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1.0ZET

IVF uygulamalarinda kullanilan KOH protokolleri sonucunda ¢ok sayida embriyonun
gelismesi ve embriyo transferi sonrasi halen iyi kalitede emriyonun kalmasi, PKOS’lu
hastalarda OHSS ve ona bagl komplikasyonlarin 6nlenebilmesi, uterin veya tubaya ait
anomalilerin mevcudiyeti embriyolarin dondurulmasini gerektiren endikasyonlardir.
Dondurulmus-¢oziilmiis embriyo transferi yapilan hasta grubunda kadin yasi, embriyo
dondurma giinii, transfer edilen embriyo sayisi, endometriyal kalinlik ve vitrifikasyon
yonteminin, ¢dzme sonrasi embriyo canliligina ve klinik gebelik sonuclari iizerine farkli
etkilere sahip oldugu disiiniilmektedir. Calismamizda dondurulmus embriyolarin
transferinde gebelik ve canli dogum parametrelerini etkileyen faktorleri incelemek
istedik. Bu ¢alismada embriyolarin dondurularak saklanan embriyolarin bagka bir
siklusta ¢oziilerek transferi (DET) planlanmis olan 808 vaka retrospektif olarak
incelenmistir. Calismada kadin yasi, endometrium kalimligi, transfer giinii, P4 hormon
degeri ve transfer edilen embriyo sayisina gore biyokimyasal, klinik gebelik ve canli
dogum sonuglar1 incelenmistir. Calisma i¢in hastalara rutin uygulama disinda herhangi
bir tedavi sekli onerilmemistir. Embriyolarin dondurularak saklanmasi ve saklanan
embriyolarin bagka bir siklusta ¢oziilerek transfer yapilmasi (DET) yonteminin pek ¢ok
avantaji mevcuttur. Bu yontemle, kadima uzun sliren hormon ilaglarinin verilmesi
engellendigi gibi tiip bebek islemindeki gerekli birgok asamaya ihtiya¢ olmayacagi

yiiksek gebelik oranlar1 elde edilmekte ve giftlere ekonomik ve psikolojik pek ¢ok
avantajlar saglanmaktadir. Tiim ¢alisma degerlendirildignde,embriyolarin dondurularak
baska bir siklusta transferi (DET) islemi Yardimc1 Ureme  Teknikleri’'nde  (YUT)
kiimiilatif olarak basar1 sansini arttiran bir yontem olarak goriilmiistiir. Ayrica basarida
endometrium kalimligmmin, tek ya da 2 embriyo transferinin blastokist donemi

transferinin onemi anlasilmistir.

Anahtar Kelimeler: Dondurulmus-¢oziilmiis embriyo transferi, Kriyoprezervasyon,
Polikistik Over Sendromu, OHSS, Vitrifikasyon.



2. ABSTRACT

The Effect of Frozen and Fresh Embrio Transfer on Embryo Vitality and

Pregnancy Results

As a result of the KOH protocols used in IVF applications, obtaining multiple embryos,
retaining a large number of good quality embryos after embryo transfer, OHSS and
related complications in PCOS patients prevention, presence of uterine or tubal
anomalies are indications that require embryos to be frozen.In the frozen-thawed embryo
transfer group; It is known that embryo freezing day, woman’s age, the number of
transferred embryos, endometrial thickness and vitrification method have different
effects on embryo viability and clinical pregnancy outcomes after thawing.(Loutradi at
al., 2008; Lan at al., 2019). In this study, 808 cases with embryos were cryopreserved
and transferred by thawing them in another cycle (DET). These cases are examined in a
retrospective way. In this study, clinical pregnancy results were examined according to
female age, endometrial thickness, transfer date and number of embryos transferred.
Patients were not offered any treatment other than routine treatment. There are many
advantages to the freeze-storage of embryos and the transfer of thawed embryos by
thawing them in another cycle (DET). With this method, long-term treatment of
hormone medications to women is prevented and high pregnancy rates, which will not
require many stages of in vitro fertilization, are provided and couples are provided with
many economic and psychological advantages. When the whole study was evaluated, the
transfer of embryos to another cycle (DET) by freezing was seen as a cumulative
method for increasing the chances of success in assisted reproduction techniques (ART).
In addition, the importance of endometrial thickness, single or two embryo transfer and

blastocyst transfer was understood in success.

Keywords: Frozen-thawed embryo transfer, Cryopreservation, PolycysticOver
Syndrome, OHSS, Vitrification



3. GIRIS VE AMAC

Intrasitoplazmik ~ sperm enjeksiyonu (ICSI) sonrasi embriyo gelisimi
gerceklesmis ancak farkli endikasyonlar sebebiyle embriyolarin dondurularak
saklanmasi ve bir baska siklusta transferinin yapilmasinin, gebelik sonuglar1 iizerine

pozitif etkiye sahip oldugu diisiiniilmektedir(Mosher ve Pratt, 1991).

KOH sikluslarinda fazla sayida oosit elde etmek i¢in kullanilan ovulasyon indiiksiyon
ilaglar1 suprafizyolojik seviyelerde steroid hormon {iretimine yol acarak endometriyal
reseptiviteyi bozar ve implantasyonu diistiriir. Farkli endikasyonlar sebebiyle IVF
sikluslarinda 2/3 liikk hasta grubunda embriyolarin total veya kismi olarak dondurulmasi
gerekebilir. Bu endikasyonlardan en énemlisi olan OHSS durumunda ise embriyolarin

total olarak dondurulmasi gerekebilir(MacDougall ve Tan, 1993).

Embriyo  kriyoprezervasyonu, Yardimla Ureme  Teknikleri(YUT)nin
kullaniminin yayginlagsmasi ile potansiyel fertilite prezervasyonu igin onemli bir
alternatif olusturmustur. Kriyoprezervasyon uygulamalari fizyolojik olmayan ve yiiksek
sogutma hiz1 ile ozmotik degisikliklere ihtiya¢ duyan laboratuvar uygulamalaridir.
Insan embriyolarmin kriyoprezervasyonu yardimla iireme teknikleri (YUT) alaninda
¢cok onemli bir yer tutmaktadir. Bu teknik ayrica transfer sonrasi kalan iyi kalitede

embriyolar da dondurularak hastaya ikinci bir tranfer sans1 verilmesi amaglanir.

Bu calismada, farkli endikasyonlar nedeniyle embriyolar1 dondurulan hastalarda,
bagka bir siklusta embriyolar ¢oziilerek transfer planlanmis ve DET siklusundaki
endometriyal implantasyona etki eden faktorlerin taze transfer yapilan vakalar ile
karsilagtimas1 yapilarak bu faktorlerin biyokimyasal, klinik gebelik ve canli dogum

sonuglari iizerine etkilerinin arastirmasi amacglanmaistir.



4. GENEL BIiLGILER

Infertilite, diizenli cinsel iliskiye ragmen, 6 ay boyunca hicbir koroyucu yontem
kullanmaksizin gebelik olusmamasi durumudur. Infertilite toplumdaki ciftlerin %15-
30’unu ilgilendiren bir problemdir. Kadin yasinin 35’in {izerinde oldugu ciftlerde ise
yumurta rezervinin azalmasi s6z konusu olabileceginden direkt YUT’lerine
bagvurulabilir(Bayer at al.,2008).

Giinlimiizde infertil ¢iftlerin tedavisinde yardimci lireme tekniklerinden; en sik
olarak In Vitro Fertilizasyon (IVF) ve Intrastoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI)
kullanilmaktadir. Infertilite primer(1° ) ve sekonder(2° ) infertilite olmak iizere ikiye
ayrilir. Primer infertilite, bir kadinin daha 6nce hi¢ gebe kalamamasina, hi¢ ¢ocuk sahibi
olamamasina denir. Sekonder infertilite ise en az bir gebelik gerceklesmis ve ¢ocuk
dogurmus olan bir kadinin artik gebe kalamamasina denir (WHO. Geneva,1991). Son
yillarda kadinlar arasinda kariyer planlamasimin ve egitim diizeyinin artisi, evlilik
yasinin ve bosanma oranmin artisi, dogum Kkontrolli, ileri anne olma yast gibi
nedenlerden dolay1 fertilite ve dogum oranlar1 azalmaktadir ve infertilite kliniklerine
bagvuran hasta sayisinda ileri derecede artis bulunmaktadir(Gomel ve Yarali, 1993).
Infertilite nedenleri; %30-40’1nda erkek, %40-50’sinde kadin sorumludur. %10-15 ciftte
ise agiklanamayan infertilite mevcuttur(Berek ve Novak, 2007).

4.1 Erkek Faktori

Infertil ciftlerin %30-40’1nda erkek faktor infertilitesi tespit edilmektedir. Ilk
degerlendirmede erkek partnerlerden tibbi hikaye alinmasi gerekmektedir. Gegirilmis
ameliyatlar1, gecirilmis atesli hastaliklar, inmemis testis hikayesi, bobrek hastaligi,
diyabet Oykiisii, sorgulanmalidir. Ayrica erkek infertilitesini etkileyebileceginden dolay1

kullandigr ilag, tiitiin ve alkol aligkanliklar1 da sorgulanmalidir(Hakim ve ark.,2004).

Erkek infertilitesini 3 grup altinda incelemek miimkiindiir. Bunlar; sperm iiretim
bozukluklari, sperm fonksiyon bozukluklari ve reprodiiktif kanal sistemindeki

anormalliklerdir.



Tedavi yaklagimini belirlerken ise genetik nedenler, gonadotropin yetmezligi,
anatomik nedenler, gecirilmis enfeksiyonlar, immiinolojik ve idiopatik olarak 6 grupta

incelenmek miimkiindiir (Glover ve Barratt,1999).

Erkek infertilitesini belirlemede standart test semen analizidir. Semen analizi testi
3-5 giinliik cinsel perhiz sonrast yapilmalidir. Semen analizi parametreleri giinden giine
farkliliklar gosterebilir. Bu sebeple erkek infertilitesini degerlendirirken en az 2-4 hafta
ara ile uygun sartlarda yapilmis 2 semen analizinin olmasi gereklidir. Konsantrasyon,

motilite ve morfoloji en 6nemli semen analizi Kriterlerleridir (Orhan,2008).

2010 “WHO Laboratory Manual for the Examination and Processing of Human

Semen” kitabinda referans degerleri asagidaki gibi verilmistir (Cooper,2010).

Tablo 1.WHO kriterlerine gére normal semen parametreleri

PARAMETRE Normal Degerler*
Semen hacmi 1,5ml

Toplam sperm sayisi 39 milyon

Sperm sayist 15 milyon
Hareketli sperm sayisi >%40

Ileri hareketli sperm >%32

Vitalite (canli sperm) >0058

*:'WHO 2010

(Cooper TG, 2010).

Tablo 2. Kruger kesin kriterlerine gore normal sperm morfolojisi (Kruger vd, 1986).

Bas Uzunluk 5-6 mikron

Genislik 2.5-3.5 mikron
Akrozom Basin %40-%70’ini olugturmali
Boyun Genislik 1 mikron

Uzunluk 1.5 x bas uzunlugu
Kuyruk Boyu yaklasik 45 mikron

Uniform

Orta pargadan daha ince
Kivrik olmayan

Kirik icermeyen




Eger semen analizi normal ise erkek partnerin daha fazla incelenmesine gerek yoktur.
Gerekli goriildiigii durumlarda anemnez, fizik muayene ve semen analizi testlerine ek
olarak, genetik testler, hormonal testler ve radyolojik tan1 yontemlerine de basvurulabilir
(Ustiin.2011).

4.2.Kadin Faktoria

Infertil bir ¢ifte yaklasimda, kadin faktoriiniin degerlendirilmesi tan1 ve tedavide
olduk¢a 6nemli bir unsur olup kadindan alinan anamnez ve fizik muayene ile baslar.
Infertil kadinlarin %35 i her yil medikal yardim igin bagvurmaktadir. Anamnez
esnasinda adetlerin diizenli olup olmadigini, anormal kanamalari, lireme sistemine ait
enfeksiyon hikayesini, bunlarin yaninda oOnceki tedavi denemelerini, diisiikleri,
gebelikleri ve gegirdiginiz operasyonlar1 sorgulanmalidir. Ayrica kadina ait muayenede

hirgutizmin sorgulanmasi ve muayenesi de mutlaka yapilmalidir(Bayer at al.,2008).

Kadin fertilitesi hipotalamus, hipofiz ve overyan aksin koordinasyonu ve
aralarindaki etkilesim sayesinde diizenlenir. Bu sebepten dolay1 kadin infertilitesi farkli
hastaliklardan, reprodiiktif sistem, ndroendokrin ve immiin sistemin disfonksiyonundan
kaynaklanabilmektedir. Kadin infertilitesinin gozlenen en sik sebepleri; ileri kadin yas,
ovulasyon bozukluklari, tubal faktor, servikal faktor ve agiklanamayan infertilitedir
(Smith at al., 2003).

4.2.1. ileri Kadn Yasi
Yapilan ¢aligmalara gore infertilite de yas faktorii olduk¢a dnemlidir.
Buna gore evli kadinlarin;

e %11.3 veya yaklasik 2.1 milyon kadin infertildir

25-29 yas araliginda infertilite %7

30-34 yas araliginda infertilite %10.9

35-39 yas araliginda infertilite %10.5

40-44 yas araliginda infertilite % 20.3 oranindadir(Bayer at al.,2008).

Hasta yas1 ilerledikge, over rezervinin azalmasina bagli olarak 0osit ve embriyo

sayisindaki azalma, anoploidi artisina bagli olarak embriyo fragmantasyon oraninin



yiikselmesi ve embriyo kalitesinin diismesi ve tiim bu faktorlerin etkisi ile implantasyon

oranindaki azalma ile kars1 karsiya kalinmaktadir (Munne at al.,1995).
4.2.2. Oviilatuar Faktor

Oviilasyon bozukluklar1 kadina bagli infertilitenin %30-40’likk oranindan
sorumludur. Bu bozukluklar, amenore, anovulasyon ve adet diizensizlikleriyle kendisini
belli eder. Yumurtlamanin olmamasi, adet diizensizliklerine bagli infertilitenin en
onemli nedenidir (anovulasyon). Ovulasyon; hipotalamus, hipofiz ve over aksin diizenli
caligmasiyla kontrolii saglar. Bu aksta meydana gelebilecek bozukluklar sonucunda
anovulasyon meydana gelebilir. Anovulasyon tanisi ile birlikte hipotalamus-hipofiz
bozukluklari, polikistik over sendromu (PKOS), prematiire over yetmezligi ve
hipotiroidizm gibi hastaliklar diisiiniilmelidir (Miller at al.,1999).

Oviilasyonun tayini igin, ultrasonografi (USG) ile ovulasyon takibi yapilarak,
serumda bazal FSH, E2 ve P4 hormon diizeylerinin bakilmasi miimkiindiir. Ayrica
Klomifen sitrat uyar1 testi (CCCT) ile de over rezervi kontrol edilerek overlerin cevabi
gozlenir. Bu test ozellikle 40 yasin iizerinde veya ailede prematiir over yetmezligi

bulunan kadinlarda kullanilir(Fanchin at al.,,1994).
4.2.3. Tubal Faktor

Infertil kadmlarin  yaklasik %20’sinde tubal ya da peritoneal faktdr
bulunmaktadir. Risk faktorleri icinde; gecirilmis ektopik gebelik oykiisii, riiptiire
appendisk, RIA kullanim &ykiisii ve pelvik enflamatuar hastalik dykiisii mevcuttur.
Asemptomatik pelvik enfeksiyon gecirilmis olma ihtimali de vaedir. Baslica tani
yontemleri histerosalpingografi (HSG) ve laparoskopidir (L/S). HSG ile normal kaviteye
sahip uterin-tuba yapisinin gozlenmesi, kavite ve her iki tubaya ait dolum defektinin
olmayis1 ile teyid edilir. Tanisal bir ara¢ olmasinin yaninda HSG ‘nin terap6tik faydalari

da vardir.(Bayer at al.,, 2008).
4.2.4. Servikal Faktor

Serviks liremede onemli bir rol oynar. Serviks sperme ge¢is yolu saglayarak,
once uterin kaviteye sonra da fallopian tiiplere ulasmasina izin verir. Infertil olgularin %

5-10 kadarinda servikal faktor etkilidir. E2 servikal mukusun miktar ve kivamini arttirir.



Mukusta meydana gelen enfeksiyon ve immiinolojik problemler infertiliteye sebebiyet

Verir.

Servikal faktor siiphesini, tibbi gegmisteki anormal PAP smear, gecirilmis LEEP
uygulamasi, postkoiatal kanama, kriyoterapi, koniazasyon gibi uygulamalarin
mevcudiyeti arttirir(Bayer at al.,2008).Servikal mukus yeterliligini ve sperm-mukus
etkilesimini degerlendirmek icin postkoital test kullanilir. Mukusun incelenmesinde
hareketli spermatozoa goriildiigiinde postkoital test pozitif kabul edilmeli ve servikal

faktor distiniilmemelidir. (Eimers at al.,1994).
4.2.5. Aciklanamayan/ izah Edilemeyen Infertilite(UEI)

Nedene yonelik degerlendirme sonucunda infertiliteyi izah edecek bir problem
saptanmayan olgular agiklanamayan infertilite(Unexplained Infertility; UEI ) olarak

adalandirilir.

Bu giftlerde, infertilite siiresi 2 yili asmis olmasina karsin, semen analizinde
kriterlerin normal sinirlarda, oviilasyonun diizenli, hormonal profil sinirlarda, uterin
kavitenin normal yapida ve tubal pasajin agik oldugu gozlenir. Infertil hasta grubunun
yaklastk  9%5-25’lik  bir  bolimiinii  agiklanamayan  infertilite  olgulan
kapsamaktadir.(Kahraman ve Yakin, 2000)

UEI ‘nin olast nedenleri olarak, anormal servikal sekresyonlar, erken
implantasyonda defektleri, endometrial reseptivite anormallikleri, anormal tuba-silia
aktivitesi, ovulasyon mekanizmasindaki bozukluklar, liiteinize anovulatuar follikiil
sendromu, hormonal anomaliler, bozulmus oosit veya sperm fertilizasyon kapasitesi,
endometriozis, immiinolojik faktorler, bozulmus peritoneal sivi antioksidan fonksiyonu,

implantasyon basarisizliklar olarak gozlenir. (Preutthipan ve Linasmita, 2003)
4.2.6. Polikistik Over Sendromu (PKOS)

Polikistik over sendromu (PKOS) kendini kronik anovulasyon, menstiirel
diizensizlikler, hirsutizm, oligomenore, disfonksiyonel kanamalar ve infertilite ile
gosteren genetik alt yapisi olan bir sendromdur. PKOS vakalarinda genetik alt yapinin
olduguna dair yapilan bir ¢aligma da insan 16kosit antijen (HLA) Drw 6 frekansinin

arttig1 ve 6. kromozom {iizerindeki HLA-DR bolgesinin PKOS gelisimi ile ilgili oldugu



gosterilmistir (Hague at al.,,1990). Tanis1 oncelikli olarak USG ile konulurken kanda
FSH / LH hormon diizeyleri bakilarak da teyid edilir.

PKOS’da Liiteinizan hormon (LH) yiiksekligi %50 oraninda iken folikiil uyarici
hormon (FSH) seviyesi diisiik ya da normaldir. USG ile yapilan kontrollerde ise over

dokusunda 10’dan fazla antral follikiil gozlenir.

Tablo 3. PKOS tani kriterleri

PKOS Tam Kriterleri

¢ Oligo/anovulasyon
e Hiperandrojenizm  Klinik  ve/veya

biyokimyasal bulgularin varligi
o Ultrasonografide polikistik overlerin

goriintiilenmesi olarak belirlenmistir.

(Rotterdam ESHRE/ASRM-2004)

2003’de Rotterdam kriterleri olusturularak polikistik over tanisi i¢in belirlenen 3

kriterden en az ikisinin bulunmasi gerektigi bildirildi. (Rotterdam ESHRE/ASRM-2004)
Bu iig kriter:

¢ Oligo ve/veya anovulasyon izlenmesi
e Hiperandrojenizm klinik ve/veya biyokimyasal bulgularin varlig

e Ultrasonografide polikistik overlerin goriintiilenmesi olarak belirlenmistir.

LH aktivitesinin artist PKOS olgularindaki overlerde granulosa ve teka
hiicrelerindeki LH reseptor asirt salinimima baglidir. Yiiksek LH seviyelerinin etkisi ile
PKOS’da teka hiicrelerinin asir1 sentezlenmesiyle ovaryan androjenlerde yiikselis

goriilmektedir (Karadeniz, 1996).
4.2.6.1. Polikistik Over Sendromunun (PKOS) Belirti ve Bulgulari

Baslica klinik 6zellikler; hiperandrojenizm bulgulari, obezite, kronik anovulasyon

ve infertilitedir.




e Hiperandrojenizm

PKOS’da Liiteinizan hormon (LH) yiiksekligi %50 oraninda iken folikiil uyarici
hormon (FSH) seviyesi diisiik ya da normaldir. LH aktivitesinin artigi PKOS
olgularindaki overlerde granulosa ve teka hiicrelerindeki LH reseptdr over
ekspresyonuna baghdir. Yiiksek LH seviyelerinin etkisi ile PKOS’da teka hiicrelerinin
asir1  sentezlenmesiyle ovaryan androjenlerde yiikselme goriilmektedir (Karadeniz,
1996). Polikistik over sendromunda en sik goriilen hiperandrojenizm bulgusu
hirsutizmdir. Hirsutizm modifiye Ferriman-Gallwey skalasi ile degerlendirilir (Hatch at
al.,1981). Bu metot ile iist dudak, gogiis bolgesi, sirtin alt ve {ist kisimlari, ¢ene, alt ve
iist abdomen, kol ve bacaklarin {ist kisimlar1 olmak tizere toplam dokuz alanda kil
dagilimi 0-4 arasinda skorlandirilarak toplam Ferriman-Gallwey skoru > 6 hirsutizm
olarak tanimlanir.
e Obezite

PKOS hastalarinda %50-70’lik insiilin rezistans1 bulunmaktir (DeUgarte at
al.,2005). Hiperinsiilinemi ve insiilin direnci PKOS’lu kadinlarin kilosu normal
seviyede olanlarda %30, obez olanlarda ise %75 lik bir kisminda goriiliir. Insiilin
direncinin altinda yatan sebep tam olarak saptanamamustir. Insiilin reseptdr sayisindaki
diisiisler, insiilin reseptoriine bagli sinyal iletimindeki degisiklikler, reseptor
fosforilasyonundaki bozukluklar ve post reseptdr defekt insiilin direncinin geligmesinde
rol oynar. (Legro at al., 1998)

¢ Kronik anovulasyon

PKOS da kronik anovulasyon, anormal follikiilogenezisi yansitir. PKOS da
dolagimdaki FSH un diisiik, LH ve AMH nin yiiksek olmast nedeniyle graniiloza
hiicrelerinde aromataz sisteminin tam olarak aktive olmamasi ve LH reseptorlerinin
olusamamasi sonucunda anormal follikiillogenezis goriiliir (Ebner vd,2006). Infertil
ciftlerin %15°de sorun ovulasyon bozukluklarindan kaynaklanmakta iken kadma bagh
infertilite nedenleri arasinda ise ovulasyon bozuklugu %40 gibi yiiksek bir seviyededir.

PKOS olgularda az da olsa spontan ovulasyon olusabilir ve gebelik goriilebilir

PKOS'da infertilitenin baglica nedeni anovulasyon olmasina ragmen, bu
hastalarda erken gebelik kayiplar1 da goriilebilir. Yiiksek LH ve tonik LH salinimi

endometriumun kalitesini bozarak implantasyonu engeller ve erken gebelik kayiplar
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ortaya c¢ikar. LH yiiksekligi oosit i¢in uygun olmayan ortam ve olgunlasma disinda,
birinci mayotik bolinmenin erken tamamlanmasi sonucu da erken gebelik kaybina

neden olabilir (Cocksedge at al.,,2008)
e Ovaryan Hiperstimiillasyon Sendromu (OHSS)

Over hiperstimiilasyon sendromu (OHSS), yumurtaliklarinda ¢ok sayida yumurta
bulunan polikistik overli hastalarda uyarici hormonal tedaviye asir1 yanit sonucunda
geligebilen riskli bir durumdur. Bu olgularda tiim embriyolar dondurulup, kadinda hayati
risk olusturan OHSS tablosunun gerilemesinden sonra bagka bir adet siklusunda
embriyolarin  ¢oziilerek transfer islemi gercgeklestirilmesi, OHSS tablosunun
yaratabilecegi yan etkilerden korunmayr ve hatta OHSS tablosunun gelisimini

engellemekte kullanilan en etkili yontemdir.

OHSS’unda, artan kapiller gecirgenlik sonucu proteinden zengin sivi
intravaskiiler araligi terkeder. Buna baglh olarak hemokonsantrasyon, iiglincii
bosluklarda sivi birikimi ve biitliin bunlarin klinige yansimasi ile abdominal gerginlik,
asit, hipovolemi, oligiiri, plevral ve/veya perikardiak efiizyon, bobrek, karaciger ve
solunum yetersizligi ortaya ¢ikabilir (Delvigne, 2009).OHSS hafif, orta, siddetli ve kritik

olarak dort sinifta incelenir.

OHSS’yi tedavi etmekten ziyade olusumunu engellemek hedeflenmelidir.
Bunun igin riskli hasta grubu iyi belirlenmelidir. OHSS’ nin bilinen risk faktorleri

sunlardir;

e Gegirilmis OHSS o6ykiist

e Usg ile PKO tespit edilmesi (>8 antral folikiil varlig)

e Kanda AMH’ nun >3,3ng/mL olmasi

e KOH’a cevap veren folikiil sayis1 fazlaliligi(>10mm iizeri >20 adet follikiil)
e Opviilasyon indiiksiyonuda hizli yiikselen E2 konsantrasyonu cevabi

e (OPU’da toplanan oosit sayisinin yiiksek olmasi

e Luteal faz destegi i¢in progesteron yerine HCG kullanmak

e Gebelik ve ¢ogul gebelik (Delvigne, 2009).
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e Diisik BMI olan zayif viicut yapili hastalar da riskli grubu olusturur. (Ryley ve
Bayer vd,2004)

GnRH agonisti ve gonadotropin tedavisi kullanilan hastalarda OHSS riski
artmaktadir. PKOS’lu hastalarda KOH sonrasi gebelik olusmasi dururmunda, 6zellikle
cogul gebelik ve molar gebelik durumlarinda OHSS riski artar. Luteal fazin HCG ile
desteklendigi durumlarda da OHSS riski artar. (Kyroul ve Kolibianakis, 2011)

OHSS’nin olusmasini engellemek i¢in ¢esitli yontemler Onerilmistir. Bunlardan
en sik bagvurulan hCG ’nin verilmemesi veya geciktirilmesidir (Coasting). (Waldenstom
at al.,1999) OHSS nin Onlenebilmesi i¢in uygulanan diger bir yontemde, 00Sit
matiirasyonunu saglayan HCG yerine GnRH agonist ile LH nin tetiklenmesidir (Kyrou
and Kolibianakis, 2011).

Tablo 4. OHSS risk faktorleri ve donlenmesi

OHSS Risk Faktorleri OHSS Onlenmesi
Geng Yas Antagonist siklusta agonist triggering
Diisiik BMI Step-up protokol se¢imi
PKOS Siklus iptali
Yiiksek Doz Gonadotropin HCG iptali

Yiksek E2

Total embriyo dondurma

OHSS Oykiisii

Coasting (ilagsiz giin)

Hirsutismus

Metformin

(ASRM 2008)

Bir bagka yaygin yontem olan ve aymi siklusta transfer isleminin yapilmayarak

tim gelisen embriyolarin dondurulmasi ve OHSS bulgularinin olmadigi baska bir

siklusta endometrium hazirligi yapilarak dondurulmus olan embriyolarin ¢6ziilmesi

sonrasinda transfer isleminin gerceklestirilmesidir (Battaglia at al.,2010).

12



4.3.Yardimc1 Ureme Tekniklerinde Kriyoprezervasyon

1776°da italya’da hayvan spermlerinin kontrollii yavas dondurmasi ile
kriyoprezervasyon ilk kez gergeklestirilmistir. 1938 yilinda bu yontemle dondurulmus
spermlerde ¢ozme sonrasi hareketlilik tespit edilmistir. 1947 yilinda tavsan oositlerinin

kriyoprezervasyonu gergeklestirilmistir.

Ik basarili embriyo dondurma islemi ise 1972 yilinda Whittingham ve
arkadaglar1 tarafindan fare embriyolarinda gergeklestirilmistir. Daha sonra Wilmut ve
Rowson, dondurup- c¢oziindiirdiikleri sigir embriyolarindan gebelik elde ettiklerini
bildirmistir. Yapilan bu ilk ¢aligmalarda DMSO (dimetilsiilfoksit) kriyoprotektan olarak
kullanilmis ve dakikada 0.2°C’lik bir sogutma hizi uygulanmistir. Sonraki yillarda farkl
hayvan ve insan embriyolar1 basarili sekilde dondurulmustur (Bagis vd, 2002).

1977 yilinda dondurulup ¢oziilen fare oositleriyle fertilizasyon ve oositlerle

gerceklestirelen canli dogumlar bildirilmistir.

1983 yilinda insanlarda ilk kez IVF sonrasi dondurulup ¢oziilmiis embriyolarla
elde edilen gebelik gerceklestirilmis, Ik canli dogum 1984 yilinda gergeklesmistir.
(Breadkjaer vd 2001). 1986 yilinda ise ilk kez IVF sonras1 dondurulup ¢6ziilmiis olgun

oositler ile gebelik elde edilmistir.

Gegcirilmis yumurtalik cerrahisi, aile ge¢misinde erken menapoz Oykiisii,
kemoterapi veya radyoterapi hikayesi olan kadmlarda fertilitenin korunmasi igin
uygulanan oosit, embriyo ve over doku kriyoprezervasyonu yontemleri yeni gelismelere

aciktir.

4.3.1. Kriyoprezervasyon Endikasyonlar:

Kriyoprezervasyon hiicre ve dokularin ¢oziilme islemi sonrasi kullanilmak
amaciyla dondurulmasidir. Hiicreler veya dokular sifir derecenin altinda, 77 K ya da -
196 oC de s1v1 azot (likit N) icerisinde kontrollii olarak sogutularak korunur. Bu islemin
temel amaci hiicrelerin tiim biyolojik aktivitesinin korunmasi ve programlanmis hiicre

Oliimiiniin durdurulmasidir (Gosden, 1994).
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IVF uygulamalarinda kullanilan siiper oviilasyon protokolleri sonucunda g¢ok
sayida embriyonun elde edilmesi, embriyo transferi sonrasi ¢ok sayida iyi kalitede
emriyonun kalmasi, smirli sayida embriyo transferi ile yiiksek gebelik oranlarinin elde
edilebilmesi ve buna bagl olarak ¢ogul gebelik oranlarinin distiriilmesi, PKOS’lu
hastalarda OHSS ve ona bagli komplikasyonlarin 6nlenebilmesi, uterin veya tubaya ait

anomalilerin mevcudiyeti embriyolarin dondurulmasini gerektiren endikasyonlardir.

Tablo 5. Embriyo dondurma endikasyonlari

1. Hormon tedavisi ile yumurtaliklar1 asir1 uyarilmig ovarian hiperstimiilasyon sendromu
(OHSS) riski olan vakalarda

Taze transfer sonrasi kalan iyi kalite embriyolarin varliginda

Preimplantasyon genetik tan1 (PGT) yapilacak olgularda

Endometrium (rahim igi zar1) kalinliginin gebelik igin yeterli olmamasi

Cerrahi girisim ya da tedavi gerektiren acil durumlarda

o gk~ DN

Tedavi seyrinde saptanan polip, myom veya rahim ig¢i yapigiklik gibi tutunma sansini kotii
yonde etkileyebilecek durumlarda
7. Tekrarlayan tutunma basarisizligi olgularinda rahim i¢i alicihi@r arttirmak amact ile

dondurulabilmektedir.
(Battaglia at al.,2010)

Embriyolarin dondurularak saklanmasi ve saklanan embriyolarin baska bir
siklusta ¢oziilerek transfer yapilmasi(DET) yonteminin pek ¢ok avantaji mevcuttur. Tiip
bebek denemesinde gebelik elde edilememesi, gebelik elde edildigi halde diisiikle
sonlanmasi veya dogumla sonlanan bir gebelikten sonra ¢iftin tekrar bir bebek diinyaya
getirmeye karar vermesi durumunda, daha 6nce kendi sperm ve yumurta hiicrelerinin
dollenmesiyle elde edilen ve dondurulan embriyolar1 ¢ozilip kadin rahmine
yerlestirilerek gebelik saglanabilir. Bu yontemle, kadina uzun siiren hormon ilaglarinin
verilmesi engellendigi gibi tiip bebek islemindeki gerekli bircok asamaya ihtiyag

olmayacagi i¢in ¢iftlere ekonomik ve psikolojik pek ¢ok avantajlar saglanmaktadir.

Teknik olarak ¢ok daha uzun siireler saklanabilmesine ragmen, iilkemizde
embriyolarm dondurularak saklanma siiresi “Saghik Bakanligi Uremeye Yardimci

Teknikler Ust Kurulu”nun hazirladigi  ydnetmelik geregince 5 yil olarak
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siirlandirilmistir. Yine bu yonetmelige gére embriyo dondurma ve ¢ézme iglemi ancak
eslerin yazili onayiyla gerceklestirilebilmekte, ¢iftin bosanmasi, eslerden birinin 6liimii
veya saklama siiresinin dolmasi durumunda saklanan embriyolar imha edilmektedir.
(UYTE Yonetmeligi, 2014)

Tiim agilartyla degerlendirildignde embriyo dondurma islemi Yardimci Ureme
Teknikleri'nde (YUT) kiimiilatif olarak basar1 sansini arttiran bir ydntem olarak kabul
edilmektedir (Balaban, 2008).

4.3.2. Kriyopreservasyon Teknikleri

Embriyo dondurma islemi, dondurulacak embriyonun kryoporotektan ile
kaplanarak kademeli veya ¢ok hizli sogutulmasi ve daha sonra sivi nitrojen igerisinde -
196 °C’de saklanmas1 asamalarindan olusur. Sivi nitrojenin sahip oldugu 1sida (-196 °C)
hiicre siklusu devam etmemektedir. Dondurma isleminin baslangicinda , -5 ile -15°C
arasinda sogutma saglanirken ortamda buz kristallerinin olugsmasi durumunda,
Kontrolsiiz olugan buz kristalleri hiicre yapisina zarar vererek embriyonun ¢6zme sonrasi
dejenerasyonuna ve canliligini koruyamamasima yol agarlar. Sivi nitrojen igerisinde
bulunan bir embriyoyu yasamsal yonden etkileyebilecek en énemli faktor dis ortamda

bulunan ve DNA iizerinde mutajenik etkisi bulunan radyasyondur.

4.3.3. Kriyoprezervasyon Esnasinda izlenen Hiicresel Degisiklikler

Sicaklik azaldik¢a hiicrelerin i¢inde bulunan solusyonda fiziksel ve kimyasal

degisiklikler izlenmektedir. Bu degisiklikler siras1 ile asagida 6zetlenmistir;

1. Solusyon i¢inde bulunan ¢oziilmiis gazlarin ¢oziniirliigii azalir. Dondurma sivisi
%6’lik CO2 ile inkiibe edilmis sodyum bikarbonat iceriyor ise gazlarin ¢oziiniirliigliniin

azalmasi hava kabarciklarinin olusmasina ve hiicrelerin zarar gérmesine neden olabilir.

2. Ortamda bulunan su sivi fazdan kat1 faza ge¢meye baslar ve saf buz kristalleri
olusturur. Bu sirada ortamda kalan siv1 fazdaki su mevcut tuz i¢in ¢oziicii gorevi goriir
ve sonucta ortamda oldukca viskoz bir tuz solusyonu olusur. Sicaklik diistiikce buz

kristalleri artarak, hiicre zarina baski yapar ve zarar verebilir.
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3. Sicaklik azaldikga saf su kristallerinin miktar1 daha da artar ve ekstraselliiler ortamda
bulunan tuz i¢in ¢oziiclii gorevi gorecek olan sivi fazdaki suyun miktar iyice azalir.
Sicaklik belli bir noktaya gelince ( kiiltiir ortami i¢in —10,-17 °C, sodyum klorid i¢in -21
°C) olusan viskoz tuz solusyonu kristallesmeye baslar. Bu yiizden kryoprotektan
maddeler kullanilmaz ise molarite yiikselir ve pH’da biiyiik degisiklikler olur. Bu durum
solusyon etkisi’ olarak adlandirilir. Solusyon etkisi lipoproteinlerin yapisini bozar ve

hiicre zarinin zarar gérmesine neden olur.

4. Hiicre dis1 ortamdaki tuz konsantrasyonunun artmasi hiicre i¢inde bulunan suyun
ozmotik basinctan dolay1 disar1 ¢ikmasina neden olur ve hiicrede pasif dehidrasyona
bagli biizlilme izlenir. Hiicre hacmindeki azalma belli bir asamadan sonra stoplazmik
yaptya geri donlisiimsiiz zararlar verir ve hiicre oliir. Bu yiizden o6zellikle oosit ve
embriyo gibi yliksek miktarda su iceren hiicrelerin dondurulmasi sirasinda basarili
sonuclar elde etmek icin kryoprotektan sivilarin mutlaka kullanilmasi gerekmektedir

(Balaban, 2008).

Dondurma islemi sirasinda, embriyonun igerisinde bulunan soliisyonda izlenen

degisiklikleri kontrol etmek i¢in 3 temel yontem izlenir.
e Dondurma ve Cozme Hizlarimin Kontrolii

Sogutma ve dondurma hizi1 da dondurma isleminin basarisinda etkili olan 6énemli
bir faktordiir. Dondurma hiz1 arttik¢a intraselluler buz kristalleri olugsma olasilig1 artar.
Her hiicre i¢in farkli bir optimum donma hizi vardir. Bu hiz 6zellikle hiicrenin hacmine
ve membran yapisina baglidir. Bu faktorler suyun, iyonlarin ve metabolitlerin difiizyon

hizin belirler.
¢ Kriyoprotektanlarin Kullanilmasi

Dondurma hizinin kontrolii uygun oranlarda vitalite ve klivaj elde etmek icin tek
basina yeterli degildir, aym1 zamanda kryoprotektan maddelerin de kullanilmasi
gereklidir. Gliseroliin kryoprotektan etkisi Polge tarafindan 1949 yilinda spermler
tizerinde yapilan caligmalar sirasinda bulunmustur. Gilinimiizde farkli non-toksik

kimyasallarin kryoprotektan olarak kullanilabilecegi gosterilmistir.
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e Seeding islemi

Kryoprotektanlar buz kristalleri olusumu oncesi yaklasik -15 °C’ye ulasirlar
(supercooling). Bu durumda olusan 1s1 ortam sicakligini yiikseltir ve lineer sekilde
azalmasi gereken sicaklikta sapma izlenir. Embriyo dondurma igleminin basarisi igin
supercooling olaymin engellenmesi gerekir. Whittingham supercooling’i engellemeden
dondurmus oldugu 8 hiicreli fare embriyolarinin canliligini stirdiirmedigini bildirmistir.
Supercooling’i engellemenin yolu s1vi nitrojen igerisine batirilmig forseps ile dondurma
cubuklarma kisa bir siire dokunmak ve buz kristallerinin olusumunu saglamaktir. Bu
isleme ‘seeding’ adi verilir ve ideal olarak -7 °Cde yapilmasi gerekliydi (Delilbasi,

2008).

4.3.4. Kriyoprezervasyon Isleminde Kullanilan Kriyoprotektan Maddeler

Kriyoprotektan maddeler hiicre membranindan gecebilen (permeabl);
Intraselliiler, ya da biiyiik molekiil agirlikl1 hiicre zarindan gecemeyen (non-permeable);
Ekstraselliiler o6zelliklerdedir (Palasz ve Mapletoft, 1996). Hiicre igerisine niifuz
edebilen kriyoprotektanlar diisiik molekiiler agirliga sahiptirler ve dimetilsiilfoksit
(DMSO), gliserol, etilen glikol (EG), 1.2 propanediol, 2.3 biitanediol, propilen glikol ve

diger bazi alkolleri kapsamaktadir.

Hiicre i¢ine niifuz edemeyen diisiikk molekiil agirlikli kriyoprotektanlar ise,
(glikoz, siikroz, trehaloz, rafinoz, galaktoz ve diger baz1 sakkaritler) ve yliksek molekiil
agirlikli polimer karakterli (polivinil alkol (PVA), polivinil pirrolidon (PVP) ve diger
bazi polimerler kriyoprotektanlardir(Balaban 2008). Hiicre icine niifuz edemeyen disiik
molekiil agirlikli kriyoprotektanlar donma islemi siiresince sekillenen buz kristallerinin

olusumunu azaltarak ve sogutmadan once hiicreleri dehidre ederek gosterirler.

Ayn1 zamanda kriyoprotektanlar hiicreleri yiiksek konsantrasyonda tuz ile
cevrelediginden hiicreleri yogun dehidratasyona maruz kalmalarim1 saglayarak da

korumaktadirlar.

Oosit ve embriyo kryopreservasyonu icin en sik kullanilan kryoprotektanlar,

gliserol, etilen glikol, dimetil sulfoksit (DMSO) ve 1, 2-propanediol (PROH) diir.
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Kryoprotektanlar suda ¢oziiniip, su molekiilleri ile hidrojen bagi olusturabilir ve hiicre
icine girebilirler. Kryoprotektanlarin aktivitesi solusyonlarin donma noktasini
diisirmesine ve sivi igerisideki tuz ve diger c¢oziiniirlerin miktarinin azalmasini
saglamasina baglidir. Ayrica, kryoprotektanlar buz olusum hizim1 da distirerek olusan
buz kristallerinin seklini degistirebilirler. Embriyonun ileri gelisimini koti yonde
etkilememesi i¢in, kryoprotektanlarin ¢6zme sonrast ortamdan miimkiin oldugunca hizl

bir sekilde uzaklastirilmasi1 gerekmektedir.

Sukroz hiicre i¢ine penetre olmaz fakat osmotik basinci arttirarak kryoprotektan
gibi davranir. Osmotik basing artinca hiicre i¢inde bulunan su hiicre disina ¢ikar
(dehidrasyon). Bu nedenle ayn1 dondurma solusyonunun iginde, hiicre i¢ine giremeyen
kryoprotektan dehidrasyona sebep olurken, hiicre icine girebilen kryoprotektan suyun
yerini alir ve intraselluler buz kristalleri olusma riskini azaltir. C6zme esnasinda
kullanilabilen ve hiicre igine giremeyen kryoprotektan, osmotik basinci ayarlama
ozelligi sayesinde kryoprotektanin hiicre disina ¢ikmasi sirasinda fazla ve hizli su

girisini engeller. (Palasz ve Mapletopt, 1996).

Tablo 6. Hiicre membranindan gecebilme 6zelliklerine gore kriyoprotektan cesitleri

Intraselliiler Ekstraselliiler

Kriyoprotektantlar Kriyoprotektanlar

Dimetilsiilfoksit (DMSO) Makromolekiiller Sakkaritler
Gliserol Dekstran Glukoz
Etilen Glikol (EG) Ficoll 70 Siikroz
Propilen Glikol (PROH) Polivinilprolidon Trehaloz
2,3 Biitanediol Bovin serum albumin (BSA) Galaktoz
Dimetilasetamid (DMA) Mannitol Raffinoz

(Luz Holanda, 2009)

Insan embriyolarinin  her asamasinda dondurma islemi igin en uygun
kriyoprotektan DMSO’dur (Trounson vd, 1983; Van der Elst, 1995). Gliserol, DMSO’ya

kiyasla daha diisiik bir toksisiteye sahip olmasina ragmen hiicre icersine girme hizi
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DMSO’dan daha diisliktiir. Bu sebepten dolayr hiicre iizerindeki ozmotik stresin

kontrolii i¢in en ¢ok tercih edilen criyoprotektan DMSO’diir.

4.3.5. Kriyoprezervasyon Yontemleri

Embriyolarin kriyoprezervasyon uygulamasi i¢in 3 temel yontem gelistirilmistir.
1) Klasik yavas dondurma protokolii (slow-freezing)

2) Hizli dondurma (rapid-freezing)

3) Vitrifikasyon (camlastirma) olmak {izere asagidaki gibi 3 ana gruba ayrilir.

4.3.5.1.Klasik Yavas Dondurma (Slow Freezing)

Klasik yavas dondurma yonteminde, programlanmig bir soguma hizini
saglayabilmek icin planner cihazi kullanilir. Planer cihazi ile amaglanan programli yavas
dondurma esnasinda oda 1sisindan -6°C’a kadar 2°C/dk. soguma hizi saglanir. Yavas
dondurma isleminde buz kristali olusumu manuel olarak yapilan seeding(tohumlama)
islemi ile embriyodan uzak bolgeden baslatilarak kontrol altinda tutulur(Elder and Dale,
2000).

e Yavas dondurma protokolii birka¢ farkli asamada dondurma asamasi ile
gerceklestirir.

e Diisiik yogunlukta kriyoprptektan kullanilir.

e Embriyolarin GL, EG, DMSO ya da PGL gibi hiicre i¢ine niifuz edebilen diisiik
molekiil agirhikli kriyoprotektanlardan birisinin degisik molar
konsantrasyonlarindaki ¢ozeltileri kullanilir.

e Planer cihaz1 araciligiyla -30 °C ile -70 °C arasindaki bir sicakliga ulagincaya
kadar kademeli yavas sogutma yani -0.2-2°C/dakika sogutma hiz1 saglanir.

e Kiriyoprotektan c¢ozeltisi ve embriyo arasinda ozmotik dengeyi (ekilibrasyonu)
saglamak amaciyla, oda 1sisinda (RT) islem yapilir.

e Buz kristallerinin olusumunun -5 °C ile -6 °C’ler arasinda baslatilmasi planlanir.

e Kryoprotektanlar buz kristalleri olusumu oncesi yaklasik -15 °C’ye ulasirlar

(supercooling).
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e Buz kristali olusumu manuel olarak yapilan seeding islemi ile embriyodan uzak
bolgeden baslatilarak kontrol altinda tutulur.

e -196 °C sogutma saglandigimda 6rnekler sivi azot icersine daldirilir ve saklanir.

Yavas dondurma yonteminde soguma hizinin planlanandan hizli olmasi
durumunda diistik yogunlukta kriyoprotektan kullanilmasina bagl olarak hiicre iginde
buz kristalleri olusmasi ve hiicre hasar1 gdzlenmesi miimkiindiir. Soguma hizinin
planlananda yavas yapildigi durumlarda ise kriyoprotektana maruz kalma siiresinin

artmasindan dolayi hiicreler hasara ugrayabilmektedir.

Yavas Dondurma
Programli Cihaz
Kriyoprotektan ile dengeleme

-20C/dk.
RT . ¢
Yavas sogutma orani
-69C
. seeding
-350C 1
LN, sire .

Sivi nitrojen icerisine yerlestirme (-196 °C)

Sekil 1. Yavas dondurma yontemi sogutma hizlari
4.3.5.2.Hizh Dondurma (Rapid Freezing)

Hizli dondurma, agirlikli olarak sperm dondurma islemlerinde kullanilan bir
yontemdir. Dondurulacak olan doku veya hiicrelere yiiksek donma hizlarinin (dakikada
yaklasik 1200-1250°C) uygulanmasindan once, bir ara basamak olarak yaklasik -80°C
ta sivi azot buharinda bekletilmesi saglanir. Bu sekilde hiicrelerin kismen dehidrate
edilmesi saglanir. Bu asamadan sonra dondurulan materyal direkt -196 °C sivi azot

igersine daldirilir.

Bu yontemde kriyoprptektan olarak GL, PrOH, DMSO ya da EG gibi hiicre i¢ine

niifuz edebilen kriyoprotektanlardan ve siikroz, trehaloz, laktoz ya da galaktoz gibi hiicre
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icine niifuz edemeyen kriyoprotektanlar ile karistirilarak elde edilen dondurma
¢ozeltilerinin kullanilir (Cseh vd, 1997).

4.3.5.3.Vitrifikasyon

Vitrifikasyon yontemi, yiiksek kriyoprotektan yogunlugu ile yiiksek sogutma hizi
(20000-22000 dk/°C) saglanarak buz kristali olusmadan dondurulacak materyalin veya
hiicrenin direkt camlastirilmasi1 vitrifiye edilmesi) ile dondurulmasi yontemidir.
(Stachecki and Cohen, 2004). Vitrifikasyon yontemi ile oosit, klivaj donemi embriyo, 5.
veya 6.giin blastokist asamasindaki embriyolar, endometrial hiicreler, over dokusu ve
hatta organlar camlastirilarak dondurulabilir. Bu yontemde amag¢ buz Kkristallerinin

olusturulmamasi esasina dayanir.

e Vitrifikasyon igin Oncelikli olarak hiicrelerin ekilibrium(dengelenme) soliisyonu
icersinde bekletilerek dengelenmesi saglanir.

e ikinci asamada ise hiicreler yiiksek yogunluktaki kriyoprptektana kisa siireli (30-
45 sn) olarak maruz birakilir. Vitrifikasyonda en ¢ok kullanilan Kriyoprotektanlar
DMSO ve gliserol’diir.

e Vitrifikasyon tekniginde yiiksek kriyoprotektanlar yogunlugu igeren soliisyonlar
kullanilmaktadir. Ancak kullanilan kriyoprotektan miktar1 oldukga diistiktiir.

e Vitrifikasyon tekniginde sicakligin ani diisiiriilmesi ¢ok Onemlidir. Ani 1s1
diisiisiiyle birlikte hiicre etrafinda cam bir kat1 yilizey olusturularak koruma

amaglanir.

Dondurulacak materyal ekilibrium asamasindan sonra kriyoprotektan madde ile
kaplanarak direkt s1v1 azota daldirilir ve yiiksek sogutma hizi saglanir. Vitrifikasyon i¢in
gereken kriyoprotektan miktar1 azalmakta, bdylece toksik hasar riski diismektedir.
Soguga duyarli olan biyolojik yapilarin zarar gordiigii, sicaklik dereceleri olan -5 ila -

15°C aras1 hizla gecilerek buz olusumu engellenmis olur.

Vitrifikasyon yonteminde de soguma hizinin yeterince hizli yapilamasi
durumunda buz kristalleri olusarak camlasmanin tam gerceklesememesi s6z konusu
olabilir. Bu durum ¢6ziildiigiinde hiicrelerin hasar gormesine sebep olur (Begin at
al.,2003).
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Vitrifikasyon yonteminde olusabilecek bir diger risk de hiicrelerin ekilibrium
stiresinin yetersiz gelmesi ve hiicre i¢ine girmesi gereken kriyoprotektan ile hiicre disina
¢ikmasi gereken suyun yer degistirememesinden kaynaklanir.(Vanderzwalmen vd,
2004)

Vitrifikasyon
Dewar Konteynir
7 Kriyoprotektan ile dengeleme
RT 1

Sivi nitrojen icerisine daldirma

Sekil 2. Vitrifikasyon yontemi sogutma hizlari

Embriyolar 1.giinden 6. gline kadar gelisimlerinin her asamasinda
dondurulabilmektedir. Giiniimiizde oosit ve blastokist asamasinda vitrifikasyon yontemi
ile daha verimli sonuglar elde ediliyorken, yavas dondurma yontemiyle ise PN ve erken
klivaj donemi embriyolarda daha verimli sonuglar alinmistir. Hizli dondurma yontemi
ise agarlikli olarak sperm dondurma islemlerinde kullanilan bir yontemdir.( Kuwayama
2005)

4.3.6. Embriyo Cozdiirme

Embriyolarin  ¢ozdiirlilme islemi icin belirlenen siklusta kadin rahim
ici(endometrium) hazirliginin yapilmas: implantasyonun elde edilmesi i¢in 6nemlidir.
Dondurulmus ¢6ziilmiis embriyo transferleri (DET) planlandiginda ise, endometrium
hazirligr dogal(natiirel) siklus seyrinde, USG ve kan E2, P4 diizeyleri takip edilerek
endometriumun implantasyon i¢in en uygun zamaninin dondurulan embriyonun giinii ile
senkronizasyonunu  saglandiktan sonra transfer islemi gercgeklestirilir veya
menstiirasyonum birinci gliniinden itibaren programlanmis olarak, sadece endometrium
destegi saglanarak yine dondurulmus olan embriyonun gilinii ile rahim ig¢inin

senkronizayonu saglanir.
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Embriyolarin ¢ozdiirme islem (thawing veya warming), embriyolar1 tasiyan
strow, vial veya embriyolar1 i¢erisinde bulunduran tasiyicinin, sivi azottan ¢ikarildiktan
sonra, genellikle 1 M siikroz igerisine direkt daldirilarak ¢oziilmesi ile gergeklestirilir.
Daha sonra sirast ile 0,5 M siikroz - 0,25 M siikroz ve 0,125 M siikroz soliisyonlarinda
belirli siirelerde bekletilirler. Kriyoprotektanlarin uzaklastirilmasi i¢in siikroz, trehaloz
veya galaktoz gibi hiicre i¢ine niifuz edemeyen sekerler kullanilmaktadir. Bu maddelerin
ortamda bulunmasi sebebiyle kriyoprotektan madde yogunluk farkindan dolayi hiicre
disina  ¢ikar. Son olarak PBS-HSA soliisyonu igerisinde yikanan embriyo
kriyoprotektanlardan tamamen uzaklastirilarak uygun kiiltiir ortamima alinirlar
(Trounson vd1983,Toner vd 1991).

4.4 Embriyo Gelisiminin Takibi ve Kalitelendirilmesi

Embriyo gelisiminin ilk basamagi HCG uygulamasinin ardindan 32-36.saatler
arasinda yapilan yumurta toplama (OPU) ve sperm alimini takiben gergeklestirilen
mikroenjeksiyon islemi(ICSI) ile dollenmenin gerceklestirilmesi ile saglanir.
Déllenmenin saglanmasini takiben invitro ortamda 3-5 giin siire ile embriyo gelisimi ve

kalitesi takip edilir.

4.4.1.Yumurta Toplanma (OPU) islemi ile Kumulus Oosit Kompleksinin (KOK)
Elde Edilmesi ve Sperm Eldesi (0.Giin)

Oosit toplama(OPU) ve sperm hazirligi sonras1 mikroenjeksiyon (ICSI) islemleri

uygulanir. Bu siirecte, detaylar1 asagida siralanan,

e Sperm i¢in morfoloji, motilite/motilite paterni ve fonksiyon degerlendirmesi

e Oositler icin KOK eldesi ve oosit matiirasyon degerlendirmesi yapilir.

OPU islemi ile paralel olarak her vaka ig¢in sperm se¢imi ve toplama siireci

uygulanmaktadir. Spermler sayi, hareketlilik ve morfoloji yapilarina gore degerlendirilir.

Normal sperm yapisi; oval sekilli, 4-5 um boy/2.5-3.5 um en boyutlarinda basa ve
boyun dahil 55um uzunlugunda kuyruga sahip ve herhangi bir morfolojik defekt

icermeyen spermdir.

23



Akrozom  plazma Membran
Nukleus
tri

Aksivel Filament
S T—

Mitokondn

BAS BOYUN KUYRUK ' Kuyruk Ucu
Sekil 3. Normal Sperm Yapist

Sekil 4. Normal Sperm Morfolojisi
4.4.1.1.Kiimiiliis Oosit Kompleksi (KOK)

OPU isleminden sonra elde edilen KOK, oosit maturasyonu i¢in gerekli olan

ortami saglar. KOK, asagidaki yapilardan olusur;

Zona pelusida: Oositi ¢evreleyen glikoprotein yapida bir kiliftir. Ortalama 25um
kalinligindadir.

Korona radiyata: Zonay1 cevreleyen destekleyici hiicre tabakasidir. Zonay1 gegerek
oolemmaya (oosit hiicre zar1) ulasan kanallar vasitasiyla oositin hiicre dis1 aligverisini

saglar.

Kiimiiliis ooforus: Koronay1 ¢evreleyen destekleyici yogun hiicre kiitlesidir.
Hyaluronan adi verilen matriks yapist igerisine gomiilii sekilde bulunurlar. OPU

stirecinde oositler milyonlarca kiimiiliis hiicresi ile ¢evrili olarak gelirler.

Granulosa hiicreleri: KOK’u ve folikiil i¢ ylizeyini ¢evreleyen hiicre kiitlesidir.
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Sekil 5. Kiimiiliis Oosit Kompleksi

4.4.1.2.0osit Matiirasyon Degerlendirmesi

OPU siirecinde oositler milyonlarca kiimiiliis hiicresi ile ¢evrili olarak gelirler.
OPU esnasinda aspirasyon sivisinda ilk agamada KOK gozlenmese de granulosa
hiicrelerinin varlig1 folikiile girildiginin isareti olarak kabul edilir. Oositler, ICSI
oncesinde hyaluronidaz enzimi ve mekanik pipetleme ile kiimiiliis hiicrelerinden

temizlenirler ve invert mikroskop altinda maturasyon degerlendirmesi yapilir.

MIIl (Metafaz 11): Mayoz boliinmenin metafaz 2 asamasindaki olgun oositi belirten
ifadedir. 1. Polar cisimcigin gozlenmesi ile tanimlanir. Metafaz 11 asamasindaki oosit,

ICSI i¢in uygundur.

MI (Metafaz 1): Heniiz tam olgunluga ulasmamis, mayoz bdoliinmenin metafaz |
asamasindaki immatiir oositi belirten ifadedir. MII’den farki polar cisimcigin

gozlenmemesidir.

GV (Germinal Vezikiil): Mayoz boliinmenin profaz 1 asamasindaki immatiir oositi

belirten ifadedir. ICSI i¢in kullanilamaz.
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M Il Oosit M 1 Oosit

Sekil 6. Ooosit matiirasyonu
4.4.2 Fertilizasyonun Degerlendirilmesi (1.Giin)

Fertilizasyon kontrolii IVF veya mikroenjeksiyon isleminden 12-18 saat sonra
yapilmalidir. Fertilizasyon, kisaca tek bir sperm ¢ekirdeginin oositten gelen ¢ekirdek ile
aktive olmus oosit sitoplazmasi iginde birlesmesi olarak 6zetlenebilir.( Gardner vd 2004)
.Cekirdekler doéllenmenin en basit ve kolayca gdzlemlenebilen isaretleridir. Normal

fertilizasyonda 2 proniikleus ve birinci ve ikinci kutup cisimcigi gozlenir.

1. ve 2. kutup cisimcigi (PB)

Nukleulus

Nukleus

Sekil 7. D6llenmis Yumurta (Zigot)
Anormal dollenme gdzlenen yumurtalarin ayrilarak takip edilmesi dnemlidir.

1 PN: Anormal doéllenme bulgusudur. Proniikleuslardan 1 tanesinin eksik olmasi
durumudur. IVF tedavilerinde ortalama %1-2 oraninda gozlenmektedir. Gametlerden
birinin proniikleus olusturmamasi durumudur. Gelisen embriyo haploid olacagindan

dolay1 3.giinden sonra embriyo gelisimi gézlenmez.
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3 PN: Diger bir anormal déllenme durumudur.1 tane fazla proniikleus(PN) goézlenmesi
durumudur. IVF tedavilerinde ortalama %1 oraninda gézlenmektedir. ICSI uygulanan
oositlerde fazla proniikleusun oositten kaynaklanma ihtimali daha yiiksektir. Ileri kadin

yas1 vakalarinda daha sik gozlenir.

Multi PN: 3 PN’den fazla proniikleus gozlenmesi durumudur. Nadir gézlenen bir
anomalidir. Oosit kaynakli olma ihtimali yiiksektir. Ileri kadin yas1 vakalarinda daha sik

gbzlenir.

1PN 3PN Multi PN (6-7 PN)

Sekil 8. Anormal déllenme

PN olusum asamasinda her iki ¢ekirdekte meydana gelen olaylarin es zamanli olmasi
dollenme ve ileri embriyo gelisimi agisindan Onemlidir Erken zigot olusumunda
cekirdekeik ve c¢ekirdekgige bagli olusumlar biiyiik 6nem tasir. Eg zamanli gelisim
gostermeyen dollenme aktivitelerine sahip zigotlarda yiiksek oranda kromozomal
anomali, anormal klivaj ve gelisim blokaji nedeni ile nadir blastokist olusumu
gbézlenmistir. Bu sonuglara gore belirli formlardaki c¢ekirdek¢ik ve c¢ekirdek
cisimciklerine sahip embriyolarda digerlerine kiyasla daha yiliksek implantasyon ve

gebelik oranlari saglanmaktadir (Kahraman vd 2002).

PN skorlama sistemi kullanilarak yapilan degerlendirmede, A,B,C,D,E,F olarak
belirlenen zigotlarda gekirdekg¢ik yapilar1 biiyliklik ve dagilim siralamalart farklilik
gostermesine ragmen normal ddllenen zigot olarak kabul edilir ve embriyo gelisiminde
fark gozlenmez iken G ve J olarak siniflanan zigotlarda normal déllenen zigot olarak

kabul edilir fakat digerlerinden ayr1 olarak takip edilir. (Kahraman vd 2002)
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4.4.3 Klivaj Donemi Embriyo Simflandirmasi

Zigot asamasindan 4-8 hiicreli bir embriyo olusumuna kadar gecen siire (2-4 giin)
klivaj donemi olarak tanimlanir. Bu dénem igerisinde zigot birbiri ile yapisal anlamda

degisiklik gostermeyen ardisik iki-li¢ boliinme gegirir.

2. glinden 4. giine kadar olan klivaj donemindeki embriyolar degerlendirilirken
g0z Oniine alinan kriterler blastomer sayisi, blastomer morfolojisi, embriyonun igerdigi
fragmantasyon orani ve sitoplazma yapisidir. Normal klivaj hizina sahip bir embriyo
ICSI isleminde 24-25. Saat sonra 2 hiicre, 2.glinde yani ICSI isleminden 42-44 saat
sonra 3-4 hiicre, 3.giinde yani ICSI isleminden 66-68 saat sonra 6-8 hiicre ve 4.giinde
yani ICSI isleminden 90-92 saat sonra ise birlesme isaretlerine bagli olarak 10 ve

tizerinde hiicreye sahip olan embriyodur.

2. giin. 4,0,BE 3.giin: 8,0,BE 4. Giin 101,0,BE (BB)

Sekil 9. Klivaj donemi embriyo kalitelendirme 6rnekleri

ESHRE 2011 yilinda hiicre sayisi, fragmantasyon varli§i, embriyonun
bliytlikliigline gore ylizdesi, blastomerlerin esit biiyiikliikte olup olmamasi gibi 6zellikleri
dikkate alinarak boliinme evresindeki embriyolarin kalitesini degerlendirmek amaci ile

embriyo skorlama sistemi olusturulmustur;
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Tablo 6. Klivaj donemi embriyo kalitelendirmesi (2. ve 3. giin)

Kalite1 Ikinci giinde 2-4, iigiincii giinde 6-8 blastomerlidir. Blastomerleri esit
biiyiikliikkte, yuvarlak veya oval, blastomer sitoplazmalar1 seffaftir ve
fragman icermez.

Kalite 2  Blastomer say1 ve sekli 1. Kalte embriyoya benzemekle birlikte yani esit
blastomer morfolojisine sahip, ancak %5-10 oraninda fragmantasyon i¢eren
veya graniilasyon isaretleri gosteren embriyo.

Kalite 3  Blastomerler birbirinden hafif¢e farkli, %10 iizerinde fragmantasyona sahip
veya graniilasyon isaretleri gosteren embriyo.

Kalite 4  Blastomer sayis1 net sayillamayan, %30 dan fazla fragmantasyona sahip,
blastomerler birbirinden belirgin derecede farkli veya ileri derecede
graniilasyon gdsteren embriyo.

(Eshre 2011)

Embriyo kalitesinin diislisiiyle birlikte embriyonun ileri gelisim gosterme, canliligin

devam ettirme ve implantasyon potansiyelide azalmaktadir.

3. giinden sonra takip eden bdliinmeler ile embriyonun hiicre sayisi artar ve 16-32

hiicreden olusan siki bir kitle haline gelir. 4. giinde ise, ICSI den 92-96 saat sonra hiicre

sayisini arttirarak kompaktlagma evresine girmesi beklenir. Bu asamadaki bir embriyoya

“morula” adi verilir. Moruladan sonra kavitasyon doénemi baglar. Kavitasyonun

olugmasi ile kaviteden salgilanan sivi, blastosdl olusumunu tetikler.

Morula Kavitasyon

Sekil 10. 4. Giin embriyo kalitelendirme 6rnekleri
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4.glin embriyolarinin kalite degerlendirmesi su sekilde yapilmaktadir;

Tablo 7. Klivaj donemi embriyo kalitelendirmesi (4. giin)

Kalite 1  Early blastokist, kavitasyon ve full morula ve herhangi bir anomali
(fragmantasyon, vakuolizasyon vb.) igermeyen
Kalite 2 Morula veya compact embriyo morfolojisine sahip en az bir anomalinin eslik

ettigi embriyo

Kalite 3  Morula veya compact embriyo morfolojisine sahip 2 veya 3 anomalinin eslik
ettigi veya 10 hiicre ve lizeri blastomer sayisina sahip birlesmeye baslamis
embriyo

Kalite4  Blastomer sayis1 10 veya daha az sayida olan herhangi bir birlesme bulgusu

gbzlenmeyen embriyo

(Eshre 2011)

4.4.4 Blastokist Donemi Embriyo Gelisim Degerlendirilmesi

Kavitasyon ilerledikce kompaktlasma sirasinda hiicrelerin (blastomerlerin)
kutuplagmasiyla iki farkli hiire grubunu (trofoektoderm-dis hiicre kiitlesi ve inner cell
mass-i¢ hiicre kiitlesi) olusarak ‘’blastokist >’ adi verilen yapiy1 olusturur. Trofektoderm
tabakasini olusturan hiicreler arasi baglar sikidir ve baskalasim sirasinda bu hiicreler
tarafindan i¢ kisimda blastosol adi verilen sivi olusturulur. Blastosol igerdigi degisik
iyon ve protein konsantrasyonu bakimindan i¢ hiicre kiitlesinin ileri gelisimi i¢in son

derece kritik bir 6nem tagir.

Bu asamada olusan embriyonun yapisal degerlendirmesinde kullanilan ii¢ temel kriter

sunlardir;
1. Blastosol kavitesinin bliytikligi
2. I¢ hiicre kiitlesini olusturan hiicrelerin sayis1 ve yapisidir.

3. Trofektoderm hiicrelerinin yapis1 ve dizilimi
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ICM Trofektoderm
(i e
hilcre (dis hiicre kitlesi)
kitlesi)

\Sekil 11. Blastokist asamasindaki ICM ve trafektoderm hiicre kitleleri
4.4.4.1 Blastosol Kavite Olusumuna Gore Simflandirma

Kavitasyonun baglamasi, embriyo yeterliligini ve canlilifin1 yansitan bir
bulgudur. Embriyonun blastokist olusturma zamani ¢ok Onemlidir. Gardner ve
arkadaglar1 iyi kalitede gelisen bir blastokistin implantasyon basarisint ve gebelik

oranlarini olumlu yonde etkiledigini belirtmislerdir (Gardner vd 2004).

Tablo 8. Blastosel kavitesinin siniflandirilmasi

1. Early Blastokist:Blastosel kavitesi embriyo voliimiiniin yarisindan azdir.

2. Blastokist:Blastosel kavitesi embriyo voliimiiniin yarisindan fazladir.

3. Full Blastokist:Blastosel kavitesi embriyo voliimiiniin tiimiinii kaplamustir.

4. Expanded Blastokist:Blastosel kavitesi voliimii artmis, ¢ap biiylimiis, zona iyice
incelmistir.

5. Hatching Blastokist:Trofoektoderm hiicrelerinin bir kismi zona katmani digina
¢ikmaya baslamistir.

6. Hatched Blastokist:Embriyo tiimiiyle zona katmani disina ¢ikmustir.

(Gardner vd 2004)

4.4.4.2. i¢ Hiicre Kitlesi (inner Cell Mass-ICM) ve Trofektodermin Hiicre Yapisina

Gore Degerlendirilmesi

Iyi kalitede bir blastokistin mikroenjeksiyondan yaklasik 106-108 saat sonra
genis bir blastosol i¢ine dogru uzanan belirgin bir i¢ hiicre kitlesine (inner cell mass :
ICM) ve birbirine diizgiin baglanmis trofoektoderm hiicrelerine sahip olmasi

gerekmektedir.
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Tablo 9. i¢ Hiicre kitlesi Simflandirmasi (ICM) (Gardner vd 2004)

A. Siki, paket seklinde ¢ok sayida hiicre igeren ICM
B. Gevsek bir grup halinde ¢ok sayida hiicre igermeyen ICM
C. Cok az hiicreden olusan ICM

Tablo 10. Trofektoderm hiicrelerinin Siniflandirmasi(Gardner vd 2004)

A. Birbirine sikica bagli bir¢ok hiicreden olusan epitel yapi.
B. Daha gevsek bagli birkag hiicreden olusan epitel yapu.
C. Cok az sayida ve biiyiik hiicrelerden olusan epitel yap1

IVF ve ICSI sonrasinda embriyolarin transferinde, implantasyon potansiyeli en
yiiksek olan embriyolarin secilebilmesi, klivaj donemi ve blastokist doneminde, tiim bu

morfolojik degerlendirme kriterlerinin birlikte kullanimi ile miimkiindiir.

4AA (Expanted Blastokist) 5AA(Hatching Blastokist) 6AA(Hatched Blastokist)

Sekil 12. Blastokist Dénemi Embriyo Kalitelendirme Ornekleri

\4.5.Embriyo Transferi ve Transfer Edilecek Embriyo Sayisimin ve Transfer

Giiniiniin Belirlenmesi

Embriyo transferi (ET), ART’de en 6nemli basamaklardan biridir. ART bir biitiin
olarak ele alindiginda basarida %30 embriyo transfer islemi rol oynar (Mansour et al.,
2002). ET tekniginin standardizasyonunda doktor ve embriyologun tecriibesi ve uyum

igerisinde ¢alismalarinin da bagsar1 oranmi etkiledigi yapilan caligmalarla gdsterilmistir
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(Cohen et al., 1998). ET basarisindaki bir diger etken ise embriyolarin katatere yiiklenip
uterin kaviteye birakilmalar1 arasinda gegen siiredir; bu siirenin iki dakikayr gegmemesi

gerekmektedir (Brinsden et al.1999).

Embriyo transfer asamasinda gebelik elde edilmesini etkileyen 6nemli 3 faktor vardir.

Bunlar;

1) Endomertial reseptivite
2) Embriyo kalitesi ,
3) Embriyo transferinin basari ile gerceklestirilmesi.

Embriyo, endometriuma reseptivitenin maksimum oldugu doénemde implante
olur. Bu nedenle ART uygulamalarinda embriyo transferinin yapildigi donemde

endometriumun reseptif olmasi implantasyon ve gebelik sansini arttirir

Transfer edilecek embriyo sayisi belirlenirken hem yiiksek gebelik oranlarinin
elde edilmesi hedeflenmekte, hem de ¢ogul gebelik riskinin miimkiin olabilecek en az
diizeyde olmasi amaglanmaktadir. Transfer edilecek embriyo sayis1 kadin yas1 ve daha
once uygulanan basarisiz tiip bebek denemeleri goz oniine alinarak se¢ilmektedir. Ayrica
kadin yas1 ¢ok geng ise ve tip bebek uygulamasi ilk kez yapiliyorsa, iyi kalitede
blastokist varliginda tek embriyo transferi planlanabilir (UYTE Y&netmeligi, 2014).

Bazi ¢aligmalar 3. Giin ve 5. Giin transferi arasinda anlamli bir fark olmadigim
savunurken digerleri blastokist transferi ile 6zellikle implantasyon oranlarinin anlamh

bir sekilde arttigini ileri siirmektedir.

Ileri kadin yas1 ve tekrarlayan basarisiz denemeleri olan ¢iftlerde ve dondurulmus
¢Oziilmiis embriyo taransferi yapilan ciftlerde, transfer 6ncesi embriyonun dis ceperi
olan zona pelusida'nin laser ile inceltilmesi veya tam agiklik yapilmasi (AHA) islemi
uygulanir. Bu islem AHA(Assisted Hatching-yardimla yuvalama) olarak adlandiriimakta
ve embriyonun zona'dan ayrilmasini kolaylastirarak implantasyon sansini olumlu

etkilemektedir.

Basaril1 bir embriyo transfer isleminin amaci embriyolar1 problemsiz bir sekilde
implantasyon olma ihtimalinin en yiiksek oldugu zamanda ve en uygun yer olan

fundusa yerlestirmektir.
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AHA (Assisted Hatching) ~ USG ile embriyo transferi

Embriyo transfer kateteri

Sekil 13. AHA/ ET/ ET Kateteri
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5.GEREC VE YONTEM

5.1.Hasta Secimi

Istanbul Tiip Bebek Merkezinde; 01 Ocak-31 Temmuz 2018 tarihleri arasinda, tiip bebek
uygulamasi sonrast farkli endikasyonlar nedeniyle dondurulmus-¢oziilmiis embriyo
transferi yapilan 808 hastaya ait veriler bu ¢alismada yer almaktadir. Bu hastalardan 25
siklus iptali ger¢eklesmis ve DET yapilan 783 hasta taze enbriyo transferi yapilmis olan
344 hasta ile karsilagtinlmigtir. Bu hastalarin verileri; kadin yasi, transfer yapilan
giinleri, transfer edilen embriyo sayisi, endometriyal kalinlik, HCG giinii P4 degerleri
incelenerel biyokimyasal, klinik gebelik ve canli dogum iizerine etkileri istatiksel olarak
incelenmistir. Degerlendirilen bu parametreler ’Pearson Ki-Kare Analizi®” ve ‘’Fisher's

Exact Test’’ ile istatiksel olarak analiz edilmistir.

Calismada hastaya ait P4 degeri, transfer giinii endometrium kalinligi, transfer edilen
embriyo kalitesi, transfer edilen embriyo sayisi, gebelik ve canli dogum buldular1 rutin
takip formlarindan elde edilmistir. Calisma datasi, embriyolart dondurulmus-¢6ziilmiis
olan hasta grubunda halen uygulanmakta olan tedavi siireglerinin embriyo canliligi ve
klinik gebelik sonuglarina etkisinin taze embriyo transferi yapilan vakalar ile
karsilastirilmasi seklinde ve elde edilen verilerin dosya taramasi seklinde kullanilmasini

icermektedir.

Calisma i¢in hastalara rutin uygulama disinda herhangi bir tedavi sekli

Onerilmemektedir.

Calisma, ‘Biruni Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurul’una sunuldu

ve 2019/30-08 say1 ve 05.07.2019 tarihli etik kurul onayi alindi.

5.2.Hastalarin Klinik Olarak Hazirlanmasi

Dondurulmus embriyo transferi ve taze embriyo transferi planlanan hastalarin

tedavi semasi asagidaki gibi uygulanmstir.
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5.2.1.Dondurulmus embriyo transfer (DET) Protokolii

Calismaya almman hastalarda, taze uygulamalarinda farkli endikasyonlar ile
embriyolart dondurulmus olan vakalarin, dondurulmus embriyo transferi(DET)

programina alindiklarinda izlenilen tedati protokolii asagidaki sekilde gergeklestirildi.

e Asetin 4.-5. Giinii kontrol ediliyor 2 ve progesteron degerlerine bakildi

e Adetin 9-10. Giinii tekrar kontrol edilerek rahim igi kalinligina bakildi. E2 ve p4
sonucuna gore estrofem destegine 2x3 olacak sekilnde baslanildi.

e Adetin 12-14. Giinii kontrol edilerek endometrium kalinligi 8 mm iizerinde
triple-line goriiniimiinde ise progesteron seviyesi 1,2 ng/ml altinda olmasi

halinde transfer i¢in hazirliga baslanildi.

Embriyonun dondurma giine gore drnegin 3. Giin ise 4 giin progesteron kullanip
transfer yapilarak 5. giin embriyolarinda 5 giin progesteron kullandiktan sonra transfer
yapilarak endometrium hazirligr saglanmigtir. Bunun i¢in asagidaki tedavi protokolii

takip edilmistir.

e crinone jel 1x1 vaginal gebelik testine kadar

e progestan 50 mg 1x1 gebelik testine kadar

e estrofem 3x2 gebelik testine kadar devam edecek sekilde

e Dondurulmus- ¢oziilmiis embriyo transferi gerceklestirildikten sonra ise luteal

faz destegi devamliligi saglanmistir.

5.2.2.Taze Embriyo Transfer Protokolii

Embriyo herhangi bir engel teskil edecek endikasyonu bulunmayan hastalarda
KOH saglandiktan sonra Ovitrelle ampx2 ile HCG uygulamas1 yapilan hastalarda, Hcg

giinii progesteron seviyesi 1,2 ng/ml altinda olan hastalara opu giinii itibariyle

e Crinone jel 1x1 vaginal gebelik testine kadar
e Progestan 50 mg 1x1 gebelik testine kadar

e Estrofem 3x2 gebelik testine kadar devam edecek sekilde tedavi protokolii
uygulanmigtir.

e Taze embriyo transferi sonrasi luteal faz destegine devam edilmistir.
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5.3.Sperm Hazirlama

Oosit toplama(OPU) giinii tim hastalardan mastiirbasyon yoluyla toplanan semen
ornekleri sperm say1 ve hareketlilikleri degerlendirildikten sonra uygunluguna gore
swim-up veya gradient yontemiyle hazirlik islemine tabi tutuldu. Bu islemde swim-up
islemi i¢in All Grad Wash(Life Global) ,gradient islemi igin ise All Grad%100 (Life

Global)sperm yikama mediumlari kullanildi.

Swim-up isleminde; Semen sperm yikama mediumu(All Grad Wash-Life Global)
ilave edilerek tiipe(Falcon 2095) aktarildi. Birkac kez pipetlenerek karismalart saglandi.
Bu siispansiyon 2 adet (Falcon 2095) santrifiij tiipline paylastirilarak 10 dakika 800 rpm’
de santrifiij (Heraus —Labofuge 400 ) edildi. Stipernatant uzaklastirilip her tiipe 0.5’er ml
sperm yikama mediumu ilave edilerek 45 derecelik aciyla 37°C sicaklikta 1 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasi, iiste dogru yiizen spermler kiiciik tiipe(5 ml Falcon 2003)

aktarilarak ICSI islemi i¢in hazirlandi.

Gradient islemi igin ise %90 ve %50’lik gradient medyumlar1 (All Grad%100
Life Global) hazirlandi. Konik tiipiin altina sirasiyla 0,5 ml %90’lik iizerine 0,5 ml
ml%50’lik spermgrad medyumu ve bunlarin iizerine de 0,5 ml semen 6rnegi konuldu.
Tiipler 2000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi. Cam pastor pipet ile gradient ve semen
tabakalar1 gegilerek pellet alind1 ve temiz bir tiipe (Falcon 2095) aktarilip 1 ml yikama
medyumu (All Grad Wash Life Global) ile karistirtlip 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi. Tekrar siipernatant alinarak sperm sayisina bagli olarak pellete 0.5-1 ml kiiltiir

medyumu eklenerek ICSI islemi i¢in hazirlandi.

5.4.0o0sit Toplama (OPU) Islemi

Oosit toplanmasi islemi HCG den 32-36 saat sonra, transvajinal ultrasonografi
esliginde sedasyon anestezi altinda yapildi. Islem igin tek yada ¢ift liimenli steril
aspisasyon igneleri kullanilarak follikiil aspirasyonu saglandi. Follikiil sivis1 37 °Clik
1sitict bloklar igerisinde EBSS (Sigma) soliisyonu ile flush yapilarak 14 ml’lik tiiplere
(Falcon 2001) alindi. Petri dishlere alinan sivi yine 1sitict zemin ve sterio mikroskop
altinda taranarak COC  (kumulus-oosit kompleksi) tayini yapildi. COC
bulundugunda, pastor pipeti ile Life Global HEPES+HSA soliisyonu igeren four well
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(Nunc) kaplarina alindi. Islem sirasinda oosit kalitesini ve embriyo gelisimini
etkileyebilecek olan 1s1, osmolarite ve pH degisimlerini en aza indirmek igin, oositler en

kisa zamanda kiiltiir medyumuna alinip inkiibatore kaldirildi.

5.5.00sit Soyma Islemi (Denudasyon)

OPU islemini takiben HCG uygulamasinin 37. saatinde tiim oositlere denudasyon
islemi uygulandi. Bu islem i¢in 801U/ml hyaliironidaz (Life Global) enzimi 1/ 3
oraninda G-HEPES (Life Global) medyumu ile dilue edilerek 60 mm lik petri dishlere
dropletler hazirlandi. Daha sonra sirasiyla enzimatik ve mekanik denudasyon islemi,
uygun caplardaki, 270-150 pum caplarinda farkli denudasyon pipetleri ile pipetleme
islemi yapilarak uygulandi. Pipetleme islemi sonrasi etrafinda kumulus hiicresi
kalmamis olan oositler temiz dropletlerden birisinin igerisine konularak ve stereo
mikroskop 10X biiyiiltmede maturasyon degerlendirmesi yapildi. Denilidasyon sonrasi

oositlerin bulundugu dish ICSI islemine kadar inkiibe olmasi i¢in inkiibatore kaldirildi.

5.6.Mikroenjeksiyon Islemi (ICSI)

Denudasyon islemini takiben olgun (Metafaz 1) oositlere ICSI islemi uygulandi.
ICSI islemiHCG uygulamasinin 38.saatinde mikro pipetler yardimi ile
Hoffman modiilasyonu olan inverted mikroskobun 1sitic1 tablasi(370C) olacak sekilde ve
objektif biiyiitmesi 400X biiyiitmede iken motil spermler ile uygulandi. . Daha 6nceden
ICSI uygulamak amaciyla, petri dish te HEPES tamponlu medium ile yag altinda dish
hazirlig1 yapildi.

Hazirlanan ICSI dishinde sperm drobuna insemine edilen spermler ICSI pipeti ile
secilerek PVP’ye (Polyvinylpyrrilodone 10% wi/v) alindi1 ve kuyrugu kirilarak
immobilizasyonu saglandi. Petri dishe ICSI uygulanabilecek matiiriteye ulagmis olan
(MII) oositler yiiklendi. ICSI islemi inverted mikroskop kullanilarak mikroskoba monte
edilen mikromanipulator ve enjektor sistemi ile her bir matiir oosite bir Sperm insemine

olacak sekilde uygulandi.
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Sekil 5. ICI islemi i¢cin hazirlanan kap

50ul

4Aml

Sekil 6. ICI isleminde kullanilan mikromaniipiilasyon sistemi

'

Helding pipet ICEI pipet \

\ ICsI dishi

ICSI islemi tamamlandiktan sonra bir gin onceden hazirlanan

kiiltiir mediumuna (Life Global) konularak inkiibatore kaldirildi.

5.7.Fertilizasyon Degerlendirmesi

Fertilizasyon ICSI islemini takiben 12-18. saatte inverted mikroskopta yapildi.
Fertilizasyon kontroliinde tek bir sperm ¢ekirdeginin oositten gelen cekirdek ile aktive

olmus oosit sitoplazmasi i¢inde birlesmesi olarak Ozetlenerek not alindi. 2 adet PN
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yapisinin ve 2 adet polar cisimcigin (PB) mevcudiyeti gézlenmis olan dollenmis

yumurtalar normal déllenme bulgusu gostermis olarak anormal olanlardan ayirildi.

5.8.Klivaj Degerlendirmesi

Klivaj donemi embriyo degerlendirmesi ESHRE 2011 kriterlerine uygun olarak,
blastomer sayisi, blastomer morfolojisi, fragmantasyon oran1 (%) ve sitoplazmada
graniilasyon, vakuol vb yapilarin durumu incelenerek yapildi.Normal klivaj hizina sahip
olan embriyolar giinliyle uyumlu gelisim gosterdigi taktirde, takip edilerek ileri
giinlerdeki gelisimleri gézlenmeye devam edildi., 2. glinde 2-4 hiicre, 3. giinde 6-8 hiicre
ve 4. giinde compaktlasma bulgulari normal gelisim olark kabul edildi. Kalitelerine gore
embriyolar gruplara ayrildi: Grade 1,2,3,4 olarak. Bu tez i¢in fertilizasyon sonrasinda
embriyolarin gelisimi 3.giine kadar takip edildi ve gradel ve 2 kalitede olan
embriyolarin 3.giin vitrifikasyon yontemi ile kriyoprezervasyonu yapildi. Bu ciftlerin bir

sonraki DET sikluslarinda 3.giin embriyo transferi yapildi.

5.9.Blastokist Dénemi Embriyo Gelisim Degerlendirilmesi

5. ve 6. Giine ulagan embriyolar balstosist asamasina ulastiklarinda Gardner ve
arkadaslarmnin  skalasina uyumlu olarak yapilan embriyo Kkalitelendirmesi ile
siniflandirildi.Blastosol biiyiikliigii ve dolayisiyla ekspansiyonun degerlendirmesi ile
1,2,3,4,5,6 olmak tizere erken blastokistten total olarak zonayi terk etmis olmasina kadar
gegerlendirilerek yukarida belittiidigi sekilde 2. Ve 3. olarak da ICM ve Trofektoderm
incelemeleri yapildi. En iyi kalite olanlar dncelikli olacak sekilde numaralandirilarak
donduruldu ve 6zel haritalandirma ile her hasta kendine ait adreste -196 derce siv1 azotta

DET siklusuna kadar muhafaza edildi.

5.10.Vitrifikasyon yontemi ile embriyo dondurma ve Cozdiirme Protokolleri

Merkezimizde embriyolarin daha sonra c¢oziilerek transfer edilebilmesi igin
dondurularak saklanmasi islemi , transfer sonrasi kalan embriyolarin saklanmasi,
trofektoderm biyopsi sonrasi saklama ya da embriyo transferini engelleyen herhangi bir
komplikasyon = nedeniyle embriyolarin saklanmasi gercken  durumlarda

uygulandi..Embriyo dondurma i¢in, tiim diinyada artik standart olarak kabul edilen

40



vitrifikasyon yontemi tercih edildi..Bu dogrultuda, ¢6zme isleminden 0.5-1 saat kadar
sonra transfere gecildi. Klivaj donem embriyolarda ¢6zmeden hemen sonra, canliligin

tespiti ile transfere gegildi.

Dondurulacak embriyolar, ¢ozme sonrasi transfer planlamasina uygun sayida ve
kalitelerine gore gruplandirilip siralandirilarak dondurulurken, biyopsi uygulanan

embriyolar ise embriyo sirasina gore numaralandirilarak tek tek donduruldu.

Vitrifikasyon yontemi ile 3. 4. Ve 5. giin embriyolarinda yiiksek kriyoprotektan
icerigi olan ,Kitazato Vitrication kit ve Warming kit kullanildi. Laboratuvarimizda
blastokist dondurma isleminde, ¢6zme sonrasi canlilik oranini arttirict etkisi olan,
“artificial shrinkage” olarak tanimlanan, trofektodermde lazer ile acgiklik yapilarak

blastosoliin bosaltilmasi metodu tercih edildi.

Vitrifikasyon i¢in birinci olarak hiicrelerin ekilibrium soliisyonu (ES) igersinde 8-
10 dk bekletilerek dengelenmesi sagland1. Ikinci  asamada ise  hiicreler  yiiksek
yogunluktaki kriyoprotektan (DMSO+EG) igeren vitrifikasyon soliisyonuna (VS ) kisa
stireli (30-45sn) olarak maruz birakildi. Daha sonra dondurulacak materyal strow {izerine
damlalar seklinde kriyoprptektan igerisinde yliklenerek direkt sivi azota daldirilarak
yiiksek sogutma hizi saglandi. Vitrifikasyon yontemi ile klivaj donemi embriyolar, 5.ve
6.giin blastokist asamasindaki embriyolar donduruldu. Daha sonra tiim 6rnekler hastaya

0zel belirlenmis olan tank adresine kaldirilarak muhafaza edildi.

Dondurma oncesi Cozme sonrasi(shrinkage) Cozme sonrasi 5.saat

agsamalar1

Embriyo ¢6zme protokoliinde(thawing veya warming) ise, lizerine giftin adi-
soyadi, islem tarihi ve kaginer giin, kag embriyo donduruldugunun bilgisinin yazilmig

oldugu barkod yapistirilmis olarak tanktan sivi azot igerisinde ¢ikarilan strowlar kimlik
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kontroliinden gecirildi. Embriyolar daha onceden 37°C getirilmis olan Center well
dish(Nunc) igerisine 1 ml ve 1 M siikroz igerisine direkt daldirilarak ¢6ziilmesi ile

gerceklestirildi.

Tablo 7. Embriyo ¢6zme protokolii

Center well: 1 M siikroz soliisyonu (37°C)

1. kuyucuk: 0,5 M siikroz soliisyonu (oda 1s1s1)
2. kuyucuk: 0,25 M siikroz soliisyonu (oda 1s1s1)
3. kuyucuk: 0,125 M siikroz soliisyonu (oda 1s1s1)

4. kuyucuk: PBS-HSA soliisyonu (oda 1s1s1) seklinde bir kap hazirlandu.

Bu asamada islemin mikroskop altinda yapilarak, ¢6zme sirasinda embriyolarin
strawdan ayrilarak soliisyon igerisine gegctikleri gézlemdi. Daha sonra sirasi ile 0,5 M
stikroz - 0,25 M siikroz ve 0,125 M siikroz soliisyonlarinda belirli siirelerde bekletilirler.
Son olarak PBS-HSA soliisyonu igerisinde yikanan embriyo kriyoprotektanlardan
tamamen uzaklastirilarak Life Global kiiltiir mediumuna alindi. Cozme islemi yapilan
embriyolara, uygun Ph ortaminin saglanabilmesi i¢in , %7 CO2 ve %5.5 O2 gaz ortami
saglanmis olan ,37°Cisida inkiibasyonu ve tekrar sivi alimi saglandi. Transfer isleminden

Once 2-4 saat re-expanse olabilmeleri i¢in inkiibasyon saglandi.

Biyopsi Oncesi Trafektoderm Biyopsi | Trafektoderm Biyopsi Il
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Biyopsi ile 4-5 Blastomer ~ Cézme Sonrasi (shrinkage) Cozme 4-5 Saaat Sonrasi

Alinmasi

Sekil 15. Biyopsi uygulanan bir embriyonun vitrifikasyon yontemi ile dondurma
/¢6zme asamalarina ait goriintiiler

5.11.Embriyo Transferi (DET)

Embriyo transferi endometrium ile mebriyonun giiniiniin uyumu saglandigi giin
yapildi. Tiim vakalar natiirel siklusta takip edilerek oviilasyonun varliginda sonra ,luteal
faz destegi i¢in hastalara dogal progesteron etkili Crinone vajinal Jel (% 8) verilerek
endometrium destegi saglandi. Transfer islemi dolu mesane ile ve USG altinda yapildi.

Vajen ve serviks temizlendikten sonra steril bir katater ile servikal kanaldan gegildi.

Klinisyen, ET i¢in hazir oldugunu belirttiginde embriyolarin i¢inde bulundugu
kiiltiir dishi, bulundugu inkiibatorden ¢ikarilarak stereomikroskop altinda embriyolar
katetere (Cook K-Jet) yiiklendi. Yiikleme esnasinda sirasiyla, Sul hava, 10ul kiiltiir
mediumu ¢ekildikten sonra embriyolar katetere yliklendi ve tekrar Sul hava cekildi.
(Frankfurter et al.2004; Silberstein et al., 2004) Son olarak ET sirasinda katatere temas
edebilecek kan ve mukusun embriyoya temasin1 engellemek amaciyla kateterin ucuna
kiiltir mediumu ¢ekilerek dengelenmesi saglandi ve steril spanch yardimiyla kateter
yatay tutularak klinisyene teslim edildi. Transfer sonrasinda katater i¢erisinde embriyo,

kan, mukus kalip kalmadig1 kontrol edildi

Bazi ¢aligmalar 3. Giin ve 5. Giin transferi arasinda anlamli bir fark olmadigini
savunurken digerleri blastokist transferi ile 6zellikle implantasyon oranlarinin anlamh

bir sekilde arttigini ileri siirmektedir.
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5.12.Gebelik Degerlendirmesi

Embriyo transferinden 12 giin sonra, kanda yapilan BHCG testi ile gebelik varlig
kontrol edildi. Eger testin sonucu 20 mIU/mL’ nin {izerinde ise 14.glinde ikinci bir
BHCG ol¢timii yapildi. Bhcg seviyesinde yiikselme goriilen vakalar, son adetin birinci
giiniinden itibaren hesaplanarak gebeligin 7. haftasinda USG ile gebelik kesesi (SAC)
ve fetal kalp atimi1 (FHR) gozlenmesi i¢in kontrole alindi. Elde edilen gebelikte,
kese(SAC) pozitif olgular klinik gebelik olarak degerlendirildi.
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6.BULGULAR

Calismamizda 01.01.2018 ile 01.07.2018 tarihleri arasinda Istanbul Tiip Bebek
Laboratuvari’nda farkli endikasyonlar sebebiyle embriyolar1 dondurulmus olup daha
sonra ¢oziilerek embriyo transferi i¢in tedaviye alimmis olan 808 ciftin dahil edilerek
taze embriyo transferi ve dondurulup-¢oziilmiis embriyo transferinin gebelik iizerine
etkisi farkli parametreler karsilastirilarak degerlendirildi.Bu ¢alismada degerlendirilen

parametreler asagidaki gibidir;

e Yas gruplaria gore Taze ET ve DET(dondurulmus ¢6ziilmiis embriyo transferi)
yapilan gruplarin biyokimyasal, klinik gebelik ve canli dogum oranlarininin
karsilastirmasi (Tablo 8, 9, 10).

e Embriyo transfer giiniine gore (3. giin ve 5 giin) Taze ET ve DET gruplarinda
biyokimyasal, klinik gebelik ve canli dogum oranlarinin

karsilastirmasi(Tablo11).

e Klivaj donemi & blast donemi transfer giinleri biyokimyasal, klinik gebelik ve

canlt dogum oranlari, Taze ET ve DET gruplari karsilastirilmasi(Tablo12).

e Endometrial kalinliklarina gére Taze ET ve DET gruplarinda biyokimyasal,
klinik gebelik ve canli dogum oranlarinin karsilastirmasi(Tablo13,14,15).

e Transfer edilen embriyo sayisinin (1 veya 2), Taze ET ve DET gruplarinda,
biyokimyasal, klinik gebelik ve canli dogum oranlar1 karsilastiriimasi
(Tablo16,17,18).

e Transfer edilen embriyo kalitesine (Gradel ve 2) gore, Taze ET ve DET yapilan
gruplarda ,biyokimyasal, klinik gebelik ve canli dogum oranlarinin
karsilastirilmasi(Tablo19,20,21).

e Transfer edilen embriyo sayisina gore (1 veya 2 embriyo), cogul gebelik

oranlarinin(G-SAC bakilarak ),Taze ET ve DET gruplarinda
karsilagtirilmasi(Tablo 22).

e Transfer giiniine gore(3.giin ve 5.glin), ¢cogul gebelik oranlarinin Taze ET ve

DET gruplarinda karsilagtirilmasi(Tablo 23).
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e 3. Ve 5. giinde embriyo transferi yapilan vakalarda, progesteron (P4) degerine
gore, klinik gebelik oranlari; Taze ET ve DET gruplarinin karsilagtiriimasi
(Tablo 24,25).

e (Canli dogum haftas1 dagilimina gore Taze ET ve DET gruplariin
karsilagtirilmasi (Tablo 26).

Tablo 8. Yas gruplarina gore biyokimyasal gebelik oranlar1 (Taze ET ve DET
gruplarimin karsilastirilmasi)

Biyokimyasal Gebelik 0
Yas Grubu Taze ET DET
<26 (n=61) 50,0% 71,2% 0,506**
26-34 (n=432) 57,8% 68,7% 0,051*
35-39 (n=295) 49,4% 60,7% 0,073*
40-44 (n=271) 28,5% 46,1% 0,002*
>44 (n=68) 9,1% 11,4% 0,751**

*: Pearson Ki-Kare Analizi **: Fisher's Exact Test

Tablo 8’de ;Taze ET yapilan gruba gore DET yapilan grupta, 40-44 yas grubunda
biyokimyasal gebelik orani1 daha yiiksek olarak belirlenmis ve istatistiksel olarak

anlamli farklilik g6zlenmistir(P<0,05).

Tablo 9. Yas gruplarinda klinik gebelik oranlart (Taze ET ve DET gruplarinin
karsilastirilmast)

Klinik Gebelik )
Yas Grubu Taze ET DET
<26 (n=61) 50,0% 59,3% 0,655%*
26-34 (n=432) 50,0% 62,6% 0,030*
35-39 (n=295) 41,6% 52,4% 0,086*
40-44 (n=271) 20,8% 36,9% 0,003*
>44 (n=68) 0,0% 8,6% 0,130%*

*: Pearson Ki-Kare Analizi**: Fisher's Exact Test
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Tablo 9°da ;Taze ET yapilan gruba gore DET yapilan grupta, 26-34 yas ve 40-44 yas
grubunda klinik gebelik oran1 daha yiiksek olarak belirlenmis ve istatistiksel olarak
anlamli farklilik gézlenmistir (P<0,05).

Tablo 10. Yas gruplarinda canli dogum oranlar1 (Taze ET ve DET gruplarinin
karsilagtirilmasi)

Canli Dogum
Yas Grubu Taze ET DET P
<26 (n=61) 0,0% 37,3% 0,404**
26-34 (n=432) 41,1% 47,4% 0,289*
35-39 (n=295) 29,2% 39,3% 0,097*
40-44 (n=271) 13,8% 17,0% 0,470*
>44 (n=68) 0,0% 2,9% 0,914**

*: Pearson Ki-Kare Analizi**: Fisher's Exact Test

Tablo 10°da ; Taze ET yapilan gruba gore DET yapilan grupta, tim yas gruplarinda
canli dogum oran1 daha yiiksek olarak belirlenmis ancak istatistiksel olarak anlamli fark

gdzlenmemistir.

Tablo 11. Embriyo transfer giiniine gore (3. giin ve 5 giin) Taze ET ve DET gruplarinda
biyokimyasal, klinik gebelik ve canli dogum oranlarinin karsilastirmasi

Biyokimyasal . .
. Klinik Gebelik Canli Dogum
Gebelik
p* p* p*
Transfer giinii Taze DET Taze ET DET Taze ET DET
ET

3.glin (n=510) 33,5% 40,2% | 0,119 259%  32,2% | 0,123 17,9% 22,4% 0,209

5.gim (n=464) 80,4%  75,8% | 0,486 73.9% 67,9% | 0,408 60,9% 48,3% 0,106

*: Pearson Ki-Kare Analizi

Tablo 11°de; 3. giin ve 5.giin embriyo transferi yapilan vakalarda, Taze ET ve DET
yapilan gruplar arasinda, biyokimyasal , klinik gebelik ve canli dogum oranlar1 arasinda

istatistiksel ~ olarak anlamli fark g6zlenmemis olmakla birlikte, 3. giin embriyo
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transferlerinde DET yapilan grupta sayisal olarak yiikselme gozlenirken, 5. giin embriyo

transferinde ise Taze ET yapilan grupta sayisal olarak yiikselme gozlenmistir.

Tablo 12. Klivaj donemi & blast donemi transfer giinleri biyokimyasal, klinik gebelik
ve canli dogum oranlari, Taze ET ve DET gruplar1 karsilagtirilmasi

Biyokimyasal - . B
Gebelik Klinik Gebelik Canli Dogum
p* p* p*
Taze Taze Taze
Transfer giinii ET DET ET DET ET DET
2+3+4 (n=618) | 33,3% 41,1% | 0,046 | 253% 34,0% | 0,018 178%  23,7% | 0,075
5+6 (n=509) 80,9% 73,4% | 0,265 | 745% 65,6% | 0,219 59,6%  46,3% | 0,083

*: Pearson Ki-Kare Analizi

Tablo 12’de; Klivaj doénemi (2+3+4.giin) ve blastokist donemi (5+6.giin)
embriyo transferi yapilan, Taze ET ve DET gruplan arasinda, biyokimyasal , klinik
gebelik ve canli dogum oranlart karsilastirilmistir. Klivaj donemi (2+3+4.giin) embriyo

transferi yapilan DET grubunda Taze ET yapilan gruba gore istatisriksel olarak anlamli

fark tespit edilmistir (P<0,05).

Hcg verildigi giin Usg ile dlgiilen endometrial kalinlik dikkate alinmistir.

Tablo 13. Endometrial kalinliklarina gére biyokimyasal gebelik oranlarinin Taze ET ve
DET gruplarindakarsilagtirmasi

Biyokimyasal Gebelik
Endometrial kalinlik Taze ET DET p
<8 mm (n=75) 0,0% 37,5% 0,431**
8 - <9 mm (n=94) 18,8% 59,0% 0,006*
9 - <10 mm (n=196) 41,7% 56,6% 0,045*
10 - <11 mm (n=246) 38,6% 56,8% 0,004*
11 - <12 mm (n=209) 31,7% 61,4% 0,001*
12 - <14 mm (n=237) 52,5% 67,3% 0,097*
>14 mm (n=70) 45 5% 69,7% 0,001*

*: Pearson Ki-Kare Analizi**: Fisher's Exact Test
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Tablo 14. Endometrial kalinliklarina gore klinik gebelik oranlarinin Taze ET ve DET

gruplarinda karsilagtirmasi

Klinik Gebelik
Endometrial kalinlik Taze ET DET p
<8 mm (n=75) 0,0% 25,0% 0,422**
8 - <9 mm (n=94) 12,5% 53,8% 0,004*
9 - <10 mm (n=196) 31,9% 50,0% 0,014*
10 - <11 mm (n=246) 29,5% 48,4% 0,002*
11 - <12 mm (n=209) 28,3% 55,1% 0,001*
12 - <14 mm (n=237) 47,5% 58,9% 0,216*
>14 mm (n=70) 34,8% 63,6% 0,001*

*: Pearson Ki-Kare Analizi**: Fisher's Exact Test

Tablo 15. Endometrial kalinliklarina gore canli dogum oranlarimin  Taze ET ve DET

gruplarinda karsilastirmasi

Canli Dogum
Endometrial kalinlik Taze ET DET p
<8 mm (n=75) 0,0% 12,5% 0,595**
8 - <9 mm (n=94) 12,5% 30,8% 0,157*
9 - <10 mm (n=196) 20,8% 34,4% 0,044*
10 - <11 mm (n=246) 21,6% 33,9% 0,037*
11 - <12 mm (n=209) 20,0% 39,9% 0,005*
12 - <14 mm (n=237) 40,0% 41,1% 0,902*
>14 mm (n=70) 25,8% 50,5% 0,001*

*: Pearson Ki-Kare Analizi**: Fisher's Exact Test

Tablo 13, 14, ve 15°‘te Taze ET ve DET yapilan gruplarin endometrial kalinlik

Olglimlerine gére, DET yapilan grupta biyokimyasal, klinik gebelik ve canli dogum

oranlarinda genel olarak daha yiiksek ve istatiksel anlamli fark tespit edilmistir (P<0,05).
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Tablo 16. Transfer edilen embriyo sayisinin (1 veya 2), Taze ET ve DET gruplarinda,
biyokimyasal gebelik oranlari karsilastiriimasi

Biyokimyasal
Embriyo Transfer edilen Gebelik *
transfer giinii | embriyo sayisi Taze ET DET P
1 (n=128) 28,1% 359% | 0,344
’ 2 (n=382) 35,6% 41,4% | 0,250
1 (n=244) 81,0% 753% | 0,566
° 2 (n=220) 80,0% 76,4% | 0,689

*: Pearson Ki-Kare Analizi

Tablo 17. Transfer edilen embriyo sayisinin (1 veya 2), Taze ET ve DET gruplarinda,
klinik gebelik oranlar1 karsilagtirilmasi

Embriyo Transfer edilen Klinik Gebelik .
transfer giinii | embriyo sayist | 1470 ET DET P
1 (n=128) 25,0%  28,1% 0,689
’ 2 (n=382) 26,3%  33,3% 0,137
1 (n=244) 76,2%  67,3% 0,402
° 2 (n=220) 72,0%  68,7% 0,738

*: Pearson Ki-Kare Analizi

Tablo 18. Transfer edilen embriyo sayisinin (1 veya 2), Taze ET ve DET gruplarinda,

canli dogum oranlar1 karsilagtirilmast

Embriyo Transfer edilen Canli Dogum *
transfer giini embriyo sayisl | Taze ET DET P
1 (n=128) 219% 18,8% 0,660
° 2 (n=382) 16,3%  23,4% 0,086
1 (n=244) 66,7%  51,6% 0,185
° 2 (n=220) 56,0%  44,6% 0,282

*: Pearson Ki-Kare Analizi
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Tablo 16, 17 ve 18’c¢ gore Taze ET ve DET yapilan gruplarda 1 enbriyo ve 2
embriyo transferi yapilmig olan vakalarda biyokimyasal, klinik gebelik ve canli dogum

oranlarinda istatiksel bir anlamlilik tespit edilmemistir.

Tablo 19. Transfer edilen embriyo Kkalitesine (Gradel ve 2) gore, Taze ET ve DET
yapilan gruplarda, biyokimyasal gebelik oranlar1 karsilastirilmasi

Transfer Biyokimyasal
edilen Grade Gebelik p*
embriyo sayisi Taze ET DET
. 1(n=245) | 741%  75,7% 0,854
2(n=147) | 247%  41,9% 0,027
) 1 (n=109) 59,1% 75,9% 0,116
2 (n=349) | 32,7% 39,6% 0,183

*: Pearson Ki-Kare Analizi

Tablo 19°da; 1 adet Grade 2 embriyo tarnsferi yapilan, DET grubunda Taze ET
grubuna gore, biyokimyasal gebelik orami istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermistir(P<0,05).

Tablo 20. Transfer edilen embriyo kalitesine (Gradel ve 2) gore, Taze ET ve DET
yapilan gruplarda, klinik gebelik oranlar1 karsilastiriimasi

Transfer Klinik Gebelik
edilen embriyo Grade Taze p*
sayisi ET DET
. 1 (n=245) | 66,7% 66,5% 0,987
2 (n=147) | 21,9% 36,5% 0,050
. 1(n=109) | 54,5% 71,3% 0,133

2 (n=349) | 22,4% 32,2% 0,046

*: Pearson Ki-Kare Analizi

Tablo 20’de, 1 adet ve 2 adet Grade 2 embriyo tarnsferi yapilan vakalarda, DET
grubunda Taze ET grubuna gore, klinik gebelik orani istatistiksel olarak anlamli farklilik

gostermistir (P<0,05).
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Tablo 21. Transfer edilen embriyo kalitesine (Gradel ve 2) gore, Taze ET ve DET
yapilan gruplarda, canli dogum oranlar1 karsilastirilmasi

Transfer edilen Canli Dogum
: Grade p*
embriyo sayisi Taze ET  DET
. 1(n=24%) | 593%  50,9% 0,413
2(n=147) | 17.8%  24,3% 0,333
) 1(n=109) | 40,9%  46,0% 0,669

2(n=349) | 136%  21.8% 0,050

*: Pearson Ki-Kare Analizi

Tablo 21°de; 1 veya 2 adet embriyo transferi yapilan ve embriyo kalitesi Grade 2
olan DET grubunda canli dogum oranlari sayisal olarak daha yiiksek tespit edilmis olup,
2 embriyo transferi yapina garede 2 embriyo verilen DET grubunda Taze ET gruba gore,

canli dogum oranu istatistiksel olarak anlamli yiiksek olarak saptanmistir(P<0,05).

Tablo 22. Transfer edilen embriyo sayisina gore (1 veya 2 embriyo), cogul gebelik
oranlarinin Taze ET ve DET gruplarinda karsilastiriimasi

Transfer edilen Gepelik
g kesesi sayis1 | Taze ET  DET p*
embriyo sayis1 (G-SAC)
1 38,2%  49,5%
Tek (n=416 ’ ’ 0,057
2 ( ) 61,8% 50,5%
1 . 21,1% 25,0%
Ikiz (n=103 ’ ’ 0,717
2 z(0=103) 1 Zg90  75,0%

*: Pearson Ki-Kare Analizi

Tablo 22’de; 1 ve 2 embriyo transferi yapilan Taze ET ve DET gruplarindaki
hastalarda ilk ultrason kontroliinde belirlenen gebelik kesesi (G-SAC)sayisina bakilarak
cogul gebelik oranlar karsilagtirllmis ve her iki grupta anlamli bir faklilik tespit

edilmemistir.
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Tablo 23. Transfer giiniine gore (3.giin ve 5.giin), ¢ogul gebelik oranlarinin Taze ET ve
DET gruplarinda karsilastirilmasi

Transfer Gebelik kesesi
inil say1s1 Taze ET  DET p*
gl (G-SAC)
_ Tek 842%  90.1%
3 ((P=1a3), ikiz 158% 99% | 0280
Tek 735%  78.2%
5 =:12, kiz 265% 218% | OO

*: Pearson Ki-Kare Analizi

Tablo 23’de; 3. glin ve 5.glin embriyo trasnferi yapilan Taze ET ve DET
gruplarindaki hastalarda ilk ultarson kontroliinde belirlenen gebelik kesesi(G-SAC)
sayisina bakilarak ¢ogul gebelik oranlart karsilagtirilmig ve her iki grupta anlamli bir

faklilik tespit edilmemistir.

Uciiz gebelik sadece ii¢ vakada goriildiigiinden istatistiki olarak degerlendirmeye

alinamamustir.

Tablo 24. 3. giinde embriyo transferi yapilan vakalarda, progesteron (P4) degerine gore,
klinik gebelik oranlar1; Taze ET ve DET gruplarinin karsilastirilmasi

Klinik Gebelik
Progesteron (P4) p*
Taze ET DET
<0,5 (n=986) 24,3% 31,9% 0,104
0,50-0,80 (n=93) 38,5% 40,0% 0,929
0,81-1,00 (n=31) 10,0% 0,0% 0,640
>1,00 (n=17) 28,6% 100,0% 0,073

*: Pearson Ki-Kare Analizi

Tablo 24°te; 3. giinde embriyo transferi yapilan vakalarda, HCG uygulanan giin
bakilan progesteron(P4) degerine gore, Taze ET ve DET gruplarinin
karsilastirilmasinda klinik gebelik oranlarinda istatiksel olarak anlamlilik gdsteren bir

fark tespit edilmemistir.
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Tablo 25. 5. giinde embriyo transferi yapilan vakalarda, progesteron (P4) degerine gore,
klinik gebelik oranlari; Taze ET ve DET gruplarinin karsilastirilmasi

Klinik Gebelik
Progesteron (P4) p*
Taze ET DET
<0,5 (n=986) 72,7% 67,8% 0,731
0,50-0,80 (n=93) 84,6% 68,4% 0,299
0,81-1,00 (n=31) 54,5% 100,0% 0,377
>1,00 (n=17) 100,0% 66,7% 0,212

*: Pearson Ki-Kare Analizi

Tablo 25°de; 5. giinde embriyo transferi yapilan vakalarda, HCG uygulanan giin
bakilan progesteron(P4) degerine gore, Taze ET ve DET gruplarinin
karsilagtirillmasinda klinik gebelik oranlarinda istatiksel olarak anlamlilik gdsteren bir
fark tespit edilmemistir. Klinigimizde P4 degeri 1,2 nin {istli oldugu durumlarda embriyo

transferi yapilmamaktadir.

Tablo 26. Canli dogum haftasi dagilimma gore Taze ET ve DET gruplarmin
karsilastirilmasi

Canli dogum | Canli dogum haftasi Taze ET DET p*

<29 0,0% 0,4%
29-33 2,8% 3,4%

Tek (n=308) 0,677
34-37 35,2% 28,3%
>37 62,0% 67,9%
<29 0,0% 9,4%
. 29-33 30,0% 57%

Ikiz (n=63) 0,071
34-37 50,0% 71,7%
>37 20,0% 13,2%

*: Pearson Ki-Kare Analizi

Tablo 26° da DET ve Taze ET yapilarak gebelik elde edilen ve tek veya ikiz canli
dogum yapmis olan vakalarin dogum haftalar1 karsilastirilarak analiz edilmis olup

istatistik anlamlilig1 gosteren bir fark gézlenmemistir.
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7.TARTISMA

Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) sonras1 embriyo gelisimi gerceklesmis
ancak farkli endikasyonlar sebebiyle embriyolarin dondurularak saklanmasi ve bir bagka
siklusta transferinin yapilmasinin, gebelik sonuclari {izerine pozitif etkiye sahip oldugu

diisiiniilmektedir (Mosher at al.,1991).

Bu calismada farkli endikasyonlar nedeni ile embriyolar1 dondurulmus olan 808
¢ift incelenmis ve bunlardan 783 hastaya dondurulmus embriyolar ¢oziilerek tarnsfer
(DET) yapilmustir. Ayrica 344 gifte de taze embriyolart ile transfer yapilip DET yapilan
grup ile biyokimyasal gebelik, klinik gebelik ve canli dogum oranlarina etki eden

parametreler incelenerek, karsilastirma yapilmistir.

Dondurulmus-¢6ziilmiis embriyo transferi yapilan(DET) hasta grubunda;
embriyo dondurma giinii, transfer edilen emriyo sayisi, kadin yasi, endometriyal kalinlik
ve P4 degerinin vitrifikasyon yontemi ile dondururlmus enbriyolarin, ¢6zme sonrasi
embriyo canliligina ve klinik gebelik sonuglari lizerine farkli etkilere sahip oldugu

bilinmektedir (Loutradi at al., 2019).

Artan kadin yasinin genel olarak IVF basarisini diisiirdiigii bilinmektedir ( Rowe
T.,2006)).Kadinlar iireme yillarindan gegerken dogurganlikta ilerleyen bir diisls
gostermektedir. Dogurganliktaki diisiis, oosit kalitesindeki degisiklikler, yumurtlamanin
siklig1 ve etkinligi, cinsel fonksiyon, rahim saglig1 ve hamilelik komplikasyonlar1 riski
gibi sayisiz potansiyel nedene baglanabilir. Calismamizda tiim yas gruplarinda
dondurma ¢6zme sonrsair et yapilan(DET) grubunda, daha yiiksek klinik gebelik
saptadik. Bu durum 40-44 yas grubunda istatistiki anlamlilik gostermekte idi. Ancak
canli dogum acisindan bu yas gruplarinda farklilik gézlenmedi. Bu durum embriyo
transfer giinii i¢cin de gegerliydi. Klivaj donemi ve Blastokist asamasinda dondurulmus
ve ¢Oziilmiis embriyo transferleri ile taze transferler arasinda dondurulmus-¢oziilmiis
transferler lehine istatistiki anlamli farklilik gorilmistir. Klivaj ve Blastokist

transferleri géz Oniine alindiginda biyokimyasal, klinik gebelik ve dogum oranlarinin
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iki kat’a yakin artis gosterdigi anlagilmistir. Bu durum da gerek taze gerekse
dondurulmus embriyo transferlerinde blastokist asamasindaki embriyonun énemini

ortaya koymustur. Papanicolau ve arkadaglarinin 2019 da yaptiklar1 bir ¢calismada tiim
embriyolar1 dondurma stratejisi ile blastokist transferleri sonrasinda basarinin

yiikseldigi vurgulanmigtir (Papanicolau ve ark. 2019).

Calismamizda endometrium kalinliginin 8-14 mm araliginda biyokimyasal ve
klinik gebelik a¢isindan gruplar arasinda bir farklilik goriilmedigi ancak, canli dogum
acisindan 9-14 mm arasinda istatistiki olarak anlamli bir yiikselme oldugu goriilmiistiir.
Endometriumun degerlendirilmesi, yardimci tiremede Onemli bir bilesendir.
Endometrial kalinlik yardimli iiremede basari ig¢in prognostik bir faktdr olarak
tanimlanmistir. Endometriyumun 'ince' oldugu degerlendirildiginde, doktorlar ve
hastalar tedavi dongiisiine devam edip etmeme konusunda karar vermektedir. Ince
endometriyumun tanimi, g¢alismalar arasinda farklilik gostermektedir, ancak cogu
calismada, insan koryonik gonadotropin (HCG) uygulamasmin yapildigi giin
endometrial kalinlik <7 mm veya <8 mm olarak kullanilmaktadir ( Kimberly ,ve ark.
2019). Her ne kadar birka¢ vaka bildirimi, yaklagik 4 mm endometrial kalinlikta
embriyo transferinden sonra hamileligi tanimlamis olsa da taze IVF sikluslarinin
gozlemsel c¢aligmalari, klinik gebelik veya ince endometriyumlu canli dogum
olasiliginin azaldigimi1 gostermistir(Kovacs ve ark., 2003; Kumbak ve ark., 2009;
Vaegter ve ark., 2017; Yuan ve ark, 2016; Zhao ve ark, 2014). Vaegter ve ark. (2017),
daha kalin endometriyumlu vakalara kiyasla, endometrial kalinlikta <7 mm ve 7-10 mm
canli dogum oranlarinda anlamli azalma oldugunu bulmuslardir. Kumbak ve ark.
(2009), endometriyal kalinligin <7 mm oldugu durumlarda klinik gebelik ve canli
dogum oranlarinda 6nemli 6lciide azaldigim1 gostermislerdir. Kovacs ve arkadaslari
(2003), <10 mm endometrial kalinligin, diisiik gebelik orani ile iligkili oldugunu, ancak
bu calismaya toplam 1228 dongiiden sadece 8 mm endometrial kalinliga sahip alt1
vakanin dahil oldugunu agiklamiglardir. Bizim ¢alismamizda elde ettigimiz 9 mm {izeri
endometrium kalinliginin anlamli olarak canli dogumu etkiledigi sonucu yapilan

caligsmalar1 dogrulamaktadir.

OHSS hastalarda HCG yerine OHSS’ ye yol agmayan GnRH analogu ile

yumurta olgunlagsmasini saglayarak OHSS engellenir ve GnRH analogunun luteal faz
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desteginde yetersizlige sebep olmasi nedeniyle taze siklusta transferin yapilamayarak
tim embriyolarin dondurulmast ve daha sonra dondurulmus-¢oziilmiis embriyo
transferi yapilarak hastanin olasi risklerden korunmasi saglanir (Jee at al,. 1988; Rizk
and Aboulghar, 1999).

Endometriyum luteal faz destegine ragmen yeterince kalinlagsamadigi
durumlarda implantasyona negatif etkisi olacagi diisiliniilerek embriyolar dondurulur.
Avyrica transfer sonrasi kalan iyi kalitede embriyolar da dondurularak hastaya ikinci bir

tranfer sans1 verilmesi amaglanir. (Blankstein at al.,1987)

Buna ragmen, KOH sikluslarinda 6strojenin asir1 artist ve GNRH sikluslarinda
progesteron salgilanmasinin azalmasina bagl olarak liiteal fazin kisaldig1 bu nedenle de
taze transfer yapilan sikluslarda endometriumun reseptif 6zelligni kazanmasinin daha

zor oldugu belirtilmektedir (Delilbag, 2008).

Child ve ark. (2003), transfer giinii endometriyal kalinligin 8 mm‘den az

olmasinin kotii gebelik sonuglart ile iliskili oldugunu rapor etmislerdir.

DET sikluslarimin bir diger kullanim alanmi zayif over rezervli olgularin ardisik
sikluslarda stimule edilmeleriyle elde edilmis olan embriyolarin havuzlanmasidir. Bu
yontem ile elde edilen embriyolarin daha sonra c¢oziilerek transfer edilmeleri ile
neredeyse normal yanitli olgular kadar gebelik oranlarinin oldugu bildirilmektedir (Cobo

at al.,2012).

Embriyo dondurmanin negatif etkileriyle ilgili de yaymlar mevcuttur. Ornegin;
epigenetik  degisiklikler, DNA  hasari, kromozom anomalileri, 1ig iplikgik
deformasyonlar1 (Wong at al., 2014). Ancak ¢alismamizda elde ettigimiz embriyolarin
¢cozlilme sonrasi yliksek canlilik oranlar1 ve taze sikluslara benzer gebelik oranlar

nedeniyle vitrifikasyonun zararl etkileri gozlenmemistir.

AbdelHafez ve ark. (2010), yaptig1 caligmada vitrifikasyonun yavas dondurma
yontemine kiyasla; canlilik oranini, klinik gebelik oranini, devam eden gebelik ve
implantasyon oranlarini istatistiksel olarak yiikselttigini gostermislerdir (AbdelHafez at

al., 2010; Van den Abbeel at al, 1997; Li at al, 2014).
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Yapilan bir baska calismada gosterilmistir ki, 5. ve 6 giinde donmus
blastosistlerin morfolojik olarak degerlendirilmesi dondurma ¢6zme sonuglarinda
etkilidir ve blastosist asamasinda embriyolarin dondurularak ¢6ziilmesi ile taze embriyo
transferi yapilmasi arasinda bir farklilik bulunmamustir.(Levens et al., 2008;Sunkara and
Siozos, 2010)

Calismamizda taze embriyo transferlerine kiyasla dondurulmus embriyo
transferlerinin daha basarili oldugu goriilmektedir. Literatiirde dondurulmus embriyo
transferi yapilan grupta optimum endometrial hazirligin yapilabilmesi ve implantasyon
cercevesinin Yyakalanabilmesinin gebelik oranlarini yiikseltigini gosteren pek ¢ok
caligma bulunmaktadir.( Mackens at al, 2017). Bu durum endometrial reseptivitenin

dogal siklusta daha yiiksek oldugunu gostermektedir.

Calismamizda HCG giinii progesteron degeri (P4) dikkate alindiginda 0,5 ile 1,20
arasinda klinik gebelik agisindan bir farklilik gozlenmedi. 2019 RBMO’ da yayinlanan
bir bagska makaleye gore PKOS nedeniyle DET ve taze embriyo transferi yapilan
vakalarda serum P4, endometrial kalinlik agilarindan canli doguma etkileri
karsilagtirildiginda bir farklilik bulunmamustir.(MVuong and Pham, 2019; Venetis et al.,
2013).

Calismamizda taze ya da dondurulmus sikluslarda yapilan embriyo
transferlerinde klinik gebeligin 2 embriyo transferi ile anlamli bir ylikselme gosterdigi
bulunmustur. Ayrica bu olgularda c¢ogul gebelik durumlar1 incelendiginde sadece
olgularin % 22 sinde ikiz durumunun ortaya cikmasi iilkemizde uygulanan YUT

yonetmeliginin tekrar gdzden gecirilmesi gerekliligini ortaya ¢ikarmaktadir.

Sonuglarimiz embriyo kalitesinin morfolojik degerlendirmesinin her zaman

basarida 6nemli bir pay1 oldugunu gostermistir.
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8.SONUC

Bu ¢alismada farkli endikasyonlar nedeni ile embriyolar1 dondurulmus olan 808
hasta incelenmis ve bunlardan 783 hastaya dondurulmus embriyolar1 ¢oziilerek tarnsfer
yapilmistir. Ayrica 344 ciftede taze embriyolari ile transfer yapilip, DET yapilan grup ile

asagidaki paremetreler karsilagtirilmistir.

Kadin yasi, endometrial kalimlik, P4 degeri, transfer edilen embriyo kalitesi,
transfer edilen embriyo sayisi ve transfer giinii etkenlerinin biyokimyasal, klinik ve canli

dogum oranlarina etkilerine bakildiginda;

Dondurulmus ¢6ziilmiis embriyo transferi (DET) yapilan grupta tek embriyo
transferi yapilan 35 yas alt1 grupta ve 2 embriyo transferi yapilan ileri yas 40-44 yas
grubunda gebelik oranlarinin taze embriyo transferi yapilan gruptan istatistiksel olarak
anlaml yiiksek oldugu gozlenmistir. Yine DET grubunda klivaj donemi embriyo
transferi yapildiginda gebelik oranlarinda artis gozlenmistir. KOH i¢in kullanilan
sitimiilan ilaglarin negatif etkisi olmadigindan DET grubunda endometrium kalinliklar
yiiksek tespit edilmistir. Buna bagli olarak tarnsfer edilen embriyo kalitesi diistiigii
durumlarda bile gebelik oranlart DET grubunda yiiksek olarak gzlenmistir.

Bu ¢alismanin sonuglarina gore, OHSS riski olan PKOS lu hastalarda, yiiksek E2
ile seyreden KOH vakalarinda, endometrial kalinligin yeterli olmadig1 vakalarda, total
embriyo dondurularak , baska bir siklusta DET protokolii ile rahim i¢i hazirlig
yapildiktan sonra embriyolarin ¢Oziiliip transfer isleminin gergeklestirilmesinin
,vakalarin gebelik sansini diisiirmedigi gibi kiimiilatif olarak gebelik oranini yiikselten

ve pek ¢cok komplikasyon yasanmasini engelleyen giivenli bir yontemdir.
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