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TRANSFER ED‹LECEK ‹Y‹ KAL‹TEDE EMBRYOSU OLMAYAN HASTALARDA
ASS‹STED HATCH‹NG VE DEFRAGMANTASYONUN

IVF SONUÇLARINA ETK‹S‹

Ahmet Zeki IfiIK, Gamze Sinem ÇA⁄LAR, Eran SÖZEN, Görkem TUNCAY, Kubilay V‹CDAN

Özel Ankara Tüp Bebek Merkezi, Ankara

ÖZET

Objektif: ‹yi kalitede transfer edilebilir embryosu olmayan hastalarda 3. günde assisted hatching ifllemine ek olarak

uygulanan defragmantasyonun implantasyon ve gebelik oranlar›na etkisi araflt›r›lm›flt›r.

Gereç ve yöntemler: ‹yi kalitede embryosu olmayan (Veeck klasifikasyonu grade >1 ve/veya >%10 fragmantasyon)

tüm yafllardan hastalar (n=168)  retrospektif olarak incelendi. Birinci grupta transfer edilen tüm embryolar grade

2 olup, mekanik assiated hatching (mAHA) uygulanm›flt›. ‹kinci gruba ise asit Tyrodes aAHA ve defragmantasyon

yap›lm›fl ileri derecede fragmantasyonu olan (>%10-50 fragmantasyon) grade 3 embryo transfeleri dahil edildi.

Sonuçlar: Birinci grupta pozitif hCG %33, klinik gebelik (fetal kalp at›m› olan) oran› %27 ve implantasyon oran›

%11,28 idi. Bu oranlar aAHA ve defragmentasyon grubunda s›ras› ile. %37, 1, % 28, 8 ve %16,19 idi. 35 yafl üstü

hastalarda aAHA ve defragmentasyon grubunda kabul edilebilir implantasyon (%14,46) ve klinik gebelik (%31,58)

oranlar› elde edilmiflti. Transfer edilecek iyi kalitede embryosu olmayan hastalarda defragmentasyon ifllemi kabul

edilebilir baflar› oranlar› nedeni ile tecrübeli laboratuar ekibi olan merkezlerde AHA ifllemine ilave olarak uygulanabilir.

Aksi takdirde sadece AHA daha uygun bir tercihtir.
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Türk Jinekoloji ve Obstetrik Derne¤i Dergisi,  (J Turk Soc Obstet Gynecol), 2013; Cilt: 10,  Say›: 3,  Sayfa: 138- 42

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 hCG 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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G‹R‹fi

Yard›mc› üreme tekniklerinde baflar› embryo

kalitesine ba¤l›d›r. Embryo derecelendirmesinde

kullan›lan protokollerin ço¤u embryo fragmantasyonuna

ve blastomer büyüklük ve görünümüne dayan›r.

Embryonik hacminin %10'undan fazlas›n› kaplayan

fragmantasyon embryo gelifliminde bozulma ile

iliflkilidir(1). Embryo fragmantasyonunun embryo

gelifliminde duraksamaya neden oldu¤undan bahsedilir

ancak tam aç›klanmam›flt›r. Gelifliminde duraksama

olmayan ancak fragmantasyon tesbit edilen embryolar›n

akibeti ise halen belirsizdir.

Bugüne kadar yap›lm›fl çal›flmalarda, fragmantas-

yonun art›fl› ile embryo geliflimindeki bozukluklar›n

artt›¤› buna ba¤l› olarak da implantasyon oranlar›nda

düfltü¤ü bildirilmifltir(2-4). Fragmantasyonun derecesi

yan›nda fragmantasyon paterninin de implantasyonda

önemli bir parametre oldu¤u bildirilmifltir(5).

Geliflen embryonun içindeki fragmanlar›n

al›nmas›n›n embryo üzerindeki y›k›c› etkileri ortadan

kald›racak etkin bir yöntem oldu¤u öne sürülmüfltür
(5). Fragmantasyonu olan insan embryolar›na

defragmantasyon iflleminin uygulanmas› embryo

gelifliminde olumlu etki göstermifl ve iyi kalitede

blastosist geliflimi gözlenmifltir(6). Ayr›ca, defragman-

tasyon ifllemi yap›lan fragmantasyonlu embryolar›n

transferi sonras› klinik sonuçlar yüksek kalitede

fragmantasyonu olmayan embryolarla eflde¤er bulun-

mufltur(7).

Bu çal›flmada amaç transfer edilebilecek iyi

kalitede yani grade 1 embriyosu olmayan hastalarda

assisted hatching ifllemine ek olarak defragmantasyon

yapman›n gebelik sonuçlar› üzerine etkilerini

de¤erlendirmektir.

GEREÇ VE YÖNTEMLER

Çal›flma grubu özel bir IVF klini¤inde Ocak 2003

- Eylül 2006 y›llar› aras›nda yap›lan 168 intrasitoplasmik

sperm enjeksiyonu (ICSI) siklusundan oluflmaktad›r.

Çal›flmaya siklus sonucu bilinen ve embryo transferi

ile sonuçlanan sikluslar dahil edilmifltir. Tüm sikluslarda

hastalar›n kendi gametleri ile, taze ICSI sikluslar›d›r.

Donör sikluslar› ve dondurma çözme embryo

transferleri çal›flmaya dahil edilmemifltir. Yumurta

toplama ifllemi sonras› 3. günde embryo kalite

de¤erlendirilmesinde grade >1 ve/vey >%10

fragmantasyonu olan hastalar (n=168) retrospektif

olarak incelendi. Tüm yafl gruplar› çal›flmaya dahil

edildi.

Kontrollü ovaryan hiperstimulasyonda

gonadotropin-releasing hormone analogu (GnRH)

(Lucrin, Abbott, Switzerland) (long veya microdose

flare-up protokolü) kullan›lm›flt›r. Bu çal›flmaya dahil

edilen hastalarda ovaryan rezervi iyi olan hastalarda

long, protokol rezervi azalm›fl hastalarda microdose

flare-up protokol tercih edilmifltir. 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

kullan›lm›flt›r. mAHA grubunda 31 (% 49) hastan›n

birinci siklusu; aAHA ve defrag grubunda ise 53 (%51)

hastan›n birinci siklusudur. Long protokolde hipofizer

bask›lanma sa¤land›ktan sonra gonadotropin (rFSH)

(Puregon, Organon, Netherlands) bafllanm›fl ve

gonadotropin dozu hastan›n ovaryan cevab›na göre(150-

300 IU/gün) ayarlanm›flt›r. Mikrodoz flare-up

protokolde 21 günlü oral kontraseptif uygulamas›n›

takiben 3. gün günde 2 kez 40 mikrogram Lucrin

bafllanm›fl ve bu uygulaman›n 3. gününde de 300-450

IU gonadotropin bafllanm›flt›r. Üç veya daha fazla

folikül 18 mm çapa ulafl›nca ovülasyon 10,000 IU hCG

(Pregnyl, Organon, Netherlands) ile tetiklenmifltir.

hCG enjeksiyonundan 35 saat sonra yumurta toplama

ifllemi yap›lm›flt›r.

Embryo kültürü ve fragmantasyonun de¤erlen-

dirilmesi

Yumurta toplama iflleminden sonra hyaluronidase

uygulamas›n› takiben tüm metafaz II oositlere ICSI

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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uygulanm›flt›r. ICSI iflleminde Narishige micromani-

pülatör, Olympus IX 71 inverted mikroskop

kullan›lm›flt›r. Fertilize olan tüm oositler 25 µl micro

damla vasatta kültüre edilmifl ve ayr› ayr› analiz

edilmifllerdir..

Tüm embryolar 3. günde de¤erlendirilmifl ve

embryo kalitesi Veeck klassifikasyonuna(8) göre

s›n›fland›r›lm›flt›r. Embryo fragmantasyonunun

de¤erlendirilmesi laboratuar sorumlu embryolo¤u

taraf›ndan yap›lm›flt›r. Transfer edilecek grade 2

embryolara parsiyel zona disseksiyon pipeti (Conseption

Technologies, San Diego) ile mekanik assisted hatching

(mAHA) yap›lm›flt›r. ‹leri derecede fragmantasyonu

(>%10-50). olan grade 3 embryolara assisted hatching

(aAHA) ifllemi için asidifiye Tyrode's solüsyonu

(Medicult, Denmark) aha pipette (Research Instruments,

United Kingdom) ile uygulan›p asidifiye solüsyon

ortamdan emildikten sonra blastomerleri hasarlamadan

tüm veya baz› fragmanlar›n temizlenmesi ifllemi

yap›lm›flt›r.(sure maksimum 3 dakika ile s›n›rland›r›l-

m›flt›r) Defragmantasyon iflleminden sonra embryolar

ek süre olarak 2 saate kadar transfer öncesi enkübe

edilerek dinlendirilmifltir. Tüm bu ifllemler laboratuar

sorumlu embryolo¤u taraf›ndan gelifltirilmifltir. Tüm

embryo transferleri yumurta toplama ifllemi sonras› 3.

günde yap›lm›flt›r. .

ICSI sikluslar› iki grupta analiz edildi. Birinci

grupta <%10 fragmantasyon mevcut olup sadece AHA

yap›lm›flt›r. ‹kinci gruptaki hastalarda yani

defragmantasyon ve AHA yap›lanlarda fragmantasyon

>%10 dur.. ‹ki grup kad›n yafl›, al›nan oosit say›s›,

metafaz 2 oosit say›s›, fertilize olan oosit say›s›, transfer

edilen embryo say›s›, pozitif hCG, klinik gebelik ve

implantasyon oranlar› aç›s›ndan karfl›laflt›r›ld›.

Sonuçlar

168 yumurta toplama iflleminde 2614 oosit elde

edildi. Al›nan matur (MII) oosit say›s›  2075 olup

bunlar›n 1356 's› fertilize oldu. Toplamda 547 embryo

transfer edildi.

Birinci grupta 63 hasta, ikinci grupta 105 hasta

vard›. ‹ki hasta grubu ortalama kad›n yafl›, ortalama

al›nan oosit say›s›, metafaz II oosit ve fertilize olan

oosit say›s› benzerdi (Tablo I). aAHA ve

defragmantasyon grubunda (group 2) ortalama transfer

edilen embryo say›s›, mAHA grubuna göre daha yüksek

bulundu (s›ras›yla 3,39 vs 3,09, p=0.037).

Tablo I: ‹ki gruptaki hastalar›n yafl ve siklus karakteristikleri.

Tüm de¤erler ortalama±standart sapma.

Birinci grupta hCG pozitifli¤i %33, klinik gebelik

(ultrasonda fetal kalp at›m›) oran› %27 ve implantasyon

oran› %11,28 idi.  Bu bulgular aAHA ve

defragmantasyon grubunda s›ras› ile %37,1; %28,8 ve

%16,19 idi. Bu parametreler aç›s›ndan iki grup

karfl›laflt›r›laflt›r›ld›¤›nda anlaml› fark bulunmad›

(p>0.05) (Tablo II).

Tablo II: ‹ki grubun siklus sonuçlar›.

aGebelik: + beta HCG; IO: implantasyon oran›; KG: Klinik gebelik.

‹ki grup ortalama kad›n yafllar› göz önüne al›n›p

tekrar de¤erlendirildi. Tablo III'de  gebelik, klinik

gebelik, implantasyon oran› ve canl› do¤um say›lar›

verilmektedir. 35 yafl alt›nda olan hastalarda, gebelik,

klinik gebelik, ve implantasyon oranlar› iki grupta

benzerdi (p>0,05). Birinci grupta 35 yafl üstünde  19

 hasta, bu grupta 35 yafl üstü hastalar›n yafl ortalamas›

39.57 +-2.81  ve bu hastalara  transfer edilen ortalama

embryo say›s› 2.89+-1.14 dir. ‹kinci grupta 35 yafl

üstünde 38 hasta, bu grupta 35 yafl üstü hasta yafl

ortalamas› 39.45+-3.05,ve bu hastalara  transfer edilen

ortalama embryo say›s› 2.23+-1.52 dir. 35 yafl üstü

hastalarda ise istatistiksel anlaml› de¤er olmasa da

mAHA grubunda (n=19) implantasyon (%6,25) ve

klinik gebelik (%21,04) oranlar›nda genel bir düflüfl

izlendi (fiekil 1). Ancak, aAHA ve defragmantasyon

yap›lan grupta, 35 yafl üstünde (n=38)ise makul

Ahmet Zeki Ifl›k ve ark.

mAHA aAHA+defrag. P

n=63 n=105

Yafl (y›l) 31,79 ± 5,23 31,74 ± 4,84 NS

Oosit say›s› 15,12 ± 0,35 15,81 ± 6,49 NS

MII oosit 12,55 ± 9,71 12,23 ± 5,21 NS

2PNsay›s› 7,15 ± 4,91 8,62 ± 4,24 NS

Transfer

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

mAHA aAHA+defrag P

N=63 N=105

Gebelika 33,3% 37,1% NS

N= (21) (39)

IO 11,28% 16,19% NS

(n=sac+) (22) (57)

KG 27% 28,8% NS

N= (17) (30)

Canl›  Do¤um NS

Tek (9/12) 75% (6/12) 50%

‹kiz (4/5) 80% (10/11) 90,9%

Üçüz (1/6) 16,6

J Turk Soc Obstet Gynecol 2013; 10: 138- 42
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say›labilecek implantasyon (%14,46) ve klinik gebelik

(%31,58) oranlar› mevcuttu. 35 yafl üstü birinci grupta

canl› do¤um yok; ikinci grupta 2 hasta canl› do¤um

yapm›flt›r. Hasta say›lar› az oldu¤undan istatistiksel

karfl›laflt›rma yap›lamam›flt›r.

Tablo III: ‹ki grubun siklus kad›n yafl gruplar›na göre sonuçlar›.

GO: gebelik oran› (+ beta HCG); KGO: Klinik gebelik oran›, IO: implantasyon

oran›.

fiekil 1: 35 yafl üstü hastalarda siklus sonuçlar›.

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

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

oran›.

TARTIfiMA

Bu çal›flma embryo morfolojisini bozan fragman-

tasyonunun siklus sonuçlar›na etkisi araflt›r›lmak üzere

planlanm›flt›r. Literatüre gore, fragmantasyonun art›fl›

ile embryo geliflimi bozulmaktad›r(3,9,10). In vitro

çal›flmalarda fragmantasyonun embryo geliflimine

olumsuz etkileri çal›fl›lm›flt›r. Fragmantasyon oran› ve

paterni blastosist oluflumu üzerine de etkilidir(9). Ek

olarak, yayg›n fragmantasyon olan embryolarda

blastosist oluflumunun azald›¤›n› bildirilmifltir(6,10).

Fragmantasyon ile bozulan embryo gelifliminin

defragmantasyon ifllemi ile düzeltilmesinin mümkün

olup olmad›¤› hakk›nda çok az bilgi mevcuttur. Son

y›llarda yap›lan bir çal›flma(6), defragmantasyon

iflleminin fragmante embryoyu iyilefltirmede ümit verici

oldu¤unu bildirmifltir. Yazarlar, defragmantasyondan

sonra blastosist oluflumunun artmas› yan›nda blastosist

kalitesininde artt›¤›n› da bildirmifllerdir(6). Bunun

yan›nda, Eftekhari-Yazdi ve ark. çal›flmas›nda(6)

fragmantasyonlar›n temizlenmesi ile ölü ve apoptotik

hücre miktar›n›nda azald›¤› bildirildi.

Defragmantasyon iflleminin pozitif etkileri daha

önce ortaya konmufltu. Defragmantasyon yap›lan kötü

kalite embryolar ifllem sonras› grade 1 embryolar ile

benzer implantasyon ve canl› do¤um oranlar› sahipti
(3,11). Baflka bir çal›flmada(7) hafif fragmantasyonu

olan assited hatching ve defragmantasyon yap›lan

embryolar ile sadece assited hatching yap›lan grade 1

embryolar›n transferi sonucunda benzer implantasyon

oranlar› elde edilmifltir Bizim çal›flmam›zda iyi kalitede

transfer edilecek embryosu olmayan hastalarda (embryo

kalitesi >grade 1 ve/veya >10% fragmantasyon) assisted

hatching/defragmantasyon ifllemi  ile sadece assisted

hatching yap›lan grup aras›nda implantasyon ve gebelik

oranlar› aç›s›nda fark bulunmad›.

Yafl gruplar›na göre bak›ld›¤›nda, 35 yafl üstünde

mAHA grubunda, implantasyon (%6,25) ve klinik

gebelik (%21,4) oranlar›nda genel bir düflüfl izlendi..

Ancak, >35 yafl üstünde aAHA ve defragmasyon

grubunda kabul edilebilir implantasyon (%14,46) ve

klinik gebelik (%31,58) oranlar› elde edildi. Saptanan

bu fark ikinci grupta daha fazla say›da embryo transferi,

ile iliflkili olabilir ancak bu gruptaki hastalar›n

embryosunun bariz daha kötü kalitede oldu¤u

unutulmamal›d›r.

Assisted hatching ifllemi genel IVF populasyon-

unda rutin olarak önerilmemektedir. Ancak ikiden fazla

baflar›s›z IVF denemesi olan, kötü embryo kalitesine

sahip hastalarda ve ileri yafl (≥38 yafl) ta önerilmektedir
(12). ‹yi kalitede transfer edilecek embryosu olmayan

hastalarda defragmantasyon ifllemi deneyimli laboratuar

personeli olan merkezlerde uygulanabilir ve makul

gebelik sonuçlar› kötü kalitedeki embryolarla elde

edilebilir. Ancak deneyimsizlik durumunda embriyo

hasar› olabilece¤i göz önünde bulundurulup yaln›zca

mAHA ifllemine gitmek daha yerinde olacakt›r.

GO (%) KGO (%) IO (%)

Group I Group II Group IGroup II Group I Group II

Yafl ≤ 35 35,68 37,97 29,2 29,1 13,10 16,72

Age > 35 28,57 36,36 21,04 31,58 6,25 14,46
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