriyo kiltlr kosullarindan (dustk, %5 ya da yuksek, %20
oraninda oksijen kullanimi) etkilendigi cesitli yayinlarda gosterilmigtir (-10-11),
Dolayisiyla, bu model tlp bebek laboratuvarlarinda yaygin olarak
kullanilamamis ve SEiS’leri kullanan ve kendi klinik ortamlarinda blastosist
ve/ veya implantasyon tahmini yapmak isteyen her embriyoloji birimi icin bir

baslangi¢ noktasi olmustur 2,

Tap bebek merkezlerinin farkli yas gruplarindan c¢ok farkli
infertilite nedenleriyle mlracaat eden ciftleri kabul ettikleri disundldiginde
uygulanabilirligi ylksek bir model olusturma amacini karsilamak icin
merkezimize basvurmus, IMSI uygulanmis ve tedavilerinde embriyolar
SEiS’te takip edilmis tiim infertil olgular ¢alisma dénemimizde retrospektif
olarak degerlendirilmis, hasta sec¢imi yapilmamistir. Sadece preimplantasyon
genetik tani (PGT) yaptiran hastalar, embriyolarinin kaltiri esnasinda bir
hicrenin alinmasi ile midaheleye maruz kaldiklari i¢in bu arastirmaya dahil
edilmemiglerdir (Tablo 4-1).

Sperm basi igerisindeki genetik materyali iceren g¢ekirdek
kisminda bulunan vakuoller (sivi dolu kesecikler), DNA yapisinda hasar
bulunabilecedi konusunda ipucu vermektedir. Sperm DNA yapisindaki
hasarlar, déllenme basarisizligi, embriyo gelisiminin durmasi, kétl ve/ veya
yavas embriyo gelisimi gibi problemlere sebep olabilmekte ve dolayisiyla
gebelik sansini olumsuz etkilemektedir. Ayrica, spermatozoa hucresindeki
vakuol sayisi ve oraninin embriyo gelisimi ve implantasyon Gzerine etkisini
genis bir populasyonda gerceklestirmis arastirma bulunmamaktadir.
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Teratozoospermi sebebiyle IMSI uygulanmis, SEiS’te inkiibe
edilmis ve sadece 10 infertil ¢iftin dahil edildigi prospektif bir calisma 2012
yilinda yayinlanmistir 43, Bu arastirmada grade | spermi olan olgularin
embriyolar dort hiicreli asamaya grade IV spermlerden gelismis embriyolara
nazaran daha erken ulastigi gérilmustar. Ayrica, tim blastosist evreleri icin
zamanlamalar grade | spermden gelisen embriyolar icin grade [V’ten
olusanlara kiyasla daha erken gerceklestigi bulunmustur. Toplam 858 hasta
ve 5299 embriyo iceren tez calismamiz kapsaminda da iki hicreye ulasma
zamaninin iki grup arasinda farkli ve vakuol icermeyen spermlerde daha
erken oldugu g6rildi (Tablo 4-2). Arastirmamizda ek olarak morula ve
blastosistin genigleme evrelerinin de vakuol icermeyen spemlerden gelisen
embriyolarda daha erken oldugu tespit edildi (Tablo 4-2). Ancak, bu gibi kesin
zamanlarin embriyo se¢imi agisindan yukarida bahsedilen laboratuvarlar
arasi varyasyonlardan dolayi rutinde uygulanabilirligi olmamaktadir.

Dolayisiyla, calismamizin amaci, morfokinetik parametreler
kullanarak retrospektif olarak vakuolizasyon orani yiksek insan spermatozoa
hicrelerinin embriyonik hicre ddngilerine ve implantasyona etkisi olarak
belirlendi. Bu baglamda, tez calismamiz kapsaminda, ikinci ve Ug¢Uncl
embriyonik hicre doénguleri (sirasiyla, cc2=t3-t2 ve c¢c3=t5-t3) sperm
vakuolizasyon derecesi g6z 6éninde bulundurularak degerlendirildi ve iligkili

bulundu.

ikinci embriyonik hiicre dénglisiiniin ortanca degeri, IMSI grade
I-1l ve grade llI-IV spermler karsilastirildiginda 11.2 saat olarak bulundu
(Tablo 4-2). Bu esik degerden yola c¢ikarak bir alt analiz yapildi ve t3-t2
zaman aralgi 5 ila 11.2 saat olan ve IMSI grade I-ll ya da grade IlI-IV
spermlerden olugan embriyolarin bilinen implantasyon oraninin (KID %) 1.46
kat fazla oldugu goérulda (sirasiyla, %29.31 ve %42.86; p=0.035) (Tablo 4-3).
Ayrica, ikinci embriyonik hiicre déngusinin kisa oldugu (5-11.2 saat) grade
[lI-1V spermi olan vakalarda KID oraninin uzun cc2’si olanlara kiyasla (>11.2
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saat) 1.57 kat arttigi gbzlemlendi (sirasiyla, %42.86 ve %27.27; p=0.023)
(Tablo 4-4).

Ayrica, Ugincl embriyonik hicre déngusuni tarif eden t5-t3
zaman arahgi, doért hlcre asamasindan sekiz hiicre asamasina gegiste
kullanilacak olan DNA’nin kopyalama zamanina es degerdir. Bu replikasyon
zamani grade llI-IV spermlerden olusmus ve implante olmus embriyolarda
istatistiksel anlamh olarak daha uzun bulundu ve 1.63 kathk bir fark
hesaplandi; (15 — t3) < 13s KID: %21.2; (15 — t3) > 13s KID: %34.69 (Tablo 4-
8). Bu bulgu muhtemelen fragmente olmus ya da hasar gérmis sperm
DNA’sinin tamirinin bir géstergesidir. Dolayisiyla, cc3 > 13s IMSI'de grade llI-
IV spermi olan hastalarin embriyo seciminde implantasyon olasiligi daha
ylksek embriyoyu secmek amaciyla kullanilabilir.
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6. SONUC

Toplam 858 hasta ve 5299 embriyo iceren tez calismamiz
kapsaminda iki hiicreye ulasma zamaninin iki grup arasinda farkl ve vakuol
icermeyen spermlerde daha erken oldugu gorulda. Arastirmamizda ek olarak
morula ve Dblastosistin genisleme evrelerinin de vakuol igermeyen
spemlerden gelisen embriyolarda daha erken oldugu tespit edildi. Ayrica,
ikinci ve Gclncl embriyonik hiicre dénguleri (sirasiyla, cc2=t3-t2 ve cc3=t5-
t3) sperm vakuolizasyon derecesi gz dninde bulundurularak degerlendirildi
ve iligkili bulundu. Cc2=t3-t2 zaman araligi 5 ila 11.2 saat olan ve IMSI grade
I-1l ya da grade llI-IV spermlerden olusan embriyolarin bilinen implantasyon
oraninin (KID %) 1.46 kat fazla oldugu goéruldi (sirasiyla, %29.31 ve %42.86;
p=0.035). Ayrica, ikinci embriyonik hicre déngistnitn kisa oldugu (5-11.2
saat) grade lll-IV spermi olan vakalarda KID oraninin uzun cc2’si olanlara
kiyasla (>11.2 saat) 1.57 kat arttigi gbézlemlendi (sirasiyla, %42.86 ve
%27.27; p=0.023). Uclincli embriyonik hiicre dénglisini tarif eden t5-t3
zaman arahgi, doért hlcre asamasindan sekiz hiicre asamasina gegiste
kullanilacak olan DNA’nin kopyalama zamanina es degerdir. Bu replikasyon
zamani grade llI-IV spermlerden olusmus ve implante olmus embriyolarda
istatistiksel anlamh olarak daha uzun bulundu ve 1.63 kathk bir fark
hesaplandi; (15 — t3) < 13s KID: %21.2; (15 — t3) > 13s KID: %34.69. Bu bulgu
muhtemelen fragmente olmus ya da hasar gérmuis sperm DNA’sinin tamirinin
bir gbstergesidir. Dolayisiyla, cc3 > 13s IMSI'de grade IlI-IV spermi olan
hastalarin embriyo seciminde implantasyon olasiligi daha ylksek embriyoyu
secmek amaciyla kullanilabilir. Sonug¢ olarak, secilmis klivaj déngdlerinin
zamansal degerleri, bu tez arastirmamizda sonuglarini aktardigimiz
retrospektif kohort calismamizda IMSI'de kullanilabilecek bir modelinin
temellerini atmigtir. Tez kapsaminda olusturdugumuz model gelecekte IVF
laboratuvarlarinda uygulanarak embriyo secimine fayda saglayacagdi
disinidimektedir.
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7. OZET

Vakuolizasyon orani yuksek insan spermatozoa hiicrelerinin

embriyonik hiicre déngilerine ve implantasyona etkisi

Top bebek ybénteminde yumurta ve spermin bir araya
getiriimesinden itibaren, déllenme ve embriyo transferi asamasina kadar
yaklasik bes gln siren bir embriyo gelisim takip sireci s6z konusudur. Bu
strede amac, embriyolarin morfolojik degerlendiriimesiyle transfer edilecek
en iyi embriyoyu secmek ve gebelik sansini arttirmaktir. Strekli embriyo
izleme sistemlerinin laboratuvarlarda kullaniimasi “morfokinetik” adinda yeni
bir alan dogurmustur. Ayrica, spermatozoa nukleusundaki vakuol sayisi ve
oraninin DNA vyapisi ve olasl hasarilyla iligkisi bulunmustur. Dolayisiyla,
calismamizin amaci, morfokinetik parametreler kullanarak retrospektif olarak
vakuolizasyon orani ylUksek insan spermatozoa hicrelerinin embriyonik
hiicre dbéngulerine ve implantasyona etkisi olarak belirlendi. Calismamiza
toplam 858 hastanin t2 zamani olan 5299 embriyosu dahil edildi. Grade I-II
ya da grade llI-IV spermlerden gelisen embriyolarin cc3 igin ortanca degeri
13 saat olarak belirlendi. Vakuolizasyon orani yuksek spermlerden gelisen
embriyolarin ortanca degerinin altinda ve Ustiinde implantasyon oranlari
degerlendirildiginde 0s-13s ve 13s-28s araliklari igin KID orani sirasiyla
%21.21 ve %34.69 olarak bulundu. Hasta 6zellikleri iki grup arasinda
istatistiksel bir fark olusturmadi. Uglincii embriyonik hiicre déngiisiinii tarif
eden t5-t3 zaman aralidi, dért hiicre asamasindan sekiz hicre asamasina
geciste kullanilacak olan DNA’'nin kopyalama zamanina es degerdir. Bu
replikasyon zamani grade llI-IV spermlerden olusmus ve implante olmus
embriyolarda istatistiksel anlamli olarak daha uzun bulundu. Bu bulgu
muhtemelen fragmente olmus ya da hasar gérmuis sperm DNA’sinin tamirinin
bir gbstergesidir. Dolayisiyla, cc3 > 13s IMSI'de grade IlI-IV spermi olan
hastalarin embriyo seciminde implantasyon olasiligi daha ylksek embriyoyu
segmek amaciyla kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Sirekli izleme sistemi, morfokinetik, IMSI, cc2, cc3.
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8. SUMMARY

Evaluation of human sperm cells with high degree of vacuolization
regarding embryonic cell cycles and implantation

Assisted reproductive technologies (ART) intend to fertilize two
gametes and to culture the derived embryos approximately five days until
transfer. During this period, the ultimate aim is to assess embryos
morphologically to select the one with the highest implantation potential. The
introduction of time-lapse incubators in ART laboratories has led to many
publications and has inspired a new field named “morphokinetics” which
enabled a new way of evaluating and selecting embryos. Moreover, presence
of large vacuoles in the sperm nuclei was found to indicate possible damage
to the nuclear DNA content and organization. The objective of the study was
to find morphokinetic parameters affecting implantation of embryos derived
from sperm with multiple vacuoles. The study included a total of 5299
embryos having a (t2) from 858 infertile patients. The median value for cc3
was determined as being 13.0h for embryos derived from either grade I-1l or
grade llI-IV sperm. However, when implantation rates of embryos derived
from grade llI-IV sperm were compared for cc3 values below and above the
median, a rate of 21.21% and 34.69% was found for Oh-13h and 13h-28h,
respectively. Demographics were not significantly different between both
groups. The time between division to 3 cells and division to 5 cells (15-t3)
corresponds to third cell cycle, thus to DNA replication to divide from a 4-cell
to an 8-cell embryo. This replication is significantly longer in implanted
embryos deriving from grade IlI-IV sperm, probably indicating correction of
fragmented or damaged DNA. Thus, cc3 can be used in those patients to
help the selection of the embryo with highest implantation potential.

Keywords: Time-lapse imaging, morphokinetics, IMSI, cc2, cc3.

43



9. KAYNAKLAR

1. Gardner DK, Vella P, Lane M, Wagley L, Schlenker T, Schoolcraft
WB. Culture and transfer of human blastocysts increases implantation rates
and reduces the need for multiple embryo transfers. Fertil Steril 1998; 69:
84-88.

2. Milki AA, Hinckley MD, Fisch JD, Dasig D, Behr B. Comparison of
blastocyst transfer with day 3 embryo transfer in similar patient populations.
Fertil Steril 2000; 73: 126—129.

3. Wong CC, Loewke KE, Bossert NL, Behr B, De Jonge CJ, Baer TM, et
al. Non-invasive imaging of human embryos before embryonic genome
activation predicts development to blastocyst stage. Nat Biotechnol 2010; 28:
1115-1121.

4. Kirkegaard K, Agerholm IE, Ingerslev HJ. Time-lapse monitoring as a
tool for clinical embryo assessment. Hum Reprod 2012; 27: 1277-1285.

5. Cruz M, Gadea B, Garrido N, Pedersen KS, Martinez M, Perez-Cano
I, et al. Embryo quality, blastocyst and ongoing pregnancy rates in oocyte
donation patients whose embryos were monitored by time-lapse imaging. J
Assist Reprod Genet 2011; 28: 569-573.

6. Kirkegaard K, Hindkjaer JJ, Grgndahl ML, Kesmodel US, Ingerslev
HJ. A randomized clinical trial comparing embryo culture in a conventional
incubator with a time-lapse incubator. J Assist Reprod Genet 2012; 29: 565—
572.

7. Meseguer M, Herrero J, Tejera A, Hilligsoe KM, Ramsing NB, Remohi
J. The use of morphokinetics as a predictor of embryo implantation. Hum
Reprod 2011; 26: 2658—-2671.

8. Cruz M, Garrido N, Herrero J, Pérez-Cano |, Mufioz M, Meseguer M.
Timing of cell division in human cleavage-stage embryos is linked with
blastocyst formation and quality. Reprod Biomed Online 2012; 25: 371-381.

44



9. Ciray HN, Aksoy T, Goktas C, Ozturk B, Bahceci M. Time-lapse
evaluation of human embryo development in single versus sequential culture
media-a sibling oocyte study. J Assist Reprod Genet 2012; 29: 891-900.

10. Kirkegaard K, Hindkjaer JJ, Ingerslev HJ. Effect of oxygen
concentration on human embryo development evaluated by time-lapse
monitoring. Fertil Steril 2013; 99: 738-744.

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

12. Bartoov B, Eltes F, Pansky M, Langzam J, Reichart M, Soffer Y.
Improved diagnosis of male fertility potential via a combination of quantitative
ultramorphology and routine semen analyses. Hum Reprod. 1994; 9(11):
2069-75.

13. Vanderzwalmen P, Hiemer A, Rubner P, Bach M, Neyer A, Stecher A,
Uher P, Zintz M, Lejeune B, Vanderzwalmen S, Cassuto G, Zech NH.
Blastocyst development after sperm selection at high magnification is
associated with size and number of nuclear vacuoles. Reprod Biomed
Online. 2008; 17(5): 617-27.

14. Berkovitz A, Eltes F, Yaari S, Katz N, Barr I, Fishman A, Bartoov B.
The morphological normalcy of the sperm nucleus and pregnancy rate of
intracytoplasmic injection with morphologically selected sperm. Hum Reprod.
2005; 20(1):185-90.

15. Steptoe PC, Edwards RG. Birth after the reimplantation of a human
embryo. Lancet 1978; 2(8085):366.

16. Palermo G, Joris H, Devroey P, Van Steirteghem AC. Pregnancies
after intracytoplasmic injection of single spermatozoon into an oocyte. Lancet
1992; 340(8810):17-8.

17. Veeck L, Zaninovic N. An Atlas of Human Blastocysts. Taylor &
Francis; 2003.

45



18. Kuwayama M, Vajta G, leda S, Kato O. Comparison of open and
closed methods for vitrification of human embryos and the elimination of
potential contamination. Reprod Biomed Online 2005; 11: 608-614.

19. Liebermann J. Vitrification of human blastocysts: an update. Reprod
Biomed Online 2009; 19 Suppl 4: 105-114.

20. Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special
Interest Group of Embryology. The Istanbul consensus workshop on embryo
assessment: proceedings of an expert meeting. Hum Reprod 2011; 26:
1270-1283.

21. Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special
Interest Group of Embryology. The Istanbul consensus workshop on embryo
assessment: proceedings of an expert meeting. Reprod BioMed Online,
2011; 22: 632—646.

22. Lemmen JG, Agerholm I, Ziebe S. Kinetic markers of human embryo
quality using time-lapse recordings of IVF/ICSI-fertilized oocytes. Reprod
Biomed Online 2008; 17: 385-391.

23. Pribensky C, Matyas S, Kovacs P, Losomczi E, Zadori J, Vajta G.
Pregnancy achieved by transfer of a single blastocyst selected by time-lapse
monitoring. Reprod Biomed Online 2010; 21: 533-536.

24. Meseguer M, Rubio I, Cruz M, Basile N, Marcos J, Requena A.
Embryo incubation and selection in a time-lapse monitoring system improves
pregnancy outcome compared with a standard incubator: a retrospective
cohort study. Fertil Steril 2012; 98: 1481-1489.

25. Dal Canto M, Coticchio G, Renzini M, De Ponti E, Novara PV,
Brambillasca F, et al. Cleavage kinetics analysis of human embryos predicts
development to blastocyst and implantation. Reprod Biomed Online 2012;
25: 474-480.

26. Rubio IR, Kuhimann R, Agerholm |, Kirk J, Herrero J, Escriba MJ, et
al. Limited implantation success of direct-cleaved human zygotes: a time-
lapse study. Fertil Steril 2012; 98: 1458—1463.

46



27. Montag M, Liebenthron J, Késter M. Which morphological scoring
system is relevant in human embryo development. Placenta 2011; 32: 252-
256.

28. Azzarello A, Hoest T, Mikkelsen A.L. The impact of pronuclei
morphology and dynamicity on live birth outcome after time-lapse culture.
Hum Reprod 2012; 27: 2649-2657.

29. Campbell A, Fishel S, Bowman N, Duffy S, Sedler M, Hickman CF.
Modelling a risk classification of aneuploidy in human embryos using non-
invasive morphokinetics. Reprod Biomed Online 2013; 26: 477-485.

30. Campbell A, Fishel S, Bowman N, Duffy S, Sedler M, Thornton S.
Retrospective analysis of outcomes after IVF using an aneuploidy risk model
derived from time-lapse imaging without PGS. Reprod Biomed Online 2013;
doi: pii: S1472-6483(13)00238-1. 10.1016/j.romo.2013.04.013.

31.  Garolla A, Fortini D, Menegazzo M, De Toni L, Nicoletti V, Moretti A,
Selice R, Engl B, Foresta C. High-power microscopy for selecting
spermatozoa for ICSI by physiological status. Reprod Biomed Online 2008;
17(5):610-6.

32. Franco JG Jr, Baruffi RL, Mauri AL, Petersen CG, Oliveira JB, Vagnini
L. Significance of large nuclear vacuoles in human spermatozoa: implications
for ICSI. Reprod Biomed Online 2008; 17(1):42-5.

33. Franco JG Jr, Mauri AL, Petersen CG, Massaro FC, Silva LF, Felipe
V, Cavagna M, Pontes A, Baruffi RL, Oliveira JB, Vagnini LD. Large nuclear
vacuoles are indicative of abnormal chromatin packaging in human
spermatozoa. Int J Androl. 2012; 35(1):46-51.

34. Boitrelle F, Ferfouri F, Petit JM, Segretain D, Tourain C, Bergere M,
Bailly M, Vialard F, Albert M, Selva J. Large human sperm vacuoles
observed in motile spermatozoa wunder high magnification: nuclear
thumbprints linked to failure of chromatin condensation. Hum Reprod. 2011;
26(7):1650-8.

47



35. Braga DP, Halpern G, Figueira Rde C, Setti AS, laconelli A Jr, Borges
E Jr. Food intake and social habits in male patients and its relationship to
intracytoplasmic sperm injection outcomes. Fertil Steril. 2012; 97(1):53-9.

36. Perdrix A, Travers A, Chelli MH, Escalier D, Do Rego JL, Milazzo JP,
Mousset-Siméon N, Macé B, Rives N. Assessment of acrosome and nuclear
abnormalities in human spermatozoa with large vacuoles. Hum Reprod.
2011; 26(1):47-58.

37. Wilding M, Coppola G, di Matteo L, Palagiano A, Fusco E, Dale B.
Intracytoplasmic injection of morphologically selected spermatozoa (IMSI)
improves outcome after assisted reproduction by deselecting physiologically
poor quality spermatozoa. J Assist Reprod Genet. 2011; 28(3):253-62.

38. Cassuto NG, Hazout A, Hammoud |, Balet R, Bouret D, Barak Y,
Jellad S, Plouchart JM, Selva J, Yazbeck C. Correlation between DNA defect
and sperm-head morphology. Reprod Biomed Online 2012; 24(2):211-8.

39. Hammoud I, Boitrelle F, Ferfouri F, Vialard F, Bergere M, Wainer B,
Bailly M, Albert M, Selva J. Selection of normal spermatozoa with a vacuole-
free head (x6300) improves selection of spermatozoa with intact DNA in
patients with high sperm DNA fragmentation rates. Andrologia 2013;
45(3):163-70.

40. Gardner DK, Wale PL, Collins R, Lane M. Glucose consumption of
single post-compaction human embryos is predictive of embryo sex and live
birth outcome. Hum Reprod 2012; 26: 1981-1986.

41. Tejera A, Herrero J, Viloria T, Romero JL, Gamiz P, Meseguer M.
Time-dependent O2 consumption patterns determined optimal time ranges
for selecting viable human embryos. Fertil Steril 2012; 98: 849-857.

42. Kirkegaard K, Kesmodel US, Hindkjeer JJ, Ingerslev HJ. Time-lapse
parameters as predictors of blastocyst development and pregnancy outcome
in embryos from good prognosis patients: a prospective cohort study. Hum
Reprod 2013; doi: 10.1093/humrep/det300.

48



43. Knez K, Tomazevic T, Vrtacnik-Bokal E, Virant-Klun |. Developmental
dynamics of IMSI-derived embryos: a time-lapse prospective study. Reprod
Biomed Online. 2013; 27(2):161-71.

49



10. TESEKKUR

Turkiye’de ilk Klinik Embriyoloji Programini kuran ve beni kabul
ederek, yluksek lisansa baslamami saglayan Boélim Baskanimiz ve Tez

Danismanim Prof. Dr. Tiilay irez’e minnetlerimi sunmay! bir borg bilirim.

Tezimin olusturulmasindaki yardimlarindan ve c¢alismamin tim
asamalarinda destek, bilgi ve ilgisini benden asla esirgemeyen Sisli Memorial
Hastanesi Tiip Bebek ve Ureme Genetigi Merkezi Baskani Prof. Dr. Semra

Kahraman’a sonsuz tesekkdrlerimi ve saygilarimi sunarim.

Galismam sirasinda, kullandigim farkli tekniklerin
uygulanmasinda yardim almadan eminim ki c¢cok zorlanirdim. Destekleri
nedeniyle Sisli Memorial Hastanesi IVF Laboratuvar Calisanlarina ve
Ozellikle Hakan Yelke, Yesim Kumtepe Colakoglu, Zafer Atayurt ve Semra

Milik Yildiz’a tesekkirlerimi sunarim.

Cahsmam sdiresince, fikir ve 6nerileri ile her zaman yanimda
olan ve bu zorlu dénemin her asamasinda gosterdigi ilgi, sabir ve
yardimlarindan dolayi Caroline Pirkevi'ye ve Dr. Murat Cetinkaya’ya tesekkur

ederim.

Tom hayatim boyunca attigim her adimda yanimda olan,
varliklar ile bana gi¢ veren aileme bu slrecgteki destek ve sabirlari igin

sonsuz minnet ve tesekkdrlerimi sunarim.

50



11. ETIK KURUL KARARI

ACIBADEM

ONIVERSITESI

SAYI :2014-66 279 tsm

Saymn Tu@ba Senel;

Yuritoct  oldufunuz  “Vakuolizasyon oram yiiksek insan spermatozoa hiicrelerinin
embriyonik hiicre déngiilerine ve implantasyona etkisi” baglikli ve 2014-729 numarali proje
ATADEK 'in 18 Kasim 2014 tarihli toplantisinda goritg0lmils olup etik ynden uygun bulunmusgtur.

ATADEK 2014-729 numaral karar ekte sunulmaktadir.

i

Prof. Dr. Ismail Hakki ULUS
ATADEK Bagkam

Warem Aptirkar Kamplsh Kypmdal Caddesi 32 igerenkoty 34752 Atasebir Istarbel T 0216 500 &4 46 FOV6ST6 50 74
wow acidedemodu

51



12. 0ZGECMi$S

Kisisel Bilgiler

Adi Tugba Soyadi Senel
Dog.Yeri|istanbul Dog.Tar. |27.07.1986
Uyrugu (TC TC Kim No|42361270982
Email |seneltugba@gmail.com|Tel 0533 476 47 25

Egitim Duzeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi

Mez. Yili

Yik.Lis.

Fatih Universitesi, Fen Bilimleri Enstitlis(, Biyoloji Béluma|{2011

Canakkale 18 Mart Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi,

Lisans 2008
Biyoloji Boluma

Lise Bahgelievler Stper Lisesi 2004
is Deneyimi
Gorevi Kurum Sire
1. Embriyolog| Sisli Memorial Hastanesi|2011 - halen

KPDS
Yabanci Dilleri| Okudugunu Anlama|Konusma|Yazma P (Diger)

uani

ingilizce

Cok iyi Cok iyi Cok iyi

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma becerisi

Microsoft

Office programlari|Cok iyi

52



