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Ozet / Abstract

Ozgiin Arastirma / Original Investigation [l

Kontrollii Ovarian Hiperstimilasyon / Intrastoplazmik
Sperm Injeksiyonu Yapilan Hastalarda 2 ve 3. Giin Embriyo
Transferlerinin Gebelik Oranlarina Etkisi

Effect of Embryo Transfer on Days 2 and 3 on Pregrancy Rates in Patients
Undergoing Controlled Ovarian Hyperstimulation / Intracytoplasmic Sperm Injection
Serdar Celik, Birgtl Guirbiiz?, Dilek Cengiz Celik?, Sevim Purisa’

Amag: Bu calismanin amaci kontrollii ovarian hiperstimiilasyon (KOH)+
intrasitoplazmik sperm injeksiyonu (ICSI) uygulanan hastalarda 2 ve 3. giin
embriyo transferinin (ET) gebelik oranlarina etkisinin arastiriimasi.

Yontemler: Klinigimize Subat 2006 ile Mayis 2010 tarihleri arasinda erkek
faktorii nedeniyle bagvuran ve antagonist protokol ile ICSI uygulanan has-
talar ¢alismaya alindi. ikinci ve 3. giin ET yapilan hasta gruplarinin gebelik
oranlari karsilastirildi.

Bulgular: ikinci ve 3. giin transfer yapilan hasta gruplarinda embriyo kali-
teleri benzerdi (p=0,828). ikinci giin transfer yapilan grupta gebelik oran-
lari daha yiiksek olmasina ragmen istatistiki olarak anlamli bir fark sap-
tanmadi (p=0,18). Gebe kalmaya etki eden faktorler azoospermi (p=0,02)
ve toplanan oosit sayisi (-p=0,001) olarak bulundu.

Sonug: Embriyolarin kiiltiirde 3 giin bekletilmesinin gebelik sonuglari tize-
rine olumsuz bir etkisi yoktur. ET klinigin calisma programina ve hastanin

Objective: The aim of this study is to investigate the effect of embryo
transfer of days 2 and 3 on pregnancy rates in patients undergoing con-
trolled ovarian hyperstimulation/ intracytoplasmic sperm injection.

Methods: Individuals admitted to our clinic due to of male factor infertil-
ity between February 2006 and May 2010 and who underwent ICSI with
the antagonist protocol were included in this study. Pregnancy rates be-
tween days 2 and 3 after embryo transfer were compared.

Results: Embryo qualities were similar between groups (p=0,828). Although
pregnancy rates tended to be higher in the 2-day transfer group, it was not
statistically significant (p=0,18). Azoospermia and the number of retrieved
oocytes were predictive factors for a favorable outcome (p=0,001).

Conclusion: Retaining the embryos in culture for 3 days had no negative
influence on pregnancy outcomes. Embryo transfer may be performed ei-
ther on day 2 or 3 according to the work program of the clinic.

durumuna gore 2. veya 3. giin yapilabilir.
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Giris

infertilite tedavisi i¢in etkin bir yontem olan in vitro fertilizasyonun (IVF) pek cok adimi, bu tek-
nigin kullanima girmesinden bu yana standartlastiriimistir. Ancak embriyo transferinin (ET) opti-
mum zamani hala tartismahdir.

IVFin ilk donemlerinde, Edwards ve ark. (1) ET’ni, oosit toplama isleminden (OPU) 3 veya 4 giin
sonra 8-16 hiicre asamasinda yaptilar (1). Daha sonra diinyanin bircok merkezinde ET 2. giinde,
4 hiicreli evrede uygulandi (2). Gegtigimiz on yil boyunca, bazi kliniklerde embriyo kiilttirtini 5-6
gline uzatmak rutin IVF proseddrlerinin bir parcasi haline gelmistir (3).

ET genelde oosit toplanmasindan 2 veya 6 giin sonra yapilir (4). ikinci giin transfer edilen embri-
yolar, 4-8 hiicre asamasinda embriyonik genom aktivasyonunu tamamlamis olanlardan secilir (5).
Embriyo kalite ol¢ctimi, embriyo genomunun normal oldugunu gostermez. Transfer edilebilecek
licten fazla embriyo oldugunda embriyo secimi zorlasir. Uzamis kilttr periyodu embriyonik genom
aktivasyonu (blastokist asamasi) icin embriyo gelisimine olanak saglar. Bu da transfer icin uygun
embriyolarin secimine yardimai olur ve gebelik sonuglari tizerine olumlu olarak etki eder (6, 7).

Uciincii giin embriyo transferlerinde gelisimi durmus olan embriyolar ayiklanabilir ve transfer icin daha
uygun olanlar secilebilir (8). Ancak kiltlir ortaminda daha uzun siire kalmasi embriyo kaybina neden

olabilir. ikinci giin ET ile gebelik elde edilememis hastalarda 3.giin embriyo transferi yararl olabilir (9).

Bu ¢alismanin amaci; 2. ve 3. giin ET’leri arasindaki gebelik sonugclarini karsilastirmaktir.

Yontemler

Subat 2006 ile Mayis 2010 yillari arasinda klinigimizde yapilan intrasitoplazmik sperm enjeksiyo-
nu/embriyo transferi (ICSI/ET) sikluslari retrospektif olarak tarandi. Sadece etiyolojisi erkek faktori
olan ve kadin yasinin 40'tan kictik oldugu olgular calismaya dahil edildi. Uterin patoloji ve oto-
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immun hastaligi olanlar ile kisa, uzun, mikrodoz agonist protokolii
ile tedavi edilen olgular ¢alisma disi birakildi. Sadece antagonist
protokolii uygulanan hastalar calsmaya dahil edildi. Doksan sekiz
hasta bu kriterlere uygun bulunarak calismaya dahil edildi. ikinci
ve 3. glin ET yapilan sikluslar karsilastirildi. Verilerin ait oldugu
donemde, calismanin yaratildGga klinikte 5. gin ET yapiimadig
icin blastokist transferleri calismaya dahil edilmedi. OPU sonrasi
dusuk fertilizasyon gortlen hastalar ve ET icin embriyo seciminin
2. glinde yapilabildigi vakalara 2. giin ET yapilmistir.

ikinci ve 3. giin embriyo transferlerinde grade 1, grade 2 ve grade
3 embriyo segimi yapilmis sikluslar (10), ikinci gtin transferi yapilan
grupta 2-6 hiicreli, 3. giin transferi yapilan grupta 6-10 hiicreli ET
yapilan sikluslar calismaya dahil edildi. ET’yi takiben 12-14 giin
sonra serum (3 human chorionic gonadotrophin (BHCG) 6lctimleri
yapilan ve pozitif cikan hastalar 2 hafta sonra ultrasonografik mu-
ayeneye cagrildi. Ultrasonografide gestasyonel kese ve fetal kalp
atimi tespit edilen hastalar calismaya dahil edildi.

istatistiksel analiz

Normallik denetimi Shapiro Wilk testi ve histogram grafikleri cizilerek
yapildi. Veriler ortalama, standart sapma, medyan, ceyrekler arasi da-
gihim araligi (IQRY), frekans ve yiizde seklinde sunuldu. ikili kiyaslama-
lar bagimsiz gruplarda t testi, Mann Whitney U testi (normal dagiima-
yan degiskenler icin), ki-kare ve Fisher kesin olasilik (Fisher's exact test)
testi ile yapildi. Analizler SPSS 17.0 programda yapildi. Anlamlilik siniri
p<0,05 olarak alindi. Gebeligi etkileyen risk faktorlerini belirlemek
icin lojistik regresyon analizi yapildi (SPSS 17.0 Chicago, USA).

Ovarian Stimulasyon ve Oosit Toplama

Antagonist protokoliinde, gonadotropinlerle over stimulasyonu
devam ederken dominant folikiil boyutu >11-14 mm olarak sap-
tandiginda gonadotrophin releasing hormone (GnRH) antagonisti
(Orgalutran flakon 0 Organon, istanbul, Tirkiye) 1x1 subkutan bas-
landi. GnRH antagonisti human chorionic gonadotrophin (hCG),
(Pregnyl, Merck Sharp&Dohme, istanbul, Tiirkiye) enjeksiyon giinii
dahil olacak sekilde siklus sonuna kadar surdurtldi. En az 3 folli-
kiil gapr 18 mm ve stiine ulastiginda 10.000 1U hCG intramuskuler
verildi. HCG enjeksiyonundan 36 saat sonra OPU islemi yapildi.

Oosit ve Embriyo Kiiltiirii

Ovoil (Vitrolife Sweden AB, Goteborg, isvec) ile kaplanmis HSA
(Human Serum Albumin, Vitrolife, Goteborg, isvec) eklenmis olan
G-MOPS (Vitrolife , Goteborg, isve¢) mediumu igine toplanan oosit-
ler OPU islemi bitiminde HSA eklenmis G-IVF (Vitrolife, Goteborg,
isve¢) mediumu icine alinarak 37°C ve %6 CO? ayarli inkiibatorle-
re kaldirildi. OPU’dan 2 saat sonra 801U/mL hyaluronidaz iceren
G-MOPS mediumunda graniiloza hiicrelerinden temizlendi, G-MOPS
mediumu icinde yikandi ve tekrar G-IVF mediumu igine alinarak in-
kiibatore kaldirildi. OPU’dan 4 saat sonra olgun olan oositlere ICSI
islemi uygulanarak Ovoil ile kaplanmis, HSA eklenmis G-1 (Vitrolife,
Goteborg, isvec) medium dropletlerine alinarak 37°C ve %6 CO?li
inkuibatorler icine yerlestirildi. 1CS'den 18 saat sonra inverted mik-
roskop (Olympus 1X71) altinda dollenme kontrolii yapildi. Dollenme
kontrolli esnasinda zigot icerisinde 2 adet pronukleus (PN) varhg
dikkate alindi. ikinci giin embriyo kontrolii déllenme kontroliinden
24 saat sonra, 3. giin embriyo kontrolii ise 48 saat sonra yapildi.
Dollenme kontroliinden énce ve 2. giin embriyo kontrolii 6ncesinde
embriyolar yeni G-1 medium dropletlerine 3. gtin embriyo kontrolii
oncesinde de G-2 (Vitrolife, Goteborg, Sweden) medium dropletleri-
ne alinarak degerlendirme yapildi (11).

En iyi morfolojide ve evresine uygun gelisimde olan embriyolar
secilerek transfer yapildi. Hastanin klinik bulgularina gore bir ile
¢ ET yapildr.

Embriyo Morfolojisi

Transfer gtinti sabahi embriyolar hiicre sayisi ve blastomerlerin si-
metrisi ile fragmantasyon ylzdesine gore siniflandirldilar. Birinci
kalite (cok iyi kaliteli) embriyolar esit blyuklikte blastomer iceren
ve fragmantasyon goriilmeyen embriyolardi. ikinci kalite (iyi kali-
te) embriyolar %1-20 fragmantasyon gorilen ve/veya esit olmayan
biiyiikliikte blastomer goriilen embriyolardi. Ugiincii kalite (orta
kalite) embriyolar ise %21-50 fragmantasyon goriilen ve esit olma-
yan blastomerler iceren embriyolardi (10).

Bulgular

Toplam 98 hasta (ikinci glinde ET yapilan 48, uglincii giinde ET
yapilan 50 hasta) calismaya dahil edildi. Olgiimsel degiskenler icin
normallik testi, Shapiro-Wilks testi, leaf and steam ve histogram
grafikleri cizilerek yapildi. Normal dagilim gosteren degiskenlerin
karsilastiriimasi (yas, oosit sayisi vb.) bagimsiz gruplarda t test ile
karsilastirildi. Normal dagilim gostermeyen degiskenler (infertilite
stiresi, transfer sayis)) Mann-Whitney testi ile karsilastirildi. Kate-
gorik degiskenler chi-square ve fisher kesin olasilik testi ile deger-
lendirildi. Gebelik sonucuna etki eden faktorlerin belirlenmesi icin
logistik regresyon analizi yapildi. Hastalarin klinik karakteristikleri
Tablo 1’de gosterilmistir.

iki grubun toplanan oosit sayilari, yas ortalamalar, infertilite sii-
resi, transfer edilen embriyo sayisi ve kullanilan ila¢ dozu karsi-
lastirildi. ikinci ve 3. giin transfer yapilan hasta gruplari arasinda
transfer edilen embriyo sayisi, yaslari, toplanan oosit sayilari ve
embriyo kaliteleri karsilastirildiginda anlamli fark saptanmadi.
Ancak infertilite stiresinin 3. giin ET yapilan grupta daha uzun ol-
dugu saptandi (p=0,029). ikinci ve 3. giin ET ve gebelik oranlar
karsilastinldiginda 2. giin transferinde gebelik oranlari daha yiik-
sek saptansa da istatistiki olarak anlamlilik saptanmadi (p=0,108).
iki grup arasinda transfer edilen embriyo kaliteleri agisindan fark
saptanmadi (Tablo 2).

Male faktori olan vakalarda subgrup olarak azoospermi degerlen-
dirildi. iki grup arsinda dagilim acisindan istatistiki fark saptanma-
di (p:0,374) (Tablo 3).

Hasta vyasi, infertilite suiresi, embriyo kalitesi, transfer edilen
embriyo sayisi gibi faktorlerin gebe kalmaya etki etmedigi goril-
du. p degerleri sirasi ile p=0,319, p=0,96, p=0,83, p=0,14 olarak
bulundu.

Oosit sayisi (p=0,001) ve azoospermi gebe kalmaya etki eden
faktorler olarak saptadik (p=0,04). (Tablo 4) Ancak iki gruptaki
azoospermi dagilim oranlar arasinda anlamli fark saptanmadi
(p=0,374).

Tartisma
Biz bu calismaya etyolojide erkek faktori olan ve antagonist pro-

tokol kullanilan 98 hastayi dahil ettik. Opuyu takiben 2. ve 3. giin
ET’lerin gebelik oranlarina etkisini arastirdik.



Celik ve ark. IVF Sikluslarinda 2. ve 3. Glin Embriyo Transferlerinin Gebelik Oranlarina Etkisi

Tablo 1. ikinci giin ve 3. giin embriyo transfer hastalarinin
klinik ozelliklerinin karsilastiriimasi

Transfer giinii 2. giin ET 3. giin ET  p degeri
infertilite siiresi 4 (1-21) 6(2-21)  0,029%
Toplanan oosit sayisi 8(1-16) 10 (0-20 0,21
Transfer edilen embriyo sayisi 3(2-3) 3(2-3) 0,42
Yas 30 (18-40) 30 (18-40) 0,055

Kullanilan ila¢ dozu 300 (150-475) 300 (225-450) 0,86
Azoospermi %8,3 %14 0,37
Klinik gebelik oranlari %47,9 %32 0,10

ET: embriyo transferi
*: p<0,05 Istatistiksel anlamlilik

Tablo 2. Embriyo transfer giinleri ve embriyo kalitelerinin
dagilimi

Embriyo kalitesi 2. giin ET 3. giin ET p degeri
Grade 1 33 (%68,8) 27 (%54) 0,054
Grade 2 13 (%27,1) 23 (%46)

Grade 3 2 (%4,2) 0

ET: embriyo transferi

Tablo 3. Transfer giinii ve endikasyonlarin dagilimi (p:0,374)

Endikasyon
Azoospermi Erkek faktor p degeri
Embriyo transfer giini 2 4 44 0,374
3 7 43
Toplam sayi 11 87
Tablo 4. Gebelige etki eden faktorlerin dagilimi
Gebelik
YOK VAR p degeri
2 25 (%42,4) 23 (%59)
Embriyo transfer gtini 0,108
3 34 (%57,4) 16 (%41)
1 35 (%59,3) 25 (%64,1)
Embriyo kalitesi 2 23(%39) 13 (%33,3) 0,78
3 1%1,7)  1(%2,6)

infertilite siiresi 5(1-21) 5(1-15) 0,96

Kullanilan ilag dozu 300 (150-475) 300 (225-450) 0,90

Toplanan oosit sayisi 7 (0-20) 11 (1-18) 0,001*
Yas 3059 28t49 0,319
Azoospermi 10 (%16,9) 1 (%2,6) 0,04*

*: p<0,05 Istatistiksel anlamlilik

Ashrafi ve ark. (9), Edwards ve ark. (12) ve Dawson ve ark. (8) 3.
glin transferinde gebelik oranlarinin daha yiksek bulmalarina
ragmen istatistiki olarak anlamli fark saptamadilar. Huisman ve
ark. (13) 2, 3 ve 4. gtin embriyo transferlerini inceledigi genis ret-
rospektif calismada implantasyon ve gebelik sonuclarini incele-
diler ve her ti¢ grupta da benzer sonuglar saptadilar. Diger baska
prospektif calismalarda da 2. gtin ve 3. giin embriyo transferleri
arasinda gebelik oranlarinda istatistiki olarak anlamli fark sapta-
madilar (6, 14, 15).

Carrillo ve ark. (16) 2 ve 3. giin ET karsilastirdilar ve gebelik oranla-
rini 3. giin transferinde anlamli olarak yiiksek saptadilar (%44’e kar-
sin %26) ancak bu calismada sadece yiiksek oosit sayisi elde edilen
hastalar calismaya alinmisti. Diger calismalarda da benzer sonuglar
elde edildi (17, 18). Bizim ¢alismamizda 2 ve 3. giin ET’i ve gebe-
lik oranlar karsilastirildiginda 2. giin transferinde gebelik oranlar
daha yiiksek saptansa da istatistiksel olarak anlamh fark bulunma-
di. Uctincii giin transferinde gebelik oranlarinin daha az olmasinin,
bu hastalarin infertilite stirelerinin daha uzun olmasindan kaynak-
landigi dustindlebilir. Ancak caismamizda infertilite stiresinin gebe-
lige etki etmedigini saptadik.

Embriyolarin 3. giinde uterusa transfer edilmesi 2 giinlik embri-
yoya gore fizyolojik zamanlamaya daha yakindir. Bunun disinda
ETsuresini uzatmak transfer icin daha uygun embriyoyu se¢meye
olanak verir (14).

Laverge ve ark. (14) 2. giinde iyi kalitedeki embriyo sayisinin 3.
gline gora daha fazla sayida oldugunu saptadilar. Ancak bu gebelik
oranlarini etkilememisti. Biz kendi calismamizda cok iyi kalitedeki
embriyo sayilarini sirasi ile 2. giinde 33 (%68,8) 3. giinde 27 (%54)
olarak saptadik ve her iki grupta da dagilim agisindan istatistiki
fark yoktu.

Embriyolari in vitro kiltiirlerde 24 saat daha bekletmek, kotii kalite-
deki ve gelisimi duran embriyolarin eliminasyonunu saglayabilir (19).

Calismanin retrospektif olmasi, vaka sayisinin az olmasi, calisma-
nin yapildigi tarihler arasinda besinci ve altinci gtin embriyo trans-
feri yapilmamasi makalenin zayif noktalaridir.

Sonug

ikinci ve 3. giin ET’deki gebelik oranlar arasinda fark saptanmamis-
tir. Bu bulgular, klinigin ve hastanin uygun oldugu zamanda ETyi
planlamanin giivenli oldugunu gostermektedir. Bizim calismamizda
2. glin veya 3. glin ET yapilan hastalardaki gebelik oranlari arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark saptanmamasina ragmen, hasta sa-
yisinin azligl, makalenin retrospektif olmasi, blastokist transfer giin-
lerini icermemesi calismanin giictini etkilemistir. Bu konuda genis
orneklemin oldugu randomize kontrollii calismalara ihtiyag vardir.

Etik Kurul Onayi: Calismanin retrospektif tasarimindan dolayi etik komite
onayl alinmamistir.

Hasta Onami: Calismanin retrospektif tasarimindan dolayr hasta onami
alinmamistir.
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