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1. GiRi$ VE AMAC

Dogal siklusta ovillasyon sonrasi yumurtanin sperm tarafindan
déllenmesi ve embriyoya doénidsmesi tuba 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 slrede
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 siirekli embriyo izleme sistemi (EmbryoScope™) gelistirilmistir.
Surekli Embriyo izleme Sistemi'nin (SEIS) ana amaci, her bir embriyonun
gelisiminin inklbator icerisinde bu cihaz igin 6zel olarak gelistirilen bir kamera
sistemi ile devamli olarak kayit altina alinmasidir. SEIS ile kisa zaman
dilimlerinde (her 20 dakikada bir) gelismekte olan embriyoya ait goruntuler
alinmaktadir. Bu islem sirasinda kiltar ortaminin sicaklik ve pH degerlerinde
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herhangi bir degisiklik olmamaktadir. Bdylece embriyo inklbatér ortaminda
glvenli bir sekilde gelisimine devam ederken, ayni zamanda inkibatérden
cikarilmadan izlenebilmektedir. SEiS’te her bir hastanin maksimum 12
embriyosunun ayni anda gercek zamanl ve geriye dénik karsilastirmali
olarak izlenmesi mUimklindir. Bu sekilde transfer &ncesi son
degerlendirmede rahimde tutunma olasiligi en ylksek olan embriyo en

glvenilir 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 ylksek implantasyon, hem de azalan abort (disuk)
oranlarina ulasiimasini  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 gelistirimesi embriyo igerisindeki her bir hiicrenin kesin bdliinme
zamanlarinin da objektif olarak tespit edilebilmesini saglamistir ¢*. Bu
sistem gebelik olusturabilecek embriyonun secilmesinde ginlyle uyumlu
bélinmeleri ve kalitelerinin (morfoloji) yani sira tim gelisim sUreclerinin ve

hizlarinin da (kinetik) bir se¢im kriteri olarak degerlendirilmesini saglamis ve
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“‘morfokinetik” olarak adlandirilan yeni bir alanin gelismesine 6n ayak

olmustur.

Bunun vyaninda, SEiS’lerin givenilirligi bir ¢ok ¢alismada

%6 Ucglincli glin transfer edilen 247 embriyoda yapilan

gosterilmistir ¢
retrospektif bir calismada olusturulan implantasyon prediksiyon modelinde
bes hiicreye ulasma zamani, t¢ hicreden doért hicreye gegis zamani ve iki
hicreden ¢ hlcreye gecis zamani en Onemli U¢ parametre olarak
belilenmistir . Bu model blastosist olusumu ve kalitesi ile de
iliskilendirilmistir ®. Ancak, hem ovillasyon indiksiyonunda kullanilan
protokoller, hem embriyo kiltlr sivilari, hem de embriyo inkiibasyonu igin
olusturulan gaz ortaminin distk ya da yuksek oksijen icermesinin embriyonik

béliinme zamanlarini etkiledigi gdsterilmistir ¢,

Dolayisiyla, bu tez c¢alismamizin amaci, kendi IVF
laboratuvarimizin kosullarina uygun ve embriyo gelisiminin Gg¢lnct glnline
kadar toplanan morfokinetik verilerin retrospektif degderlendirmesiyle
blastosist olusum ve kalite prediksiyon modeli olusturmaktir.



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
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kimalGs hicreleri enzimatik ve mekanik ydntem ile oositten uzaklastirilirlar
ve bdylece oositler olgunluk acisindan degerlendirilebilecek duruma gelirler
(Sekil 2-2). Denltidasyon igleminden 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 Iingiltere'de uygulanmaya
baslanmistir. Bu yolla dogan ilk bebek olan Louise Brown birgok ¢ift igin umut
kaynag olmustur '@ 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 gerceklestirilir (13). Mikroenjeksiyon
islemi yapilacak olan steril, toksik olmayan plastik kapta, énce erkege ait
spermlerin konulacagr 6zel kalttr sivisi igeren 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 gérinimli ve varsa hareketli sperm
secilerek mikroenjeksiyon pipeti ile kuyrugun orta bdélimine bastirilarak
hareketsizlestirilir. Kuyruk kismindan yakalanan sperm pipet igine alinarak
yumurtanin iginde oldugu damlaya gidilir. Ozel tutma pipeti ile sabitlenen
yumurtanin igine hareketsizlestirilen sperm enjekte edilir. Bu islem tim
yumurtalara ayni sira ile uygulanir. islem bittikten sonra yumurtalar 6zel besi
ortamlarina alinarak islemden yaklasik 20 saat sonra ddllenme kontroli

yapilir.

2.5. Erken ve ileri D6nem Embriyo Geligimi

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

kalitesine gbre degisim gdstermektedir.

2.5.1. Pronukleus Degerlendirmesi

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 igerisinde
birlesmesi olarak 6zetlenebilir (Sekil 2-3). Normal fertilizasyonda iki
prontkleus ve birinci ve ikinci kutup cisimcikleri gbzlenir. Bu evrede
degerlendirme; pronukleuslarin (PN) pozisyonu ve boyutu, ¢ekirdekgik éncl
cisimciklerinin  sayisi, buayUklUkleri ve dagihmlari, 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 alinmistir).

2.5.2. BolUinme Evresi Siniflamasi

Déllenen bir yumurta yaklasik 25-30 saat sonra ilk mitotik
bdlinmeye baslayarak iki hicreli bir embriyo olusturmaktadir. Bu dénemden
itibaren embriyolarin degerlendirmesi; blastomerlerin sekli ve boyutu,
blastomerler arasi fragmantasyon derecesi, blastomerlerdeki nukleus sayisi
(multintkleasyon), sitoplazmik gérinim ve erken birlesme gibi parametreler
dikkate alinarak yapilir ",

Bélinme hizina gére embriyonun sahip oldugu blastomer sayisi
sayet gunun beklenen limitleri arasinda ise normal gelisen bir embriyo, eger
bu sayl dlislkse yavas gelisen bir embriyo olarak degerlendirilir. Normal
bdélinme hizina sahip bir embriyo 25-30. saatte iki hlicre, ikinci giinde (38-40.
saat) U¢-dért hicre, G¢clinct gunde (54-60. saat) alti-sekiz hiicre ve dérdincl
ginde birlesme isaretlerine bagh olarak on ve Gzerinde hiicreye sahip olan
embriyodur. Kalite degerlendirmesine goére esit bOyUklikte blastomer
yapisina sahip olan, % 0-5 arasinda fragmantasyon iceren ve
sitoplazmasinda belirgin granller yapi gézlenmeyen embriyolar birinci kalite
olarak degerlendirilirler (Sekil 2-4). Bu degerlendirmeye goére kalite siralamasi
asagidaki gibi olmaktadir (Tablo 2-1).



Sekil 2-4: Bélliinme evresinde birinci kalite embriyolar; a. 44. saatte dért 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
alinmistir).

Tablo 2-1: Boliinme evresinde embriyo siniflamasi %

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

Esit blastomer blydkligine sahip, %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 gdsteren
embriyo.

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




2.5.3. ileri Ddnem Embriyo Gelisimi

Fertilizasyondan sonraki dérdiinci ginde gelisen embriyodaki
hiicre sayisi inseminasyonu takiben yaklasik 96 saat sonra 16-20 hucre
arasindadir. Kompaktlagma hucrelerin daha yakin bir sekilde yapismasina
neden olan bir seri hicreler arasi siki baglantilarin (desmozom, gap junction)
olusmasi sonucu meydana gelir. Embriyo kompaktlasmaya basladigi zaman
morula adini alir. Moruladan sonra kavitasyon dénemi baslar (Sekil 2-5).
Kavitasyonun olugmasi ile kaviteden salgilanan sivi, blastosdl olusumunu
tetikler.  Kavitasyon ilerledikce kompaktlasma sirasinda hucrelerin
(blastomerlerin) kutuplasmasiyla iki farkli hiicre grubunu (trofektoderm, dis
hicre kitlesi ve inner cell mass, ic hicre kutlesi) olusturacaktir. Dérdincu
gln embriyolarinin kalite degerlendirmesi asagidaki gibi yapiimaktadir (Tablo
2-2) (14,

Sekil 2-5: Dérdiincii giinde embriyolar; a. 10 hiicreli birlesme baslangici goézlenen
tclinci kalite embriyolar b. 96. saatte morula asamasindaki ikinci kalite embriyo c. 96.
saatte kavitasyon izlenen birinci kalite embriyo. (Fotograflar Sisli Memorial Hastanesi
IVF Laboratuvari’ndan alinmigtir).



Tablo 2-2: Embriyo gelisiminin dérdiincii giiniinde siniflama '

Erken blastosist, kavitasyon gézlenen ya da morula olmus ve

1. kalite
fragmantasyon, vakuolizasyon gibi anomali icermeyen embriyo.
Morula veya birlesmis embriyo morfolojisine sahip en az bir
2. kalite anomalinin
eslik ettigi embriyo.
Morula veya birlesmis embriyo morfolojisine sahip iki-U¢
3. kalite anomalinin eglik ettigi veya on hlicre ve Uzeri blastomer
sayisina sahip birlesmeye baglamis embriyo.
] Blastomer sayisi on veya daha az sayida olan herhangi bir
4. kalite

birlesme bulgusu gézlenmeyen embriyo.

2.5.4. Blastosist Donemi Siniflamasi

Blastosist olusumu inseminasyondan sonra besinci ve altinci
gUnlerde gerceklesir (Sekil 2-6). Blastosist asamasinda, farkhlasmis iki hiicre
grubu sdz konusudur; ic hlcre kitlesi olarak tanimlanan ve gebelik esnasinda
embriyoyu olusturmakla gérevli olan hicre kitlesi ve trofektoderm olarak
tanimlanan ve gebelik esnasinda gebelik kesesi ve bebegdin beslenmesi igin

gerekli kisimlari olusturan hicre kitlesinden olusmaktadir.

Blastosist skorlama sisteminde her bir embriyoya asagidaki
kriterlere gbre U¢ ayri skor verilir; blastosist gelisim seviyesi (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

1 yarisindan az olmasi

2 Blastosdl hacminin embriyo hacminin yarisindan fazla olmasi

3 Blastosdl hacminin embriyo hacminin tamamini kaplamasi

4 Blastosdl hacminin embriyo hacminden blylk olmasi, dis ceperin
incelmesi

5 Dis ¢eperin kirilarak tomurcuklanmanin baslamasi

5 Embriyonun dis c¢eperden tamamen ayrilmasi, tomurcuklanmanin

tamamlanmasi
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Tablo 2-4: i¢ 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

2.6. Embriyo Transferi

Embriyolarin rahim icinde verilecegi en uygun yerin tespit
edilmesi ve rahim ici zarina dokunulmamasi acisindan, embriyo transfer
isleminin dolu mesane ile ve ultrasonografi esliginde yapilmasi tercih
edilmektedir. Bu sekilde rahim adzi ve rahim arasindaki ac¢i tespit edilerek,
transfer kateterinin izleyecegi yol belirlenmekte ve islemin az travmatik
olmasi saglanmaktadir. Transfer islemi 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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2.7. Siirekli Embriyo izleme Sistemi’nin (SEiS) YUT’teki Onemi

Embriyolarin besinci gline kadar laboratuvar ortaminda kultire
edilip gelisimlerinin izlenmesi ve en iyi morfolojiye sahip blastosistin taze ya
da dondurulmus siklusta tranfer edilmesi hem yiksek implantasyon, hem de
azalan abort (disik) oranlarn saglamaktadir (259 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 kriterler ortaya konmaya caligiimistir (1718,

Embriyolarin déllenmeden blastosist olusumuna kadar gecen
surede surekli takip edildikleri sistemlerin gelistiriimesi embriyoyu olusturan
her bir blastomer hiicresinin ne zaman bdélindiginin tespit edilmesini de

341920) Klasik morfolojik degerlendirmede, embriyolarin bir kag

saglamistir ¢
dakikaligina bulunduklari inktbatérlerden c¢ikarilip mikroskop altinda anlik
degerlendirmeleri  yapilmaktadir. SEiS’lerde ise embriyolar rahatsiz
edilmeden ve dig ortam kosullarina alinmadan sirekli takip

edilebilmektedirler (Sekil 2-7).

13
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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
degerlendirmesi konvansiyonel (geleneksel) inklbatdr sistemlerinde sadece
anlik degerlendirmeyle kisitlanmisken SEiS’lerde morfolojiye zaman boyutu
da eklenerek kinetik degerlendirme de yapilabilmektedir '3,

SEiS’lerin gavenilirligi konvansiyonel inkUbatorlerle

karsilastirmali olarak hem vericilerden hem de infertil hastalardan toplanan

taze oositlerde gdsterilmistir ©©.
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2.8. SEiS’lerde Modelleme

SEiS’te inkiibe edilen ve embriyo gelisiminin tclincl gliniinde
transfer edilen 247 embriyonun morfokinetik verilerinin  retrospekiif
degerlendirmesi sonucunda implantasyon ile iligkilendirilen hiyerarsik 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
iliskilendirilmistir  ®.  Arastirmacilar retrospektif cok merkezli kohort
calismasinda embriyolarin SEiS’te gelismesi ve secilmesi halinde Kklinik
gebelik oranindaki artisin %9 olacagini gdstermislerdir ¢*).

22 morfokinetik verileri blastosist

Dal Canto ve arkadaslar
gelistirme potansiyeli ve implantasyon yéninden incelemis ve yedi ve sekiz
hicre evrelerinin bélinme (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 gére daha
erken ulagsmislardir. Dolayisiyla, bu calisma iki hicreden sekiz hilcreye
ulasma zamanlarinin blastosiste ulasabilme, ekspanse olma ve implantasyon
potansiyeli olan embriyolar icin daha kisa oldugunu gdstermistir 2. Bu
gbzlemler ayni zamanda farkl bir IVF laboratuvarinda blastosist olusturma ve
implantasyon tahmini acgisindan bes hicreden sekiz hlcreye gegiste
gecikmelerin artmasi ve belirginlesmesi nedeniyle bes hicreye ulasma

zamaninin yeterli olamayabilecegini de gbéstermigtir.

15



SEiS’ler hiicre doéngiilerinin detayli incelemesini 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 seg¢me
olanagi yoksa diistintlmelidir ¢®.

Ayrica, SEiS’ler PN morfolojilerinin degiskenligini de gdstermis
ve PN degerlendirmesine gbre yapilan embriyo segiminin yaniltici

@9 Ancak PN’lerin silinme zamaninin

olabilecegine dikkat cekmistir
implantasyona ydnelik dnemli bir bulgu oldugu bir calismada gdésterilmis ve

20.45 saatin altinda canl dogum olmadigi bildirilmistir ¢,

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
énini acarak YUT’de yeni bir alan yaratmislardir. Yeni bir calisma embriyo
ploidisini blastllasyon ve tam blastosist olma zamanlar ile iligkilendirmis ve
andploidiye ybénelik bir risk modeli olusturmustur % Buna gb6re 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 retrospekiif
bir calismada da hem implantasyon hem de fetal kalp atimi varligi yéntnden

anlamli bulunmustur @7,
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Retrospektif Kohort Calismasinin Temelleri

Calismamiz igin Istanbul Acibadem Universitesi'nin Tibbi
Arastirmalari Degerlendirme Komisyonu’'ndan gerekli etik kurul onayi alindi
(Konu: ATADEK 2013-518, Sayi: B.30.2.ACU.0.00.00.050-06/1955).

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

yuvalari.

Sisli Memorial Hastanesi IVF Laboratuvari binyesinde iki adet
SEIS (EmbryoScope®) bulunmaktadir. Bu sistemde killtiire edilen embriyolari
IVF Klinik Doktorlari ya da Embriyologlar infertil ciftin 6zelliklerine gbre
degerlendirip secmektedirler ve bu islem igin ek Ucret alinmamaktadir.
Cihazlarin rutin kullanima gectigi Ekim 2011’den ginimUize, EmbryoScope’ta
kaltire edilip morfolojik yénden degerlendirilerek transfere secilen ve
secilmeyen tim embriyolarin morfokinetik kayitlari cihazlarin bagli oldugu
bilgisayarda bulunmakta ve siklikla yedeklenmektedir (EmbryoViewer®)
(Sekil 3-3).
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Sekil 3-3: EmbryoScope® inkiibatoériine bagl ekran (EmbryoViewer®).

Galismamiz kapsaminda geriye yodnelik bu verileri inceleyerek
bélinme zamanlari ve bunlar arasindaki oransal iliskiyi blastosist olusum ve
kalitesi tahmini igin kullandik. Dolayisiyla hi¢ bir hastanin tedavi sureci
etkilenmedi, embriyolarina her hangi invazif bir islem uygulanmadi ve sadece
veritabanimizdaki embriyo kayitlari istatistiksel ydntemlerle incelenerek
laboratuvarimiza 6zgl bir model olusturuldu. Arastirmaya dahil olan
hastalarda aranan tek sart IVF uygulamalarini Sisli Memorial Hastanesi’nde
yaptirmis olmalari, embriyolarinin SEiS’te (EmbryoScope®) takip edilmis ve
embriyo gelisiminin besinci gininde transfer uygulanmis olmasidir. Sadece
preimplantasyon genetik tani (PGT) yaptiran hastalar, embriyolarinin kiltirt
esnasinda bir hicrenin alinmasi ile midaheleye maruz kaldiklari igin bu

arastirmaya dahil edilmemiglerdir.

3.2. Calismaya Dahil Olan Olgularin Ozellikleri

Bu calisma Sisli Memorial Hastane’si Tup Bebek
Laboratuvari’nda Ekim 2011-Ocak 2013 ddénemine ait morfokinetik verilerin
retrospektif incelemesini icermektedir. Arastirma 6 Mart 2010 tarihli UYTE
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yénetmeligine uygun olarak, Sisli Memorial Hastanesi’nin etik kurul onayini
da alarak gerceklestirildi.

Sunulan retrospektif gbézlemsel kohort calismasi blastosist
transferi uygulanmis ve cesitli infertilite sebeplerinden dolayr merkezimize
muracaat etmis toplam 190 hastanin 192 siklus verisini icermektedir (Tablo
3-1). Daha detayl bakacak olursak, calisma 1777 metafaz Il oosit ve 1546
dollenmis zigot icermektedir. PGT yapiimis vakalar calismaya dahil
edilmemigtir. Vakalarin tim oositleri ICSI ydntemiyle ddéllenmis olup,
bunlardan geligen embriyolar bir SEiS olan EmbryoScope™ inkiibatériinde
(Unisense Fertilitech, Aarhus, Danimarka) takip edilip standart YUT
uygulamasina tabii tutulmuslardir.
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Tablo 3-1: Calismaya dahil olan 190 hastanin ozellikleri. Sayilar

ortalama t standart sapma olarak verilmistir.

Kadin yas!i 31.72 +4.48

Viicut kitle indeksi (kg/m?) 24.48 +6.23

Onceki deneme sayisi 1.67 +1.84
Toplanan oosit sayisi 11.42 £4.30
Metafaz Il oosit sayisi 9.25 13.44

3.3. Ovaryum Stimiilasyonu ve Siklus Takibi

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

Embriyo transferinden sonra luteal fazi desteklemek igin
hastalara 12 gutin boyunca intramuskuler 100 mg progesteron tatbik edildi
(Progynex™; Farmako-Kocak, Tlrkiye). Bu slire sonunda implantasyonun
gerceklesmesi halinde intravajinal progesteron gel uygulamasina gecildi
(Crinone® %8; Merck Serono, isvicre).
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OPU igleminden 14 ve 16 giin sonra serumda B-hCG bakildi.
Yedinci haftada transvajinal ultrason ydntemi ile erken gebelik monitorize
edildi. Klinik gebelik transvajinal ultrasonda goértlen fetal kalp atimi ile
tanimlandi. Progesteron tedavisine gebeligin onuncu haftasina kadar devam
edildi.

implantasyon, ultrasonda gérillen kesenin varligi olarak
tanimlandi. Bilinen implantasyon veri orani, “Known Implantation Data” (KID)
orani ise ultrasonda gorilen kese sayisinin transfer edilen embriyo sayisiyla
bire bir 6rtlistigl vakalari (KID=1) ve biyokimyasal gebeligin olugsmadigi
vakalari (KID=0) ifade etmektedir (Sekil 3-4).

Cift embriyo transferi

Her embriyo Her embriyo
Tek embriyo transferi - -
icin icin
i=0 KiD=0 =1 Hesap disi
#
=1 KiD=1 =1 KiD=1
Her embriyo - Her embriyo
P . o "
icin IGIn

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

sematik anlatimi.
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3.4. Folikul Aspirasyonu, Dentlidasyon ve ICSI

Aspire edilen foliklllerden elde edilen kimdlis oosit
kompleksleri insan tuba sivisinda (HTF; Life Global®, Seattle, ABD) yikanip
3.5 saat %6 CO,, %5 O, ve 37°C’ye ayarl inkiibatérde bekletildiler. Bu
stirenin sonunda, denddasyon islemi, HTF igerisine 40 1U/ ml yogunlugunda
hazirlanan hiyallironidaz 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 CO,,
%5 O, ve 37°C'de 6nceden inkiibe edilmis 6zel kaplara (EmbryoSlide®,
Unisense Fertilitech, Aarhus, Danimarka) alindilar (Sekil 3-5).

Sekil 3-5: Oniki embriyonun konulabildigi EmbryoSlide® kabinin goriintiisi.

3.5. 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 kiltiir sivisiyla (Life Global®, Seattle, ABD) dolduruldu ve 12
kuyucugun (izeri 1.5 ml parafin yagi ile (LifeGlobal®, Seattle, ABD) 6rtiildii.

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

Sekil 3-6: EmbryoSIide® kabinin bes numarali kuyusu ve kuyucugu.

EmbryoScope® inkibatériiniin ortami %6 CO,, %5 O, 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 yiiklenerek degistirildi.

Embriyolardan elde edilen fotograflar otomatik olarak
EmbryoScope® cihazi tarafindan yedi farkli fokal diizlemde her 20 dakikada
bir cekildi. Bu veriler sirekli eksternal bir bilgisayara EmbryoViewer®
(Unisense Fertilitech, Aarhus, Danimarka) aktarildi. Embriyo gelisimi bu
Ozellikten faydalanilarak goérUntileri ileri ve geri sararak detayli olarak not
edildi.
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3.6. 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, 8, t9+ 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 degerlendirilip U¢ alt gruba siniflandirildilar: en
iyi kalite blastosist (EiB), iyi kalite blastosist (iB) ve kétil kalite blastosist (KB).
EiB’ler 3AA, 4AA ve 5AA blastosistleri, iB’ler 3/ 4/ 5BB, AB ya da BA ve 2AA
blastosistleri icermektedir (1). Sekiz hlicre evresinden sonra gelisimini
durdurmus embriyolar ise GDE olarak kaydedildiler.

3.7. 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.

3.8. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler &ncelikle EmbryoViewer® bilgisayarina
otomatik olarak kaydedildi ve buradan analiz igin Microsoft Excel’e aktarildi.
Bolinmelerin sayisal zamanlamalarindan yola c¢ikarak, asagida belirtilen
formullerin tek tek ve beraber puanlamasi igin excel tabanli hesaplamalar
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kullanildi. Blastosist olusum ve kalite prediksiyon modelinde ¢ kinetik
denklem ve iki morfolojik degerlendirme disi birakma kriteri kullanildi:

o 1.denklem: iki hiicreden sekiz hiicreye gecis evresinin Klivaj

senkronitesi:

KS2-8 = ((t3-12) + (15-14)) / (18-t2)

Bu denklem embriyonun iki ve dért hiicrede gecirdigi zamanin

oransal olarak sekiz hiicreye ulagsma zamaninin ne kadarini olusturdugunu
ifade etmektedir (Sekil 3-7).

OO

Sekil 3-7: iki hiicreden sekiz hiicreye gecis evresinin senkronitesini tanimlayan birinci
denklemin sematik gorintiisii (Fotograflar Sisli Memorial Hastanesi IVF

Laboratuvarr’ndan alinmistir).

Her ne kadar her blastomer teorik olarak birbirinden bagimsiz
olarak mitoz bélinmeye girse de, embriyonun kendi igindeki senkronitenin
varligi, SEIS ile takip edilebilen bes giinlik preimplantasyon déneminde tek
hicre evrelerinin toplam sdresini bir insan embriyosu igin kisa bir doneme

denk geldigini géstermektedir. Dolayisiyla, bu denklemden, bir embriyonun
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alabilecegi ideal oran bir degerine yakinken en kétl durumda bu deger sifira
yakin olacaktir.

o 2.denklem: dort hlcreden sekiz hiicreye gecis evresinin klivaj

senkronitesi:

KS4-8 = (t8-t5) / (t8-t4)

Bu denklem bir embriyonun bes hiicreden sekiz hlcreye gegis
zamani ile dort hicreden sekiz hiicreye gecis zamanini kiyaslamaktadir.
Dolayisiyla, bir embriyonun tgtinct klivaj dongisine kiyasla bes, alti ve yedi

hicre evrelerinde gecirdigi zamani géstermektedir.

. 3. denklem: DNA kopyalama sirelerinin orani:

DK = (t3-12) / (5-t3)

iki hiicreden (¢ hiicreye geciste embriyo dért hiicre evresine
kadar kullanacadi genomik materyali cogaltmaktadir. ikinci replikasyon ise,
t¢ hlcreden bes hilicre evresine geciste gerceklesmekte ve sekiz hicre
evresine kadar gerekli olan DNA miktarinin eldesini saglamaktadir. Bu

sebepten her iki replikasyon siresi arasinda bir iliski mevcuttur.

o Morfolojik degerlendirme disi birakma kriteri 1:

iki ve dort hiicre evrelerinde esit olmayan blastomer varligi

En blylk ve en kiglk blastomerler arasi boyut esitsizligi %25

ve Uzeri bir fark olarak tanimlanmigtir.
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o Morfolojik degerlendirme digi birakma kriteri 2:

direkt klivaj bulgusu

Bir blastomerden (¢ blastomere dogrudan gecis olarak

tanimlanmistir.

Surekli degiskenlerdeki istatistiksel anlamli farklihk, uygun
olduklart durumlarda Student's T ve Mann-Whitney U testi kullanilarak
incelendi. Kategorik veriler, direkt klivaj ve iki ve dort hicre asamalarinda
blastomer boyutlari, Chi-Square testi ile degerlendirildi. istatistiksel anlamhlik
esigi olarak p degeri 0.05'ten kiclik kabul edildi. Blastosist tahmin modelini
olusturmak Gzere U¢ forml ve iki morfolojik gbézlem segcildi. Her bir formal ve
toplam puan icin Receiver QOperating Characteristic (ROC) egrileri
olusturularak egri altinda kalan alan (AUC; Area Under Curve), prediktif

degerler, sensitivite ve spesifite hesaplandi.

Sekiz hlicre asamasindan 06nce gelisimini durdurmus olan
(n=347) ve formillerde matematiksel sifira bdlinme hatasi veren (n=43)
embriyolar c¢alismadan harig birakildi. Sonu¢ olarak c¢alismada 18

degerlendirmesi olan 1156 blastosist incelendi (Sekil 3-8):

o 634 en iyi kalite (EiB) ve iyi kalite blastosist (IB) (toplam
kohortun %54.84'0), ve

o 522 (toplam kohortun %45.16’s1) kétl kalite embriyo:
= Kkotl kalite blastosist (KB): 295

» besinci glin gelisimini durdurmus olan embriyolar (GDE):
174

» dérdinct gin gelisimini durdurmus olan embriyolar
(GDE): 53
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ilk calisma grubu, algoritmay! olusturmak amaciyla, genel
calisma grubundan rastgele belirlenen 788 embriyo (%68.16) ile olusturuldu.

Dogrulama c¢alismasi ise geri kalan 368 embriyo (%31.84) ile gerceklestirildi.

ilk calisma grubundaki embriyolar daha énceki analizler ile
secilen her bir formdl icin aldiklari sonuca gére siralanarak ortalama 78
embriyo iceren 10 dilime aynildi (%10'luk yaklasim). Bu 10 grubun her
birindeki en iyi ve iyi kalite blastosist (EiB+IB) oraninin %54'lik ik calisma
grubu ortalamasi ile farki ayri ayri hesaplanarak ilgili grubun formal puani
olarak atandi. Morfolojik gdzlemlerin puanlanmasinda benzer bir yéntem
takip edildi. Her bir morfolojik kriterin gézlenmesi durumunda koétl kalite
blastosist ve gelisimini durdurmus embriyo (KB+GDE) oranindaki genel
gruba goére artis negatif puan olarak atandi. Tum bu basamaklardan sonra
her bir embriyonun G¢ kinetik form0l ve iki morfolojik g6zlemden aldigi
puanlar toplanarak toplam puan hesaplandi.

Dogrulama calismasinin yapilacagi grupta yer alan embriyo
sayisi ilk calisma grubuna gére daha az oldugu igin bu basamakta %20'lik
yaklasim tercih edilerek her birinde ortalama 74 embriyo yer alan bes dilim
olusturuldu. Bu gruplar olusturulurken ilk calisma grubundan elde edilen esik

degerler kullanildi.

TOom istatistiksel analizler, formil puani ve toplam puan
hesaplamalan icin SPSS 15 (SPSS Inc., Chicago, IL) ve Excel 2007
(Microsoft Inc., California, SA) programlari kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. iki Hiicreden Sekiz Hiicreye Gecis Evresinin Klivaj Senkronitesi:

KS2-8 = ((t3-t2) + (t5-t4)) / (18-12)

Bu matematiksel formdl tim c¢alisma grubunun %68.16’sini
olusturan ve 788 embriyo igeren 6n ¢alisma grubuna uygulanip %10’luk
dilimler halinde incelendiginde, ilk %20’yi iceren grubun kétl kalite blastosist
(KB) ve gelisimini durdurmus embriyo (GDE) oraninin %90-98 olarak
goruldiig, son %20'yi igeren grubun en iyi kalite blastosist (EIB) ve iyi kalite
blastosist (iB) oraninin ise %84’e ulastigi saptanmistir. EiB+iB’ler son
%60’lIk dilime yogunlasmis ve calisma grubunun ortalama EIiB+iB orani olan
%54'0 astigr goéralmastar (Sekil 4-1). Dolayisiyla, bu formilin daha iyi
blastosist gelisen embriyolarin se¢imine yardimci oldugu sdylenebilir. AUC
degeri KS2-8 formall icin 0.794 olarak hesaplanmistir (%95 CI: 0.768-0.825;

sensitivite: 95.1; spesifisite: 51.5).
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Sekil 4-1: On calismaya dahil olan 788 embriyonun birinci denklemden aldiklan
puanlara gére %10’luk grup dagihimlari. En iyi ve iyi kalite embriyolar maviyle, kéti ve

gelisimini durdurmus embriyolar kirmiziyla gésterilmistir.
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4.2. Dort Hucreden Sekiz Hiicreye Gecis Evresinin Klivaj Senkronitesi:

KS4-8 = (t8-t5) / (t8-t4)

Bu form0lin degeri bire yaklastiginda KB+GDE orani %89-98’e
ulasirken, deger sifira yakin bulundugunda (bes hicreden sekiz hiicreye hizli
béliinme igareti) EIB+IB orani %80’e ulasmaktadir (Sekil 4-2). AUC degeri
KS4-8 formull igin 0.789 olarak hesaplanmistir (%95 CIl: 0.759-0.817;
sensitivite: 95.3; spesifisite: 50.1).
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Sekil 4-2: On calismaya dahil olan 788 embriyonun ikinci denklemden aldiklar
puanlara goére %10’luk grup dagilimlari. En iyi ve iyi kalite embriyolar maviyle, kéti ve
gelisimini durdurmus embriyolar kirmiziyla gésterilmistir.

4.3. DNA Kopyalama Siirelerinin Orani:

DK = (t3-12) / (5-t3)

DNA kopyalama orani ikinci hiicre déngl sdresinin (13-t2)
dclncd hicre dongu suresine (t5-t3) bélinerek hesaplanmis ve bu oran igin
iki esik deger bulunmustur. ik ve son %10’luk gruplarda KB+GDE orani %86-
98’e yiikselmistir. En yliksek EiB+IB orani ise 0.75-0.87 degerleri icin %70-
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77 olarak saptanmistir (Sekil 4-3). AUC degeri DK form0li igin 0.551 olarak
bulunmustur (%95 Cl: 0.515-0.586; sensitivite: 98.4; spesifisite: 25.9). Bu
formdl ilk ve son %10’luk dilimlerde bulunan embriyolari degerlendirme disi
birakmak igin kullaniimigtir.
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Sekil 4-3: On calismaya dahil olan 788 embriyonun iiciincii denklemden aldiklan
puanlara gére %10’luk grup dagilimlari. En iyi ve iyi kalite embriyolar maviyle, kéti ve
gelisimini durdurmus embriyolar kirmiziyla gésterilmigtir.

4.4. Morfolojik Degerlendirme Digi Birakma Kriterleri

4.4.1. iki ve Dort Hiicre Evrelerinde Esit Olmayan Blastomer Varligi

Sonuglarimiza gére iki hicreli evrede esit olmayan
blastomerlere sahip embriyolarin %63.75'i KB’lere ddnusmugstir. Benzer
olarak doért hicreli evrede esit olmayan blastomerlere sahip embriyolarin
%61.32’si KB’lere dénlsmustir. Ancak, iki hicreli evrede esit olmayan
blastomerlere sahip embriyolarin ¢ogu doért hdcreli asamada da esit
blastomerlere sahip olmadiklari igin bu embriyolarin KB orani artmamaktadir
ve %64.62 olarak hesaplanmigtir (Tablo 4-1).
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Tablo 4-1: Blatosist kalitesinin iki ve dort hiicre evrelerindeki esit ya da

esit olmayan blastomer boyutlarina gore karsilagtirmasi.

Blastomer Boyutu EiB + IB % KB + GDE %
Esit 2 hicre 57.16 42.84
Esit olmayan 2 hiicre 36.75 63.75
Esit 4 hiicre 58.32 41.68
Esit olmayan 4 hiicre 38.68 61.32
Esit 2 ve 4 hiicre 60.27 39.73
Esit olmayan 2 ve 4 35.38 64.62

4.4 2. Direkt Klivaj Bulgusu

Direkt klivaj ya da bir hiicreden dogrudan U¢ hlcreye bdlinme
bulgusu 6n calisma grubunu olusturan 788 embriyonun 91’inde gortlmus
(%11.54) ve bunlarin %87.9’'unun KB+GDE’lere ddnustigi gbzlemlenmistir.
KB+GDE orani 6n ¢alisma grubunda ortalama %45.55 olarak hesaplandigi
icin direkt klivaj bulgusu embriyonun besinci gin kalitesini etkileyen énemli
bir parametre olarak tespit edilmis ve buna sahip embriyolara negatif puan

verilmistir.

4.5. Puanlama Sistemi

Her G¢ denklem igin %10’luk gruplar ayri ayri puanlandiriimistir.
Dolayisiyla, her embriyo bulundugu %10’luk dilime gére her formdl icin bir
puan almistir. Morfolojik degerlendirme digi birakma kriterlerinin varliginda
(iki ve dért hicre evrelerinde esit olmayan blastomer varligi ve direkt klivaj

bulgusu) negatif puanlama uygulanmistir.
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Ornegin, iki hiicreden sekiz hiicreye gecis evresinin klivaj
senkronitesinin hesaplanmasini saglayan ilk formdl icin ilk %10’luk grubun
EiB+IB orani %1 olarak bulunmustur. On calisma grubunun EiB+iB orani
%54 olarak hesaplandigi icin bu dilimde yer alan bir embriyo ortalamaya
kiyasla EiB+iB olma olasili§i %53 daha diisiik oldugundan embriyonun bu
denklem icin puani -53 olarak hesalanmistir (Sekil 4-4). Benzer sekilde son
%10’luk dilimde yer alan bir embriyonun EIB+iB olma olasili§i %84 olarak
belirlenmistir; ve bu da ortalamadan %30 fazladir. Dolayisiyla, son dilimde
yer alan bir embriyonun bu denklem icin puani +30’dur (Sekil 4-4).

EiB + IB oranlan

Ortalama EiB + IB oram 54 54 54 54 54 54 54 54 54 54

Sekil 4-4: Birinci denklem sonucunda embriyolarin %10’luk grup dagilimlarina gore
puanlanmasi. ilk satirda her %10’luk dilimin EiB + IiB orani, ikinci satirda calisma
grubunun ortalama EIB + iB orani ve liciincii satirda ise birinci satirin ikinci satirdan
cikariima sonucu gésterilmistir. En iyi ve iyi kalite embriyolar maviyle, koéti ve
gelisimini durdurmus embriyolar kirmiziyla gésterilmistir.

Morfolojik degerlendirme digi birakma kriterlerinin varhiginda (iki
ve dort hicre evrelerinde esit olmayan blastomer varligi ve direkt klivaj
bulgusu) negatif puanlama uygulanmistir. Ornegin, direkt klivaji olan bir

embriyo icin besinci ginde KB+GDE olma olasiigi 9%87.91 olarak
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bulunmustur; bu da én calisma grubunun ortalamasi olan %45.55’ten 42.36
puan fazladir. Dolayisiyla, bu bulguya sahip bir embriyoya -42 puan

verilmistir.

iki hiicre evresinde esit olmayan blastomerlere sahip
embriyolarin negatif skoru ayni sekilde -21 olarak hesaplanmistir (42.84-
63.75= %-20.91). Dort hicre evresinde esit olmayan blastomerlere sahip
embriyolarin negatif skoru ise -20 olarak bulunmustur (41.68-61.32= %-
19.64). Son olarak, hem iki hlicre evresinde hem de dért hiicre evresinde esit
olmayan blastomerlere sahip embriyolarin puani -25%ir (39.73-64.62= %-
24.89) (Tablo 4-1).

Yukarida detayli anlatilan her G¢ kinetik formul ve iki morfolojik
bulgu icin tek tek puan verilmis ve daha sonra bu bes puan toplanarak toplam
puan elde edilmistir. Bu toplam puan da blastosist olusum ve Kkalite
prediksiyonu icin kullaniimigtir. Bu calismada hesaplanan toplam puanin

degerleri -222 ve +79 arasinda yer almaktadir.

4.6. Morfolojinin Toplam Puan ile Karsilastiriimasi

Embriyo gelisiminin Gg¢lncl guninde sekiz hicre bdlinme
zamanina kadar toplanmis kinetik veriler ile calismamizda olusturulan model
kullanilarak blastosist olusumu ve kalitesi yoninden prediksiyon yapilmigtir.
Daha detayli bir analiz yapilabilmesi agisindan toplam puanlar ceyrek
dilimlerde incelenmis ve besinci ginde o embriyolarin gercek kaliteleri ile
karsilastiriimistir.

En iyi ve iyi gruplarda elde edilen EIB ve IB oranlari sirasiyla
%85 ve %72 olarak bulunmustur. Bir baska deyisle ayni oranda EiB+iB
dogru olarak tahmin edilmigtir. Zayif grup icin, KB+GDE orani %91’e
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yUkselmistir. Gergcek morfolojinin blastosist olusum ve kalite prediksiyon
modeli ile korelasyonu anlamli bulunmustur (p<0.0001) (Sekil 4-5).
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Sekil 4-5: Embriyo gelisiminin lgiincii giiniinde modelden elde edilen toplam puanin

besinci gin blastosist kalitesiyle karsilastiriimasi. A. Zayif grup (%0-25) KB’lerin
%97’ini icermekte. B. Orta grup (%25-50) KB’lerin %46’sini iB’lerin ise %39’unu
kapsamakta. C. lyi grup (%50-75) iB’lerin %47’sini EiB’lerin ise %25’ini icermekte. D.
En iyi grup (%75-100) iB’lerin %54’iinii ve EiB’lerin %31’ini kapsamakta. EiB, iB,
KB+GDE’ler ise sirasiyla mavi, yesil ve kirmizi ile gésterilmistir.

Ayni sekilde tim blastosist grubu (n=1156) retrospektif olarak
(ic morfoloji alt grubunda incelendiginde (EIB, IB ve KB+GDE) EIB olarak
predikte edilmis %77 embriyonun EiB ya da iB’ye déniistigi gorilmektedir.
Bu oran iB'ler icin %68 olurken orta ve zayif grup KB'lerin %76’sini
icermektedir (p<0.0001) (Sekil 4-6).
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Sekil 4-6: Embriyonun besinci glindeki kalitesiyle tGiciincii glinde modelden elde edilen
toplam puanin kargilagtiriimasi. Zayif grup kirmiziyla, orta grup sariyla, iyi grup yesille
ve en iyi grup maviyle gésterilmistir.

4.7. Blastosist Olusum ve Kalite Prediksiyon Modelinin On Calisma
Grubunda (%68.16) Caligiimasi

Toplam puan grafigi EIB ve IB oranlari yéniinden her %10’luk
dilim icin artis gOstermektedir ve son %10’luk dilimde bu oran %84’e
ulagsmaktadir. ilk dort %10’luk dilimlerde EiB+iB orani 6n galisma grubunun
ortalamas! olan %54.44’ten dusidk olmustur (Sekil 4-7). Toplam puan igin
hesaplanan AUC 0.815tir (%95 CIl: 0.786-0.841; sensitivite: 77.86;
spesifisite: 71.87).
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Sekil 4-7: On caligmaya dahil olan 788 embriyonun bes denklemin sonucunda aldiklari
toplam puanlara gore %10’luk grup dagihmlari. En iyi ve iyi kalite embriyolar maviyle,
kotl ve geligsimini durdurmusg embriyolar kirmiziyla gosterilmistir.

4.8. Blastosist Olusum ve Kalite Prediksiyon Modelinin Dogrulama
Grubunda (%31.84) Calisiimasi

On calisma grubu modelin olusturulmasini  saglamis
oldugundan, modelin dogrulanmasi toplam blastosist grubunun %31.84’l0k
kismini olusturan bir dogrulama grubunda gergeklestiriimistir. On calisma
grubunun vyarisi kadar embriyo icerdiginden dogrulama grubu %20’lik
dilimlerde incelenmistir. Olusturulan grafik 6n ¢alisma grubuna benzer bir
dagihm gdstermis ve ilk %20’lik dilimde EiB+iB %4 olurken son dilimde bu
oran %92’ye yukselmistir (AUC: 0.843; %95 CI: 0.802-0.879; sensitivite:
91.2; spesifisite: 60.7) (Sekil 4-8).
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Sekil 4-8: Dogrulama calismasina dahil olan 368 embriyonun bes denklemin
sonucunda aldiklar1 toplam puanlara gére %20’lik grup dagilimlari. En iyi ve iyi kalite

embriyolar maviyle, kétli ve gelisimini durdurmus embriyolar kirmiziyla gésterilmistir.

On calisma ve dogrulama gruplarinda bulunan 1156
embriyonun blastosist olusum ve Kkalite prediksiyon modelinden aldiklari
toplam puanlar icin AUC degeri 0.823 olarak hesaplanmistir (%95 Cl: 0.800-
0.845; sensitivite: 85.6; spesifisite: 63.9).
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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, giiniimiizde klinik kullanima uygun degildir ?829),

Dolayisiyla, sirekli embriyo izleme sistemleri (SEIS) rutin bir tiip
bebek laboratuvarinda kullanilabilecek ve rahatgca 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¢ siphe 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

biylk 6nem arz ettigini kanitlamistir ¢,

Bunun yaninda, Meseguer tarafindan 2011  yilinda
gerceklestirilen calisma, her hastanin her embriyosu icin tim bdlinme
zamanlarinin isaretlenmesiyle elde edilen karmasik ve uzun verinin ¢eyrek
dilimler kullanilarak calisilip degerlendirilebilicegini de gdstermesi agisindan

cok kiymetli olmustur. Bu arastirma, insan embriyolarinin implantasyon
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sansini var ya da yok olarak degerlendirmek yerine, mitoz bdlinme
zamanlarinin doért ceyrek grup olarak incelenmesi halinde, ilk ve son ¢eyrek

araliginda kademeli bir artisin var oldugunu géstermistir .

Ancak, bu model tip bebek laboratuvarlarinda yaygin olarak
kullanilamamis ve SEiS’leri kullanan ve kendi klinik ortamlarinda blastosisit
ve/ veya implantasyon tahmini yapmak isteyen her embriyoloji birimi icin bir

baslangic noktasi olmustur ©%.

insan embriyosunun mitoz bélinme zamanlari  kontrolli
ovaryen stimilasyon 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 gésterilmistir 1),
Dolayisiyla, yaygin kullanim igin olusturulacak bir blastosist olusum ve
implantasyon prediksiyon algoritmasinda bélinme zamanlarinin  tam
degerleri kullanilmamalidir. Ayrica, kati ve belirli arahklar dahilinde
embriyolarn ceyrek dilimlere gruplandirmak da hem yeterli olmayabilir, hem
de yine yukarida belirtilen sebeplerden dolayr embriyolarin esnekligini dogru

yansitmayabilir.

Ancak, bu tez kapsaminda olusturulan ve bes formil igceren
algoritma, 9%10’luk degisken gruplar kullandigindan her tip bebek
laboratuvarina kendi kinetik verisini esnek olarak inceleme olanagi tanimakta
ve embriyo gelisiminin dinamigini daha iyi tercime edebilmektedir.
Calismamizda, preimplantasyon dénemi embriyo gelisiminin ritmini ve
Uclincll giine kadar SEiS’te gézlenen embriyonun klivaj senkronitesini

yansitmak igin U¢ kinetik formal olusturduk.

Birinci forml; iki hiicreden sekiz hlicreye gegis evresinin klivaj
senkronitesi, (KS2-8) genel olarak insan embriyosunun mitoz bélinmelerinin

hizini ya da bir baska deyisle, klivajlarinin senkronitesini tercime etmektedir.
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Temel olarak, KS2-8 denklemi insan embriyosunun senkron bir sekilde iki
hiicreye bdlinlp, U¢ hicre evresinde kisa bir bekleyisten sonra tekrar
bolinerek daha uzun kaldigi doért hlcre evresine ulastigi gbézlemine
dayanmaktadir. Ek olarak, bes, alti ve yedi hiicre evreleri toplamda
bakildiginda doért hiicre evresinden daha kisa sirmektedir. Dolayisiyla, KS2-
8 = ((18-t12) + (t5-t14)) / (18-t2) denklemi embriyonun sekiz hiicre asamasina
kadar zamansal olarak hangi oranda ¢ift hiicre evrelerinde kaldigini
gOstermektedir.

Benzer olarak, ikinci formul, dort hiicreden sekiz hicreye gecis
evresinin klivaj senkronitesi (KS4-8), dért hiicreden sekiz hlicre evresine
gecerken embriyonun zamansal olarak bes, alti ve yedi hlicre evrelerinde ne
kadar kaldigini géstemektedir. Son olarak, DNA kopyalama strelerinin orani
(DK), iki ve dért hicre evrelerinin DNA kopyalama zamanlarinin oranini
temsil etmektedir. Ayrica, iki morfolojik degerlendirme disi birakma kriteri
tanimlanmistir: iki ve doért hicre evrelerinde esit olmayan blastomer varligi ve

direkt klivaj bulgusu.

Bu U¢ kinetik denklem ve iki morfolojik degerlendirme disi
birakma kriteri  blastosist olusum ve kalite prediksiyon modeli
olusturulmasinda kullaniimigtir. Bu bes formullden elde edilen puanlar
aritmetik olarak toplanip olusturulan algoritmanin toplam puani elde
edilmigtir. Bes puanin toplanmasindaki amag, hiyerarsik modelin tersine, bir
formdlden koétl puan alan bir embriyoyu dogrudan kéth olarak kabul
etmeyerek ona diger formullerden dederlendirme imkani vermek ve hangi

%10’luk dilimde yer aldigini tespit etmektir.

Tlp bebek merkezlerinin farkli yas gruplarindan cok farkli
infertilite nedenleriyle mlracaat eden ciftleri kabul ettikleri disundldiginde
uygulanabilirligi yUksek bir model olusturma amacini karsilamak icin
merkezimize basvurmus ve tedavilerinde embriyolari SEiS’te takip edilmig
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tim infertil olgular calisma dénemimizde retropektif olarak degerlendiriimis,
hasta secimi yapilmamigtir. Sadece preimplantasyon genetik tani (PGT)
yaptiran hastalar, embriyolarinin kaltiri esnasinda bir hiicrenin alinmasi ile
muidaheleye maruz kaldiklari icin bu arastirmaya dahil edilmemislerdir.
Dolayisiyla, bu tez calismamiza besinci ginde transfer uygulanmis hastalar
dahil edilerek, embriyo gelisiminin Og¢lncl glnine kadar toplanan
morfokinetik verilerin retrospektif degerlendirmesiyle blastosist olusum ve
kalite prediksiyon modeli olusturulmustur. Arastirmamiz  kapsaminda
heterojen infertilite sebepleri bulunan bir hasta grubunun dahil edilmesine
ragmen, bu model kullanildiginda blastosist olusum ve kalite tahmininin AUC

degeri yiksek bulunmustur (0.823).

Embriyoya dayali modeller, embriyolarin kalitesi ve dolayl
yoldan her iki gametin kalitesiyle ilgili gUvenilir bilgi vermelerine ragmen,
implantasyon agisindan degerlendirildiklerinde transfer giini endometriumun
reseptivitesiyle ilgili  hic bir bilgi verememektedirler. Dolayisiyla,
implantasyonun direkt olarak embriyo gelisimiyle baglantili hale getirilerek bir
model olusturulmasi cok kolay gdzikmemektedir. Ancak, tahmin degeri
yiksek bir algoritma olugsturabilmek icin hem endometrial reseptivite
testlerinden faydalaniimali, hem de kadin yags! ve transfer glinine goére alt

8182 Ne var ki olusturulan modelin

gruplar olusturularak degerlendirimelidir |
klinikte kullanimi embriyo gelisiminin Gg¢lncl gininde kétl kalite blastosist
olusturacak embriyolari ya da blastosiste ddnisemeyecek embriyolari
transfer etmeme ydninden dogrudan implantasyon acisindan &6nemli

olacaktir. Zira bu embriyolarin klinik gebelik olusturma ihtimali cok dtsuktar.

Tez calismamiz kapsaminda olusturulan model ayrica klinikte
cok yilksek olasilikla en iyi kalite ya da iyi kalite blastosist (EiB+IB)
olusturabilecek embriyolari, onlari laboratuvar ortami kosullarina iki giin daha
maruz birakmadan, gelisimlerinin G¢lnct gininde segmek acisindan da ¢ok

6nemli olacaktir. Literatlrde, blastosist kdltGrinin preterm dogumlar,
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postnatal etkiler ve epigenetik modifikasyonlar gibi uzun streli riskleri ile ilgili
tartismall yayinlar bulunmasina ragmen, embriyo kaltGrindn laboratuvar
ortaminda iki glin uzatilmasi Gg¢lnci gunde morfolojik agidan birbirine ¢ok
benzer embriyolar arasindan secim yapma imkani tanimaktadir %34,
Uglincli giin  embriyolarinin kinetik secimi, klivaj dénemi embriyolarinin
ginimizde blastosist transferine gbre daha disik olan implantasyon

basarisini da arttiracaktir ©°.

Ayrica, ginimuzde, klinik uygulamada blastosist vitrifikasyonu,
cogunlukla blastosel kavitesindeki sividan kurtulamak igin, lazer 1sin1 ya da
ICSI pipeti kullanilarak suni kolaps ydntemiyle uygulanmaktadir ve kinetik
acidan secilmis klivaj donemi embriyolarinin vitrifikasyonu da embriyo

manipulasyonunu azaltarak onlara verilen olasi zarari minimuma indirecektir.

Diger taraftan, tez calismamiz kapsaminda olusturulan model,
embriyologlari transfer iptali endisesi olmadan, embriyo klltlrinl besinci
glne uzatip uzatmama konusunda rahatlatacak, blastosist transferi kararinda
emin olmalarini saglayacaktir. Burada O6nerilen algoritma, besinci glnde
beklenen ve trofektoderm biyopsisi uygulanabilecek EIB+iB’leri predikte
ederek PGT vakalari igin biyopsi stratejilerinin olusturulmasina da yardimci
olacaktir. Bu algoritma ayni zamanda yakin dénemde 6nerilen risk modeliyle
birlikte kullanilarak tek embriyo transferi igin implantasyon olasiligi en yiksek

embriyoyu transfere segmek icin de kullanilabilecektir 27,
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6. SONUC

Tez calismamiz kapsaminda olusturdugumuz model Gardner’in
blastosist icin tasarladigi  morfolojik  kriterlerle de pozitif olarak
iliskilendirilmistir (p<0.0001). Bu da modelin ylksek prediksiyon gucini
gbstermektedir. Dolayisiyla, model ayni zamanda benzer kalitede olan
blastosistler arasinda morfoljik se¢imin &tesine gecgerek kinetik bir ayirm
yapmak icin de kullanilabilir. Nitekim, morfolojik dederlendirmeler her zaman
kisiler arasi ve kisinin farkh zamanlarda yapacagl degerlendirme
farkhliklarina aciktir. Bu, 6zellikle embriyo gelisiminin dérdiinct ve besinci
glnleri icin gecerlidir, zira klivaj ddnemi embriyolarinin degerlendirmesi daha
cok hicre sayimina, hudcrelerin esit olup olmadigina ve fragmantasyon
tayinine bagll oldujundan daha kolaydir. SEiS’lerde ise embriyonun klivaj
zamanlarinin belirlenmesi ve kaydedilmesi cihaz tarafindan olusturulmus
videolarin geriye alinip tekrar izlenebilme 6zelligi sayesinde kullaniciya
kolayllk saglamis, subjektiviteyi azaltmis ve daha temiz veri eldesini
saglamistir. Bu 0&zellikler prospektif olarak kullanilabilecek modellerin

olusturulmasina da yardimci olmustur.

Sonu¢ olarak, insan embriyosunun klivaj zamanlar farkli
etyolojilere sahip infertil giftlerin embriyolari igin ayni olmayabilir ve bu belirli
mitoz bdélinme zamanlar laboratuvar kosullari ile de degiskenlik
gosterdiginden bir genellemeye uygun degildir. Ancak, segilmis klivaj
déngullerinin - zamansal oranlari ya da klivaj senkronitesi, bu tez
arastirmamizda sonuclarini aktardigimiz retrospektif kohort ¢alismamizda
bireysel analiz saglamis ve yiksek prediksiyon dederi olan bir blastosist
olusum ve kalite modelinin temellerini atmistir. Onerilen model ileride hem
implantasyon acisindan gelistirilmeli, hem de etkisinin degerlendirilebilmesi
icin randomize prospektif olarak test edilmelidir. Tez kapsaminda
olusturdugumuz model gelecekte IVF laboratuvarlarinda uygulanarak
embriyo secimine fayda saglayacagi disuniimektedir.
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7. OZET

insan Embriyosunda Blastosist Olusumu ve Kalitesinin Béliinme
Senkronitesi ile Ongoriilmesi

TOp bebek yénteminde yumurta ve spermin bir araya getiriimesinden itibaren,
déllenme ve embriyo transferi asamasina kadar yaklasik bes gin stren bir
embriyo gelisim takip slreci s6z konusudur. Bu stirede amag, embriyolarin
morfolojik degerlendiriimesiyle transfer edilecek en iyi embriyoyu secmek ve
gebelik sansini arttirmaktir. Ancak, halen tek embriyo transferiyle 35 yas
altinda olan kadinlarda elde edilen implantasyon oranlari yaklagik olarak
%35’dir. Dolayisiyla, morfoloji yéniinden secilen ve transfer edilen bir ¢ok
embriyo gebelik olusturamamaktadir. Sirekli embriyo izleme sistemlerinin
laboratuvarlarda kullaniimasi bir ¢ok yayini da beraberinde getirmis ve
“‘morfokinetik” adinda yeni bir alan dogurmustur. Calismamizin amaci,
morfokinetik parametreler kullanarak retrospektif olarak embriyolarin iyi kalite
besinci glin embriyosu (blastosist) olusturma potansiyelini incelemektir.
Calismaya, sekiz hlicre asamasina kadar ulasmis 190 infertil cifte ait ve
besinci glinde transfer edilmis 1156 embriyo dahil edilmistir. Bu morfokinetik
analiz kapsaminda, bélinme (klivaj) senkronitesinin belirlenmesi icin ¢
kinetik form0l ve iki morfolojik segim kriteri olusturulmustur: (F1): ((t3-t2)+(t5-
t4))/(t8-12); (F2): (13-12)/(15-t3); (F3): (i8-t5)/(t8-t4); (F4): iki ve dért hiicre
evresinde blastomer bayUkligu; (F5): Direkt klivaj varligi. Bu bes formilden
elde edilen puanlar toplanarak blastosist olusumu ve Kkalitesi tahmini
saglanmistir. istatistiksel analiz egri altinda kalan alan (AUC) degerini 0.823
(95% CI: 0.800-0.845) gibi yiksek bir deger olarak bulmustur. Dolayisiyla, bu
tez cercevesinde belirlenen bazi hiicre evrelerine ulasma zamanlarinin
oranlamasi ve klivaj senkronitesinin kullaniimasi, ¢alisilan retrospektif grupta

blastosist olusumu ve kalitesi ile ilgili ylksek tahmin olanagi saglamistir.

Anahtar Kelimeler: Sirekli izleme sistemi, morfokinetik, senkronite, klivaj,

blastosist.
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8. SUMMARY

Prediction of blastocyst formation and quality using morphokinetics in

human embryos

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. However, the implantation
rate obtained after single embryo transfers in women below 35 years of age
is still approximately 35%. Thus, many morphologically selected embryos do
not develop into a pregnancy. 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. The aim of the study is to build a model using
morphokinetics to predict retrospectively blastocyst formation and quality.
The study included 1156 embryos from 190 infertile patients which have
achieved the eight-cell stage and were transferred on day five. Three kinetic
equations and two morphologic features, were used to identify cleavage
synchronicity: (F1): ((13-t2)+(t5-t4))/(18-t2); (F2): (t3-12)/(15-t3); (F3): (18-t5)/(18-
t4); (F4): Blastomeres’ size at two and four-cell stages; (F5): Presence of
direct cleavage. Scores obtained from these five criteria were added for the
prediction of blastocyst formation and quality giving an area under curve
(AUC) as high as 0.823 (95% CI: 0.800-0.845). Therefore, ratios based on
selected cleavage cycles defining synchronicity, allowed in this retrospective
cohort study a high predictivity of blastocyst formation and quality.

Keywords: Time-lapse imaging, morphokinetics, synchronicity, cleavage,

blastocyst.
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