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Objektif: Iyi kalitede transfer edilebilir embryosu olmayan hastalarda 3. giinde assisted hatching islemine ek olarak
uygulanan defragmantasyonun implantasyon ve gebelik oranlarina etkisi arastirilmustir.

Gereg ve yontemler: lyi kalitede embryosu olmayan (Veeck klasifikasyonu grade > 1 ve/veya >%10 fragmantasyon)
tiim yaslardan hastalar (n=168) retrospektif olarak incelendi. Birinci grupta transfer edilen tiim embryolar grade
2 olup, mekanik assiated hatching (mAHA) uygulanmusty. Ikinci gruba ise asit Tyrodes aAHA ve defragmantasyon
yapilmis ileri derecede fragmantasyonu olan (>%10-50 fragmantasyon) grade 3 embryo transfeleri dahil edildi.
Sonuglar: Birinci grupta pozitif BhCG %33, klinik gebelik (fetal kalp atimi olan) orani %27 ve implantasyon orani
%11,28 idi. Bu oranlar aAHA ve defragmentasyon grubunda sirasi ile. %37, 1, % 28, 8 ve %16,19 idi. 35 yas iistii
hastalarda aAHA ve defragmentasyon grubunda kabul edilebilir implantasyon (%14,46) ve klinik gebelik (%31,58)
oranlart elde edilmisti. Transfer edilecek iyi kalitede embryosu olmayan hastalarda defragmentasyon islemi kabul
edilebilir basart oranlar nedeni ile tecriibeli laboratuar ekibi olan merkezlerde AHA islemine ilave olarak uygulanabilir.
Aksi takdirde sadece AHA daha uygun bir tercihtir.
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THE OUTCOME OF ASSISTED HATCHING AND DEFRAGMENTATION IN PATIENTS WITH POOR
QUALITY EMBRYOS OF IVF OUTCOME

SUMMARY

Objective: To evaluate the effects of assisted hatching in combination with defragmentation applied to day 3 poor
quality human embryos, on implantation and pregnancy rates.

Materials and methods: A retrospective analysis was performed in patients (n=168) of all ages with no good quality
transferable embryos (Veeck classification embryos >grade 1 and/or >10% fragmentation). The first group was
consisted of cycles in which mAHA was performed to all transferred grade 2 embryos. The second group included
transfer cycles where all the embryos were highly fragmented (between 10-50% fragmentations, grade 3) and aAHA
and microsurgical fragment removal were applied to all of them.

Results: In first group positive BhCG was 33%, clinical pregnancy (fetal heart beat) rate was 27% and implantation
rate was 11,28%. These rates were 37, 1%, 28, 8% and %16, 19 respectively in the aAHA plus defragmentation group.
In cases over 35 years of age in aAHA plus defragmentation group acceptable implantation (14,46%) and clinical
pregnancy (31,58%) rates were achieved.
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Conclusion: In patients with no good quality transferable embryos AHA combined with defragmentation can be

utilised with acceptable success rates in laboratories where there are experienced personnel available for this

procedure otherwise only AHA can be the best option.
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GIRIS

Yardimct iireme tekniklerinde basart embryo
kalitesine baglidir. Embryo derecelendirmesinde
kullanilan protokollerin ¢ogu embryo fragmantasyonuna
ve blastomer biiylklik ve goriiniimiine dayanir.
Embryonik hacminin %10"undan fazlasini kaplayan
fragmantasyon embryo gelisiminde bozulma ile
iliskilidir()). Embryo fragmantasyonunun embryo
gelisiminde duraksamaya neden oldugundan bahsedilir
ancak tam agiklanmamistir. Gelisiminde duraksama
olmayan ancak fragmantasyon tesbit edilen embryolarin
akibeti ise halen belirsizdir.

Bugiine kadar yapilmis ¢alismalarda, fragmantas-
yonun artisi ile embryo gelisimindeki bozukluklarin
arttig1 buna bagl olarak da implantasyon oranlarinda
diistiigii bildirilmistir>-4). Fragmantasyonun derecesi
yaninda fragmantasyon paterninin de implantasyonda
onemli bir parametre oldugu bildirilmistir(5).

Gelisen embryonun igindeki fragmanlarin
alinmasinin embryo iizerindeki yikicr etkileri ortadan
kaldiracak etkin bir yontem oldugu one stiriilmiistiir
(5). Fragmantasyonu olan insan embryolarina
defragmantasyon isleminin uygulanmasi embryo
gelisiminde olumlu etki gdstermis ve iyi kalitede
blastosist gelisimi gdzlenmistir(®). Ayrica, defragman-
tasyon islemi yapilan fragmantasyonlu embryolarin
transferi sonrast klinik sonuglar yiiksek kalitede
fragmantasyonu olmayan embryolarla esdeger bulun-
mustur(7,

Bu calismada amag transfer edilebilecek iyi
kalitede yani grade 1 embriyosu olmayan hastalarda
assisted hatching islemine ek olarak defragmantasyon
yapmanin gebelik sonuglari iizerine etkilerini

degerlendirmektir.

GERECVE YONTEMLER

Calisma grubu 6zel bir IVF kliniginde Ocak 2003
- Eyliil 2006 yillar1 arasinda yapilan 168 intrasitoplasmik
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sperm enjeksiyonu (ICSI) siklusundan olugmaktadir.
Calismaya siklus sonucu bilinen ve embryo transferi
ile sonuglanan sikluslar dahil edilmistir. Ttim sikluslarda
hastalarin kendi gametleri ile, taze ICSI sikluslaridir.
Dondr sikluslart ve dondurma ¢dzme embryo
transferleri ¢alismaya dahil edilmemistir. Yumurta
toplama islemi sonrasi 3. giinde embryo kalite
degerlendirilmesinde grade >1 ve/vey >%10
fragmantasyonu olan hastalar (n=168) retrospektif
olarak incelendi. Tiim yas gruplari ¢calismaya dahil
edildi.

Kontrollii ovaryan hiperstimulasyonda
gonadotropin-releasing hormone analogu (GnRH)
(Lucrin, Abbott, Switzerland) (long veya microdose
flare-up protokolii) kullanilmistir. Bu ¢aligmaya dahil
edilen hastalarda ovaryan rezervi iyi olan hastalarda
long, protokol rezervi azalmis hastalarda microdose
flare-up protokol tercih edilmistir. mAHA grubunda
42(% 66) hasta long protocol, 21 hasta microdose
protokol; aAHA ve defrag. grubunda da 69 (% 65,7)
hasta long protocol, 36 hastada microdose protocol
kullanilmistir. mAHA grubunda 31 (% 49) hastanin
birinci siklusu; aAHA ve defrag grubunda ise 53 (%51)
hastanin birinci siklusudur. Long protokolde hipofizer
baskilanma saglandiktan sonra gonadotropin (rFSH)
(Puregon, Organon, Netherlands) baslanmis ve
gonadotropin dozu hastanin ovaryan cevabina gore(150-
300 1U/giin) ayarlanmistir. Mikrodoz flare-up
protokolde 21 giinlii oral kontraseptif uygulamasini
takiben 3. giin giinde 2 kez 40 mikrogram Lucrin
baslanmis ve bu uygulamanin 3. giiniinde de 300-450
IU gonadotropin baslanmistir. Ug veya daha fazla
folikiil 18 mm ¢apa ulasinca oviilasyon 10,000 [U hCG
(Pregnyl, Organon, Netherlands) ile tetiklenmistir.
hCG enjeksiyonundan 35 saat sonra yumurta toplama
islemi yapilmustir.

Embryo kiiltiirii ve fragmantasyonun degerlen-
dirilmesi
Yumurta toplama isleminden sonra hyaluronidase

uygulamasini takiben tiim metafaz II oositlere ICSI
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uygulanmuistir. ICSI igleminde Narishige micromani-
pilatéor, Olympus IX 71 inverted mikroskop
kullanilmigtir. Fertilize olan tiim oositler 25 pl micro
damla vasatta kiltiire edilmis ve ayri ayr1 analiz
edilmislerdir..

Tim embryolar 3. giinde degerlendirilmis ve
embryo kalitesi Veeck klassifikasyonuna(®) gore
siniflandirilmistir. Embryo fragmantasyonunun
degerlendirilmesi laboratuar sorumlu embryologu
tarafindan yapilmistir. Transfer edilecek grade 2
embryolara parsiyel zona disseksiyon pipeti (Conseption
Technologies, San Diego) ile mekanik assisted hatching
(mAHA) yapilmustir. Ileri derecede fragmantasyonu
(>%10-50). olan grade 3 embryolara assisted hatching
(aAHA) islemi i¢in asidifiye Tyrode's soliisyonu
(Medicult, Denmark) aha pipette (Research Instruments,
United Kingdom) ile uygulanip asidifiye soliisyon
ortamdan emildikten sonra blastomerleri hasarlamadan
tim veya bazi fragmanlarin temizlenmesi islemi
yapilmustir.(sure maksimum 3 dakika ile sinirlandiril-
mistir) Defragmantasyon igleminden sonra embryolar
ek siire olarak 2 saate kadar transfer dncesi enkiibe
edilerek dinlendirilmistir. Tiim bu islemler laboratuar
sorumlu embryologu tarafindan gelistirilmistir. Tim
embryo transferleri yumurta toplama iglemi sonrasi 3.
giinde yapilmistir. .

ICSI sikluslar iki grupta analiz edildi. Birinci
grupta <%10 fragmantasyon mevcut olup sadece AHA
yapilmistir. Ikinci gruptaki hastalarda yani
defragmantasyon ve AHA yapilanlarda fragmantasyon
>%10 dur.. iki grup kadin yas1, alinan oosit sayisi,
metafaz 2 oosit sayisi, fertilize olan oosit sayisi, transfer
edilen embryo sayisi, pozitif fhCG, klinik gebelik ve
implantasyon oranlart agisindan karsilastirildi.

Sonuclar

168 yumurta toplama igleminde 2614 oosit elde
edildi. Alinan matur (MII) oosit sayist 2075 olup
bunlarin 1356 's1 fertilize oldu. Toplamda 547 embryo
transfer edildi.

Birinci grupta 63 hasta, ikinci grupta 105 hasta
vard. Iki hasta grubu ortalama kadin yas1, ortalama
alinan oosit sayisi, metafaz II oosit ve fertilize olan
oosit sayist benzerdi (Tablo I). aAHA ve
defragmantasyon grubunda (group 2) ortalama transfer
edilen embryo sayisi, mAHA grubuna gore daha yiiksek
bulundu (sirastyla 3,39 vs 3,09, p=0.037).
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Tablo I: iki gruptaki hastalarin yas ve siklus karakteristikleri.

mAHA aAHA+defrag. P
n=63 n=105

Yas (yil) 31,79 +5.23 31,74 + 4,84 NS
Oosit sayisi 15,12 £ 0,35 15,81 + 6,49 NS
MII oosit 12,55 +9,71 12,23 £ 5,21 NS
2PNsayis1 7,15+491 8,62 +424 NS
Transfer

edilen embryo 3,09 +1,07 3,39+0,78 0.037

Tiim degerler ortalamaxstandart sapma.

Birinci grupta BhCG pozitifligi %33, klinik gebelik
(ultrasonda fetal kalp atimi1) oran1 %27 ve implantasyon
orant %11,28 idi. Bu bulgular aAHA ve
defragmantasyon grubunda sirast ile %37,1; %28,8 ve
%16,19 idi. Bu parametreler agisindan iki grup
karsilastirilastirildiginda anlamli fark bulunmadi
(p>0.05) (Tablo II).

Tablo II: ki grubun siklus sonug lari.

mAHA aAHA+defrag P
N=63 N=105

Gebelik? 33,3% 37,1% NS
N= (21) 39)
10 11,28% 16,19% NS
(n=sac+) (22) (57)
KG 27% 28,8% NS
N= (17) (30)
Canli Dogum NS
Tek (9/12) 75% (6/12) 50%
ikiz (4/5) 80% (10/11) 90,9%
Ugiiz (1/6) 16,6

AGebelik: + beta HCG, 10: implantasyon orani; KG: Klinik gebelik.

Iki grup ortalama kadin yaslar1 gdz éniine alinip
tekrar degerlendirildi. Tablo III'de gebelik, klinik
gebelik, implantasyon orani ve canli dogum sayilari
verilmektedir. 35 yas altinda olan hastalarda, gebelik,
klinik gebelik, ve implantasyon oranlari iki grupta
benzerdi (p>0,05). Birinci grupta 35 yas tistiinde 19
hasta, bu grupta 35 yas tistii hastalarin yag ortalamasi
39.57 +-2.81 ve bu hastalara transfer edilen ortalama
embryo sayist 2.89+-1.14 dir. Ikinci grupta 35 yas
istiinde 38 hasta, bu grupta 35 yas istii hasta yas
ortalamasi 39.45+-3.05,ve bu hastalara transfer edilen
ortalama embryo sayisi 2.23+-1.52 dir. 35 yas st
hastalarda ise istatistiksel anlamli deger olmasa da
mAHA grubunda (n=19) implantasyon (%6,25) ve
klinik gebelik (%21,04) oranlarinda genel bir diistiis
izlendi (Sekil 1). Ancak, aAHA ve defragmantasyon
yapilan grupta, 35 yas stiinde (n=38)ise makul
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sayilabilecek implantasyon (%14,46) ve klinik gebelik
(%31,58) oranlart mevcuttu. 35 yas istii birinci grupta
canli dogum yok; ikinci grupta 2 hasta canli dogum
yapmuistir. Hasta sayilar1 az oldugundan istatistiksel

karsilagtirma yapilamamustir.

Tablo II1: [ki grubun siklus kadin yas gruplarina gére sonug lari.

GO (%) KGO (%) 10 (%)
Group I Group Il Group IGroup II Group I Group II
Yas<35 3568 3797 292 29,1 13,10 16,72
Age>35 2857 3636 21,04 3158 6,25 14,46

GO: gebelik orant (+ beta HCG); KGO: Klinik gebelik orani, 10: implantasyon

orani.

Sekil 1: 35 yas iistii hastalarda siklus sonug lart.

mAHA n:19  aAHA + defrag. n:38.

40 _

35 L

30 |

25 L

20 L

1 2 3
PR CPR

|:| mAHA - aAHA+defra

PR: gebelik orani (+ beta HCG); CPR: Klinik gebelik orani, IR: implantasyon

orani.

TARTISMA

Bu ¢alisma embryo morfolojisini bozan fragman-
tasyonunun siklus sonuglarina etkisi aragtirilmak tizere
planlanmistir. Literatiire gore, fragmantasyonun artist
ile embryo gelisimi bozulmaktadir-%-19)_ In vitro
caligmalarda fragmantasyonun embryo geligimine
olumsuz etkileri ¢aligilmistir. Fragmantasyon orani ve
paterni blastosist olusumu iizerine de etkilidir(®). Ek
olarak, yaygin fragmantasyon olan embryolarda
blastosist olusumunun azaldigini bildirilmistir(6-10),

Fragmantasyon ile bozulan embryo gelisiminin
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defragmantasyon islemi ile diizeltilmesinin miimkiin
olup olmadigi hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur. Son
yillarda yapilan bir ¢alisma(®), defragmantasyon
igleminin fragmante embryoyu iyilestirmede timit verici
oldugunu bildirmistir. Yazarlar, defragmantasyondan
sonra blastosist olusumunun artmasi yaninda blastosist
kalitesininde arttigin1 da bildirmislerdir(®). Bunun
yaninda, Eftekhari-Yazdi ve ark. ¢alismasinda(®)
fragmantasyonlarin temizlenmesi ile 6lii ve apoptotik
hiicre miktarininda azaldig bildirildi.

Defragmantasyon isleminin pozitif etkileri daha
once ortaya konmustu. Defragmantasyon yapilan kotii
kalite embryolar iglem sonrasi grade 1 embryolar ile
benzer implantasyon ve canli dogum oranlar1 sahipti
(.11, Baska bir ¢alismada(7) hafif fragmantasyonu
olan assited hatching ve defragmantasyon yapilan
embryolar ile sadece assited hatching yapilan grade 1
embryolarin transferi sonucunda benzer implantasyon
oranlari elde edilmistir Bizim ¢alismamizda iyi kalitede
transfer edilecek embryosu olmayan hastalarda (embryo
kalitesi >grade 1 ve/veya >10% fragmantasyon) assisted
hatching/defragmantasyon islemi ile sadece assisted
hatching yapilan grup arasinda implantasyon ve gebelik
oranlart agisinda fark bulunmadi.

Yag gruplarina gore bakildiginda, 35 yas iistiinde
mAHA grubunda, implantasyon (%6,25) ve klinik
gebelik (%21,4) oranlarinda genel bir diigiis izlendi..
Ancak, >35 yas istiinde aAHA ve defragmasyon
grubunda kabul edilebilir implantasyon (%14,46) ve
klinik gebelik (%31,58) oranlar1 elde edildi. Saptanan
bu fark ikinci grupta daha fazla sayida embryo transferi,
ile iligkili olabilir ancak bu gruptaki hastalarin
embryosunun bariz daha kotii kalitede oldugu
unutulmamalidir.

Assisted hatching islemi genel IVF populasyon-
unda rutin olarak 6nerilmemektedir. Ancak ikiden fazla
basarisiz IVF denemesi olan, kotli embryo kalitesine
sahip hastalarda ve ileri yas (=38 yas) ta 6nerilmektedir
(12)_1yi kalitede transfer edilecek embryosu olmayan
hastalarda defragmantasyon iglemi deneyimli laboratuar
personeli olan merkezlerde uygulanabilir ve makul
gebelik sonuglar kotii kalitedeki embryolarla elde
edilebilir. Ancak deneyimsizlik durumunda embriyo
hasari olabilecegi gdz dniinde bulundurulup yalnizca

mAHA islemine gitmek daha yerinde olacaktir.
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