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DONDURULMUS EMBRiYO TRANSFERi SONUCLARININ FARKLI
ENDIKASYONLARA GORE DEGERLENDIRILMESI

BUSRA KAGITLI
OZET

Dondurulmus embriyo transferi (DET) tiim diinyada yaygin olarak kullanilmakta ve kiimiilatif
gebelik oranlarini arttirmaktadir. Transfer edilen taze embriyo transferi sayisinin giderek
azaltilmasiyla daha ¢ok sayida embriyo dondurulup sonraki sikluslarda kullanilmaktadir.
Giiniimiizde iki farkli embriyo dondurma yontemi mevcut olmasina karsin daha iyi sonuglar
elde edilmesi nedeniyle en sik vitrifikasyon yontemi kullanilmaktadir. Calismamizda farkl
endikasyonlarla intrasitoplazmik sperm injeksiyonu (ICSI) ve embriyo transferi (ET)
siklusuna katilan, fazla embriyolarinit dondurdugumuz ve daha sonra ¢oziip transfer ettigimiz
258 c¢ift degerlendirmeye alinmistir. Bu amacla endometriozis, polikistik over, zayif over
yanit, tubal faktor, aciklanamayan infertilite ve erkek faktor olan ¢iftler degerlendirilmistir.
Amag farkli endikasyonlarla infertilitesi olan ve DET uygulananlarda klinik gebelik
oranlarinin karsilagtirilmasidir. Calismaya 40 yasin altinda baska sistemik bir hastalig
olmayan uterin kavitesi normal kadinlar alinmistir. Testikiiler sperm kullanilanlar ¢aligmaya
dahil edilmemistir. Calismaya alinan ciftlerde erkek ve kadinda ortalama yas ve transfer

edilen dondurulmus embriyo sayilari karsilastirilam grupla arasinda benzer bulunmustur.

DET sonrasi klinik gebelik oranlar1 incelendiginde endometriozis hastalar1 i¢cin %29.6 (8/27),
polikistik over sendromlu hastalar i¢in %30.2 (13/43), zayif over yanitli hastalar i¢in %28.9
(11/38), tubal faktor hastalari icin %34.2 (12/35), aciklanamayan infertilite hastalar1 i¢in
%28.2 (11/39) ve erkek faktorii i¢in %28.9 (22/76) olarak bulunmustur. Gruplar arasinda

klinik gebelik oranlar1 agisindan istatistiksel bir fark saptanmamaistir (p>0.05).

Sonug olarak, DET sikluslarinda klinik gebelik oranlari, degisik endikasyonlar ile infertilite
tanis1 konulan ciftlerde farklilik gostermemistir. Ovulasyon indiiksiyonu sonrasi fazla
embriyolarin sonraki sikluslarda kullanilmak amaciyla dondurulmast ve daha sonra
kullanilmas: kiimiilatif gebelik oranlarini arttiracaktir. Yardimei iireme teknikleri (YUT) ile
ugrasan laboratuarlarda mutlaka embriyo dondurabilecek; 6zellikle vitrifikasyon yapabilecek

donanim ve deneyimli ekip bulundurulmalidir.
Anahtar kelimeler: ICSI, dondurulmus embriyo transferi, endometriozis, erkek faktor.

Damsman: Dogent Dr, Meri¢ Karacan, Yeni Yiizyill Universitesi, Tip Fakiiltesi, Kadin

Hastaliklar1 ve Dogum ABD.



EVALUATION OF FROZEN EMBRYO TRANSFER RESULTS WITH REGARD TO
DIFFERENT INDICATIONS

BUSRA KAGITLI

ABSTRACT

Frozen embryo transfer (FET) is a common practice throughout the world in order to increase
cumulative pregnancy rates. Although there are two different types of embryo freezing
technics, vitrification process stands more common due to better outcome compared to slow
freezing. We analyzed couples undergoing intracytoplasmic sperm injection (ICSI) and fresh
embryo transfer, and subsequently frozen embryo transfers. For this purpose, A total of 258
couples with the diagnosis of endometriosis, polycystic ovary, poor ovarian response, tubal
factor, unexplained infertility and male factor were examined. The main purpose was
comparing people who have infertility indications with FET clinic results. Women who are
under the age of 40 with normal normal uterine cavity were included. The average age of men

and women and the number of frozen embryos transferred were similar among groups.

FET results for patients who has endometriosis after clinic pregnancy was %29.6 (8/27), for
patients who has polycystic ovary syndrome is %30.2 (13/43), for patients who has poor
responder was %28.9 (11/38), for patients who has tubal factor %34.2 (12/35), for patients
who has unexplained infertility %28.2 (11/39) and for patients who has male factor %28.9

(22/76). There was no statistically significant differences in clinical pregnancy among groups.

As a result, clinical pregnancy rates were similar in different groups with diffrent infertility
etiologies. After the ovulation induction, use of excessive embryos in coming cycles of frozen
embryos will increase cumulative pregnancy results. Laboratories that work on assisted
reproductive techniques must have an experienced crew who can freeze embryos and

necessary equipment available.
Keywords: ICSI, frozen embryo transfer, endometirosis, male factor.

Advisor: Assoc.Prof. Meri¢ Karacan, Yeni Yiizyll University, Faculty of Medicine,
Gynecology and Obstetrics Department.
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1.GIRIS
1.1 infertilite

Infertilite, reproduktif ¢agda olan bir ciftin herhangi bir dogum kontrol ydntemi
kullanmaksizin, en az bir yil diizenli cinsel iliskiye ragmen gebeligin olusmamasi durumunu
tanimlar. Infertilite primer ve sekonder olmak iizere ikiye ayrilir. Primer infertilite daha dnce
hi¢ gebe kalmamais ¢iftleri tanimlarken, sekonder infertilite ise daha dnce gebe kalmis ¢iflerin

sonrasinda gebe kalamama durumunu tanimlar (Wallach, 1972).

Tim infertil ¢iftlerin %30-40’1inda erkek, %40-50’sinde kadin faktorii tespit edilir ve
ovulatuar disfonksiyon ve tubal-peritoneal faktorler, kadinlarda infertilitenin basta gelen
sebepleri arasindadir. %20-25 c¢iftte hem erkek hem de kadina ait patolojiler birlikte gozlenir.
%15 ciftte ise tiim tanisal tetkikler sonucunda bir infertilite nedeni bulunamaz ve

aciklanamayan infertilite olarak tanimlanir (Yumru ve Ondes, 2011).

Bu tez calismasinda farkli infertilite faktorlerinin DET ile gebelik iizerine etkisi olup olmadigi
arastirtlmistir. Bu amagla daha once taze embriyo transfer ile ICSI-ET denenmis ve gebe
kalamamiglarda daha sonra yapilan DET ile gebelik oranlari karsilagtirilmistir. Karsilastirilan
endikasyonlar; erkek faktorii, polikistik over sendromu (PKOS), zayif over yaniti,

endometriozis, tubal faktdr ve aciklanamayan infertilitedir.

1.2 Erkek Faktorii

Erkek infertilitesini 3 grup altinda incelemek miimkiindiir. Bunlar; sperm tiretim bozukluklari,
sperm fonksiyon bozukluklar1 ve reprodiiktif kanal sistemdeki anormalliklerdir. Tedavi
yaklagimin1 belirlerken ise genetik nedenler, gonadotropin yetmezligi, anatomik nedenler,
enfeksiyon, immiinolojik ve idiopatik olarak 6 grupta incelenmek miimkiindiir (Engin Ustiin,

2011).

Erkek infertilitesini belirlemede en onemli faktdr semen analizidir. Erkek infertilitesini
degerlendirirken en az 4 hafta ara ile uygun sartlarda yapilmis 2 semen analizinin olmasi
gereklidir. Konsantrasyon, motilite ve morfoloji basta gelen kriterlerdir. Bu Kkriterlerin
parametre degerlerinden bir tanesi uyugmazsa infertilite olasilig1 2-3 kat, iki tanesi uyusmazsa

5-7 kat, ti¢li de uyusmazsa 16 kat artar (Navot vd., 1987).

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

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



Tablo 1 : 2010 WHO kriterlerine gore normal semen parametreleri (Cooper, 2010).

PARAMETRE WHO 2010
Semen hacmi 1,5ml
Toplam sperm sayis1 39 milyon
Sperm sayisi 15 milyon
Hareketli sperm say1s1 >%40
Ileri hareketli sperm >0032
Vitalite (canli sperm) >%58
Sperm Morfolojisi >%4

pH >7.2
Peroksidaz (+) Lokosit (ml) <1 milyon

Tablo 2: Kruger kesin kriterlerine gére sperm morfolojisi (Kruger vd., 1986).

Bas Uzunluk 5-6 mikron

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

Uzunluk 1.5 x bas uzunlugu
Kuyruk Boyu yaklasik 45 mikron

Uniform
Orta par¢adan daha ince
Kivrik olmayan

Kirik igermeyen




1.3 Kadin Faktorii

Infertil bir ¢ifte yaklasimda, kadin faktériin degerlendirilmesi tan1 ve tedavide olduk¢a dnemli
bir unsurdur. Kadin fertilitesi hipotalamik, pitliiter ve overyan aksin koordinasyonu ve
aralarindaki etkilesim 1ile diizenlenir. Bu sebepten dolayr kadin infertilitesi farkli
hastaliklardan, reprodiiktif traktin, néroendokrin ve immiin sistemin disfonksiyonundan
kaynaklanabilmektedir. Kadin infertilitesinin bilinen en major sebepleri; ovulasyon

bozukluklari, tubal faktor, servikal faktor ve agiklanamayan infertilitedir (Smith vd., 2003).

Infertilite de yas faktorii oldukga 6nemli bir etkendir. Yapilan ¢alismalara gore dogurkanlik

oran1 yagin ilerlemesiyle belirli bir azalis gosterir.
»  25-29 yas araliginda fertilite %4-8
» 30-34 yas araliginda fertilite %15-19
» 35-39 yas araliginda fertilite %26-46
» 40-45 yas araliginda fertilite % 95 oraninda bir azalma gosterir (Maroulis, 1991).

Asiste Reprodiiktif Teknoloji Cemiyeti (ART) ve Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi’nin
1989°dan beri topladig1 verilere dayanarak hasta yasinin ART basarisini etkileyen en 6nemli
etken oldugu bildirilmistir. Hasta yas1 ilerledikce, oosit ve embriyo sayisindaki azalis,
embriyo fragmentasyon oranindaki artis ve implantasyon oranindaki azalis ile kars1 karsiya

kalinmistir (Hull vd., 1996; Zieve vd., 2001).
Kadinlarda infertilitenin major sebepleri;
* Oviilatuar Faktor

Oviilasyon bozukluklar1 kadina bagli infertilitenin %30-40’lik oranindan sorumludur. Bu
bozukluklar amenore, anovulasyon ve adet diizensizlikleriyle kendisini belli eder. Ovulasyon;
hipotalamus, hipofiz ve over aksin diizenli ¢calismasiyla kontrolii saglar ve bu aksin akisinda

meydana gelebilecek bir bozuklugun sonucunda anovulasyonu olusturabilir.

Anovulasyon tanisi ile birlikte hipotalamo-hipofizer bozukluklar, polikistik over sendromu
(PKOS), anoreksiya nevroza, prematiire over yetmezligi ve hipotiroidizm gibi hastaliklar

distintlir (Miller vd., 1999).



e Tubal Faktor

Tubal faktor uterus, fallop tiipii, overler ve etraflarindaki pelvik yapilarin anormal
durumlarini kapsar. Infertil ciftlerin %20’sinde tubal ya da peritoneal faktor sorumludur.
T1ibbi gecmisteki pelvik inflamatuar hastalik, apandisit, intrauterin arag¢ kullanimi, endometrit,
septik abortus gibi herhangi bir pelvik inflamasyon pelvik faktorleri diistindiiriir. (Figicioglu
ve Yesiladali, 2014). Degerlendirilmede kullanilan yontemler histerosalpingografi (HSG) ve
laparoskopidir. HSG’nin avantaj1 uterin kavite ile ilgili bilgi saglamasi ve peritoneal ortami

degistirmek suretiyle fekundabiliteyi arttirabilmesidir (Barbieri, 2004).
o Servikal Faktor

Infertil olgularin % 5-10 kadarinda servikal faktor sorumludur. Servikal hiicrelerin salgiladig

ve mukusta meydana gelen kalite, enfeksiyon ve immiinolojik problemlerdir (Ozan, 2013).

Servikal bir faktor siiphesini tibbi gegmisteki anormal bir Papanicolau (Pap) smear,
postkoiatal kanama, kriyoterapi, koinazasyon ya da in utero DES maruziyeti uyandirabilir.
Servikal mukus yeterliligini ve sperm-mukus etkilesimini degerlendirmek i¢in postkoital test
kullanilir. Mukusun incelenmesinde hareketli spermatozoa goriildiiglinde postkoital test

pozitif kabul edilmeli ve servikal faktor diisiiniilmemelidir (Eimers vd., 1994).

1.3.1 Ac¢iklanamayan Infertilite

Agiklanamayan infertilite, ¢iftlerin bir yil korunmasiz cinsel iliskiye ragmen gebelik elde
edemedigi ve yapilan temel degerlendirmede (sperm analizi, ovulasyon testleri, kavite ve
tubalarda patoloji olmadigini gésteren histerosalpingografi (HSG) herhangi bir patalojiye
rastlanmamasi olarak tamimlanmaktadir (Speroff, 2011). Merkezlere bagvuran ciftlerin

ortalama % 15’ine agiklanamayan infertilite tanis1 konulmaktadir (Hatasaka, 2011).

Aciklanamayan infertilitenin olast nedenleri soyle siralanabilir; (Preutthipan ve Linasmita,
2003)

1) Antagonist servikal sekresyonlar

2) Erken embriyonel implantasyonda defektif endometrial reseptivite
3) Anormal tubal siliyal aktivite

4) Defektif ovum pick - up mekanizmasi

5) Liiteinize unriiptiire follikiil sendromu



6) Ek hormonal anomaliler (6rnek: luteal faz defekti)

7) Bozulmus oosit ve/veya sperm fertilizasyon kapasitesi
8) Minimal veya orta diizeyde endometriozis

9) Immiinolojik faktorler

10) Bozulmus peritoneal makrofaj aktivitesi

11) Bozulmus pertoneal s1vi antioksidan fonksiyonu

12) implantasyon basarisizliklari

Agiklanamayan infertilitenin nedeni olgularinda yapilan tedaviler ampiriktir. Genel olarak
temel strateji aynidir dogru zamanda dogru yerde olagandan fazla sayida spermi bir araya
getirmektir. Bu sebepten dolayr uygulanan tedaviler in utero inseminasyon (IUI), klomifen,

gonadotropinlerle overyan uyarim ve in vitro fertilizasyon (IVF)’tir.

1.3.2 Endometriozis

Endometriozis lokal ve sistemik enflamasyon ile karakterize oOzellikle iireme g¢agindaki
kadinlarin %20-40’1nda gériilen jinekolojik hastaliktir (Engin Ustiin, 2011). Endometriozis
lezyonlarmin tipik bilesenini, endometrial gland ve stroma olusturur. Endometriozis,
histolojik olarak endometriuma benzerlik gosteren dokunun uterin kavite digindaki
lokalizasyonlarda anormal olarak biiyiimesi ile seyreden bir bozukluk olarak bilinir (Ozcan ve
Yildiz, 2014). Amerika Bilesik Devletleri’'nde jinekolojik problemler nedeniyle

hospitalizasyonlar arasinda en sik karsilasilan 3. nedendir (Eskanazi ve Warner, 1997).

Fertilite bariyeri olusturmasinda immunolojik ve lokal mekanik faktorlerin etkili oldugu,
hastaligin evrelerine gore farkli mekanizmalarla infertiliteye neden oldugu ileri siirtilmektedir.
Bu sebepten dolayr endometriozisi olan infertil kadinlara optimal yaklasim heniiz net olarak
ortaya konulmamistir. Onemli faktdrlerin basinda kadmn yasi gelmektedir ve 35 yas iizeri
kadinlarda gebelik i¢in zaman kaybetmemek adma dogrudan YUT’e yonelmek dogru bir
yaklagim olacaktir (Engin Ustiin, 2011).

Endometriozis hiicresel immiinitedeki yetersizligin endometrial hiicrelerin peritoneal
yiizeylere implante olmasiyla ve biiyiimesine izin vermesiyle de olusabilmektedir (Ozcan ve

Yildiz, 2014).



Endometriozisin gelisiminde genetigin etkisi de agiklanmistir. Calismalar endometriozis
hastalarinin birinci derece akrabalarinin %7-9’unda hastaligin teshis edildigini gostermistir.
Kontrol grubundaki %1-2 oranina gore ise oldukga biiyiik bir degerdir. Daha ileri arastirmalar
HLA-B7 alelinin roliinii ortaya koymaktadir. HLA-B7 ekspresyonunun natural killer benzeri
T lenfositlerin sitotoksik aktivitesini inhibe ettigi gosterilmis olup ektopik endometrial
hiicrelerin gelisiminin genetik kontrol altinda olabilecegi kanisin1 da ortaya atmigtir.
Endometriozisin gelisiminde anahtar rolii oynayan faktorler arasinda artmig aromataz
aktivitesi ile olusan asir1 Gstrojen Uretimi ile birlikte, siklooksijenaz-2 aktivitesindeki artig

nedeniyle olusan asir1 prostoglandin iiretimi sorumludur (Ozcan ve Yildiz, 2014).

Endometrioziste implant ve adezyonlar en sik overlerde goriiliir. Overlerdeki implantlar

ilerleyip geliserek endometrioma kistlerine doniistir.

Endometriozis hastalarinda pelvik agrinin premenstriiel donemde ortaya ciktigir genel olarak
kabul edilmistir. Bundan dolay1r endometriozisten kaynaklanan agrinin menstriiel siklus
stiresince olusan Ostrojen progesteron stimiilasyonuna bagli oldugu diisiiniilmekte ve implant
dokusunun da endometrium ile ayni sekilde biiyiiyerek kistik yapilar olusumuna neden oldugu

gosterilmistir (Ozcan ve Yildiz, 2014).

Endometrioziste ¢esitli otoantikorlarin varligt s6z konusudur (Gleicher vd., 1987).
Endometriozis doku hasari, poliklonal B lenfosit aktivasyonu, T lenfosit ve B lenfosit
immiinolojik anomallikler gibi otoimmiin hastalik kriterlerini yerine getirmektedir (Nothnick,
2001).

Amerika Bilesik Devletleri’nin endometriozis derneginin genis capta yaptig1 kesitsel anket
caligsmasina gore, endometriozisli hastalarda hipotiroidi gibi otoimmiin hastaliklarin oraninin

popiilasyona kiyasla yliksek oldugu tespit edilmistir (Sinaii vd., 2002).



1.3.3 Polikistik Over Sendromu (PKOS)

Polikistik over sendromu (PKOS) iireme ¢agindaki kadinlarda sik goriilen menstriiel
diizensizlik, infertilite, hiperandrojenizm, obezite ve insiilin rezistansi ile karakterize olmus

endokrin bir bozukluktur (Du ve Li, 2013).

PKOS’lu kadimlarin %40-70’inde infertilite goriilmektedir (Speroff ve Fritz, 2005). Insiilin
rezistanst ve sonrasinda gelisen hiperinsiilineminin PKOS patofizyolojisindeki rolii oldukca
onemlidir. Overde direk olarak bir etki yapan pitiiiter bezde ise indirek etkiye sebep olan

insiilinin overlerden androjen liretimini stimiile ettigi gosterilmistir (Dunaif, 1997).

PKOS’un etiyolojisi tam olarak bilinmedigi i¢in genetik ve c¢evresel faktorlerin
etkilesimleriyle ortaya ¢ikan bir bozukluk oldugu soylenilir. Ailesel kiimelenmenin olmasi
sebebiyetiyle bu hastalarin genetik 6zellikleri aragtirilmis ve bu genetik faktorler reprodiiktif
ve metabolik fenotiplerin gelismesinde 6nemli bir katkida bulundugu gdsterilmistir (Barnes
ve Rosenfield, 1989). PKOS olgularindaki bir ¢aligma da insan 16kosit antijen (HLA) Drw 6
frekansinin arttig1 ve 6. kromozom {iizerindeki HLA-DR bdlgesinin PKOS gelisimi ile ilgili
oldugu gosterilmistir (Hague vd., 1990). PKOS’da Liiteinizan hormon (LH) yiiksekligi %50

oraninda iken folikiil uyarici hormon (FSH) seviyesi diisiik ya da normaldir (Du ve Li, 2013).

LH aktivitesinin artist PKOS olgularindaki overlerde granulosa ve teka hiicrelerindeki LH
reseptdr over ekspresyonuna baghdir (Taylor vd., 1997). Yiiksek LH seviyelerinin etkisi ile
PKOS’da teka hiicrelerinin asir1 sentezlenmesiyle ovaryan androjenlerde bir yikselis

goriilmektedir (Selguk, 2011).

PKOS hastalarinda %50-70’lik insiilin rezistans1 bulunmaktir (DeUgarte vd., 2005).
Hiperinsiilinemi ve insiilin direnci PKOS’lu kadinlarin kilosu normal seviyede olanlarda %30,
obez olanlarda ise %75 lik bir kisminda goriiliir (Acien vd., 1999). Insiilin direncinin altinda
yatan sebep tam olarak saptanamamustir. Insiilin reseptdr sayisindaki diisiisler, insiilin
reseptoriine bagl sinyal iletimindeki degisiklikler, reseptdr fosforilasyonundaki bozukluklar

ve post reseptor defekt insiilin direncinin gelismesinde rol oynar (Dunaif, 1997).

PKOS hastalarinda hirsuitizm %70 oraninda goriiliir. Hiperandrojenemi ile birlikte genetik
olarak kil folikiillerinin artmas1 androjen duyarliliginin varligini1 gosterir. Bu bulgulara obez
hastalarda daha sik karsilasiriz. PKOS’lu kadinlarin %30’unda akne, %10’unda ise alopesi
goriliir (Speroff ve Marc, 2013).



Pelvik ultrasonografi (USG), PKOS hastalarinda 6nemli olmasina karsin tani i¢in herhangi bir
sart olarak kabul edilmemistir (Chang ve Katz, 1999). Reprodiiktif yasta olan 257 saglikli
kadinda yapilan bir ¢alismada; %23 oraninda PKOS, USG tan1 yontemiyle goriilmiistiir
(Kousta vd., 1999). Giiniimiizde PKOS tanis1 i¢in Rotterdam kriterleri kullanilmaktadir. Buna
gore siklus bozukluklari, hiperandrojenemi ve USG’ de polikistik over goriiniimii 3 ayr1 kriter

olarak degerlendirilmekte ve tani i¢in en az 3 kriterin 2’sinin varolmasi kosulu aranmaktadir.

Makroskobik olarak polikistik over, normal over biiyiikligiiniin 2-5 kat1 kadardir. Beyaz bir
kapsiille ¢evrilidir. Aymi sayida primordial folikiil vardir, fakat gelismis ve atreziye ugramis
folikiillerin sayisinda iki kat artis goriilmektedir. Kiiclik atrofik folikiiller ile birlikte artis
gosteren luteinize teka interna igeren folikiiller de bulunmaktadir (Berek vd., 1996). En dista
bulunan tunikanin kalinlig1 %50 oraninda, kortikal stroma 1/3 oranda, subkortikal stroma ise

5 kat art1s gostermistir.

1.3.4 Zayif Over Yaniti (Poor responder)

YUT gelisimine ragmen zayif over yanith hastalarin tanimi icin hala kesin bir tam
konamamistir. Bir hastayr poor responder olarak kabul edilmesi i¢in Loutradis ve

arkadaslarinin yaptig1 calismadaki kriterlere uygun olup olmadigina bakilir (Loutradis vd.,

2006).
Bu kriterler ;
«  YUT tedavi sonrasinda elde edilen oosit sayismin 3 veya daha az olmast,

«  YUT tedavisinin son asamasinda insan koryonik gonadotropin (hCG) verilirken serum

estradiol seviyesinin 500 ile 600 pg/ml arasinda olmasi1 (Loutradis vd., 2006).

Surrey ve arkadaslarinin yaptiklar1 literatiir tarama c¢alismasinda hasta tanimlanma
kriterlerinin ¢ok degisken oldugu ve ayni kriterde 4’ten fazla caligmaya rastlanmadigi

bilinmektedir (Surrey ve William, 2000).

Poor responder kriteri olarak Castro ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada oosit sayisinin 3 veya

daha az olmasi gerektigini bulmuslardir (Castro vd., 2003).

Bologna kriterleri olarak bilinen asagidaki kriterlerden iki kriterin var olmasi zayif over yanit

icin yeterli kabul gormiistiir.



Bunlar;
+ lleri maternal yas (>40 yas) ya da zayif over yanit icin diger risk faktorlerinin olmasi,
* Gegmis zayif over yanit dykiisiiniin olmasi,
* Anormal overyan rezerv testinin olmasi, (Ferraretti vd., 2011).

Zayif over yanit prevelansi, IVF yapilan hastalarda %5-24 olarak belirlenmistir (Loutradis
vd., 2003).

2.1 Kriyoprezervasyon

Kriyoprezervasyon hiicre ve dokularin ¢oziilme islemi sonrasi kullanilmak amaciyla
dondurulmasidir. Hiicreler veya dokular sifir derecenin altinda, 77 K ya da -196 °C de
sogutularak korunur. Bu derecede dondurulmasinin amaci tiim biyolojik aktiviteleri ve hiicre

apoptozisinin durdurulmasidir (Gosden, 1994).

Kriyoprezervasyon ilk kez 1776 da Italya’da hayvan spermlerinin kontrollii yavas dondurmasi
ile gergeklestirilmistir. 1938 yilinda bu yontemle dondurulmus spermlerde ¢6zme sonrasi
hareketlilik tespit edilmistir. 1947 yilinda tavsan oositlerinin kriyoprezervasyonu

gerceklestirilmistir.

Bunge ve Sherman’in 1950 yilimin basinda yaptiklart ¢aligma ile Polge’nin insan sperm
kriyoprezervasyonunda gliserol kullanimim1 daha c¢ok gelistirmislerdir. Kriyoprezervasyon
yontemi ile saklama sayesinde insan spermi ¢oziildiikten sonra yumurtay: délleyip bu sekilde

muhafaza edilmis ve IUI ile ¢cok sayida gebelik elde edilmis ve dogum gerceklesmistir.

Dondurulup ¢oziilen fare oositleriyle fertilizasyon ve oositlerle gerceklestirelen canli
dogumlar 1977 yilinda bildirilmistir. Insanlarda IVF sonrast dondurulup ¢oziilmiis
embriyolarla elde edilen ilk gebelik 1983 yilinda gerceklestirilmis, 1984 yilinda ise dogumla
sonuglanmustir (Breadkjaer ve Grudzinskas, 2001). IVF sonrasi elde edilen olgun oositlerin

dondurulup ¢oziilmesi ile 1986 yilinda ilk kez dondurulmus oosit ile gebelik elde edilmistir.

Aile gegmisinde erken menapoz Oykiisii, gecirilmis yumurtalik cerrahisi, kemoterapi veya
radyoterapi Oykiisii olan kadinlarda fertilitenin devami i¢in yapilan oosit veya overyal doku

kriyoprezervasyonu ile yeni ufuklar agmistir (Farsani vd., 2007).



Giliniimlizde yumurta ve sperm hiicreleri ile dokularin basarili bir sekilde dondurulup
saklanabilmesi YUT gelisimi agisindan biiyilk Onem tasimaktadir (Breadkjaer ve
Grudzinskas, 2001).

Kriyoprezervasyon bir dizi basamaktan olusan bir igslemdir. Bu basamaklar kriyoprotektan
maddenin tipi, konsatrasyonu, kriyoprotektanin uygulanisi, sogutma, depolama, i1sitma ve

kriyoprotektanin ortamdan uzaklastirilmasidir (Gao vd., 1997).

Kriyoprotektan soliisyonlarinin se¢imi uzunca bir ¢alisma sonucu ortaya ¢ikmistir. 1949
yilinda Polge ve arkadaglari gliseroliin sigir sperm hiicrelerini soguktan korudugunu

bulmuslardir.

Spermlerin kriyoprezervasyonu konusunda yapilan arastirmalarda, dondurma ve c¢oziilme
sirasinda  gliseroliin  spermlere kriyoprotektif oOzellikler kazandirdigi Leibo tarafindan

bidirilmistir (Leibo, 2004).

2.1.1 Kriyoprotektanlar

Kriyoprotektanlar; hiicrenin dondurulmasinda olusan soguk sokunu, intraselliiler kristal

olusumunu engelleyen ve membrani destablizasyona kars1 koruyan kimyasallardir.

Kriyoprotektanlarin en 6nemli 6zelligi diisiik molekiiler agirliga sahip olmalar1 ve toksik

etkilerinin diisiik oranda olmasidir (Palasz ve Mapletopt, 1996).

Kriyoprotektan maddeler hiicre membranindan gecebilen (permeabl) ya da biiyiik molekiil
agirlikli - hiicre zarindan gegemeyen (non-permeable)  Ozelliktedirler. Intraselliiler
kriyoprotektanlar, hiicre i¢i su ile yer degistirerek dehidrasyonu saglarlar. Donma ve ¢ézme
isleminde hiicre i¢i buz kristallerinin olusumunu engellerler (Palasz ve Mapletoft, 1996). En
az bir adet intraselliiler kriyoprotektan dondurma soliisyonlarinin igerisinde bulunmalidir

(Sagirkaya ve Bagis, 2003).

Ekstraselliiler kriyoprotektanlar hiicre membranindaki fosfolipidlerin stabilizasyonunu ve
kontrollii ~ dehidrasyon  olusumunu saglarlar. Diger kriyoprotektanlarla  birlikte
kullandiklarinda ozmotik degisiklige bagli sivi gecisinde etkili olurlar, ¢6zme sirasinda

hiicresel sismeyi engelleyerek hiicrede olusabilecek zarari en aza indirmeyi hedeflerler.

10



Tablo 3 : Hiicre membranindan gegebilme 6zelliklerine gore kriyoprotektan cesitleri

(Luz Holanda 2009)

Intraselliiler Ekstraselliiler
Kriyoprotektanlar 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

Bunlara ek olarak kompleks karigimlar sinifina giren yumurta sarist da kriyoprezervasyonda
kullanilmaktadir. Yumurta sarisinda bulunan diisiik yogunluga sahip fosfolipitler sperm
yiizeyine baglanip hiicresel adenilat siklazi aktive ederek kriyoprotektif etki gosterirler (Holt,
2000).

Insanlarda her evredeki embriyolar i¢in uygulanan kriyoprotektan DMSO’dur (Trounson vd,
1983; Van der Elst, 1995). Gliserol, DMSO’ya kiyasla daha diisiik bir toksisiteye sahip olsa
da hiicre igersine girme hizi DMSO’dan daha diisiiktiir. Hiicre tizerindeki ozmotik stresin
kontrolii zordur. Bu sebepten dolay1 kriyoprezervasyon protokolii olusturma asamasinda

DMSO daha ¢ok tercih edilmektedir.
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Blastosist agsamasindaki embriyolarin dondurulmasinda gliserol (Camus vd., 1989), zigot ve
erken boliinme donemindeki embriyolarda PROH kullanimi daha ¢ok tercih edilmektedir
(Lassalle vd., 1985). Testart ve arkadaslari proniikleer asamadaki zigotlar i¢in bir

kriyoprotektif etken olarak 1,2-propanediol kullanimini gergeklestirmistir (Testart vd., 1986).

Kriyoprezervasyona bagli ortaya ¢ikan patolojiler arasinda ozmotik stres, donma hasari, buz

kristallerinin etkileri ve kriyoprotektan toksisitesi yer alir (Saragusty vd., 2009).

Hiicre ve dokularin dondurulmasi kendilerine 6zgli bir sekilde bazi kriterler g6z Oniine
almarak gerceklestirilir. Bu kriteler hiicre hacmi, hiicre yiizey alani, hiicre i¢i su volimii,
hiicrenin ozmotik toleransi, hipertonik ve hipotonik soliisyonlara yaniti, hiicre membran
permeabilitesi, kullanilacak hiicre kriyoprotektan sollisyonunun se¢imi, hiicre i¢i buz

kristallerinin olustugu sicaklik olarak 6zetlenebilir.
Kriyoprezervasyon 4 ana basamaga ayrilmistir.

 Doku ve hicrelerin 0°C’nin altindaki sicakliklarda kriyoprotektan (KPA)

icerisinde tutularak sogutulmasi.
* -130°C*nin altinda 6rneklerin korunup saklanmasi
*  Cozme islemi

* KPA’larin uzaklagtirilmasi (Mazur, 2004)

2.2 Kriyoprezervasyon Yontemleri

Dondurmada kullanilan yontemler; klasik yavas dondurma (slow-freezing), hizli dondurma

(rapid-freezing) ve vitrifikasyon olmak iizere 3 ana gruba ayrilir.

2.2.1 Klasik Yavas Dondurma Yontemi (Slow Freezing)

Yavas dondurma yonteminde daha az konsantrasyonda kriyoprotektanlar kullanilarak
bilgisayar destekli bir program yardimiyla sicakligi kademeli olarak diisiiriilmesi prensibine
dayali bir yontemdir. Bilgisayar programi ile hiicre i¢i buz kristali olusumu, dokunun disinda

buz kristali olusturularak onlenir.
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Klasik yavas dondurma ydntemi sirasiyla su asamalardan olusmaktadir:

* Dondurulucak olan embriyolarin oda 1sisinda, artan konsantrasyonlarda

intraselliiler kriyoprotektanlar ile osmotik dengesinin saglanmasi

* Soguk sok hasarini azaltmak i¢in kristalizasyon sekillenmeden buz kristallerinin

olusumunun -5°C ile -7°C arasinda indiiklenerek kontrollii olarak baglatilmasi.

* Yavas dondurma cihazi sogutma hizini ve oranin1 0,2 - 2,0 °C/dk olacak sekilde
ayarlayip kontrollii bir sekilde -30 ile -70 °C’ler arasindaki sicakliklara kadar

yavas ve kademeli sogutmanin gerceklestirilmesi asamasi.

* Hiicrelerin yiiklii olduklar1 payetlerin direkt olarak sivi azota -196 °C daldirilmasi

ve saklanmasi agsamasi.

Su kaybetmelerinin nedeni, ekstraselliiler ortamin hiperozmotikligi ve hiicre zarmin
kriyoprotektana gore suya daha gecirgen olmasindan kaynaklanmaktadir. Hiicre disina su
¢ikist ve hiicre igine kriyoprotektan girisi dengeye ulastigi an, hiicrenin biiziismesi son bulur.
Yavas dondurma tekniginin kullanilmasiyla hiicrenin biyolojik yapisinda iki tip hasar olusma

riski vardir. Bunlar;
* Sogutmanin hizli yapilmasina bagl olarak olusan hiicre i¢ersindeki buz olusumu,

* Sogutma ¢ok yavas yapildiginda medyumdaki buz kristallerinin olusuma bagli ortaya

¢ikan eriyik konsantrasyonun artmasidir (Gao ve Critser, 2000).

Coziindiirme islemi i¢in embriyolar1 igeren strawlar sivi nitrojen tankindan cikartilir ve
rehidrasyonun saglanmasi igin 15-20 dk azalan konsantrasyondaki kriyoprotektanlardan

gecirilerek yikanir.

2.2.2 Hizh Dondurma (Rapid Freezing)

Hizli dondurma, yiiksek donma hizlarmin (dk da yaklasik 1200-1250°C) uygulanmasindan

once hiicrelerin dehidre edildigi dondurma islemini tanimlamak i¢in kullanilir.

Ik olarak Trounson ve Sjoblom tarafindan uygulanan bu yontemde embriyolar 2-3 dk  2.0-
3.0 molar DMSO ve 0.25-0.5 M siikroz igeren dondurma soliisyonu ig¢inde dengelendikten

sonra s1v1 nitrojen igerisine daldirilir (Trounson ve Sjoblom, 1988).
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Bu yontemle yiiksek oranda canlilik ve gebelikler elde edilmistir (Gardner vd., 1999; Gardner,
2003). Ancak gebelik elde edilmesine ragmen, canli dogum oraninin diisiik olmasina karsin

bu yontemin rutin kullanimin1 engellemektedir.

2.2.3 Vitrifikasyon

Vitrifikasyon; diisiik sicakliklarda hiicrelerin, dokularin ve organlarin tamamen vitréz ya da
camsi bir durumun yaratilarak dondurulmasini ifade eder. Vitrifikasyon yavas dehidratasyon
ortami yerine ¢ok yiiksek ozmolarite ortaminin kullanildig1 bir yontemdir. Bu yontemin en

onemli 6zelligi, buz kristali olusumunun tamamen yok edilmesidir (Sutton, 1991).

Vitrifikasyon soliisyonlari, yiikksek konsantrasyondaki kriyoprotektanlarin hiicreler tizerindeki
zararl etkilerini en aza indirgemek i¢in permeable ve non-permeable 6zellikte iki veya daha
fazla kriyoprotektanin birlikte kullanilmasiyla gelistirilmistir (Vajta vd., 1997). Vitrifikasyon
soliisyonlarinda ilk kullanilan kriyoprotektanlar DMSO ve gliserol’diir. ilerleyen zamanlarda
diisiik toksisiteli olmalarindan dolay1 bu kriyoprotektanlar yerine 1.2-propanediol, propilen
glikol ve EG kullanimut tercih edilmektedir (Shaw vd., 1991).

Vitrifikasyon yontemi ile uygulanan sogutma hizi kriyoprotektan soliisyonunun miktariyla
ters orantilidir. Kriyoprotektan soliisyonunun miktari ne kadar az ise sogutma orani da o kadar
hizli olur (Chian vd., 2004). Bu nedenle embriyoda olusabilecek osmotik hasarin 6nlenmesi
icin kriyoprotektanlarin yliksek konsantrasyonda kullanilmasina, vitrifikasyon isleminin ¢ok

hizli davranilmasina ve sogutma 1silarinin artirilmasina dikkat edilmektedir (Yavin vd., 2009).

Basarili bir vitrifikasyon i¢in,
« lyi permeabilite dzelliklerine sahip diisiik toksisiteli kriyoprotektanlarin kullanimin,
+ Kiriyoprotektanlarin uygun miktarda ortama ilavesini,
* Hiicre dondurma isleminin diisiik sicakliklarda yapilmasini,

* Hiicrede olusacak yap1 yikimlarimi engellemek icin ortam diizenleyicilerinin

kullanilmasini gerektirmektedir (Kasai, 1996).

Embriyolarda vitrifikasyon teknigi ilk olarak 0.25°lik strawlar ile yapilmustir. ilerleyen

yillarda yapilan iglemlerde embriyolarin vitrikasyonu 1sitilarak g¢ekilmis pipetlerde, naylon
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halkalarda, open pulled payetlerde, kriyoloop ya da kriyotop adi verilen farkli embriyo
tastyicilarinda gerceklesmistir (Saragusty, 2011).

2.2.3.1 Sperm Kriyoprezervasyonu

Sperm hiicreleri dondurulduktan sonra uzun yillar saklanabilir ve istenildigi anda kolayca

¢oziilerek YUT de kullanilabilir.

Kriyoprezervasyon YUT’de &nemli bir yer tutmaktadir. Sperm kriyoprezervasyonun

amaclarin1 agagidaki maddeler halinde siralayabilirz.

e Sperm parametreleri normal olup; kemoterapi, radyoterapi gorecek hastlarin

orneklerinin alinip saklanmasi,

* Spermatogenezi inhibe edebilecek ilaglarin kullanim Oncesinde ejakiilattan sperm

aliip saklanmasi,
» Testis veya prostat cerrahisi dncesinde ejakiilattan sperm alinip saklanmasi,

* Obstriiktif azospermik hastalarda siiphelenilen ve yardimei tlireme tekniklerinde
kullanilmast planlanan hastalarda Oncesinde testisinhistopatolojisi hakkinda bilgi
sahibi olunmasi,esi hazirlanmamis olan nonobstriiktif azospermik hastalarda testikiiler

sperm ekstraksiyon (TESE) ile bulunan spermlerin saklanmasi.

* Azoopermik hastalarda basarili veya basarisiz bir islem sonrasinda arzu edilen

gebeliklerde cerrahi islemleri tekrarlamamak i¢in alinan 6rnegin saklanmasi,
* Prepubertal donemde malignensi nedeniyle kemoterapi ya da radyoterapi,

« YUT planlanan hastanin psikolojik faktdrler gibi sebepler ileislem giinii 6rnek
alindiginda problem yasandigi disiiniiliiyorsa O6nceden o©rnek alinip saklanmasi,

(Tuncel, 2013).

Kriyoprezervasyon iglemi sirasinda spermde hasarlanmalar ortaya ¢ikabilir. Sperm motilitesi
ve sperm-oosit flizyon kapasitesi azalabilir ve plazma membrani lipid peroksidasyonuna
baglanarak fertilizasyonu azaltabilir. Tim bunlarin nedeni serbest oksijen radikalerinin

iiretiminin artmasidir (De Lamirande vd., 1997).

Kriyoprezervasyon sirasinda bakteriyel, viral veya mantar enfeksiyonlar1 goriilebilir (De
Lamirande vd., 1997). Sperm dondurma isleminin sperm motilitesi ve canlilig1 iizerine

olumsuz etkisi olabilir.
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Bunun oniine gecilmek ic¢in bazi arastirmacilar kiiltiir ortamina koruyucu olarak katalaz,

askorbik asit, E vitamini gibi oksidanlarin eklenmesini dnerirler (Askari vd., 1994).

Degisik olusum evrelerindeki spermlere spesifik kriyoprezervasyonlar yapilabilir. Sperm
testisten c¢iktiktan sonra plazma membran, lipid ve proteinlerinde fiziksel ve kimyasal
degisiklikler gerceklesir. Farkli maturasyon evresindeki spermler farkli kriyobiyolojik
ozellikler gosterirler ve farkli dondurma ¢6zme yontemleri gerekli goriilmektedir. Ejakiilat
sperminin dondurma ve ¢dzme sensitivitesi epididimal sperm ve testikiiler spermin dondurma

ve ¢ozme sensitivitesinden daha yiiksektir (De Lamirande vd., 1997).

Dondurma ve ¢ozme isleminde spermin fertilizasyon kapasitesini azaltan boyun kiriklari,
akrozomal ve plazma membranlarinda sisme ve parganlanma goriilebilir (Askari vd., 1994;

Verheyen vd., 1997).

2.2.3.2 Oosit Kriyoprezervasyonu

Olgun bir oosit, memelilerdeki en biiyiik hiicrelerdendir. Farede yaklasik 70 pm, insan ve
inek 120 um c¢apindadir. Omurgalililarin ¢ogunda oositler ovulasyona yakin bir siirecte
2.mayoz boéliinmelerini gegirirler ve fertilizasyona kadar mayotik siire¢ durur. Bu evrede
kromozomlar konsandedir ve ig iplikleri metafaz plag: iizerine yerlesmis haldedirler. insan
oositlerinin Kriyoprezervasyonu embriyo donduruma islemine alternatif olarak; dogabilecek
etik sorunlarin ¢oziimii i¢in gelistirilmistir. Buna ilaveten pelvik hastaliklar, prematiir over
yetmezligi, ameliyat ve kemoterapi / radyoterapi uygulamalari nedeniyle iireme kapasitesini

kaybetme riski olan kadinlarda tek ¢6zlim olarak 6nerilmektedir (Porcu, 2001).

Kriyoprezervasyonun kromozomal yapiya zarar verebilecegi konusundaki siipheli yaklasimlar
ve buna baghi olarak ortaya c¢ikabilecek genetik anomalilerin bir sonraki kusaga
aktarilabilecegi riskinden dolayr bu yontem bazi iilkelerde heniiz yasallastirilmamistir.
Yapilan bazi ¢alismalar oosite ait sitoplazmik 6zelliklerin icerisinde bulunmus oldugu niiklear
fazin ve korona kumulus kompleksinin (CCC) yapisal 6zelliklerinin basariyr etkileyebildigini

gostermistir (Chen, 1986).

Oositlerin kumulus ooforus ile birlikte dondurulup dondurulmayacagi konusundaki karara

heniiz varilamamaistir, yapilan arastirmalarin sonuglar da ¢eligkili bulunmustur.

Yapilan ilk caligmalarda kumulus hiicrelerinin ~ varligmin  olmamas1  halinde

kriyoprotektanlarin oosit sitoplazmasina daha kolay penetre oldugu savunulmus ve ilk
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gebelikler kumulus icermeyen oositlerin kriyoprezervasyonuyla elde edilmistir (Chen 1986;

Van Uem vd., 1987).

Immatiir oosit kriyoprezervasyonu ile ilgili birgok yayin bulunmaktadir fakat basari oranlari
digiiktiir (Cha vd., 1991; Tucker vd, 1998; Kan vd; 2004). Bu yiizden de son zamanlardaki

caligmalar metafaz II (MII) oosit kriyoprezervayonuna daha ¢ok odaklanmaistir.

2.2.3.3 Zigot Dondurma

Pronukleus asamasindaki oositler PROH ve siikroz kullanarak dondurulur. Proniikleus
asamasinda basariy1 belirleyen en onemli faktor; kriyoprezervasyonun yapildigi donemdeki
proniiklear gelisim evresidir.  Zigotlarin  inseminasyonundan 20-22 saat sonra

donduruldugunda en yiiksek canlilik oranlarinin elde edildigi belirtilmistir (Avery vd., 1995).

Kattera ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada IVF ve ICSI sonrasi embriyolar bdliinme
asamasinda dondurulmus daha yiiksek canlilik ve gebelik oranlari bildirilmistir (Kattera vd.,
1999). Bazi calismalar ise pronukleus asamasinda dondurulmus olan embriyolarla, bdliinen

embriyolara gore daha yiiksek implantasyon oranlari bulmuslardir (Fugger vd., 1991).

2.2.3.4 Blastosist Dondurma

Blastosist asamasindaki embriyonun erken boliinme asamasindaki bir embriyoya gore daha
fazla sayida hiicre icermesi sebebiyle, ¢cozme sonrasinda bazi blastomerlerin canliliginm
kaybetmesi durumunda bile canlilhigim yiiksek diizeyde koruyabildigi belirtilmistir. Insanlarda
blastosist dondurma islemi ilk kez Cohen tarafindan gerceklestirilmistir (Cohen vd., 1985).
Bu calismada kriyoprotektan olarak %10’luk gliserol ve 10 asamadan olusan bir
kriyoprezervasyon protokolii kullanilmis olup %52 canlilik orani ile transfer edilen blastosist
basina %35 implantasyon orani elde edilmistir. Daha genis bir olgu serisini igerisine alan bu
caligmada dondurulup ¢6ziilmiis olan blastosistlerle %9 canli dogum oran1 elde edilebilmistir

(Hartshorne, 1991).

Ilerleyen yillarda kiiltiir ortamini yetersizliginden dolayr embriyolarin blastosiste gitme

degerleri %25’in lizerine ¢ikamadig1 i¢in bu yonteme bir siire ara verilmistir.
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Daha sonra blastosist gelisiminde Vero-cell ko-kiiltiirlerinin kullanilmasi ile bu oran %50-60
lara ¢ikmig (Menezo, 1992) ve daha pratik dondurma yontemleriyle iki asamali
kriyoprezervasyon protokolii ile %9’luk gliserol ve 0.2M’lik siikroz soliisyonu kullanilarak
%80’1n lizerinde canlilik ve %10 canli dogum gerceklestirilmistir (Menezo ve Ben Khalifa,
1995; Menezo ve Veiga, 1997). Giiniimiizde blastosist dondurulmasi i¢in daha siklikla

vitrifikasyon yontemi kullanilmaktadir.

Embriyo kriyoprezervasyonunun en temel amaci taze embriyolarin transfer edildigi siklusta,
hastaya ikinci bir gebelik sansi1 verilmesidir. IVF siklusuna giren tiim hasta popiilasyonun
%5’1n1 olusturan; uyariya iyi cevap verip ¢ok sayida iyi kalitede embriyo iiretebilen hasta

grubunda dogum oranlar1 %8 artis gostermektedir (Mandelbaum, 1995).

Benzer bir ¢caligmada, embriyo dondurma prosediiriiniin ekstra %25-50 gebelik sans1 sagladig:

belirtilmistir (Wang vd., 2001).

Ayrica embriyo kriyoprezervasyonu taze siklusun iptal edilerek siddetli ovaryan
hiperstimulasyunun 6nlenmesini saglayabilir (Balaban, 2008). Ayrica son ¢alismalarda daha
fizyolojik bir ortam sagladigr i¢in DET sikluslarinin taze embriyo transfer sikluslarina gore

daha iyi gebelikler elde edildigi dahi bildirilmistir (Roque vd., 2013).

Giliniimiizde embriyo kriyoprezervasyonun hangi gelisim evresinde yapilmasi gerektigi
tartismali konular arasindadir. Son yillarda yapilan ¢alismalar incelendiginde klasik yavas
dondurma yontemi ile yapilan 1657 ¢ozme siklusunda 4006 embriyo incelenmis ve 1586
(%95.7) hastaya embriyo transferi gergeklestirilmistir. Embriyolar1 ¢ozdilkten sonra en
yiiksek canlilik oranlari sira ile zigot, 2. giin ve 3. giin embriyolarda bulunmustur (Salumets,
2003).
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2. GEREC VE YONTEM

Biruni Universitesi T1p Fakiiltesi etik kurulunca 13.06.2017 tarih ve 2017/6-4 sayil etik kurul
raporu ile onaylanan calismada, 2007-2017 yillar1 arasinda endometriozis, polikistik over,
zay1f over yanit, tubal faktor, agiklanamayan infertilite ve erkek faktor sebebiyle Ota-Jinemed
Hastanesi IVF Merkezine basvuran infertil hastalarin DET sonuglari ele alinmistir. Calismaya
40 yas altinda, normal uterin kavitesi olan ve bagka sistemik hastalig1 olmayan kadinlar dahil

edilmistir.

Gruplara hCG verilerek 35-36 saat sonra oositler toplanmis, MII asamasinda olan oositler ile
en iyi kalitedeki spermler secilerek ICSI islemi uygulanip, olusmus olan fazla embriyolar
dondurulmustur. Taze embriyolarin transfer edildigi siklusta gebe kalamayan ciftlerde,
dondurulan embriyolar ¢6ziildiikten sonra transfer edilmistir. Gebelik oranlari kayit altina

alinmustir.

Yapilan bu ¢alismada retrospektif olarak degerlendirme yapilirken kadin-erkek yasi, FSH
seviyesi, toplam yumurta sayisi, MII sayisi, fertilizasyon orani, dondurulan embriyo sayisi,
cozme sonrasi canlilik oranlari, transfer edilen embriyo sayist ve klinik gebelik oranlari

incelenmistir. Bu parametreler farkli endikasyon gruplarinda karsilastirilmastir.

Hastalarin eslerinden 3 giinliik ideal cinsel perhiz sonrasi mastiirbasyon yontemiyle alinmis
olan numuneler steril ve agz1 genis bir kapta toplanip 37°C’de 20 dk likefaksiyon siiresinin
dolmasim bekledikten sonra semen analizleri yapilmistir. ilk énce makroskopik daha sonra
mikroskobik degerlendirme gergeklestirilmistir. Semenin makroskobik degerlendirilmesinde;
goriinlim, hacim, likefaksiyon, viskozite ve pH yonilinden degerlendirilmeler yapilmistir.
Mikroskobik degerlendirilmesinde; sperm sayisi, hareketliligi ve morfolojisine Makler
Sayma Kamarasinda bakilmistir ve Diinya Saglik Orgiitii (DSO) laboratuvar kilavuzuna gore
degerlendirilme yapilmistir. Sperm morfolojisi Kruger kriterlerince degerlendirilmistir. Daha

sonra ICSI islemi i¢in en iyi kalitedeki spermler secilip ¢alisiimistir.

Kisa siireli anestezi altinda tutulan hastalardan folikiil aspirasyonu ile toplanilan oositleri
mikroenjeksiyon islemi i¢in uygun duruma getirebilmek i¢in c¢evrelerindeki CCC’den

arindirilmasi gerceklestirilmistir.

Cevrelerindeki kumulus hiicrelerinin temizlenmesi enzimatik ve mekanik yontemlerin

kombinasyonu ile stereo mikroskop altinda gerceklestirilmistir.
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Bu islem hyaliironidaz enzimi (Hyase 10x, Vitrolife) kullanilarak yapilmistir ve daha sonra
icerisine onceden 1sitilmis G-Mops eklenmistir. 2-3 saatlik inkiibasyondan sonra inverted
mikroskopta bakilip kutup cisimcigi ve ooplazmasi diizgiin olan oosiler, MII oosit olarak

degerlendirilip ICSI islemi i¢in uygun konuma getirilmislerdir.

Enjeksiyon kab1 6zel derinligi olan falcon kiiltiir kab1 (1006 tipi) ¢iplak oositler i¢in kullanilir.
Her biri 5ul olacak sekilde HEPES tamponlu kiiltiir sivisi ile hazirlanan dokuz ufak damlacik,
3x3 seklinde ve kare bir alan olusturacak sekilde hazirlanir. Ilave olarak koyulan 10. damlacik
uyum saglama i¢in kullanilir. Ortadaki damlacik %10 polivinilpirolidon (PVP) igerir ve
spermler buraya konur. Her bir oosite bir sperm enjekte edilerek mikroinjeksiyon islemi

gerceklestirilir.

ICSI den 6nce oositlerin morfolojik 6zellikleri de degerlendirilmis, morfolojik defekti olanlar
(6rn. oositin amorf sekilde olmasi, inkliizyonlar, vakuolizasyon, sitoplazmanin koyu ve
graniiler olmasi, zona pellusidanin rengi ve yapisindaki degisiklik) ICSI islemine

alinmamustir.

ICSI isleminden bir giin sonra (16-20 saat) inverted mikroskobu altinda fertilizasyon kontrolii
gergeklestirilmistir. Qositlerin pronukleus sayilarina, boyutlarina ve polar-kutup cisimcik
sayilarina bakilmistir. Oositlerin sitoplazmalarinda 2 pronukleus ve 2 polar cisimcik
goriilmesi fertilizasyonun gostergesidir. Fertilizasyon gosteren oositler yeni medium igerisine
konulup uygun sartlarda inkiibatorde bekletilmistir. Transfer islemi i¢in 3.giin embriyolar

tercih edilmistir.

Embriyo vitrifikasyon islemi Kitazato ve arkadaglarimin tarif ettigi sekilde uygulanmstir.
Buna gore dondurma isleminde embriyoyu en az 20 dk once laminar akim kabinde oda
sicakligina gelmesi beklenir (25-27°C). 6’li kuyucugun ilk kuyucuguna 300 pl denge
soliisyonundan konur ikinci ve iicilincii kuyucuklara da 300 pl dondurma soliisyonu konur.
Embriyolar 10-15 dakika denge soliisyonuna birakilip beklenir. Daha sonra embriyolar ikinci
kuyucuga almip 30 saniye beklenip aspire edilir ve liclincli kuyucuga alinip 20 saniye de
burada aspire edilir. Kriyotopun icerisine embriyolar yerlestirilip, nitrojen ile dolu kapta
kriyotopu bir kag¢ saniyeligine saga sola sallayip sabitlenir ve -196 dereceli azot tankina

embriyolar yerlestirilip muhafaza edilir.

Embriyoyu ¢ozerken ise ¢ozme soliisyonlarini ve 4 gozli kiiltiir kabin1 37°C’de en az 90 dk
once hazir bulundurmak gereklidir. ilk asamada 4’lii kiiltir kabinda 300 pl ¢dzme
sollisyonunu 37°C’ye getirilir ve 30 dk beklenir.
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Daha sonra ilk kuyucugun 300 pl diliisyon soliisyonumuzu koyup 3 dk beklenir. Ikinci ve
ficiincii kuyucuga ise 300 pl yikama soliisyonu konur. Ikinci yikama soliisyonunda 5 dk,

ticlincli yikama soliisyonunda ise 1 dk beklenir.

DET i¢in hazirlanan hastalar adetin 3. giinii ¢cagrildi ve giinde 6 mg estradiol hemihidrat
baslandi1 ve endometrium kalinlig1 en az 7 mm olana kadar kullanildi. Daha sonra progesteron
vaginal gel (Crinone 90 mg) baslandi ve kullanima baslanmasinin 4. Giinii embriyo transferi

gerceklestirildi.

3. BULGULAR VE TARTISMA

Bu retrospektif ¢aligmaya infertiliteye neden olan endometriozis, polikistik over sendromu,

zayif over yanit, tubal faktor, agiklanamayan infertilite ve erkek faktorii verileri katilmistir.

(Calismaya dahil edilen toplam 258 hastanin; 27’°si endometriozis (%10.4), 43’1 polikistik
over sendromu (%16.6), 38’1 zayif over yanit (%14.7), 35’1 tubal faktorlidiir (%13.5), 39’u
aciklanamayan infertilite hastalar1 (%15.1) ve 76’s1 erkek faktorli giftlerdir (%29.4).
Calismamizdaki 6 farkli grubun 5 tanesini kadin faktorii olustururken 1 tanesini erkek faktorii

olusturmaktadir.

Tablo 4’te hastalarin endikasyonlara gore dagilimi goriilmektedir. Ayrica gruplarin ortalama
erkek yasi, kadin yas1 ve kadin FSH diizeyleri de belirtilmistir. Bu parametrelere gére gruplar
arasinda anlaml bir fark goriilmemistir. Sadece zayif over yaniti olan kadinlarda toplanan
oosit ve MII sayis1 diger gruplara gore daha disliktiir. Calismada gruplar arasinda
fertilizasyon oranlari, dondurulan embriyo sayisi, ¢ozme sonrasi canlilik ve transfer edilen

embriyo sayisi agisindan da bir farklilik gériilmemistir.
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Tablo 4: Farkh endikasyonlar ile demografik o6zellikler ve DET sonuclari

Zayif
Endometriozis Polikistik Over Tubal Aciklanama | Erkek P
(n=27) Over Yanit Faktor yan Faktor degeri
(n=43) (n=38) | (n=35) | Infertilite 1 o6y
(n=39)
Erkek 35+4.2 347+28 36.3 5.9 34.1+1.3 32.943.7 31.4+0.9 0.212
Yasi
Kadin
Yast 32+£2.7 31.7+1.3 38.945.2 | 35.7£2.2 34.5+1.3 32.3+1.2 0.365
FSH 8.4+5.0 3.7+£1.2 11.6+4.1 | 8.3£2.7 7.4+2.3 49+1.3 0.271
Toplam
. 7.4+1.2 9.3+£1.9 *3.1+0.7 | 7.8¢1.1 6.31£2.7 7.4+2.3

oosit 0.025
sayist
Metafaz I 5.3+1.1 7.3£1.3 *2.810.5 | 5.3%0.9 49421 6.7£1.3 0,03
Fertilizasyon | %76 %83 %81 %79 %77 %78 0,421
Orani
Dondurulan | 1-9t0-8 2.3:0.7 11403 | 2.1:0.7 | 2.2:0.8 4.9+1.1 0.531
embriyo
sayist
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Cozme

Sonrast %82.5 %80.9 | %77.4 | %73.7 | %81.2 %79.4 | 0.746

canlilik

orani

Transfer

edilen 1.240.1 1.140.2 13107 |1.9+03 | 1.7+0.2 1.840.3 0.624

embriyo

say1s1

Klinik
gebelik 8(29.6) 13(30.2) | 11(28.9) |12(342) | 11(28.2) |22(28.9) | 0.714

orani

* Toplanan yumurta ve MII sayilar1 diger gruplara gére anlamli olarak daha diistiktiir.

Ciftlerde taze siklusdaki oviilasyon indiiksiyonu ile toplanan yumurta sayilari, MII sayilari,
fertilizasyon orant ve dondurulan embriyo sayilar1 asagidaki gibidir: Endometriozis i¢in
toplam yumurta sayis1 7.4+1.2, MII sayis1 5.3£1.1 , fertilizasyon orant %76, dondurulan
embriyo sayisi 1.940.8; polikistik over sendromlu hastalar i¢in toplam yumurta sayis1 2.3+0.7,
metafaz II sayis1 7.3+1.3, fertilizasyon oran1 %83 ve dondurulan embriyo sayis1 2.3+0.7; zayif
over yanith hastalar i¢in toplam yumurta sayis1 3.1+0.7 , MII sayis1 2.8+0.5, fertilizasyon
orant %81, dondurulan embriyo sayist 1.1£0.3; tubal faktorlii hastalarda toplam yumurta
sayist 7.8+1.1 , MII sayis1 5.3+£0.9, fertilizasyon oran1 %79 ve dondurulan embriyo sayisi
2.1+0.7; aciklanamayan infertilite hastalar1 i¢in toplam yumurta sayist 6.3+2.7, MII sayisi
4.9+2.1, fertilizasyon oran1 %77 ve dondurulan embriyo sayis1 2.2+0.8 ve erkek faktor icin
toplam yumurta sayist 7.4+2.3, metafaz II sayis1 6.7+1.3, fertilizasyon orant %78 ve

dondurulan embriyo sayis1 4.9+1.1 “dir.

Dondurulmus embriyolarin ¢oziildiikten sonraki canlilik oranlar1 endometriozisli hasta
grubumuz i¢in %82,5; polikistik over sendromlu hasta grubumuz igin %80.9; zayif over
yanitl hasta grubumuz i¢in %77,4; tubal faktorlii hasta grubumuz i¢in %73,7; agiklanamayan

infertilite hasta grubumuz i¢in %81.2; erkek faktér grubumuz i¢in ise %79,4’diir.
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Bu ciftlerin 3 ay ile 2 yil i¢cinde uygulamaya katildiklar1 dondurulmus embriyo transferi
sikluslarinda ortalama transfer edilen embriyo sayilar1 da endometriozis igin 1.2+0.1;
polikistik over icin 1.1£0.2; zayif over yamit i¢in 1.3+0.7; tubal faktor icin 1.9+0.3;
aciklanamayan infertilite i¢in 1.7+0.2 ve erkek faktorii icin de 1.8+0.3 diir.

DET ile klinik gebelik oranlari incelendiginde endometriozis hastalar1 i¢in %29.6 (8/27),
polikistik over sendromlu hastalar i¢in %30.2 (13/43), zayif over yanith hastalar igin %28.9
(11/38), tubal faktor hastalart icin %34.2 (12/35), aciklanamayan infertilite hastalari i¢in
%28.2 (11/39) ve erkek faktorii icin %28.9 (22/76) gibidir. Gruplar arasinda klinik gebelik

oranlar1 agisindan istatistiksel bir fark saptanmamustir.

DET sikluslarinin daha optimal mikrogevre ve reseptivite saglamalarindan dolayi, taze
sikluslara gore daha yiiksek gebelik oranlart elde edilebilecegi iddia edilmistir. Taze
sikluslarda gerceklesen birtakim degisikliklerin, endometriyumu olumsuz etkileyerek
implantasyonu bozdugu, plasentasyonda defekt meydana getirerek embriyo-endometriyum
diyalogunu bozdugu ileri siiriilmektedir (Ubaldi vd., 1997; Junovich vd., 2015; Weinerma ve
Mainigi, 2014). Konu hakkinda yapilan giincel bir meta-analizin sonucuna goére, dondurulmus
embriyo transferi sikluslari ile klinik ve devam eden gebelikler, taze sikluslara oranla daha

yiiksek bildirilmistir (RR: 1,3 %95 CI: 1,1-1,5) (Roque vd., 2013).

Bizim c¢alismamizda ortalama gebelik oranlari; endometriozis hastalar i¢in %29.6, polikistik
over sendromlu hastalar icin %30.2, zayif over yanmith hastalar i¢in %28.9, tubal faktor
hastalar1 i¢in %34.2, aciklanamayan infertilite hastalar1 icin %28.2 ve erkek faktorii i¢in
%28.9 gibidir. Literatiirde farkli endikasyonlarla DET kasilagtiran sinirli sayida yayin
mevcuttur (Vaz vd., 2017). Bu yayinda DET sonuclar1 endometriozisi olan ve olmayan hasta

gruplarinda karsilastirilmis ve fark bulunmamastir.

DET sikluslarimin bir diger kullanim alan1 zayif over rezervli olgularin ardisik sikluslarda
stimule edilmeleriyle elde edilmis olan embriyolarin havuzlanmasidir. Bu yontem ile elde
edilen embriyolarin daha sonra ¢oziilerek transfer edilmeleri ile neredeyse normal yanith

olgular kadar gebelik oranlarinin oldugu bildirilmektedir (Cobo vd., 2012).

Embriyo dondurmanin negatif etkileriyle ilgili de yaymlar mevcuttur. Ornegin; epigenetik
degisiklikler, DNA hasari, kromozom anomalileri, 1§ iplik¢ik deformasyonlar1 (Wong vd.,
2014). Ancak calismamizda elde ettigimiz embriyolarin ¢oziilme sonrasi yiiksek canlilik
oranlar1 ve taze sikluslara benzer gebelik oranlar1 nedeniyle vitrifikasyonun zararli etkileri

gozlenmemistir.
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Genelde olgun oositlerin embriyolara goére dondurma ve ¢6zme islemlerine daha duyarh

oldugu ve daha ¢ok hasar gordiigii bildirilmistir.

Bunun sebebinin kullanilan kriyoprotektan ve diisiik 1sinin oositin ig iplik¢igine zarar vermesi
oldugu ileri siiriilmistiir (Friedler vd., 1988). Calismamizda dondurulmus oositler
kullanilmadig1 igin, embriyo ile oositin dondurma isleminde duyarlilifi arasindaki fark

hakkinda yorum yapamamaktay1z.

Embriyo lizerine yavas dondurma ve vitrifikasyon yontemlerinin etkileri de karsilastirilmistir.
Zhang ve ark. vitrifikasyon yonteminin yavas dondurma yontemine kiyasla embriyo {izerinde
daha az hasara sebebiyet verdigini ve bu yontemin daha ¢ok tercih edilmesi gerektigini ileri
stirmiislerdir (Zhang vd., 2015). Loutradi ve ark. arastirmasina gore vitrifikasyon yonteminin
yavag dondurma yontemine gore canlilik oranini, klivaj asamasindaki embriyolarda 15.5 kat,
blastosist asamasindaki embriyolarda 2.2 kat arttirmistir (Loutradi vd., 2008; Rama Raju vd.,
2005; Kuwayama vd., 2005, Huang vd., 2005). AbdelHafez ve ark. yaptig1 ¢alismada
vitrifikasyonun yavas dondurma yontemine kiyasla; canlilik oranini, klinik gebelik oranini,
devam eden gebelik ve implantasyon oranlarini istatistiksel olarak yiikselttigini

gostermislerdir (AbdelHafez vd., 2010; Van den Abbeel vd., 1997; Li vd., 2014).

Sonuglar, vitrifikasyon yonteminin yavas dondurma yontemine gore daha etkili oldugunu,
hayatta kalma oraninin daha yiiksek oldugunu, hiicresel hacmi ve ig iplik¢igini daha hizli

kurtarip iyilestirdigini gostermektedir (Ciotti vd., 2009; Martinez vd., 2011; Chen vd., 2009).

Yaklasik 30.000 olgunun ele alindigi kohort calismanin sonuglarina gore, vitrifikasyon
yontemi ile blastosist transferi isleminin yavas dondurma yontemine gore daha fazla canli

dogum oranlari rapor edilmistir (RR: 1,4 %95 CI:1,34-1,49) (Li vd., 2014).

Calismamizda literatiire uyumlu olarak 3. giin embriyolarda vitrifikasyon yontemi uygulanmis

yavas dondurma teknigi kullanilmamastir.

Yapilan arastirmalar dogrultusunda vitrifikasyon yontemi ile dondurulan embriyolarda
anomali artis1  saptanmamistir. Yalmzca dondurma islemi yapilirken kullanilan
kriyoprotektanlarda uzun siire bekletilen embriyolarin, soliisyonlardaki zararl etkiye maruz

kalabilecekleri belirtilmistir (Loutradi vd., 2008; Smith vd., 2004).

Endometriozisin implantasyon ve gebelik oranlar iizerine etkisini arastiran bir ¢alismada,
derin endometriozisli hastalara uygulanan DET ile diger infertilite nedenleriyle DET

uygulanan hastalarin sonuglariyla karsilastirildiginda istatiksel bir farklilik bulunmamistir

(Vaz vd., 2017).
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Bizim caligmamizdaki sonuglarda bu calismayr destekler niteliktedir, endometriyozisli

gruptaki DET ile gebelik oranlar1 diger endikasyon gruplarindan farkli ¢tkmamustir.

Embriyolar oosit aspirasyonundan sonra 3. giin ya da 5. giin dondurulabilir. Yapilan
arastirmalara gore dollenmeden sonraki 5-6 giin i¢inde embriyolar laboratuvar ortaminda
gelisimine devam ederken, disiik kalite embriyolarin ¢ogu elenmekte ve gelisimini
stirdiirememektedir. Bu nedenle teorik olarak dollenme sonrasi 5-6. giine kadar yasayabilen
embriyolarin kaliteli olma ylizdesi 2-3. giline kadar yasayanlara kiyasla daha ytiksektir.
Blastosist evresine erisebilen embriyolarin dondurulup sonrasinda transfer edilmesi daha iyi
gebelik oranlari saglayabilir (Aksoy ve ark.2017). Ancak ¢alismamizda homojenligi saglamak

amaciyla biz sadece 3. giin dondurulmus embriyolar1 calismamiza dahil ettik.

4, SONUC ve ONERILER

DET sikluslarinda klinik gebelik oranlar1 degisik endikasyonlarda farklilik géstermemektedir.
Ovulasyon indiiksiyonu sonrasi fazla embriyosu olan ¢iftlerin embriyolart dondurulmali ve
sonraki sikluslarda kullanilmalidir. Ureme tibb1 ile ugrasan klinikler dzellikle vitrifikasyon

yapabilmelidir.
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