T.C.
CUMHURIYET UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
HISTOLOJi EMBRIYOLOJi ANABILiM DALI

POLIKiISTIK OVER SENDROMLU HASTALARDA
iN-VITRO MATURASYON, ViTRiIFIKASYON
VE
DONDURMA-COZME KOMBINASYONUNUN
BASARILI IMPLANTASYON ORANINA ETKISI

EBRU ALCOLAK
YUKSEK LISANS TEZI

SiVAS / 2009



T.C.
CUMHURIYET UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERIi ENSTITUSU
HISTOLOJi - EMBRiIYOLOJi ANABILiM DALI

POLIKiISTIK OVER SENDROMLU HASTALARDA
IN-VITRO MATURASYON, VITRIFIKASYON
VE
DONDURMA-COZME KOMBINASYONUNUN
BASARILI IMPLANTASYON ORANINA ETKISI

EBRU ALCOLAK
YUKSEK LISANS TEZI

PROF.DR. H. ERAY BULUT

DANISMAN OGRETIM UYESI

SivAs

ARALIK 2009

ii



Bu tez, Cumhuriyet Universitesi Fen / Saglik Bilimleri Enstitiisii tez yazim

kurallarina uygun olarak hazirlanmig ve jurimiz tarafindan Histoloji-

Embriyoloji Anabilim Dali’nda ylksek lisans tezi olarak kabul edilmigtir.

Baskan

Uye

Uye

Uye

Uye

Prof. Dr. H. Eray BULUT

Prof. Dr. Emel KOPTAGEL

Prof. Dr. Ergiin PINARBASI

Dog. Dr. Muhittin SONMEZ

Dog. Dr. Serpil UNVER SARAYDIN

ONAY

Bu tez calismasi, 08.01.2010 tarihinde Enstiti Yoénetim Kurulu tarafindan

belirlenen ve yukarida imzalari bulunan jari Gyeleri tarafindan kabul edilmistir.

Prof. Dr. Tijen KAYA TEMiZ

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU MUDURU

iii



Bu tez Cumhuriyet Universitesi Senatosu’nun 24.09.2008 tarihli 007 sayili
toplantisinda kabul edilen Fen / Saglk Bilimleri Enstitlisi Lisanststi Tez

Yazim Kilavuzu adli ydnergeye gore hazirlanmigtir.

v



OZET

POLIKISTIK OVER SENDROMLU HASTALARDA /N-VITRO MATURASYON,
VITRIFIKASYON
VE

DONDURMA-COZME KOMBINASYONUNUN

BASARILI IMPLANTASYON ORANINA ETKiSi
EBRU ALCOLAK

YUksek Lisans Tezi, Histoloji-Embriyoloji AD.
Danisman: Prof.Dr. H. Eray BULUT
2009

Gonadotropin vermeden immatir oosit elde etmek ve embriyo
kriyoprezervasyonu, polikistik over sendromlu (PKOS) hastalarda ovaryan
hiperstimilasyon sendromunu (OHSS) &énlemek igin son zamanlarda
konvansiyonel in-vitro fertilizasyon (iVF) tekniklerine alternatif faydal bir tedavi
secgenegidir.

Calismadaki amacimiz, PKOS’lu hastalarda OHSS riskini 6nlemek ve
azalmis endometriyal reseptiviteden dolayi implantasyonu arttirmak igin intra-
sitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSi) siklusunda elde edilmis embriyolarin
dondurulmus-¢6ztlmis Embriyo Transfer (Kriyo-ET) siklusuna aktariimasinda
in-vitro matiirasyon (IVM) ve vitrifikasyon yéntemi kombinasyonunun etkisini
incelemektir.

Yas ortalamasi 31.2 (+3.8) olan toplam 37 hastada 47 IVM siklusu
calisildi. Hastalardan 18‘inde 23 VM siklusu kaydedilen bu calismada in-vitro
matlrasyon ile elde edilen tim zigotlarin vitrifikasyonunda kriyotop metodu
uygulandi. intra-sitoplazmik sperm enjeksiyonu siklusunda kaydedilen bitiin
veriler, 2-3, 7-8 ve devam eden gunlerdeki endometriyal kalinlik ve follikdl takibi
transvajinal ultrasonografi uygulanarak seri degerlendirmeler ile gézlemlendi.
immatir oositlerin toplanma zamani dominant follikiil baydklagi (= 10-12mm)

ve endometriyal kalinllk (= 6-8) istenilen uygunluga gelir gelmez, hCG



uygulanmasindan 36 saat sonra olarak ayarlandi. Toplanan tim immatGr
oositlerin IVM prosediiriinde Sage medyumu kullanildi. Bu immatiir oositlerin
in-vitro matiirasyonu ile tretilen matir (MIl) oositlerden iICSI proseduri sonrasi
meydana gelen tim zigotlar vitrifiye edildi. Kriyoprezervasyonu saglanan
zigotlar ¢6zUlUp bir ginlik inkiibasyondan sonra Kriyo-ET programina transfer
edildi. Klinik ve embriyolojik sonuglar degerlendirildi.

Toplamda 397 immattr oosit toplandi ve 201 oosit in-vitro ortamda
olgunlastinidi.  Bunlarin 102’si fertilize oldu ve vitrifiye edildi. Matlrasyon ve
fertilizasyon oranlari sirasiyla % 50.62 (201 toplam oosit / 397 GV oosit) ve %
50.74 (102 toplam zigot / 201 toplam MIl oosit) olarak hesaplandi.
Dondurulmus-¢6zilmis 34 ET siklusunda 68 embriyo transfer edildi. Transfer
(n=34) basina dusen klinik gebelik orani % 8.82 bulundu ve implantasyon orani
% 5.88 olarak saptandi. Bu calismada 4 gebelik elde edildi. Bir hastada
spontan diguk yasandi, diger 3 hastanin klinik gebelik ise hala (>24 hafta)
devam etmektedir. Calismamizda kayitli PKOS hastalarinda hic OHSS teshis
edilmedi.

Bu galisma, IVM/ICSI siklusunda dretilen tim zigotlarin vitrifikasyonu
ile kombine Kriyo-ET programinin PKOS’lu hastalar igin umut verici ve gtvenilir
bir alternatif olabilecegini gdstermektedir.

Anahtar soézciikler: Polikistik over sendromu, vitrifikasyon, oosit

Mattrasyonu,

vi



ABSTRACT

THE EFFECTS OF THE COMBINATIONS OF IN VITRO MATURATION,
VITRIFICATION AND CRYO-THAWED METHODS ON SUCCESSFUL
IMPLANTATION RATES IN PCOS PATIENTS
Ebru ALCOLAK
Master of Sciences Thesis, Department of Histology- Embryology
Supervisor: Prof. Dr. H. Eray BULUT
2009

Immatur oocytes retreival without gonadotropin supplementation and
cryopreservation of embryos are now valuable treatment options that alternative
to the conventional in-vitro fertilization (IVF) techniques in order to prevent
ovarial hyperstimulation syndrome.

The aim of the present study was to invastigate the effects of the
combination of in-vitro maturation and Vvitrification methods in zygotes that
obtained from the ICSI cycles and transferred to the cryo-thawed embryo
transfer programme cycle in order to prevent ovarial hyperstimulation syndrome
risk also to increase the successful implantation rate in polycystic ovarian
syndrome patients.

A total number of 47 in-vitro maturation (IVM) cycles were studied in
total number of 37 PCOS patients with the age of 31.2 (+3.8). The Cryotop
method was used in 23 IVM cycles of 18 patients for the vitrification of all
zygotes obtained by the in-vitro maturation techniques. Data monitored by
measuring the endomatrial thickness and follicular follow-up procedure were
done by transvaginal ultrosonography on days 2-3, 7-8 and on subsequent
follow up days.

The recruitment time of immature oocytes was 36 hours after hCG
priming when the dominant follicle diameter reached to 210-12 mm, Sage
medium was used in IVM procedure of immature oocytes. All zygotes obtained

by ICSI procedure of MIl mature oocytes which were obtained by IVM process
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of immature oocytes were vitrified. Cryopreserved zygotes were thawed then,
following one day incubation precess, they were transferred to the cryo-thawed
embryo transfer programme. Clinical and embriyological findings were
evaluated.

A total number of 397 immature oocytes were collected and 201 of
those oocytes reached to the Ml stage. Fertilized and vitrified oocytes number
was 102. Maturation and fertilization rates were 50.62% (201 total oocytes/397
total GV oocytes) and 50.74% (102 total zygotes/201 MIl oocytes) respectively.

Sixtyeight embryos were transferred into 34 embryo transfer cycles.
Clinical pregnancy rate per transfer (n=34) was 8.82% whereas the
implantation rate was 5.88%. While 4 pregnancies were occurred, one of them
was lost by spontaneous miscarriage. The remaining 3 pregnancies are still
continuing (>24 weeks). On the other hand, no ovarial hyperstimulation
syndrome was occurred in PCOS patients included in the present study.

Findings of the present study indicated that the combination of IVM and
vitrification methods should be a promising and safe treatment choise for
patients with PCOS.

Key words: PCOS, vitrification, oocytes maturation
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1. GIRIS ve AMAC

infertilite, bir yil icinde etkili bir dogum kontrolli uygulanmamasina ve
dizenli cinsel iliski varhdina ragmen konsepsiyonun gerceklesmemesi olarak
tanimlanmaktadir. Saglikh giftlerin yaklasik % 85-90’inda ilk bir yil igerisinde
gebelik gerceklesir (1). infertilite probleminin Greme ¢agindaki giftlerin yaklasik
% 10-15’ini etkileyen bir faktor oldugu bilinmektedir (2). Yetmigli yillardan
itibaren uygulanmaya baslanan in-vitro fertilizasyon (IVF) ve 1992'den beri
uygulanan intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSi) ydntemleri infertilite
tedavisine umut kaynagi olmustur. Giniimiizde birgok iIVF merkezinde in-vitro
fertilizasyon-embriyo transferi (IVF-ET) islemleri yaygin ve basarili bir sekilde
uygulanmaktadir. Bu sebeple diinyada binlerce c¢ift infertilite tedavisi alabilmek
Umidi ile tedavi merkezlerine bagvurmaktadir.

In-vitro fertilizasyon teknigine alternatif olarak follikiil stimile edici
hormon (FSH) ya da diger ovulasyon uyarici ilaglar kullaniimadan, bir bagka
deyisle stimule edilmemis ovaryumlardan alinan olgunlasmamis oositlerin in-
vitro matirasyonu (IVM) ginimuzde giderek artan kullanima sahip bir Greme
teknolojisidir (3-6). in-vitro matlrasyon 1991 yilinda ilk kez Cha tarafindan
sezeryan esnasinda yapilan ovaryum biyopsisinden elde edilen immatdr
oositlerde basari ile uygulanmistir (7). Trounson ve arkadagslari ise 1994
yilinda PKOS’lu bir hastadan transvajinal ultrasonografi (TV-USG)
rehberliginde, immatir oositlerin eldesiyle olusturduklari gebeligi rapor ederek
IVM'i ilk kez Klinik uygulamalara sokmuslardir (8). Baglangictaki dlgiik gebelik
oranlari nedeni ile pek ragbet gérmeyen bu teknik son yillarda, 6zellikle
PKOS'lu kadinlarda, yeniden gilncellik kazanmigtir (3-5). Ultrasonografide
PKOS saptanan hastalar klinik ve endokrin olarak PKOS olmasalar dahi
ovariyan hiperstimtlasyon sendromu (OHSS) gelisimi acisindan artmis risk
altindadirlar (9). Prospektif bir galisma 20 PKOS'lu kadinda uygulanan 25 iVM
siklusunda oosit toplanmasindan 6nce 10.000 IU insan koryonik gonadotropin
(hCG) uygulamasi ile % 40 klinik gebelik orani yayinlayarak bu teknigin
PKOS'lu hastalarda IVF’e bir alternatif oldugu ortaya konmustur (3).
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Klinikteki bir bagska uygulama ise in-vitro kosullarda olgunlagtirilan
oositlerden elde edilen embriyolarin dondurulup ¢6zllmesinden sonra saglikh
bebeklerin dogmasi ile elde edilmistir (10). Kriyoprezervasyon (dondurulup
saklama) uygulamalar fizyolojik olmayan ve ylksek isi ile ozmotik degisikliklere
gereksinim duyan giincel laboratuvar uygulamalaridir. insan hiicrelerinin ve
6zellikle gamet ve embriyolarinin kriyoprezervasyonu yardimla Greme teknikleri
(YUT) alaninda ¢ok 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu teknik tek bir ovaryum
stimllasyon siklusu sonucunda hastalarin yiksek oranlarda gonadotropinlere
maruz birakilmadan kumdulatif gebelik oranlarinin arttinlmasinda oldukga
etkilidir. Seksenli yillarin baslarindan itibaren kullanilan yavas dondurma ve
yakin zamanda tanimlanan vitrifikasyon gunimuzde kullanilan
kriyoprezervasyon yontemleridir. Her iki yontem temelde hlcre veya dokunun
donma ya da katilasmasi esasina dayanmaktadir. Vitrifikasyon, artmis ¢cbézme
sonrasi yasam ve basari oranlan ile insan gamet ve embriyolarinin
kriyoprezervasyonunda tercih edilmesi gereken yontem olarak tanimlanmistir.
Vitrifikasyon tekniginde ylksek konsantrasyonlarda dondurma ¢dzeltilerinin
kullanimiyla dondurulacak htcre c¢ok hizli bir sekilde (<1 sn) 37 °C’den
(inkObator iginden) -196 °C’lik kritik sicaklik araligini yiksek sogutma hiziyla (>-
10.000°C/dk) gecilerek cam seklinde katilagarak dondurulur. Yapilan meta-
analitik bir calismaya gbére embriyolarda vitrifikasyon yéntemiyle oldukca
basarili canlihk oranlari bildiriimigtir (11). Sonug olarak VM ve vitrifikasyon
tekniklerinin birlikte kombinasyonunun gelecekte daha sik kullanim alanina
sahip yardimci Ureme teknigi olmasi kaginilmaz gériinmektedir.

Bu c¢alismada, PKOS'lu hastalarda OHSS riskini 6nlemek icin IVM/ICSI
ile vitrifikasyon yéntemlerinin kombine sekilde kullaniimasinin saglikli embriyo

Uretimine ve basarili implantasyon oranina etkisinin belirlenmesi amaclanmistir.
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2. GENEL BILGILER

Kadinlarda tek basina en fazla karsilasilan infertilite nedeni, ovulasyon
bozuklugudur. infertilite problemi olan kadinlarin % 40’indan fazlasinda
ovulasyon problemi bulunmaktadir. Polikistik over sendromu treme ¢agindaki
kadinlarda ovaryal fonksiyon bozukluguna ve dolayisi ile infertiliteye yol acan
en baslica neden olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Normal ovaryal (menstriel)
siklus oldukca karmasik bir yapiya sahiptir. Bu karmasik yapida en ufak bir
degisiklik siklusu bozabilir ve ovulasyon engellenebilir.  Modern tedavi
yontemleri ile bu hastalarin gebe kalma sanslari oldukga ylksektir. Polikistik
over sendromu nedenlerine bakmadan 6nce dogal ovaryal siklusun fizyolojisine

bakmak faydali olacaktir.

2. 1. Kadin Ureme Sistemi Fizyolojisi

Menstriasyon; menarstan menopoza kadar kadinin fertil déneminde
dizenli araliklarla gorilen fizyolojik karakterde vajinal kanamalarla
karakterizedir. Adet kanamalarinin ddzeni hipotalamustan salgilanan
gonadotropin salgilatici hormon (GnRH), hipofizden salgilanan follikdl stimule
edici hormon (FSH), luteinizan hormon (LH) ile ovariyal seks steroidleri
arasindaki koordinasyonun hedef organ endometriyumdaki siklik etkilesimlere
bagll olarak gerceklesir. Genellikle ovulatuar sikluslar ortalama 28 gln
surmekle beraber 21-40 gin arasinda degisen dlzenli sikluslara da
rastlanabilmektedir. Perimenarsial veya perimenapozal kadinlarda sikluslar
gonadotropin seviyelerindeki dalgalanmalara bagli olarak anovulatuar daha
kisa veya daha uzun araliklarla da olusabilir. Overlerde gonadotropinler
follikiler ve luteal evreler olarak iki donemi belirler.  Follikiler evrenin
endometriyal dokudaki karsihigi proliferatif, luteal dénemindeki karsihigl ise

sekretuar evrelerdir.
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Sekil 1. Menstriiel siklus: Ust panelde siklik FSH, LH, &stradiol (Ez) ve
progesteron (P) degisiklikleri ovulasyon zamani esas alinarak gdsterilmektedir.
Alt panelde ovaryel siklusun follikiler ve luteal dénemlerinin endometriyal
siklusdaki proliferatif ve sekretuar evreler ile kolerasyonu goésterilmektedir (12).
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Kadinlar, puberteden baslayarak, hipotalamus, hipofiz bez ve overler
tarafindan dizenlenen aylik treme sikluslarina girerler. Bu sikluslar Greme
sistemini gebelige hazirlar. Gonadotropin salgilatict  hormon (GnRH),
hipotalamustaki nérosekretuar hicreler tarafindan sentezlenir. Bu hormon &6n
hipofizde sentezlenen ve overlere etki eden gonadotropinlerin salinimini uyarir.
Menstruel siklus follikiler ve luteal evreleri igerir. Follikiler evre FSH, luteal
evre LH hormonunun etkisi altinda gergeklesir. Yaklagik 9 gun saren proliferatif
evre ovaryal follikillerin blyUimesi ile ayni zamanda olur ve bu folliklller
tarafindan salgilanan 6strojen ile kontrol edilir. Bu sdre icinde endometriyum
kalinliginda iki UO¢ kat artis olur. Bu evrenin erken ddnemlerinde
endometriyumun ytzey epiteli yenilenir. Bezlerin sayi ve uzunluklari artar ve
spiral arterlerde uzama olur. Luteal evrede LH, ovulasyon icin tetik gorevi
yapar ve follikller hicrelerle korpus luteumun progesteron Uretimini uyarir.
Yaklasik 13 gin sdren luteal evre, korpus luteumun olugsumu, iglev gérmesi ve
buyumesi ile es zamanhdir. Korpus luteum tarafindan Uretilen progesteron, bez
epitelinin glikojenden zengin mukus salgilamasini uyarir. Bezler genis ve
kivriml bir hal alir. Endometriyum korpus luteumdan salgilanan progesteron ve
6strojen hormonlarinin etkisi ve bag dokusu icindeki sivi miktarinin artigi ile
kalinlasir.

Bir kadinin reproduktif dénemi boyunca yaklasik 400 follikilde
ovulasyon meydana gelecektir. Her siklusta gelisme icin folikillerin segilme
mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Gelismeyle baslayan folliklllerin
sayisi rezidiel over rezervine baghdir. Follikiler evrenin ilk bes gilninde
yikselen FSH, 3 ila 30 antral follikilin blydmesini saglar. Bu folikillerden
yalniz bir tanesinde ovulasyon olusacak digerleri ise atrofiye ugrayacaktir.
Follikdl stimlle edici hormon uyarisi follikGlleri preantral follikllere déntstarar.
Androstenodion ve testosteron, teka ve interstisyel hicrelerden salgilanarak
Ostrojen sentezi igin kaynak olustururlar. Teka hicrelerince sentezlenen bu
androjenler graniloza hicrelerine diffize olur.  Granlloza hicrelerinde
androjenlerin  FSH uyarisi ile aromatizasyonu sonucu Ostradiol Uretimi

gerceklesir. Ostrojen sentezindeki teka ve graniiloza hiicrelerinin bu ortak is
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bélimine “iki hlcre, iki gonadotropin teorisi” denir. Follikil stimile edici
hormon ve O&stradiol birlikte foliklllerdeki FSH reseptérii sayisini arttirirlar.
Ostrojen geribildirimi, dominant follikiil disindaki follikiillerin timand inhibe eder.
Follikdl stimtle edici hormon reseptdri agisindan zengin olan follikil dominans
kazanir. Dolasimdaki FSH, follikGler evrenin ikinci yarisinda diserken, artmis
6strojen FSH'nin sinerjistik etkisi ile artan LH reseptér olusumuna gegisi saglar.
Ldteinizan hormon salgilanmasi dusik duzeylerdeki dstrojenle inhibe edilirken
ancak yuksek dizeylerdeki dstrojenle uyarilir. Bunu saglayan iki kritik 6zellik

vardir;

® 200 pg/ml yi asan konsantrasyonlar

¢ 50 saati gegen 6strojene maruz kalma

Artan &strojen hipofiz bezinin GnRH’na duyarliligini  arttinrken,
GnRH’nin etkisi ile LH piki olana kadar strer. Ovulasyon, siklustan siklusa
degiskenlik géstermekle beraber genellikle LH doruk dizeye ulagtiktan 10-12
saat sonra gergeklesir. Luteinizan hormonun ani artigi 6stradiol pikinden 24—-36
saat sonra meydana gelir. Luteinizan hormon en ylUksek dlzeye ulastiktan
sonra Ostradiol dismeye baglar. Liteinizan hormonun ani artisi mayozun
surdurdlmesini, grandloza hcrelerinin I0teinizasyonunu, kumulus ooforusun
genislemesini saglar.  Yine LHnin bu artigi progesteronda strekli bir
yukselmeyi indUkler. Progesteron ile follikilin hacmi hizla artar. Progesteron,
FSH ayrica LH etkisi ile salgilanan proteolitik enzimler ve prostaglandin F2a
(PGF-2a) ovumun salinmasina yol acar.

Oositin salinmasi ile liteal evre baslar. Progesteron duzeyleri
ovulasyondan sonra hizla yUkselir. Progesteron, LH ani artigsindan 8 gliin sonra
maksimum dlzeye ulasir. Lokal ve santral yolla ayrica éstrojen ve inhibin A'nin
da etkileri ile yeni foliklllerin gelismesi engellenir. Déllenme gerceklesmezse 6-
8 glin sonra progesteron dismeye baslar ve siklus sonunda iyice dismesi ile
menstriasyon kanamasi baslar (13, 14)
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2. 2. Polikistik Over Sendromu

Polikistik over sendromu, Ureme cagindaki kadinlarin % 5-10’unu
etkileyen kronik anovulasyon ve hiperandrojenizm ile karakterize, kompleks
metabolik bir hastaliktir (15). Nedeni kesin olarak aydinlatilamamis olan bu
hastalikta her menstriel doéngide geliserek catlamasi gereken follikdl,
gelismesinin yarida kalmasi nedeniyle yumurtalik dokusu i¢inde 3-10 milimetre
¢apinda bir kiste donlgsUr. Yumurtahk dokusu, bu kistler sayica arttiginda
"polikistik" olugsum igeren bir yapi haline gelir.

ilk kez 1935 yilinda Stein ve Leventhal tarafindan, yedi hastadan
olusan bir seride PKO ve amenore birlikteligi seklinde rapor edilmistir (16). Bu
iki bilim adami 1935 yilinda bir tip dergisinde yayinladiklari makalede bu
sendromu agsir tlylenme, adet gérememe, gebe kalamama, asiri kilo alma ve
diger bazi belirtilerden olusan bir durum olarak sunmuslar ve yumurtaliklarda
¢cok sayida kistik olusumdan bahsetmiglerdir. Ayni bilim adamlari 1948 yilinda
PKOS olan kadinlara patolojik tani koyma amaciyla yumurtaliklarindan ameliyat
yoluyla kama seklinde parca cikarma ile uyguladiklari biyopsi sonrasinda
sendromun belirtilerinin hafifledigini veya kayboldugunu gézlemlemigler ve bu
kadinlarin % 90'Inin gebe kalabildigini yazmiglardir (17). O zamandan
ginumlze PKOS alaninda 6nemli gelismeler kaydedilmis olmakla birlikte,
ginimizde hala sendromun etiyopatogenezi ve tani kriterleri hakkinda
tartismalar sirmektedir.

Yaygin olarak kullanilan tani kriterleri, 1990 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri Ulusal Saglik Enstittleri (NIH) tarafindan dizenlenmis bir konferansta
olusturulmustur (Tablo 1) (18). Buna gére, PKOS tanisi icin klinik ve/veya
biyokimyasal hiperandrojenizm bulgular ile kronik anovilasyon bulunmasi ve
Cushing sendromu, hiperprolaktinemi, klasik olmayan konjenital adrenal
hiperplazi gibi PKOS benzeri klinige yol agabilecek diger nedenlerin ekarte
edilmesi gereklidir. Bu tani kriterleri her ne kadar PKOS’taki heterojen hasta
grubu dusindldiginde arzulanan seviyede olmasa da en azindan tani
acisindan belli bir standardizasyonu saglamistir. Ayrica belirlenen bu tani
kriterlerinin klinik, biyokimyasal ve uzun dbénem saglik riskleriyle iligkisini
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irdeleyen ¢ok merkezli ve klinik birgok calismaya da vesile olmustur (19, 20).
Buna karsilik, 2003 yilinda dizenlenen bir uzman toplantisinda, 1990 NIH
kriterleri yeniden gdzden gecirilmis ve dncekine benzer sekilde diger etiyolojik
nedenler ekarte edildikten sonra sendrom tanisinin asagidaki U¢ kriterden
ikisinin birlikteligi ile koyulmasi 6nerilmigtir (Tablo 1) (21).

e  Oligo-anovilasyon,

e Kiinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgulari,

e Ultrasonografide polikistik overler.

Kronik anovdlatuar infertilitenin en sik nedeni olan PKOS, multisistemik
reprodiktif metabolik bir sendrom olarak tip Il diyabet, dislipidemi,
kardiyovaskuler hastalik ve endometriyal karsinoma gibi uzun dénem saglik
riskleri tagimasi nedeniyle ginimizde bir halk sagligi problemi olarak da én
plana ¢cikmaktadir.

Tablo 1. Polikistik over sendromu tani kriterleri

1990 NIH Tani Kriterleri 2003 Rotterdam Yeniden Gobzden
Gegirilmis Tani Kriterleri*

1. |Kronik anovilasyon Oligo-anovilasyon

2. |Klinik ve/veya biyokimyasal|Klinik ve/veya biyokimyasal
hiperandrojenizm bulgulari  ve | hiperandrojenizm bulgulari
diger etyolojik nedenlerin ekarte

edilmesi.

3. Polikistik overler ve diger etiyolojik

nedenlerin ekarte edilmesi

*Tani igin Ug kriterden ikisinin bulunmasi gerekmektedir.
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2. 2. 1. Polikistik Over Sendromunda Klinik ve Laboratuar
Bulgulan

Polikistik over sendromu, genellikle peripubertal dénemden itibaren
baglayan menstriel duzensizlikler (oligo-amenore, disfonksiyonel uterus
kanamasi), hiperandrojenizm bulgulari (hirgutizm, akne, cilite yagdlanma,
androjenik alopesi) ve erigkin kadinlarda endokrin kékenli infertilitenin en sik
nedeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Tablo 2) (22).

Polikistik over sendromunda en sik gérilen hiperandrojenizm bulgusu
hirgsutizmdir. Hirsutizm modifiye Ferriman-Gallwey metodu ile degerlendirilir
(23). Bu metot ile Gst dudak, cene, gégus bdlgesi, sirtin alt ve Ust kisimlari, alt
ve Ust abdomen, kol ve bacaklarin Gst kisimlari olmak Uzere toplam dokuz
alanda kil dagihmi 0-4 arasinda skorlandirilarak toplam Ferriman-Gallwey
skoru = 6 hirsutizm olarak tanimlanir. Akne, ciltte yaglanma ve androjenik
alopesi de hiperandrojenizme bagh olarak kargsimiza ¢ikabilmektedir, ancak tani
icin bu klinik bulgularin olmasi sart degildir. Ayrica, etnik 6zellikler ve bireysel
farkliliklara bagli olarak her hastada hirgutizm bulunmayabilecegi de
unutulmamalidir (24, 25).

Polikistik over sondromunda obezite gbérilme sikligi % 40-60 olarak
bildirilmektedir (19, 22). Toplumda genel obezite prevalansina bagl olarak
farkh Ulkelerdeki PKOS hastalarinda obezite prevalansi farklilik gdsterebilir.
Obezite siklikla bel/kalga oraninin arttigi santral obezite tipinde olup, PKOS’lu
hastalara ek riskler getirmektedir (26). Normal vicut agirhgina sahip PKOS
hastalarinda da agirlik yéninden eslestiriimis saglikli kontrollere gére bel/kalga
orani artmistir (27).

Klinik bulgularin PKOS disindirdiga olgularda tani biyokimyasal ve
ultrasonografik bulgularla desteklenebilir. Hastalarin laboratuar incelemesinde
over ve adrenal kokenli androjenik hormonlarda artigla karakterize
hiperandrojenemi gdzlenir. Ayrica, LH dlUzeylerinde ve LH/FSH oraninda artis
olabilir. Yaklasik % 25-60 olguda hiperinstlinemi ve insilin direnci saptanabilir
(28, 29).

23



Polikistik over sondromlu hastalarin ultrasonografik gértntilemesinde
2-9 mm c¢apli, 12 veya daha fazla follikil olmasi ve/veya artmig over volimu
(>10 ml) polikistik over olarak tanimlanir (21). Bu bulgunun tek overde olmasi
yeterlidir.  Polikistik over degerlendirmesinde folliklllerin dagihmi dikkate
alinmaz. Oral kontraseptif ila¢ kullanimi over morfolojisini etkileyebilir. Ayrica,
multifollikiler over hipogonadotropik hipogonadizmden normal dbneme
gecmekte olan hastalarda overde spontan follikller aktiviteye ya da ovilasyon
indUksiyonu ile over stimilasyonuna bagh olarak gelisebilmektedir.
Ultrasonografik polikistik over goérunttsa, saglikh kadinlarda da % 20’lere varan
oranlarda bulunabilir (30).

Polikistik over sondromu tanisi koyabilmek igin benzer klinige neden
olabilecek hastaliklarin ekarte edilmesi gerekir. Ayirici tanida menstriel
dizensizlikler ve hirgutizme neden olabilecek hipofiz ve adrenal bez
hastaliklari, hiperandrojenizme neden olan hastaliklar bulunmaktadir. Bazi
ilaglarin kullanimi hiperandrojenizme ya da hiperandrojenemik degisikliklere yol
acabilir (androjenler, progestajen ajanlar, steroidler, fenitoin gibi). Androjen
salgilayan timérler ayirici tanida digtntlmelidir; hizli gelisen hirgutizm, virilizan
bulgular, neoplastik bir etiyoloji icin uyarici olabilir. Testosteronun > 200 ng/dL,
dihidroepiandrostenedion  sulfat (DHEAS)'nin > 7,000 ng/ml olmasi
adrenal/over tumoérinG dusunddrmelidir.  Geg¢ baslangigh klasik olmayan
konjenital adrenal hiperplazi, 17 (OH) progesteron dizeyinin erken follikiler
fazda < 3 ng/ml olmasi ile ekarte edilebilmektedir. Bu degerin Gzerindeki
olgularda adrenokortikotropik hormon (ACTH) uyarisi ile él¢ilen 17 (OH)
progesteron seviyesinin > 10 ng/mL olmasi 21-hidroksilaz eksikliginin tanisini
koydurur. Cushing sendromunu distndiren klinik bulgularin varliginda, 24
saatlik idrarda serbest kortizol dizeyinin 6lgilmesi tarama igin kullanilabilir.
Prolaktin ile ilgili bozukluklar ve tiroid hastaliklari da ayirici tanida distintlmesi
gereken durumlardir. Polikistik over sendromunda % 30’a varan oranlarda
hafif-orta dizeylerde prolaktin yiOksekligi goérulebilir.  Tiroid hastaliklarinda
menstriel dizensizlikler gorulebilir, ancak ¢cogu zaman hastalikla iligkili diger
semptom ve bulgular taniya olanak saglar.
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Tablo 2. Polikistik over sendromunun belirti ve bulgulari *

Belirti ve Bulgular %
Hirsutizm % 60-90
Oligomenore % 50-90
infertilite % 55-75
Polikistik over % 50-75
Obezite % 40-60
Amenore % 25-50
Akne % 25
Disfonksiyonel uterus kanamasi % 30
Normal menstriel patern % 22

* Goldzieher ‘dan (1961) uyarlanmigtir (22).

2. 2. 2. Polikistik Over Sendromunun Etiyopatogenezi ve infertilite

Kadin infertilitesine sebep olan parametreler arasinda polikistik over
sendromu ayri bir yer teskil etmektedir. Adet dizensizlikleri ve infertilitenin
altinda yatan sebep bu sendromun temel bileseni olan kronik anovilasyondur
(81, 32). Polikistik over sendromu anovulatuar infertilitenin en sik gértlen
sebebidir.  Etiyoloji kesin olarak bilinmemekle birlikte PKOS, genetik ve
cevresel faktorlerin etkilesimiyle ortaya ¢ikmig sik gorilen ve kompleks bir
hastalik olarak degerlendirilebilir. Sendromun fizyopatolojisinde gonadotropin
dinamiginde degisiklikler, steroidogenez defektleri, instlin salinim ve etki
bozukluklari beraberinde genetik faktérler 6n plana ¢gikmaktadir.

2.2. 2. 1. Gonadotropin Sekresyon Defektleri

Polikistik over sendromunda hipotalamus-hipofiz-over aksinin
fonksiyonunda bozukluklar tanimlanmigtir.  Liteinizan salinimin siddeti ve
frekansi ile ortalama serum LH konsantrasyonu artmis olarak tespit
edilmektedir. Bu degisikliklere GnRH salgi sikhginin artisi, GnRH’ye yanit artisi

ve yiksek dstrojen dizeylerinin neden oldugu distnilmektedir (33). Polikistik
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over sendromlu hastalarda LH'nin aksine hipofizer FSH sekresyonu erken
follikiler fazda belirgin olarak disuk tespit edilmektedir (34). Dusuk FSH
dlzeyinin nedeni tam olarak anlagsilamamakla beraber kronik kargilanmamig
Ostrojenin negatif geribildirim etkisi ile artmig GnRH salgisinin, LH beta gen
ekspresyonuna FSH beta gen ekspresyonuna gére daha fazla arttirmasi
patogenezde rol oynadigi distnulen iki mekanizmadir (35, 36).

2.2.2. 2. Steroidogenez Degisiklikleri

Polikistik over sendromunda over/adrenal bez steroidogenezinde pek
cok degisiklik bulunmustur. Artmis LH dlizeyi overlerde cAMP artigi ile
steroidogenezi androjenlerin Gretimi ydninde etkiler ki bu da folliktl gelisiminde
duraklama ile sonuglanir. Klinik olarak GnRH agonistlerinin  PKOS’lu
hastalarda kullaniimasi ile normal kadinlara gbére teka hicrelerinde artmis
androstenedion ve 17 (OH) progesteron saptanmasi bu hiicrelerde de novo
steroidogenez  farklihgini  (sitokrom P450c17 gen overekspresyonu)
disundurmektedir. Bu sistemi LH’nin selektif olarak etkiliyor olmasi da olasidir
(37). Teka hucrelerinde insulin, insdlin benzeri biyime faktéra 1 (IGF-1),
instlin benzeri buyime faktori 2 (IGF-2) reseptérleri bulunmaktadir ve bu
reseptorlerin  uyarilmasinin  over androjen Uretiminde etkileri oldugu
saptanmistir  (38). insilinin  etkisi tam olarak bilinmemekle beraber
hiperinsilineminin dizeltiimesi ile LH'de degisiklik olmaksizin serum androjen
dizeylerinde azalma goésterilmigtir. Polikistik over sendromlu hastalarin % 20-
50’sinde artmis dihidroepiandrostenedion sulfat (DHEAS) ve 118 (OH)
androstenedion  seviyeleri adrenal bezin artmig androjen Uretimini
gostermektedir (39). Ancak adrenokortikotropik hormon (ACTH) seviyeleri
saglikh kadinlardakine benzer dizeylerde tespit edildiginden, farkhligin
ACTH’ye yanittan kaynaklanabilecegi ya da ACTH disi faktérler ile adrenal
bezin uyarildigi distnulmektedir.  Polikistik over sendromunda DHEAS
dlizeyleri, bazal ve ACTH uyarisina artmis adrenal androjen sekresyon
yanitinda genetik faktérler 6nemlidir (40). Adrenal de artmis androjen
sentezinin PKOS patogenezindeki yeri tam olarak bilinmemektedir.

26



2. 2. 2. 3. insiilin Salinim ve Etki Bozukluklari

insdilin direnci ve beraberinde kompensatuar hiperinsilinemi hem zayif
hem de obez PKOS hastalarinda sik gérilen bir bulgudur (28). Polikistik over
sendromunda insdlin direncinin degerlendiriimesinde c¢aligilan populasyonun
Ozellikleri ve kullanilan insdlin direnci 6lgim metotlar sonuglar Gzerinde 6nemli
etkiye sahiptir (41). Sendromda insulin etki anormalliklerinin mekanizmasi net
olarak bilinmemektedir (42). ik kez 1980 yilinda Burghen ve arkadaslari
tarafindan obez PKOS’lu hastalarda hiperandrojenizm ve hiperinsilineminin
pozitif lineer korelasyonunun bulunmasinin ardindan bircok calismada zayif ve
obez PKOS hastalarinda instlin direnci gdsterilmistir (43), ancak ne obezite ne
de tek basina androjen fazlaligi PKOS’ta gérilen insulin etki bozuklugunu
aciklamamaktadir (42, 43). Ayrica, her PKOS hastasinda insllin direnci
olmadigi gibi, instlin direnci dlcimu PKOS tani kriterleri arasinda da yer almaz
(41). Polikistik over sendromunda insulin direnci ve hiperinsilinemi overde
androjen sentezini ve ayrica seks hormon baglayici globulin (SHBG) dizeyinde
azalmayla serbest testosteron dlzeyini arttirmaktadir. insilin direncinin
incelendigi bazi calismalarda, instlinin reseptdére baglanmasi normal iken,
instlin aracili  glukoz transportunun azalmis oldugu (artmig serin

fosforilasyonuna bagli postreseptor defekt) saptanmistir (42).

2. 2. 2. 4. Genetik Faktorler

Polikistik over sendromu hastalarinda ailesel kiimelenmenin olmasi
genetik Ozelliklerin arastirlmasina neden olmustur (44). Genetik faktorler
sendromun gerek reproduktif gerekse metabolik fenotiplerinin gelismesinde
onemli katkida bulunmaktadir. Polikistik over sendromlu hastalarin anne ve kiz
kardeslerinde hiperandrojenizm ve menstriel disfonksiyonun artmis siklikta
bulunmasinin yanisira, baba ve erkek kardeslerde de serum androjen dizeyleri
artmis gibi gérinmektedir (45). Ayrica, tim birinci derece yakinlarda insulin
direnci ve degisik derecelerde glukoz homeostaz bozukluklarinin gérilme riski,
yas ve beden kitle indeksi (BKi) eslestirilmis saglikli kontrollere gére artmistir
(45). Polikistik over sendromu gelisiminde rol oynayabilecek olasi genetik
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defektlerin incelendidi degisik ¢alismalar sendromun kompleks, poligenik bir
bozukluk oldugunu gdstermektedir (46).

2.3. Oositlerin Buyliime, Geligsim ve Olgunlagmasi

In-vivo veya in-vitro fertilizasyonun gerceklesip embriyoner geligimin
devam edebilmesi igin oositlerin olgunlagsma sireclerini tamamlamis olmalari
gerekir.  QOositler ovaryumlarda, follikiller igindeki blylime ve gelisimleri
fizyolojik, metabolik ve genetik dedisimlerin batini olarak kabul edilir. Bu
gelisimlerin  sonucunda oositler fertilize olabilir, ikinci mayoz bdlinmeyi
tamamlar, polispermiye karsi koyacak 6zellikleri kazanir ve embriyoner gelisime
devam eder.

Oogenez diside ovaryumlarda, follikiller icinde tamamlanir.
Ovaryumlar dista folliktllerin yer aldigi korteks ile icte kan damarlarindan
zengin, gevsek bag dokusundan olusan medulladan meydana gelir. Korteks ile
medulla arasinda belirgin bir sinir yoktur.  Ovaryumlardaki oogonyumlar
insanda, f6étal yasamin birinci ayindan itibaren kortekse yerleserek mitoz ile
bélinmeye bagslarlar. Bu dbénemde oositlerin bir bdélim0 birinci mayoz
bélinmenin profaz evresine girerek primer oosit adini alir. Diger bir grup
oogonyum ise gelisme gbstermez ve dejenere olur. Primer oositler tek katl
yass! hucrelerle (follikil hucreleri) cevrili olarak primordial follikillerde
bulunurlar. Oogonyumlarin bir yandan mitotik aktivite gbéstererek ¢ogalmalari,
diger yandan atreziye gitmeleri bir denge iginde slregelir ve yeni dogan bir kiz
¢ocugunun her iki ovaryumunda yaklasik 400.000 follikdl bulunur. Oositlerin
icinde buyime ve gelisimini strdtrdtgu folliktller ve ¢cevresindeki bag dokusu
da oositin buyime ve gelisimine katilarak farklanir. Batin bu olaylar hipofizer
hormonlarin kontrolu altinda gerceklesir. Primordial folikllleri ¢cevreleyen tek
katli yassi follikll hlcreleri oositin blyimeye baslamasiyla birlikte cogalarak
granuloza hacreleri adini alir.  Folliklllerde antrum sekillendiginde ise bir grup
granlloza hucresi oosit cevresine yerleserek kumulus (kumulus ooforus) ve
korona hucreleri (korona radiata) olarak isimlendirilir. FollikGllerin ¢evresindeki
bag dokusu da farklanarak énce tek bir tabaka halinde teka'yi olusturur ve bir
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slre sonra da teka interna ve eksterna olarak 6zellesir. Teka internadaki
hicreler salgilama islevleriyle oosit matlrasyonuna katkida bulunurlar.
Ovulasyonla atilacak oositin icinde gelistigi folliktller tersiyer folliktl (Graff
follikGlU) olarak isimlendirilir. Oositlerin fertilizasyon ve gelisime katkilar ancak
hicresel 6zelliklerinin degerlendiriimesiyle agiklanabilir.  Oositlerin blylmesi
sirasinda gelisen bazi organellerin yani sira bazilar da yeniden organize olarak
oositin islevine uygun 6zellik kazanirlar. Blylime déneminden itibaren oositler
aktif olarak salgilama yaparken bir yandan da embriyoner gelisim icin gerekli

maddeleri depolarlar. (47)

2.3.1. Oosit Maturasyonu

Matlrasyon, oogenezin blyime ve gelisimi izleyen Gg¢lnci evresidir.
Cesitli sitoplazmik 6zelliklerin degismesi, oositin ovulasyon ve fertilizasyona
hazirlanmasiyla karakteristiktir.  Bu anlamda matlUrasyon sidrecinde oosit
cekirdegi ve sitoplazmasinda bazi degisiklikler meydana gelir, mayoz bélinme
ilerler, oosit hiicre membraninin yapisi ve 6zellikleri degigir.

Oosit buyime ddneminde blylk bir yapi olarak gbézlenen germinal
vezikil (GV) birinci mayoz bélinmenin profaz evresinde ortaya cikar.
MatlUrasyon surecince ilk belirti germinal vezikil membraninin yikilmasi ve
cekirdek igerigiyle sitoplazmanin karigsmasidir. Bdylece kromozomlar
sitoplazmaya gecer ve buradan oositin periferine dogru hareket ederek mitoz
mekigini olusturur. Oosit matlirasyonu sirasinda birinci mayoz bélinme ve
fertilizasyondan sonra ikinci mayoz bdélinmenin tamamlanmasi perivitellin
arahga yerlesen 1. ve 2. kutup cisimciklerinin sekillenmesiyle kesinlik kazanir.
Bu nedenle oosit matirasyonu irdelenirken 1. kutup cisimciginin varligr ve
fertilizasyon degerlendirilirken de 2. kutup cisimciginin bulunmasi s6zU edilen
gelismelerin gergeklestigini ortaya ¢ikarmasi agisindan 6nemlidir.

Birinci mayoz bélinme sirasinda kromozomlarin sekillendigi bdlgede
sitoplazma plazma membraniyla gevrili olarak bir ¢ikintt meydana gelir. Anafaz
| débneminde sitoplazmanin periferindeki kromozomlar bu sitoplazmik ¢ikintaya

dogru hareket ederler. Birinci kutup cisimciginin temelini olusturan bu
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sitoplazmik ¢ikintini tabaninda, her iki yaninda ince ¢entikler olusur. Zamanla
bu ¢entiklerin derinliginin artmasiyla birlikte periferal aster ve kromozomlar da
sitoplazmik ¢ikinti icine tamamiyla yerlegirler.  Sitoplazmik ¢ikintinin ki
yanindaki yariklanmanin ilerlemesi sonugta birbiriyle birlesmesi sonucu 1. kutup
cisimcigi sitoplazmadan aynlir.  Bu olayin tamamlanmasinda sitoplazmik
¢ikintinin tabanina yerlesik mikrofilamanlar da etkilidir. insan oositlerinde kutup
cisimcigi olarak farklanacak bu sitoplazmik ¢ikintinin tabaninda yogun bir aktin
birikiminin bulundugu gézlenmisgtir.

Cesitli omurgasiz ve memelilerde 1. kutup cisimcigi minyattr bir hticre
olarak tanimlanmigtir. Birinci kutup cisimciginin en belirgin 6zelligi kompakt bir
kromatin kitlesi icermesine karsin bunu cevreleyen bir zarin olmayisidir.
Memelilerde ve g¢aligilan diger birgok tirde 1. kutup cisimcigi kortikal grantllerle
birlikte bir miktar endoplazmik retikulum ve mitokondriyum igerebilir. Bazi
tirlerde ise 1. kutup cisimcigi sentriol ve Golgi birlesigini de icerebilecegdi gibi
bazilarinda da gelismenin ilerleyen dénemlerinde elektron-opak bir gérinim
kazanabilir.  Bu gérinim kutup cisimciginin nekroze olmaya basladigini
gobsterir. Kutup cisimcigi sekillendikten sonra oosit (veya zigot) sitoplazmasinda
kalan kromozomlar ikinci mayoz igciginin etrafinda yeniden dizenlenirler. Bu
olay telofaz ve profaz arasindaki evrede gerceklesir. Anafaz Il de
cisimciginin olusumu da digerine benzer sekilde gergeklesir. insanda 2. kutup
cisimciginde endoplazmik retikulum, mitokondriyum ve beslenme materyali
daha fazladir. insan, sigan ve hamsterlerde 2. kutup cisimciginin kortikal grandil
icermemesi bu yapinin sayilan tirlerde kortikal grantl reaksiyonundan sonra
sekillendigini g0sterir.  Birinci mayoz bdlinme sonunda meydana gelen
hicrelerin hacmi birbirinden fakhdir. Birinci kutup cisimcigi sitplazmanin ¢ok az
bir b6limUne sahip olarak perivitellin araliga yerlesir. Birinci mayoz bolinmeyi
tamamlayan oosit ise bdélinme gecirmemis oositle hemen hemen ayni
blydkluktedir. Bu hucre ikinci mayoz bdlinmenin metafaz evresine geger ve
insanda ancak spermin sitoplazmaya penetrasyonundan sonra ikinci mayoz

bélinmeyi tamamlar.
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In-vitro fertilizasyon tekniklerinde ovulasyon indliksiyonu protokollerinin
uygulanmasiyla elde edilen insan oositlerinin timu ayni matlirasyon evresinde
olmayabilir. Klasik IVF’de oositlerin matiirasyonu kumulus-korona hiicrelerinin
6zelliklerine gére yapilir. Ancak bu kriterlerle oosit matirasyonu konusunda her
zaman dogru bir saptama yapmak mimkiin degildir. Ornegin fertilize olmayan
oositlerin reinseminasyondan sonra fertilize olmalari, bu hicrelerin ilk insemine
edildikleri ddnemde matir olmadigini, gecen sure iginde matirasyonunun
tamamladigini gésterir.  Klasik iIVF’den farkli olarak iCSi uygulamalarinda
oositlerin matirasyon ve sitoplazmik 0&zellikleri daha ayrintili bir sekilde
degerlendirilebilir. Mikroenjeksiyon yapilacagi sirada immatir (Met | veya GV)
olarak aynlan oositler kudltire edildiginde matirasyonlarini tamamlayarak
enjekte edilebilecek 6zelliklere sahip olabilirler. Dogal olarak Met | evresindeki
oositler GV olarak nitelendirilenlere gére daha kisa stirede olgunlasirlar.

Oosit matlirasyonunun mekanizmasina genel bir tanimlama getirmenin
glic olmasina karsin mayoz béliinmenin devam edebilmesinin intraselliiler Ca*™
nin tetiklenmesiyle gerceklestigi  bilinmektedir. Oosit  sitoplazmasindaki
Matlrasyonu llerleten Faktérle (MPF) Mannanoligosakkaritler (MOS) protein
kinazin (ki bu da sitostatik faktérin en 6nemli komponentidir) profaz | evresinde
disUk oldugu ve oosit mattrasyonu sirecinde artarak metafaz Il evresinde en
yuksek dlizeye ulastidi bilinir (47).

2. 4. Yardimla Ureme Tekniklerinde Kriyopreservasyon
Uygulamalari

Kriyoprezervasyon isleminde kullanilan yéntemleri geleneksel yavas
dondurma, hizli dondurma ve vitrifikasyon olmak Uzere G¢ grupta incelemek
mumkandur (48-51). Baglangigta embriyolarin dondurulmasinda yavas ya da
kademeli sogutmay gerektiren yavas dondurma ydéntemi kullaniimigtir (52-54).
Geleneksel bir ydbntem olan yavas dondurmada, embriyolarin dondurulmasi igin
cok pahall ve komplike cihazlara gereksinim vardir. Hizli dondurma igleminde
ise, en az iki farkli kriyoprotektan madde ve ylksek donma hizlari kullanilir.
Yapilan caligmalar sonucunda, 1985 yilinda vitrifikasyon denilen yeni bir
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kriyopreservasyon yéntemi gelistirilmistir (55). Bahsedilen bu iki yéntem (hizh
dondurma ve vitrifikasyon) sayesinde yavas dondurma yénteminde gerekli olan
pahali ve komplike cihazlara olan gereksinim ortadan kalkmistir. Son yillarda,
embriyolarin dondurulma isleminde vitrifikasyon ydntemi oldukga yaygin
bicimde kullaniimaktadir. Vitrifikasyonda, buz kristallerinin hi¢ sekillenmedigi
vitréz ya da camsi bir durum yaratilarak, hlcrelerin direkt olarak sivi azot
icerisine daldiriimasiyla dondurulmalari saglanmaktadir.

Donma ve ¢dzme islemlerinde hicrelerin zarar gérmesini 6nlemek
amaclyla, dondurma ve c¢ézindirme c¢obzeltileri icerisine kriyoprotektan diye
adlandirilan cesitli maddeler katilmaktadir. Gindmizde uygulanan dondurma
ybntemlerinde c¢esitli kriyoprotektanlar ile yavas veya hizli sogutma ve ¢ézme
(1sitma) yontemleri kullaniimaktadir (56). Uygulanmakta olan tim dondurma
ybntemlerindeki temel prensip, donma ve ¢dzinme sirasinda olusabilecek
hicre i¢ci buz kristallerinin  olusumunu engelleyerek, hicrelerin  buz
kristallerinden gorecekleri zarari énlemektir (57). Bunu saglamak amaciyla
hucre ici sivisinin, hicre membranindan gecebilen baska bir deyigle nifuz
edebilen ve hlcrelere olabildigince zararsiz olan kriyoprotektan maddelerle yer
degistirmesi hedeflenmektedir.

2. 4. 1. Kriyoprezervasyon isleminde Kullanilan Kimyasal
Maddeler

Kriyoprotektanlar dondurma ve c¢6zindirme uygulamalar sirasinda
hucrelerde olusabilecek zararlari 6nlemek amaciyla kullanilan kimyasal
maddeler olarak tanimlanmaktadir (50). Kriyoprotektanlar htcrenin
dondurulmasinda olugan soguk soku zararina, intrasellUler kristal olusumuna,
¢6zOm esnasinda dekristalizasyona ve gelisen membransel destabilizasyona
karsi koruyucu amacli olarak kullanilir. Hicre, dondurulmadan &nce
kriyoprotektanlarla inkibasyona tabi tutularak, intrasellliler bakimdan dengeye
gelmesi saglanmaktadir.  Kriyoprotektanlarin en &énemli &zellikleri, disik
molekller agirhiga sahip olmalari ve toksik etkilerinin ancak belirli oranlarda
katildiklarinda olugmasidir (50, 55). Hlcre dondurma medyumundaki
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kriyoprotektanlarin toksisitesini azaltmak igin, hdcrelerin kriyoprotektanlara
maruz kalma siresinin kisaltilmasi ve hlcre igine ntfus etme 6zelligi olmayan
kriyoprotektanlarin kullanimi gibi uygulamalar yapiimaktadir (58, 59). Bunun
yani sira, kriyoprotektanlar hlcreler ylksek konsantrasyonda tuz ile
cevrildiginde  hlcreleri  yogun  dehidrasyonun sekillendigi donemde
korumaktadirlar (50, 56).

Kriyoprotektan maddeleri, hicre membranindan nifuz edilebilme
Ozelliklerine gore iki ayri grupta inceleyebiliriz;

e Hucre membranindan gecgebilen, yani hicre igerisine nifuz
edebilen kriyoprotektanlar.

e  Hucre membranindan gegemeyen, yani hicre igerisine nifuz

edemeyen kriyoprotektanlar.

2.4.1.1. Hiicre icine Niifuz Edebilen Kriyoprotektanlar

Hlcre igerisine nifuz edebilen kriyoprotektanlar digtk molekuller
agirhga sahiptirler ve dimetil silfoksit (DMSQO), gliserol (GL), etilen glikol (EG),
1.2 propanediol (PrOH), 2.3 bltanediol, propilen glikol (PGL) ve diger bazi
alkolleri kapsamaktadir (50, 56, 60)

Gliserol, ylksek oranda hidrofilik yapi gésteren bir poliol bilesigidir.
Gliserol kendi hidroksil grubu ile su molekuliindeki mevcut oksijen arasinda
hidrojen bagi sekillendirmektedir. Kimyasal yapisindaki C/OH oraninin esit
olmasi onun gametler lzerine olan etkisini artirmaktadir. Gliseroliin toksisitesi,
metabolik ddnisiminde olusan metilglioksal tarafindan  olusturulur.
Hucrelerde gliserolin toksik etkisi, membran biyoenerji dengesinde degisiklige
ve ozmotik strese yol agmasiyla kendini géstermektedir (61-63).

Etilen glikol, ylksek gecirgenligi ve dustk sitotoksisitesi nedeniyle
insan oosit ve embriyolarinin  vitrifikasyonunda en c¢ok kullanilan
kriyoprotektandir  (64-66). Birgok turin gametlerinin  donma-¢ézinme
esnasinda olusan zarara kargi etilen glikol, gliserolle esit oranda etki
saglamaktadir.
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Amid tarevi kriyoprotektanlar, formamid, dimetilasetamid (DMA vb.)
Ozellikle aygir sperminin dondurulmasinda gliserole gbére daha iyi koruma
saglamakta ve daha az kontraseptif 6zellik gdstermektedir. Sulandiricilara %
3.5-5 oraninda katilmasi, donma zararina karsi etkili olmakta, ¢6zim sonu
parametrelerde iyilesme saglamaktadir.

Dimetil sulfoksit, kimyasal olarak bir polar kdék etrafinda iki apolar
bastan olusan amfipatik bir bilesiktir. Bu 6zellik ona hem sivi hem de organik
medyumlarda ¢6zinme imkani saglamaktadir. Dimetil stlfoksit'in oksijeni ise,
suyun protonlari ile birlesmekte ve bunun sonucunda da i1si agiga ¢ikmaktadir.
Eskiden hicre Uzerine toksik etkilerinini oldugu bilinsede yeni ¢alismalar bunun
tersine sonuclanmigtir (67). Arastiricilar kullanilan  kriyoprotektanin - Ml
déneminde dondurulan sigir oositlerinde gelisimsel kapasiteyi etkileyen
faktorlerden birisi oldugunu belirtmektedirler. Bu amagla PROHun, GL ve
DMSOQ’ya gére daha etkili oldugu ileri sirtlmektedir (68).

Hlcre igerisine nlfuz edebilen bu maddeler, suya baglanabilme
6zelligindedir ve diger bilesenlerin yiksek konsantrasyonlarindan kaynaklanan
toksik etkileri azaltirlar. Bu gruptaki kriyoprotektanlarin ¢ogu yiuksek oranda
suda ¢dzinebilme yetenegine ve i1si etkisine sahiptir. Bu nedenle bu niteliklere
sahip kriyoprotektanlar suyun hidrojen baglarini kopararak, suyun yapisini
degistirirler. Ayni zamanda, bu grupta yer alan kriyoprotektanlar su molekdlleri
ile hidrojen baglari olusturabilmektedirler.

2.4.1.2. Hiicre icine Niifuz Edemeyen Kriyoprotektanlar

Bu grup kriyoprotektanlar kendi aralarinda iki ayri gruba ayrilabilir.
Bunlar; hicre igine nifuz edemeyen dusik molekdl agirlikli (glikoz, sutkroz,
trehaloz, rafinoz, galaktoz ve diger bazi sakkaritler) ve yuksek molekul agirlikli
polimer karakterli (polivinil alkol (PVA), polivinil pirrolidon (PVP) ve diger bazi
polimerler) kriyoprotektanlardir (50, 69).

Hucre icine nufuz edemeyen dusuk molekul agirlikli kriyoprotektanlar
donma iglemi sliresince sekillenen buz kristalleri olusumunu azaltan etkilerini,

sogutmadan &6nce hucreleri dehidre ederek gosterirler. Sekerler donma ve
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¢bziinme esnasinda olusan membran zararina karsi, membrandaki
fosfolipitlerle etkilesime girip ylzey artisi saglayarak koruma saglamakta ve
¢6zUm islemi sirasinda da hucrelerin ozmotik soka girmesini dnlemektedir (70,
71). Bunlar ayrica, hlcrede donma-¢6zinme esnasinda gelisen lipit
peroksidasyonunu azaltmaya calisirlar.  Sulandiriciya ilavelerinde dislk
oranda hucre igerisine nufuz edebilen kriyoprotektan kullaniimakta, hicre
icerisine nifuz edebilen kriyoprotektanlarin olasi toksik etkilerini azaltmaktadir
(72, 73).

Hucre icine nifuz edemeyen yuksek molekul agirlikli kriyoprotektanlar
ise, hicrelerin dondurulmasi ve ¢o6zindarilmesi sirasinda olusan buz
kristallerinin sekil ve blyUklUklerini zararsiz olacak bicimde degistirerek
etkilerini gosterirler (50). Bunlardan bagka, aloumin (74), fikol (75), ve antifriz
protein (AFP) (76) gibi bazi proteinler de hicre icerisine nifuz edemeyen
yuksek molekul agirlikli kriyoprotektanlar igerisinde yer almaktadirlar.

2.4.2. Kriyoprezervasyon Uygulamalarinda Kullanilan Yontemler

2.4.2.1. Konvansiyonel Yavas Dondurma

Bu yéntemle embriyolarin dondurulmasinda degisik asamalar mevcut

olup, bunlar sirasiyla su sekilde 6zetlenebilir:

e  Embriyolarin GL, EG, DMSO ya da PGL gibi hicre igine nifuz
edebilen duasik molekdl agirlikh kriyoprotektanlardan birisinin
degdisik molar konsantrasyonlarindaki ¢ozeltisine, kriyoprotektan
¢cOzeltisi ve embriyo arasinda ozmotik dengeyi (ekilibrasyonu)
saglamak amaciyla, genellikle oda isisinda bazen daha disuk
sicakliklarda maruz birakilmalari,

e  Buz kristallerinin olusumunun -5 °C ile -6 °C’ler arasinda
baslatiimasi,

e Kontrolll bir bicimde embriyo dondurma cihazi araciligiyla -30 °C
ile -70 °C arasindaki bir sicakliga ulasincaya kadar kademeli
yavas sogutma (-0.2 -2.0 °C/dakika),
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o istenilen sicakliga ulasildiginda, sivi azot (-196 °C) igerisine
daldirma ve saklama,

e Yaklasik olarak dakikada 250 °C olacak sekilde kontrolll
¢6zindidrme (bu islem karistirimayan 25 °C’lik su banyosunda
kolaylikla gerceklestirilebilir),

e  Embriyolarin kidltire alinmasi ya da tasiyicilara transferlerinden
dnce kriyoprotektanin uzaklastiriimasi.

Belirtilen asamalarin her biri, bagarili bir embriyo kriyoprezervasyon
islemi icin 6zel dneme sahiptir (50, 77). Hudcre igine nifuz edebilen bu
kriyoprotektanlar, donma ve ¢6zlinme sirecinde hicre i¢i buz kristallerinin
olusumunu engelleyerek hicre yapisini korurlar (50). Donmaya karsi tolerans
gOsteren hayvanlarda htcre ici icerik, toksik olmayan ve hicre igine nlfuz
edebilen kriyoprotektanin ylksek konsantrasyonlarinda dengelendigi ve
sicakhgin 0 °C’nin altina diistigd durumlarda buz kristallerinin gelisimi, spesifik
buz cekirdeklerini olusturan proteinlerce baglatilir. Buz kristallerinin olusumunun
baslatiimasi ani ve hizli sogumayla birlikte kendiliginden ve kontrolstiz bigimde
buz cekirdeklenmesinin sekillendigi dénemde hizli dondurmanin zararh
etkilerini 6énler (75). Buz kristallerinin olusumu basgladiginda, kicik buz
kristallerinde daha buyuk kristallere dénistim yéniande bir egilim sekillenir ki
hucreler icin 6lumcal etkiye sahip bu durumun 6nlenmesi yavas sogutma
oranlarinin (dakikada -2 °C’den daha az) uygulanmasiyla saglanmaktadir.

Bdylece, dondurma islemi stresince hiicrelerin dehidre olmalari saglanir.

2.4.2.2. Hizh Dondurma

Hizli dondurma, yliksek donma hizlarinin (dakikada yaklasik -1200 -
1250 °C) uygulanmasindan 6nce hicrelerin kismen dehidre edildigi dondurma
islemini tanimlamak icin kullanihr. Bu ydntemle basarili bir sonu¢ almak igin
GL, PrOH, DMSO vya da EG gibi hlcre icine nlfuz edebilen
kriyoprotektanlardan birisinin 2 ile 4.5 M’lik ve sikroz, trehaloz, laktoz ya da

galaktoz gibi hticre igine nifuz edemeyen kriyoprotektanlardan birisinin 0.25 M
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ile 0.5 Mk karisimlarindan olugsan dondurma ¢dézeltilerinin kullaniimasi
gerekmektedir (79, 80). Otuz saniye ile 3 dakika arasinda kisa bir
ekilibrasyondan sonra, embriyolar (hlcreler) kismen dehidre bir duruma
gecerler ve bu asamada embriyolar sivi azot buharinda ¢ok kisa bir sire

tutulup sonra sivi azot igerisine daldirihr.

2.4.2.3. Vitrifikasyon

Vitrifikasyon, hucrelerin, dokularin ve organlarin disik sicakliklarda
hicre icerisinde tamamiyla vitr6z ya da camsi bir durumun yaratiimasiyla
dondurulmasini ifade eden bir terim olarak kullanilmaktadir. Bu yéntemde buz
kristalleri hi¢ sekillenmemektedir.  Vitrifikasyon tekniginde hacre canlihgi,
konsantrasyonu ylUksek kriyoprotektanlar yardimiyla ani 1s1 digtguyle birlikte
hiucre etrafinda cam bir kati ylzey olusturularak korunmaya caligilir.
Vitrifikasyon tekniginde sicakligin ani dusdrdlmesi ¢ok o6nemlidir.  Bunun
baslica iki nedeni bulunmaktadir;

e Sogutma hizi ylksek olursa, Vvitrifikasyon igin gereken
kriyoprotektan miktari azalmakta, bdylece toksik hasar riski
dismektedir.

e Ayni sekilde, soguga duyarli olan biyolojik yapilarin zarar
gordigl, sicakhk dereceleri (-5 -15 °C arasl) hizla
gecilebilmektedir.

Basarili bir vitrifikasyon icin, viskozitede c¢ok yogun bir artig
gerekmektedir. Bunun icin ya ylUksek sodutma oranlari ya da diasik sicaklk
derecelerinde viskoziteyi artiran ve buz kristallerinin olusumunu baskilayan
kriyoprotektan c¢Ozeltilerin kullanimi gerekir (81).  Vitrifikasyon tekniginde
yuksek konsantrasyonlarda kriyoprotektanlarin kullanimiyla dondurulacak hiicre
ultra hizli bir sekilde (>-10.000 °C/dk) gecilerek cam seklinde katilasarak
dondurulur.  Vitrifikasyonda kriyoprotektanlarin dondurma isleminde buz
olusumunu baskilamalari en dnemli unsurdur ve sicaklik distikge, ¢ozelti
timuyle viskoz bir hal alarak sonunda camsi bir faza gegmektedir. Farkli

kriyoprotektanlarin suyla olusturulan ¢o6zeltilerinin camsi faz olusturabilme
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6zelliklerinin degisken oldugu gdésterilmistir.  Bunun da nedeninin, her bir
kriyoprotektanin vitrifikasyonun gelismesine yardimci olmada ya da donmaya
olan egilimi azaltmada, su molekiilleri ile olan etkilesimlerindeki farkllik oldugu
bildirilmigtir (50, 82).

Embriyolarin vitrifikasyonu ilk olarak 0.25 ml’lik payetlerde yapilmisken,
daha sonralari yuksek termal ileticiligi olan cam (83) mikropipetlerde (GMP),
open pulled (84) payetlerde (OPS) ve son yillarda gel loading (85) tip (GL-tip),

kriyoloop ya da kriyotoplar (86) icerisinde mikrodamlalarda dondurulmaktadir.
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3. GEREC ve YONTEM

3. 1. Hasta Secimi

Schleswig-Holstein Universitesi Hastanesi Kadin Hastaliklari ve
Dogum Kiinigi'ne basvuran ve PKOS tanisi konulan, 25-41 yas arasi, yas
ortalamasi 31,2 (£3,8) olan, 37 kadin hasta ¢alisma kapsamina alindi. Calisma
kapsamindaki 37 hastaya 47 IVM siklusu uygulanip immatiir oositler toplandi.
immatiir oositler in-vitro matiirasyonu saglandiktan sonra ICSI programina
aktarildi. Fertilize olan oositlerin vitrifikasyon ydntemiyle kriyopreservasyonu
saglandi. Transfer igleminden bir giin 6nce ¢6zulen zigotlar bir gun kaltar
ortaminda bekletildikten sonra Kriyo-ET progmanina aktarildi.

Hastalar, calismanin amaci ve prosedldri konusunda tamamen
bilgilendirildi ve ¢calisma i¢in yazili onaylar alindi. Polikistik over sendromu tani
kriterleri olarak, 2003 yilinda yapilan “Rotterdam PKOS Fikir Birligi Semineri”
(21) inde yeniden gbzden gegirilen tani kriterleri kullanildi. Bu tani kriterleri;

e  QOligo-anovilasyon,

e Kiinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgulari,

e Polikistik overler ve diger etyolojik nedenlerin ekarte edilmesi

(Cushing Sendromu, Ovaryan Hipertekozis, Konjenital Adrenal
Hiperplazi).

Polikistik over gorintisi ve over morfolojisi tani kriteri olarak,
ultrasonografide en az tek bir overde, 2-9 mm capli, 12 veya daha fazla sayida
follikiil olmasi ve/veya artmis (> 10 cm® over volimi esas alindi (87).
Hiperandrojenizm deg@erlendirilmesi igin hirsutismus skorlamasi (Farriman
Galloway skorlamasi) yapilmadi. Hiperandrojenizm belirlenmesinde serum
total testosteron (>2.6 nmol/l) ve serbest testosteron (> 50 pmol/l) degerlerine

bakildi. Sperm parametreleri ICSI uygulamasi igin uygundu.
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3. 2. Hastanin In-Vitro Matiirasyon Programi icin Klinik Olarak
Hazirlanmasi

Oligoamenore ya da amenore olan hastalarda oral kontraseptif
(Microgynon) ile progesteron c¢ekilme kanamasi saglandi. Hasta menstriel
siklusun 3. guni vajinal ultrasonografi ile muayene edildi. Her iki ovaryumdaki
follikGllerin sayisi ve blyUklugl kaydedildi. Menstriasyonun 3. giinU baglanarak
3 gln sureyle 3 ampul (75 IU) rekombinant FSH (rFSH, Gonal-F, Serono)
uygulandi. Hasta menstriel siklusun 8. guninde follikller gelisimden emin
olmak igin ikinci kez ultrasonografi ile muayene edildi. Folliktler 6lgimde,
dominant folikdl bayukligd = 10-12 mm ve endometriyum kalinligi =2 6-8 mm
olarak oélclldi. in-vitro matlrasyon siklusu uygulanmasi planlanan hastaya
immatdr oosit toplanmasindan 36 saat 6nce subkutan olarak 10.000 U insan

koryonik gonadotropin (hCG, Choragon, Ferring) uygulandi.

3.3. immatiir Oosit Toplama islemi

immatiir oosit toplama iglemi genellikle menstriiel siklusun 9. ya da 10.
glnlerinde, hastaya hCG uygulamasindan 36 saat sonra yapildi. Oosit toplama
islemi vajinal ultrasonografi esliginde 17G (1735G, Cook) aspirasyon ignesi ile
genel anestezi altinda follikil aspirasyonu yapilarak toplandi. Aspirasyon
pompasinin basinci 100 -120 mm Hg olarak ayarlandi. Follikdl sivisi yaklagik
2-3 ml sicak (37 °C) medyum ( Flushing Media, Medicult, Denmark) iceren 14
ml’lik tiplere (Falcon 2001) alindi. Follikiler sivi, kumulus-oosit kompleksi
tayini icin 70 pm filtreden (Falcon 2350) gegcirildikten sonra stereomikroskop
altinda incelendi. Kumulus-oosit kompleksi sicak (37 °C) medyum (Flushing
Media, Medicult, Denmark) iceren petri kabina aktarildi ve birka¢ kez yikandi.
Yikama igleminden sonra kumulus-oosit kompleksi sicak (37 °C) VM medyumu
(Oocytes Maturation Medium, Sage, USA) iceren petri kabina aktarildi. Bu
kdltdr ortamina 75 IU FSH (Puregon, Organon) ve 50 IU hCG (Predalon,
Organon) eklendi ve Uzeri parafin yagdl ile kapatiip immatir oositlerin
mattrasyonu igin 2 gin (48 saat) inklbatérde (37 °C % 5 COy) kilttre edildi.

iki glin sonra kumulus hiicreleri denude edilip oositlerin matirasyonu belirlendi.
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Kumulus temizligi 1 dakika hyaluronidaz (IVF Hyaluronidase, Sage, Denmark)
enziminde bekletilerek yapildi ve daha sonra in-vitro matir hale getirilen
oositler yikanip (Flushing Media, Medicult, Denmark) ICSIi islemi uygulandi.
Matiir oositlere ICSI islemi uygulandiktan sonra 20 saat inkiibatérde fertilize
olmalari icin kiltire (Cleavage Medium, Sage, USA) edildi.

3. 4. Sperm Hazirlama ve iCSi

ICSI’'nin yapilacag: petri kabi islem uygulanmadan en az 1 saat dnce
hazirlanip 37 °C'lik inkiibatérde bekletildi. Meni iICSi'nin yapilacag giin
toplandi. 37 °C 30 dakika likefiye olmasi beklendikten sonra ylzdirme (swim-
up) methodu uygulanarak iCSi islemi icin hazir hale getirildi. iCSi isleminden
sonra oositler kiltir medyumuna (Cleavage Medium, Sage, USA) transfer
edildi ve inkibatérde 20 saat kiiltire edildi. ICSIi isleminden 20 saat sonra
oositlerin fertilize olup olmadidi kontrol edildi. Fertilize olan oositlerin

vitrifikasyon ydntemi ile kriyopreservasyonu saglandi.

3. 5. Vitrifikasyon ve Cozdiirme Protokolleri

ICSI sonrasi fertilize olan oositler kriyopreservasyon uygulamasina
aktarildi. ICSI iglemi uygulanan oositler ertesi giin pronikleuslarin (2PN)
belirmesiyle vitrifikasyon ydntemi ile donduruldu. Vitrifikasyon ve ¢6zdirme
islemlerinde Kuwayama ve arkadaslarinin tanimladigi, Al-Hasani ve arkadaslari
tarafindan modifiye edilen vitrifikasyon methodu kullanildi (88, 89). Zigotlar
kdltdr medyumundan alnip, Ham’s F-10 medyumu (% 20 hasta serumu
iceren) icinde % 7.5 etilen glikol (EG) (sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) ve
% 7.5 dimetil sulfoksit (DMSQO) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) bulunan
ekilibrasyon medyumunda 8 dakika bekletildikten sonra alinarak, Ham’s F-10
medyumu (% 20 hasta serumu iceren) icinde % 15 etilen glikol (EG, Sigma-
Aldrich, Steinheim, Germany), % 15 dimetil silfoksit (DMSO, Sigma-Aldrich,
Steinheim, Germany) ve 0.5 M sikroz bulunan vitrifikasyon medyumunda 1

dakika bekletildikten sonra kriyotop’a (Kitazato, Japan) yuklenip direkt olarak
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sivl nitrojene daldirldi. Her kriyotop’a en fazla 2 zigot yiklendi. Vitrifikasyon
islemi oda sicakliginda uygulandi.

Cozdurme iglemi icin zigotlar Ham’s F-10 medyumu (% 20 hasta
serumu iceren) ile hazirlanmis 1 M'lik siikroz ¢dzeltisinde (37 °C) 1 dakika ve
hemen sonrasinda 0.5 M'lik sikroz ¢bzeltisinde (oda sicakliginda) 3 dakika
bekletildikten sonra yikanip (Flushing Media, Medicult, Denmank), ertesi gin
transfer edilmek Uzere kultir medyumu (Cleavage Medium, Sage, USA) iginde
bir glin inkGbe edildi.

3. 6. Embriyo Transferi icin Endometriyum Hazirlama ve Embriyo
Transferi

Endometriyumu embriyo transfer islemine hazirlamak igin, menstriel
siklusun 3. giininde, ginde 3 kez 2 mg estradiol valerat (Progynova, Schering,
Germany) tablet ile baslandi. Embriyo transferi icin ideal emdometriyal kalinlik
8 mm olarak dOlgtldu. Embriyo transferinin yapilacagi gin dahil olmak Gzere,
transferi takip eden 48 saat sUreyle intravajinal mikronize progesteron (ginlik
50 mg, Crinone gel, Serono) uygulandi.

Embriyo transferi siklusun 15. gininde yumusak transfer katateri
(Cook, USA) ile gerceklestirildi. Embriyo transferinden 15 glin sonra kanda
beta hCG 6l¢cimi ile eder varsa gebelik saptandi.
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4. BULGULAR

Tablo 3. Parametreler

Toplam Hasta Sayisi 37
Uygulanan iVM Siklus Sayisi 47

Elde Edilen Germinal Vezikul (GV) Sayisi 397
Dondurulmus-C6zulmus ET Yapilan Hasta Sayisi 18
Embriyon Transferi Siklus Sayisi 34
in-Vitro Mature Olan Oosit sayisi (%) 201 (50.62)
Fertile olan Oosit sayisi (%) 102 (50.74)
Vitrifikasyon ile dondurulan zigot (2PN) sayisi 102
Cozulen Zigot (2PN) Sayisi 88
Cdzme Sonrasi Canli Zigot Sayisi (%) 82 (93.18)
Go6zulmemis Zigot (2PN) Sayisi) 14
Yariklanan (Klivaj) Embriyon Sayisi 68 (86.07)
Yariklanmayan Zigot Sayisi 11
Dejenere Olan Zigot Sayisi 6

Diskarte Edilen Zigot Sayisi 3
Transfer Edilen Embriyon Sayisi 68
Transfer Basina Disen Embriyon Sayisi 2

Pozitif hCG Testi Sayisi 4
implantasyon Orani (%) 5.88
Gebelik Orani(%) 11.76
Klinik Gebelik Sayisi (%) 3(8.82)

Spontan DisiUk Sayisi
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Tablo 4. Dondurulmus-Céziimis Embriyo Skorlamasi

Derece | 2hlcre | 3hlcre |4hlcre |5hlcre | 6hlcre | 8hlcre | Toplam
I 3 3 8 1 1 1 17
Il 16 3 7 1 1 1 29
[l 9 6 7 22
Toplam 28 12 22 2 2 2 68

*Steer ve arkadaslari, 1992 (165).

Derece |; % 0 fragment, Derece Il; <% 20 fragment, Derece lll; < %50

fragment.

Bu calismada kullanilan parametreler ile basarili implantasyon ve
Galismada klinik olarak PKOS tanisi
konmus 37 hastaya uygulanmis 47 IVM siklusunda 397 immatiir oosit elde
50.62)

In-vitro matiirasyonu saglanan 201 oosit ICSi siklusuna

gebelik oranlari tablo 3‘te verilmigtir.

edilmistir ve bunlardan 201 (% tanesinin in-vitro matlirasyonu
saglanmigtir.
aktariimistir. Fertilize olan 102 (% 50.74) oosit vitrifikasyon ile dondurulmustur.
Cozilen 88 adet zigottan cb6zme sonrasi 82 (% 93.18) zigot canlihdini korumus
ve yariklanma asamasina gelen 68 (% 86.07) zigot 34 dondurulmus-¢6zilmus
ET siklusunda transfer edilmigtir. Transfer sonrasi 4 (% 11.76) hastada beta
hCG pozitif cilkmis fakat bir hastada gebeligin 20. haftasindan énce spontan
disik gerceklesmistir. Beta hCG pozitif ¢cikan diger 3 hastanin klinik gebeligi
(> 24 hafta) devam etmektedir. Klinik gebelik orani %8.82 dir.

Hastalardan 28 tanesine 1 kez, 8 tanesine 2 kez, 1 tanesine 3 kez
olmak Uzere toplam 47 IVM siklusu uygulandi. Bu hastalarin 18 tanesinden 5
tanesine 2 kez olmak lzere uygulanan 23 IVM siklusunda, hastalardan 9
tanesine 2, 1 tanesine 3, 13 tanesine 1 dondurulmus-¢éztlmis ET siklusu

olmak (zere toplamda 34 dondurulmus-¢ézilmis ET siklusu yapildi. Elde
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edilen 397 immatir oositten 201 tanesinin in-vitro matlrasyonu saglandi ve
matirasyon orani % 50.62 olarak bulundu. /n-vitro matiirasyonu saglanan 201
oosit ICSI siklusuna aktarildi. Fertilize olan 102 oosit belirlendi ve fertilizasyon
orani % 50.74 olarak bulundu. Elde edilen 102 zigot vitrifikasyon ile
donduruldu. Go6zllen 88 adet zigottan ¢dézme sonrasi 82 zigot canliligini
korudu ve c¢b6zme sonrasi canhlik orani % 93.18 idi. Vitrifikasyonu
gerceklestirilen 102 zigottan 14 tanesi ¢6zilmedi ve hala sivi azot icinde
saklanmaktadir. Cdzme sonrasi canhligini koruyan 82 zigottan 68 tanesi
yariklanma asamasina ulagti ve yariklanma orani % 86.07 olarak bulundu.
Cbézme sonrasi yariklanmayan 11, dejenere olan 6, diskarte edilen 3 zigot
dondurulmus-¢6ztulmis ET siklusuna aktariilmadi.  Yariklanma asamasina
gelen 68 zigot 34 dondurulmus-cézilmis ET siklunda 18 hastaya transfer
edildi. Transfer basina disen embriyo sayisi 2 olarak bulundu. Transfer
sonras! 4 hastada beta hCG pozitif ¢ikti. implantasyon orani % 5.88, gebelik
orani % 11.76 olarak hesaplandi. Sonugta klinik gebelik orani % 8.82 idi.
Gebe olan 4 hastadan birinde gebeligin 20. haftasindan énce spontan disuk
gerceklesti. Beta hCG pozitif ¢ikan diger 3 hastanin klinik gebelidi (> 24 hafta)
devam etmektedir.

Calismada 2 IVM siklusunda aspirasyon sonrasi hi¢ immatiir oosit elde
edilmedi. Uygulanan 8 iVM siklusunda elde edilen immatiir oositlerin in-vitro
matirasyonu gergeklesmedi. Uygulanan 11 IVM/ICSI siklusu sonrasi
fertilizasyon gerceklesmedi. Uygulanan 3 IVM/ICSI siklusu sonrasi elde edilen
toplam 7 zigot henlz ¢ézilmedi ve dolayisi ile dondurulmus-¢ézilmis ET
siklusuna aktariimadi. Sonug olarak toplam 19 hastaya uygulanan 24 VM
siklusu sonrasi yukarida belirtilen sebeplerden dolayr dondurulmus-¢6zilmas
ET uygulanamadi. Hastalardan birinde 2 kez dondurulmus-¢cézilmis ET
uygulandi ve arta kalan 7 zigot henldz c¢6zilmedi, sivi azot icinde
saklanmaktadir. Caligmada istatistik hesaplama yapilmadi.

Embriyo skorlamasinda Steer ve arkadaslarinin yaptigi embriyo
skorlamasi methodu referans alindi (165).  Dondurulmus-¢ézilmis ET
siklusunda transfer edilen 68 embriyodan 17 tanesi |. derece, 29 tanesi Il.
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derece, 22 tanesi lll. derece kalitede embriyo olarak skorlandirildi. Transfer
dncesi 2 hicreli 28 tane, 3 hucreli 12 tane, 4 hicreli 22 tane, 5 hicreli 2 tane, 6
hucreli 2 tane ve 8 hicreli 2 tane embriyo skorlandirild.

Uygulanan tim IVM sikluslari sonrasi 397 immatir oositten
vitrifikasyon ile 102 zigot donduruldu. Cdézilen 88 adet zigottan 68 tanesinin

transferi sonucu 3 hastada klinik gebelik saglandi.
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5. TARTISMA

Son on yilda insanda ilag kullanmaksizin IVF yapmak ve bu sayede
saglikh gebelikler ve canli dogumlar elde edildiginin gdsterilmesi immatdr
oositlerin in-vitro ortamda matir hale getiriimesi ile mimkin olmustur. in-vitro
fertilizasyonda yakin zamana kadar oositlerden maksimum sayida matlr oosit
elde etmek amaglanmis olmakla birlikte; bu sikluslarda gonadotropinlerin
kullanimina bagl olarak OHSS ve uzun vadede over kanseri riski gibi yan
etkiler gelisebilmekte ve tedavi maliyeti yiiksek olmaktadir (90). in-vitro
maturasyon ile overlerin stimulasyonuna gerek olmadigindan bu riskler ortadan
kalkmakta ve olasi riskler ile birlikte maliyet azalmaktadir.

Bu calismada, PKOS tanisi konmus hastalardan elde edilen immatir
oositlerin in-vitro mattrasyonu saglandiktan sonra bu oositlerden matlr olanlar
ICSI siklusuna aktarilarak fertilize edilip vitrifikasyon ile dondurulmustur.
Dondurulan zigotlar ¢ézilerek dondurulmus-¢6zilmis embriyo transferi (Kriyo-
ET) siklusuna aktariimis ve bu kombinasyonun basarili implantasyon oranina
etkisi incelenmisgtir.

25 Temmuz 1978'de ingiltere’de ilk tlip bebek olan Louise Brown’'un
dogumundan itibaren klinikte uygulanmaya baglanan IVF ve 1992'den beri
uygulanan ICSI yéntemleri infertilite tedavisinde umut kaynagi olmustur.
Gonadotropinlerle ovulasyon indiksiyonu, infertilite tedavisindeki en buyik
gelismelerdendir (91). Bu tedavide 6ncelikle gonadotropin (GnRH) salgilatici
hormon analogu ilaglarin yardimi ile viicudun kendi hormonlari baskilaniyor ve
bu sekilde oosit gelisimi tamamen disaridan verilen ilaglarla kontrol edilebilir
hale gelir. Yardimci Ureme teknikleri kullanilacak hastalarda kontrolli over
hiperstimulasyonu (KOH) ile ¢ok sayida follikillerin, dolayisiyla da ¢ok sayida
oosit ve embriyolarin elde edilebilmesi ile YUT’nin basarisini arttirmak
amaclanmigtir.

Ovulasyon indiiksiyonu sonrasi OHSS gelisme riski mevcuttur (91, 92).
Hafif OHSS’nin klinik olarak ¢ok fazla énemi olmasa da, ciddi OHSS over

boyutlarinda artma, asit, plevral eflizyon, oligolri, hemokonsantrasyon ve
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tromboembolik 6zelliklerle karakterize hayati tehdit eden bir olgudur (93, 94).
Genel IVF uygulamalarinin kullanimi ile hafif siddette OHSS igin % 3-6, siddetli
OHSS i¢in ise % 0.1-2 oranlarinda gértlme sikliklar bildiriimektedir (95-97).
Polikistik over sendromu vakalarinda ise orta-siddetli OHSS gdérilme sikligr %
10.5°tir (9). Ovulasyon indiksiyonu sonrasi PKOS’lu hastalarda OHSS gériilme
olasiligi diger hastalara gbre oldukga yuUksektir (91, 93, 98, 99). Over
hiperstimulasyonu sendromu gelisimi icin gesitli teoriler 6ne strilmus olsa da,
gelisim mekanizmasi henliz tam olarak bilinmemektedir (100, 101). Over
hiperstimulasyonu sendromu gelisimini tam olarak 6nleyen farmakolojik bir
yaklagsim mevcut olmasa da komplikasyonun gérilme oranini azaltacak bazi
tedbirler alinabilir (102, 103).

Polikistik over sendromu hastalarinda OHSS olasilhigini énlemek igin
bu hastalarda iVF sikluslarinda daha disiik gonadotropin dozu ile baglanmali,
tedavi sirasinda ultrason izlemleri ve serum estradiol dizeyleri daha siki
monitorize edilmelidir (104). Embriyonun dondurulmasi, hipofiz baskilanmasi
icin GnRH agonisti yerine GnRH antagonist protokolinin tercih edilmesi, hCG
enjeksiyonunu ertelemek, hCG yapilmamasi veya siklus iptali ciddi OHSS
gelistirme potansiyeli olan PKOS hastalarinda alinan diger tedbirlerdendir (104-
106).

Son yillarda IVF-ET tedavisine ihtiya¢c duyan PKOS'lu kadinlarda
OHSS gelisme riskini azaltmak i¢in immatur oositlerin in-vitro matirasyonu yeni
ve umut verici bir tedavi olarak gelistirilmistir (3-6). Insan oositlerinin in-vitro
olgunlastinimasi, ilk kez 1965 yilinda Edwards tarafindan basariimistir (107).
In-vitro matiirasyon sonrasi ilk canli dogum ise, Veek ve arkadaslari tarafindan
1983 gerceklestirildi (108). Cha tarafindan sezeryan esnasinda yapilan
ovaryum biyopsisinden elde edilen immatir oositlerde basari ile uygulanmigtir
(7). Trounson ve arkadaslan ise PKOS’lu bir hastadan transvajinal
ultrasonografi rehberliginde, immatir oositlerin eldesiyle olusturduklar gebeligi
rapor ederek IVM'i ilk kez Klinik uygulamalara sokmuslardir (8). Barnes ve
arkadaslari 1995 yilinda PKOS'lu bir hastada IVM ve ICSI ile kombine embriyo

traslama yo6ntemlerini kullanarak in-vitro gelistirilen blastosistin transferi ile
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saglikli canli dogumu rapor etmislerdir (109). Bu uygulamalardan sonra
giniimize kadar PKOS'lu haslara uygulanmig iVM sikluslarinda yiizlerce canli
dogum rapor edilmistir (4, 10, 110, 111).

Polikistik over sendromlu hastalara uygulanan VM sikluslarinda
immatdr oositlerin mattrasyon oranlarinin % 50-75 arasinda oldugunu gdsteren
calismalar mevcuttur (5, 112-114). Calismamizda bu oran % 50.62 olarak
bulunmustur. In-vitro maturasyon oranini % 80-84 veren calismalar da
mevcuttur (115, 116). Polikistik over sendromulu hastalara uygulanan VM
sikluslarinda in-vitro mattre edilen oositlerin fertilizasyon oranlarini % 67-78" e
kadar ulasmistir (5, 112-116). Calismamizda fertilizasyon orani % 50.74
bulunmustur. Hem matirasyon hem de fertilizasyon oranlari genel verilere
gbre dusuk kalmistir. Bunun sebebi in-vitro kiltlr ortaminin yetersizligi olabilir.

Mattrasyon surecinin fertilizayon oraninda etkili olmamasina ragmen
(117), kisa slrede in-vitro olarak matire edilen oositler daha iyi gelisim
potansiyeline sahiptir (118). Ancak devam eden implantasyon orani, yani ET
bagina disen dogum orani, disiktir ve bu yaklasik olarak rutin IVF/ICSI
sikluslarinda elde edilen oranlarin yarisi kadardir (117). Primer oositlerin
gelisim kapasitesi dizenli menstriel siklusa sahip hastalarda, dizensiz
menstriel siklusa sahip ve anovulator PKOS hastalarindan daha yuksek
bulunmustur (119).

Son geligsmeler ile IVF uygulamalarinda ortalama 15 oosite ve %70’e
kadar yumurta déllenme oranina ulagsmak mimkin olmustur. Ancak ortalama
canli dogum orani % 30’un altinda kalmigtir ve bu oran IVM igin daha diisiik
olmaktadir. Duzenli menstrilel siklusa sahip kadinlarda uygulanan VM
siklusunda % 17.6 klinik gebelik orani bildirilmigtir (120). Polikistik over
sendromlu hasta grubundaki ¢alismada uygulanan IVM siklusunda, aspirasyon
basina digsen klinik gebelik orani % 22.5tir (121). Bu durumda VM
uygulamasinin belirli hasta grubunda daha etkili oldugu ortadadir. Baska bir
calismada ise PKOS'lu hastalardan iVF ve iVM sikluslarindan elde edilen klinik
gebelik orani sirasiyla % 33.7 ve %21.5 olarak bulunmustur (114). Bu
calismada IVF uygulanan hastalarin 12’sinde orta veya siddetli OHSS geligsmis
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fakat IVM uygulanan hastalarin hi¢ birinde OHSS gelismemistir. Calismalar
over stimulasyonu sonrasi ciddi OHSS gelisme riski altinda olan PKOS hasta
grubunda uygulanan IVM sikluslarinin iVF’e alternatif oldugunu géstermektedir.
Cha ve arkadaslarinin yine PKOS hastalarinda yaptigi ¢calismada hasta basina
ortalama 6.3 embriyo transferi sonrasi % 27 gebelik orani elde etmeyi
basarmiglardir (5). Calismamizda klinik gebelik orani % 8.82 olarak bulundu.
Gebelik oranlari istenildigi gibi olmasada calisma grubundaki hicbir hastada
OHSS gelismemis olmasi bu tedavi yénteminin PKOS hastalar igin glvenilir
oldugunu géstermektedir.

In-vitro matiirasyonda gebelik oranlari % 4-54 arasinda degismektedir.
Elde edilen basarili gebelik oranlarinin iIVM uygulamalarinda birbirinden bu
kadar farkh olmasindaki temel sebeplerden ilki tedaviye uygun hasta se¢imidir,
cuinkl IVM tip bebek tedavisinde PKOS hastalarinin over stimiilasyonu sonrasi
gelisen OHSS riskini dnlemede alternatif protokol olarak klinikte uygulanmaya
baslanmistir. Bu sebeple farkli hasta grubuna uygulanmasinin farkli gebelik
sonuglari vermesi dogaldir. Bunun yani sira hasta yasi, aspirasyon sonrasi
elde edilen oosit sayisi, oosit kalitesi de gebelik oranlari Gzerine etkilidir.

Embriyo transferini takiben implantasyon basarisizhdi birgok nedene
bagll olarak gelisebilir. Endometriyum ve implante olan blastosist arasindaki
hicresel ve molekiler etkilesimler henlz iyi anlagilamamistir. Bu nedenle
implantasyon basarisizligi IVFteki problemlerin baginda gelmektedir (122,
123). implantasyon basarisiziginin tanimi her yerde degisiktir. Ancak en sik
kullanilan kriter, 3 IVF denemesinde embriyolarin tekrarlayan, ardisira
implantasyon basarisizigidir. Tekrarlayan implanyasyon basarisizhginin
nedenleri (izerindeki gorisler de oldukga tartismalidir. Ornegin bazilari, sadece
iyi kalitedeki embriyolarin aktarimi en az 3 defada basgarisiz olmussa
implantasyon basarisizigr tanisini kabul etmektedirler bu nedenle de koétl
embriyolari olan kadinlan dikkate almayi uygun bulmadiklarini belirtmiglerdir.
Ancak daha yakin zamanda, artan sayida jinekolog, iyi kalitede embriyo
dretememeyi kendi basina, tekrarlayan implantasyon basarisizligina
yatkinlastiran etken olarak degerlendirirler. Son goérls, koétl kalitede
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embriyolari olan 36 yasin (zerindeki kadinlarin, kromozomal andploidi
taramasina erken gdnderilmesi gerektigidir. Etiyolojik etkenler siklikla ¢akissa
da implantasyon basarisizligi anne yasi ve oosit-embriyo kalitesi, immunolojik
etkenler, endometriyal reseptivite ve luteal faz bozukluklari, uterin, tubal ve
peritoneal etkenler ve stimilasyon protokolid ile embriyo kiltlr ortaminin altinda
siniflandiriimistir (124).

Yardimci Ureme tekniklerini ile tedavide sonuclari etkileyen en 6nemli
faktér maternal yastir (125). Otuz bes yasina kadar implantasyon orani lineer
olarak artarken, 35 yastan sonra implantasyon oranlari progresif olarak yilda %
2.8 oraninda azalir. Ayrica yas ilerledik¢e, primordiyal follikdllerin sayisinin ve
kalitesinin azalmasi yaninda artan kromozomal anomaliler de fertiliteyi olumsuz
yonde etkilemektedir (126, 127). Otuz bes yasindan sonra iIVF uygulanan
kadinlar, seks kromozomlari ve 13, 16, 18, 21 ve 22. otozomlari kapsayan
mozayiklesmeler ve andploididlere daha yatkin olurlar. Yirmi-otuz dort yas
arasindaki, embriyolari morfolojik olarak normal olan kadinlar ile yapilan bir
calismada floresan in-situ hibridleme (FISH) analizleri, X, Y, 13, 18 ve 21.
kromozomlarda % 16 andploidi orani saptayabilmistir. Otuzbes-kirkdokuz yas
ve 40-45 yagindaki kadinlar i¢cin buna denk andploidi rakamlari ise sirasiyla %
37 ve % 53'tur (128).

Uterin kavitedeki herhangi bir ylzeyel lezyon (submikdz miyom,
intrauterin adhezyon veya endometriyal polip) lokal inflamatuar cevap yaratarak
(RIA benzeri etki) implantasyonu bozma potansiyeli tasir. Histerosalpingografi
(HSG), salin inflzyon sonogram, endometriyal biyopsi ve transvajinal
ultrasonografi potansiyel implantasyon problemlerini tespit edebilen diyagnostik
testlerdir.  Rutin diagnostik histeroskopiyi  (H/S)  IVF-ET hastalarinda
uygulayan Jacobs ve arkadaslari % 20 vakada, endouterin ylzeyde lezyon
tespit etmiglerdir (129). KlgcUk lezyonlarin bile implantasyonu bozma
potansiyeli oldugundan, diagnostik H/S veya salin sonografinin YUT éncesi tiim
hastalara yapilmasi énerilmektedir (129, 130 ).

In-vitro fertilizasyon-embriyo transferi (IVF-ET) hazirliginda kontroll(i

over hiperstimulasyonu (KOH) takiben gec¢ proliferatif fazda endometriyumun
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transvajinal ultrasonografi (TV-USQG) ile degerlendiriimesi ile tedavi sonuglari
tahmin edilebilir.  Ozellikle VM tedavisi sirasinda gelisen follikiil ya da
follikGllerin hacminden emin olmak i¢in sik¢a ultrasonografi degerlendiriimesi
uygulanmahdir. Child ve arkadaslari transfer gini endometriyal kalinhgin 8
mm‘den az olmasinin kétl gebelik sonuglari ile iligkili oldugunu rapor etmislerdir
(131). Bunun yanisira hCG verilen ginde endometriyumun trilaminar
goérinimde olmamasinin IVF sikluslarinda zayif gebelik sonuglari ile iligkili
oldugunu Dbildiren c¢alismalar vardir (131-133). In-vitro  fertilizasyon
uygulamalarinda atravmatik bir embryo transferinin implantasyon oranlarini
arttirdigr rapor edilmektedir (134). Ayrica ylUksek implantasyon oranlar ile
uterin kan akimindaki artis arasinda bir iliski oldugunu bildiren calismalar da
vardir (131).

implantasyon siireci, gelismekte olan blastosist ile uterus epiteli
arasindaki karmasik bir dizi interaktif basamagi icerir. Bu basamaklarin
herhangi birinde bir aksama meydana geldiginde embriyonun implante olabilme
sansi azalir (133). Adhezyon ve sonrasindaki invazyon esnasinda embriyo ile
anne arasinda goérulen molekuler etkilesimler embriyonun implante olabilmesi
icin hayati 6nem tasir. Implantasyon asamasinda hem trofoblastlar hem de
desidua tarafindan bircok bulylme faktorl, sitokinler ve parakrin faktorler
yaninda adhezyon molekilleri sentezlenir.  Endometriyumu isgal eden
trofoblastlar ile konakgi arasindaki iligki, sitokinler (IL-1, 3, 4,6, 7,8, 11 ve 12)
ile bliyime faktorleri (Epidermal Blylime Faktort (EGF), Transforme edici
Buylime Fakitori (TGF), Platelet Kokenli Blyime Faktori (PDGF), inslin
Benzeri Blyime faktéri (IGF), Hematopoetik Blyime Faktéri (CSF) ve
Fibroblast Blylume Faktéri (FGF)) arasindaki hilcreler arasi sinyallerle
dizenlenir (135). Gebeliklerin % 60 kadari pre-implantasyon déneminde
kaybedilir. Bu ddnemdeki kayiplarin en 6nemli sebeplerinden biri embryo-
maternal sinyal sisteminde gérilen bozukluklardir (132).

implantasyon siireci ister dogal yollardan isterse de YUT ile olsun
birbirine benzer sekilde gerceklesir. Ancak YUT uygulamalarinda embriyonun
tuba uterinada gecirdigi evreler laboratuarda kadin genital traktusunun pH, 1si
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ve osmolaritesini aynen saglamaya c¢alisan inkUbatbrler iginde
gerceklestiriimektedir. CUnkl in-vivo fertilizasyon ve erken embriyo gelisimi
tuba uterinada olusurken, oosit ve embriyonun YUT'teki gelisimi in-vitro
klltrlerde olusmaktadir. Tuba uterina ortami basarili bir gebeligin baslamasi
icin gerekli bir takim prosesleri saglamaktadir (123, 136, 137). Tuba uterina da
endometriyum gibi siklik degisiklikler gdstermektedir. Genelde hormonlara
bagh olan bu degisikliklerdeki anormallikler anormal tuba fonksiyonlarina,
ornegin ektopik tubal gebelige varan komplikasyonlara neden olabilmektedir
(138). Diger taraftan, fertilizasyon ve erken embriyo gelisimi icin optimal ortami
saglayan tuba uterina salg! epitelinden cesitli sitokin yada blaylime faktérleri
salgilanmaktadir (137, 139, 140). Bir sitokin olan LIF’in (L6semi Baskilayici
Faktér) implantasyon igin sart oldugu ve insan endometriyumunda 6zellikle
implantasyona uyan dénemde yikseldigi gosterilmigti. Bu faktérin tuba
uterina epiteli tarafindan salgilanmasi ise oldukga ilgingtir ve reseptivite igin
gerekli yapilanmada tuba uterina-endometriyum iligkisini isaret eder (141-143).
Endometriyum reseptivitesi Uzerine yapilan ¢alismalarda elektron mikroskobu
ile ayirtedilebilen glandular sitoplazmik c¢ikintilar olan pinopod yapisinin
reseptivite agisindan 6nemli oldugu ortaya konmustur. Normal sikluslu
kadinlardan postovulatuar evre 6. glinde alinan endometriyal biyopsilerde % 78
oraninda pinopod yapilarinin  geligtigi taramali  elektron mikroskobu
incelemelerinde gosterilmistir (122, 141, 143). Yapilan bir calismada tuba
uterina ile oosit-embriyo arasindaki diyalog sonucunda endometriyum da tip
ligasyonlu grup ile ligasyon yapilmayan kontrol grubu arasinda apopitoz, salgi
grandlleri, pinositoz ve 6zellikle de pinopod olusumu arasinda énemli farklar
oldugu bulunmustur (144). Bu bulgular, tuba uterina epiteli ile oosit-embriyonun
parakrin ve/veya otokrin diyalogunun endometriyum reseptivitesine etkili
mediyatérlerin salinimi ve muhtemelen fizyolojik uyaran etkiyle tuba-ovaryal
kapillerlere gecebilecegini ve sonugta lokal uterus-tuba uterina baglantisi
Ozelligi ile endometriyumda reseptivitede ©6nemi olan isaretleyicileri
etkileyebilecegdini distindirmektedir.

In-vitro fertilizasyonda uygulanan KOH’un yaratti§i ana problemlerden
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biri endometriyal faktérlerdeki degisimlerdir (145). in-vitro fertilizasyon
sikluslarinda fazla sayida oosit elde etmek icin kullanilan ovulasyon indiksiyon
ilaglan suprafizyolojik seviyelerde steroid hormon Uretimine yol agarak
endometriyal reseptiviteyi ve takiben implantasyonu olumsuz yénde etkilerler
(146). Fakat IVM uygulamalarinda over stimillasyonuna gerek olmadigindan
bu risk ortadan kalkmaktadir.

Chian ve arkadaglari PKOS'lu hastalarda 25 iVM sikluslarinda 10.000
IU hCG uygulayarak % 40 gebelik orani rapor etmiglerdir (143). Bu grubun
baska bir calismasinda yine PKOS hastalarindaki IVM sikluslarinda hCG
uygulanan ve uygulanmayan gruplar karsilastirildiginda, matlrasyon sureci
hCG uygulanan grupta uygulanmayan gruba oranla daha hizli oldugu
bulunmustur (144). Bu calisma IVM sikluslarinda oosit matiirasyonunu
artirmak icin hCG enjeksiyonunun yararini géstermistir (144) ve dahasi ovarian
stimulasyon olmadigi i¢in hCG dozunu arttirmak bu dozu standart 10.000 U
yerine 20.000 IU’ye ¢ikartmak da denenmistir (145). Polikistik over sendromlu
118 hastanin dahil oldugu baska bir calismada ise hastaya ne FSH ne de hCG
uygulanmadan transfer basina % 40 klinik gebelik orani bildirilmigtir (146).
Follikdl stimile edici hormonunun kumulus hiicreleri Gizerine etkinligi ve steroid
dretimi, oositteki RNA ve protein sentezini attirici etkisi oldugu bilindiginden beri
(147), tedavide FSH uygulanmasinin hem immatir oosit sayisi hem de oositin
matirasyon potansiyeli ve gelisim yetenegini arttirdigi saniimaktadir.
Mikkelsen ve Lindenberg, PKOS’lu hastalara menstriiasyonun Uglnci
gindnden baglayarak 3 gin boyunca gunlik 150 IU rFSH uygulandiginda,
rFSH uygulanmayan gruba gére anlamli olarak ylksek matiirasyon orani rapor
etmiglerdir (148). Buna kargin fertilizasyon orani ve embriyo yariklanmasi her
iki grupta da benzer bulunmustur. Baska bir ¢alismada normal menstriel
siklusa sahip kadinlarda FSH enjeksiyonu, elde edilen oosit sayisinda bir artisa
neden olmamasinin yani sira mattrasyon, yariklanma ve embriyo gelisimine de
etki etmedigi gOsterilmistir (149). Lin ve arkadaslarinin PKOS’lu hastalarla
yaptigl randomize bir ¢calismasinda 6 gin boyunca 75 IU rFSH uygulanan ve
rFSH uygulanmayan iki grup olusturmuslardir (113). Her iki gruba da
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aspirasyondan 36 saat once 10.000 IU hCG verilmistir. insan koryonik
gonadotropini uygulanma gininde serum &stradiol (E2) degeri FSH uygulanan
grupta daha ylksek ¢ikarken her iki grupta mattrasyon, fertilizasyon ve gebelik
oranlari benzer bulunmustur. Ayrica elde edilen immatir oosit sayisi ve
endometriyal kalinlikta benzer bulunmustur. Bu galisma iVM sonuglari (izerine
hCG ile kombine FSH uygulanmasinin yalniz hCG uygulamasindan daha Ustin
olmadigini gdstermistir (113).  in-vitro matirasyon siklusunda elde edilen
immatir oosit sayisi ile gebelik oranlari korelasyon géstermektedir (116). in-
vitro matlrasyon dizenli menstriel siklusa sahip kadinlara uygulandiginda
karsilasilan sorun az sayida antral follikil gelisimidir. Bunun aksine Barnes ve
arkadaslari  dizenli menstriel siklusa sahip hastalarda matirasyon,
fertilizasyon ve yariklanma oranlarini PKOS hastalarindan daha ylksek
bildirmislerdir (119). Bu durum PKOS hastalarinda follikiler sividaki yuksek
androjen seviyesine bagli olabilir. Calismamizda PKOS hasta grubuna hCG ile
kombine FSH uygulanmistir. Matirasyon, fertilizasyon, yariklanma ve gebelik
oranlari hasta grubuna gére farklihk géstermektedir. Ayrica farkli calismalarda
farkl sonuglarin rapor edilmesindeki diger etken, uygulanan protokollerin ve
enjeksiyon dozajlarinin farkli olmasina bagli olabilir. Bu nedenle VM
uygulamarinda rutin olarak kullanilan standart bir protokol yoktur.

Transfer edilen embriyo sayisi ile gebelik orani artar (150). Fakat bu
durumda c¢ogul gebelik gelisme riski de artar (151). Yardimci Ureme
tekniklerinde amag olasi ¢gogul gebelik riskini 6nlemektir. Bu amag icin yiksek
gelisim potansiyeline sahip az sayida embriyo transferi yapiimaldir.
Aspirasyondan sonraki ikinci ya da tglnct gin embriyo transferi, embriyolarin
kalitesinin iyi ancak sayisinin az ya da kalitesinin orta oldugu durumlarda tercih
edilmektedir. Blastosist aktarim programlarinin genellikle zigot veya embriyo
evresi aktarimlarindan daha iyi performans gosterdigi artik iyi bilinmektedir. Bu,
yeni bir rastgele kontrolli caligmada, 3. ginde 3’ten fazla iyi embriyo
varoldugunda gosterilmigtir (152). Embriyo tansferinin, embriyo gelisiminin
daha ileri safhalara kadar takip edilerek geciktiriimesi, embriyolardan daha iyi
gelisenleri segcme sansi verir ve c¢ogul gebeligi anlamli 6l¢cide o6nleyebilir.
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Blastosist, implantasyondan &nceki son embriyonik asamadir ve en iyi
embriyoyu se¢me olanagi verir (134, 153, 154). Blastosist evresinde yapilan
transfer, sinirli sayida embriyo transferine izin verir ve bdylece yardimci Greme
teknikleri ile iligkili cogul gebelik oranlarini azaltabilir (134). Calismamizda
Alman Embriyo Koruma Yasalari, embriyo secimine izin vermediginden zigot
asamasinda dondurulup-¢6zilen embriyolar bir gin kdltdr ortaminda
bekletildikten sonra menstriel siklusun 15. gininde transfer edildi.
Calismamizda transfer basina disen embriyo sayisi 2 olarak bulunmustur.
Yasalar tek seferde en fazla 3 embriyo transferine izin verdigi halde
hastalardan cogunun 1 ya da en fazla 2 embriyo transferi istemeleri,
bulgularimizdaki transfer basina disen embriyo transferi sayisi ile
ortigmektedir. Hem vyasalarin embriyo secimine izin vermemesi hemde
hastalarin istegi Uzerine diUsUk sayida embriyo transferi gebelik oranlarini
olumsuz yénde etkilemis olabilir.

Embriyo kalitesi, her bir embriyonun tek tek genetik 6zelliklerine ve
cevresel faktorlere baghdir. Embriyonun kadltir ortamindaki ihtiyaglarini
kargilayarak embriyo kalitesini etkileyen cevresel faktorler gelistirilebilir. Yakin
zamanda kontrollii bir caligma, kiltir ortamlarinin IVF sonrasinda gebelik
oranlari Uzerinde degisken etkileri oldugunu ileri strmustir (155). In-vitro
matlrasyon sikluslarinda oositin in-vitro matlrasyonu, gelisen embriyo kalitesini
dolayisi ile gebelik oranlarini etkiler. Laboratuar ortaminda oosit olgunlagmasini
saglamak amaci ile rutin IVFte kullanilanlardan farkh Kiltir sivilarinin
hazirlanmasi gerekmektedir. /n-vitro matlrasyon icin kultlr sistemlerinin
basarisi farkli parametrelerin dogru kombinasyonuna baglidir (156-159). in-
vitro matdrasyon i¢in kullanilacak kaltr sivilari uygulamalarin  yapildigi
laboratuarlarda Uretilmektedir. Gonadotropinler (FSH ve LH), farkli serumlar,
estradiol eklenmis doku kultiir medyumu 199 (TCM-199), Ham’s-F10, Chang’in
bikarbonat veya HEPES’le tamponlanmis medyumu gibi kompleks kulttr
medyumlari oositin in-vitro matirasyon arastirmalari ve klinik uygulamalarda en
cok kullanilan kadltdr ortamlaridir (160). Cincik ve arkadaslarinin yaptig
calismada en iyi ¢calisgan model, 37 °C is1, % 98 nem ve % 5 CO- inklibasyon
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kosullari ile fétal kordon serumu (FCS) iceren kultir ortamlar olmustur (161).
Bu caligmada maternal serum (MS) ve insan tibal sivisi (HTF) kullaniimasiyla
da buna yakin sonuglar alinmigtir. % 10’luk ve % 15’lik FCS’u, insan Serum
Albumini (HSA)e; kiyasla daha basarili, HSA de Sigir Serum Albumini
(BSA)'ne gbre daha iyi sonuglar vermistir. Ayni amagla follikiil aspirasyon sivisi
(FAS) (162) kullanildiginda sonuglar géreceli olarak iyi bulunmustur. Ko-kultir
hicreleri olarak grandloza hicrelerinin ortama eklenmesi follikil ve epitelyum
hiicrelerine gére daha iyi sonuclar vermistir (161). Ortamda serum veya FAS’In
bulunmasinin, kumuluslarin mattrasyondaki rollerini tetikledigi
distnilmektedir. Ozellikle, FCS kullanilmasi ile kiltire edilen oositlerden
meydana gelen embriyonlarin kalitesinin daha yidksek oldugu gdézlenmistir.
(161). Calismamizda oosit matirasyon medyumu igine (Oocytes Maturation
Medium, Sage) 75 IU FSH (Puregon) ve 50 IU hCG (Predalon) eklenerek iVM
kaltar ortami hazirlandi. Elde edilen immatlr oositler 37 °C 1s1, % 98 nem ve %
5 CO: fizyolojik sartlari ile inkiibe edildi. /n-vitro matiirasyon kiltlr sivilarinin
icerigi konusunda calismalar surddriimekte olup icerik konusunda degisik
uygulamalar s6z konusu oldugundan henlz belli bir standart saptanmamistir.
Kultdr sivilarinda belli bir standartin olmayisi ve her laboratuarin farkli igerikli
kendi medyumunu hazirlamasi VM gebelik sonuglari (izerine ¢ok farkli
sonuglarin gikmasinda etkili olabilir.

Embriyo morfolojisi ve gebelik arasindaki korelasyonlarin sonucu
olarak embriyologlar transfer edilen embriyolarin kalitesini belgelemek igin
evreleme semasi kullanirlar. Bu semalarin ¢ogu sitoplazmik fragmantasyon ve
blylme hiziyla iligkiliyken, bazilari da zona pellusida kalinhgdi, blastomer
blyUkliglu ve dizenliligi gibi baska faktérleri kapsar. Derece |; mikemmel
morfolojiyi anlatmak Uzere esit blyUklUikte blastomerleri olan ve sitoplazmik
fragmanlarn  olmayan pre-embriyoyu ifade eder, farkh buOyUkllkteki
blastomerlerin ve pre-embriyo yuzeyinin kaplayan mindr sitoplazmik
fragmanlarin artmasi embriyo derecesini olumsuz yénde etkileyerek embriyo
kalite derecesini arttirir (Derece |l, Derece lll) ve takiben basari sansini azaltir
(163, 164). Calismamizda Steer ve arkadaslarinin embriyo skorlamasi
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kullanildi (165). Transferden hemen énce yapilan embriyo skorlamasinda, elde
edilen embriyolarin ¢odu Il. derece 2 hicreli olarak sonuglanmistir.  Ayni
klinigin yalniz infertil erkek ya da infertil erkek ile kombine tubal faktér infertiliteli
kadinlarda uyguladiklari ICSi ile kombine vitrifikasyon sonuglarinda elde edilen
embriyolarin ¢ogunlugu |. derece 4 hicreli olarak skorlandiriimistir (89).
Polikistik over sendromlu hasta grubunda embriyo kalitesi ve gelisim potansiyeli
daha disuk ¢cikmistir. Polikistik over sendromlu hastalarindaki bu sonuclara,
bu grubun ylksek androjen degerlerleri ya da kudltir ortaminin yetersizligi
neden olmus olabilir.

Gliserolin 1949 yilinda sperm hicrelerinin  dondurulmasinda
kriyoprotektan olarak basariyla kullaniimasi (166) oosit ve embriyolarin da
dondurularak saklanmasi icin gerekli arastirmalarin yapiimasinin basglangicini
olusturmustur. Oosit-embriyo membrani, dondurma-¢ézinme islemine karsi
son derece duyarhdir. Hicre membrani yapilarinin termodinamik 6zellikte ve
% 65-70 oraninda doymamis fosfolipitlerden olusmasi, membranlarin
sogutulmalarinin sonucu olarak geri déntsimiz faz degdisimine, yani sivi
fazdan jel fazina gegmesi neden olmaktadir (167, 168). Gelisen faz degisimi
membran i¢i enzimlerinin kinetiginde degisime yol agarak, ¢éziinme sonunda
canlihgl azaltmaktadir. Bu degisimler sonrasi olusan stabilizasyonun
bozulmasiyla da hlcrede soguk soku gelismekte ve bu durum terminolojide
sogutma zarari olarak adlandiriimaktadir. Ayrica membranlarin doymamis
fosfolipitlerce  zengin olmasi, lipit peroksidasyonuna kargi duyarhlig
dogurmakta, hiicrelerin kisa ya da uzun sureli saklanmasi sirasinda hlcresel
zarari sekillendirmektedir (167, 169, 170). Oosit ve embriyodaki zarar ise,
sitoplazmanin ve sitoplazmik membranin fazla oranda lipit icermesinden dolayi
dondurma-¢6ztinme iglemine duyarl olmasindan kaynaklanmaktadir. Bununla
birlikte, sitoplazmalarinda mitotik aglari olusturan mikrottbul ve mikrofilamanlar,
ortamdaki disen sicakhigin etkisiyle destabilize hale gelerek soduk soku
zararini  dogurmaktadir (50, 70, 171). Kriyoprotektanlar htcrenin
dondurulmasinda olusan soguk soku zararina, intraselliler kristal olusumuna,

¢6zim esnasinda dekristalizasyona ve gelisen membran destabilizasyonuna
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karsi koruyucu amagcli olarak kullanilirlar. Genel olarak koruyucu etkilerini
ortamdaki donmamis fraksiyonu artirarak ve iyon miktarini azaltarak gosterirler.
Hlcre, dondurulmadan &énce kriyoprotektanlarla inklbasyona tabi tutularak,
intraselliler bakimdan dengeye gelmesi saglanmaktadir. Kriyoprotektanlarin
en oOnemli Ozellikleri, digik molekiler agiriga sahip olmalari ve toksik
etkilerinin ancak belirli oranlarda katildiklarinda olugmasidir (50,166).
Hucrelerin  basariyla dondurulmasi, plazma membranindan suyun ve
kriyoprotektanlarin basit difizyonunu ve hizli transportu ile saglanir. Son
yillarda membranda transport islevli protein yapisinda olan su kanallari
(aquaporin) saptanmistir.  Bu proteinlerin dondurma sivisina katiimasiyla
hicrenin yasam gucu artirilmaktadir (172).

Kontrolli yavas dondurma yéntemiyle ilk basarili embriyo dondurma
islemi 1972 yilinda Whittingham ve arkadaslari tarafindan fare embriyolarinda
gerceklestirilmigstir (173). Bu ydontemde dondurulan insan oositlerinin kullanildigi
IVF sonrasi ilk bebek, 1986 yilinda Chen tarafindan elde edilmistir (174).
Vitrifikasyon proseduri 1985te ilkk kez fare embriyolarinda bagariyla
gergeklestiriimigtir  (55). insan hiicrelerinde Vvitrifikasyon tekniginin ilk
uygulanmaya basladigi 1998-2000 yillarinda hizli dondurma adi verilen bir
teknik uygulanirken, 2000°li yillarin bagindan ginimuize kadar olan slregte
vitrifikasyon adi verilen ve daha basarili klinik sonuglar elde edilen bir teknik
tercih edilmektedir. Hizli dondurmada embriyolarin sivi azot buharinda kisa bir
sure (2-3 dakika) bekletildikten sonra sivi azota daldiriimasiyla gergeklestirilir.
Vitrifikasyon yonteminden farkli olarak, hizlh dondurmada ekstraselliler sivida,
buz kristalleri olugur ve dondurma c¢dézeltisinin ozmolaritesinde artma meydana
gelebilir. Bunun sonucu olarak embriyo hicrelerinden daha fazla donabilir su
hicre disina gecis yapar. Ancak, ¢6zindirme isleminde uygun olmayan
¢dzlnme hizlar uygulanirsa, hicre ici buz kristalleri sekillenebileceginden
embriyo zarar gérebilir (175). Yavas ¢6zindirme hizlari ile azalan hicre igi
osmolariteden dolayi hlcre icinde hicre disindan daha erken buz kristalleri
sekillenmesine sebep olup hlcre zarinda hasara yol acar. Son c¢alismalar bu

yontemde zona kirilmalarinin daha fazla oldugunu géstermekte ve embriyolarin
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direkt sivi azota daldiriimasiyla, vitrifikasyonda oldugu gibi, elde edilen sogutma
hizinin (sicaklik transferinin daha hizli olmasi nedeniyle), azot buhariyla
muameleden sonra yapilan kriyopreservasyondan ¢ok daha yiksek olduguna
isaret etmektedir (176). Bu teknik klasik dondurma ve vitrifikasyon kadar ilgi
gérmemistir (177). Geleneksel yavas kriyoprezervasyonda, embriyolar daha az
konsantrasyonda kriyoprotektanlarla zaman ayarli cihazda yavas prosedurle
dondurulur (178). Bu prosedirde embriyolar, kriyoprotektanlarin embriyolari
dondurma ve ¢6zdirme islemleri sirasinda toksik etkisine uzun sire maruz
kalmakta ve dondurma sirasinda intraselliler buz kristalizasyonu olusumundan
dolay! zona pellusidada kirilma, hicre membranlari ve iskeletinde bozulmanin
yani sira ve metabolik bozukluklar meydana gelmektedir (179). Bdyle hasarlar
hicrenin metabolik fonksiyonlarinin aksamasina ve dolayisiyla apopitoz ve
nekrozla hdcrenin 6limine yol agmaktadir (180).

Vitrifikasyon yodntemi geleneksel yavas kriyopreservasyona alternatif
bir yéntem olarak ortaya c¢ikmistir. Vitrifikasyon yoéntemi ylksek oranda
kriyoprotektanlarla konsantre edilmis dolayisiyla viskozitesi artiriimis
vitrifikasyon ¢ozeltilerinde ve buz kristalizasyonunu énlemek igin hizli sogutma
oranlari (-15.000 -30.000 °C/dakika) uygulanarak embriyolarin cam benzeri bir
yapida dondurulmasi islemidir (181, 182). Yavas dondurmanin tersine
embriyolarin kisa slrede gergeklestirilen dehidrasyonundan hemen sonra
intraselltler ve ekstrasellller buz kristal formasyonunu énlemek igin embriyolari
bulunduran payetler hemen sivi azota daldiriimaktadir. Bu yéntemde hucre
icerisindeki suyun vitrifikasyonu ylUksek konsantrasyonlarda kriyoprotektan
kullanilmasi  yaninda, hizl  sogutma oranlarinin uygulanmasiyla da
saglanmaktadir (183).  Vitrifikasyonda sogutma hizi, embriyolarin iginde
bulundugu kriyoprotektan c¢dzeltisinin miktariyla direkt iligkilidir. Embriyolar
bulunduran kriyoprotektan ¢o6zelti miktari ne kadar az olursa, sivi azota
daldirma sirasindaki sogutma orani da o Olgide hizh olacaktir (176).
Vitrifikasyonda mimkun olan en kigluk hacimde kullanilan vitrifikasyon ¢ozeltisi
icerisindeki embriyolar, yogun kriyoprotektanlara c¢ok kisa bir stire maruz
kaldiklari gibi, vitrifikasyonla embriyolarin en hassas olduklari sicaklik araligi da
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(-5 -15°C) gok hizli gegilmektedir (48). Ustelik OPS (agik cekilmis payet),
kriyoloop ya da kriyotop ile yapilan vitrifikasyonda kriyoprotektan ¢dzeltisinin
miktar ¢ok dusik oldugundan (0.5 ml ve daha az), embriyolar 0.25 ml’lik
payetlerde yapilan vitrifikasyon isleminden 10 kat daha hizli dondurulmus olur
(184). Aynca kicUik hacimlerde yapilan vitrifikasyon isleminden sonra,
embriyonun rehidrasyonu ¢6zdurme ¢ozeltisiyle temastan hemen sonra
meydana gelir ve bdylece c¢b6zdirme isleminin toksik ve ozmotik etkileri
onlenmis olur. Payetlerde vitrifiye edilen embriyolarda zona kirilmalari % 27
oraninda gerceklesirken, ki¢ciuk hacimlerde vitrifikasyon yonteminde bu oran %
1’i gegmez (184). Calismamizda zigotlarin kriyotop metoduyla vitrifikasyonu
saglandi.  Zigotlar kriyotopa yUklendikten sonra fazla c¢o6zelti pipetle geri
cekilerek minimal hacimde olacak sekilde sivi azota daldirldi. Cézme sonrasi
elde edilen yiksek yasama oranlari bu metodun guvenilir ve saglikli oldugunu
desteklemektedir.

Vitrifikasyon, pahali ekipmanlara, zaman ve isgilige ihtiyagc olmadan
embriyolarin -196 °C’daki sivi azota daldirilarak kolayca dondurulabildigi en
son teknolojidir (185). Dolayisiyla sogutma oraninin maksimizasyonu ile
kriyoprotektan konsantrasyonunun minimizasyonu arasindaki denge ¢ok
dnemlidir. Ornegin; ylksek sodutma oranlari, istenen kriyoprotektan
konsantrasyonlarini  dugsUrmektedir  (66). Embriyolar  buydk  hacimli
olduklarindan letal etkili intraselliler kristallesmeye yatkindirlar. Bunu
engellemek igin vitrifikasyon yoOnteminde yidksek konsantrasyonlarda
kriyoprotektanlar kullanilarak buz kristal formasyonu baskilanir ve embriyolar
Uzerindeki fiziksel hasarin 6nlne gegilir. Pratik sogutma oranlarinda
vitrifikasyonun saglanmasi igin kriyoprotektanlarin yiksek konsantrasyonlarinin
kullanilmasi gerektiginden, ilgili kriyoprotektanlarin toksisiteleri vitrifikasyonda
6nemli bir rol oynamaktadir (175). YUksek konsantrasyonlardaki
kriyoprotektanlarin toksik etkilerini en aza dugsirmek igin, ekilibrasyon
zamaninin kisaltiimasi, iki asamall ekiliborasyon ve toksisiteyi azaltan sikroz,
trehaloz, formamid ve rafinoz gibi bazi maddelerin kullanilmasi dnerilmektedir

(50, 59). Ayrica yiuksek konsantrasyondaki kriyoprotektanlarin ozmotik ve
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toksik etkilerinin elimine etmek igin vitrifikasyon ¢dzeltisinin iki veya daha fazla
kriyoprotektanla hazirlanmasi yaninda hicre igine ntfuz edebilen ve hiicre igine
nufuz edemeyen kriyoprotektanlar da birlikte kullaniimalidir (59). Hdicre igine
nifuz eden kriyoprotektanlar donmanin gerceklesmesinden &nce, ozmotik
basin¢ farkindan dolayi, embriyo hicreleri icerisindeki sivi kriyoprotektan
maddeler ile yer degistirir ve bdylece hem hicre hacmindeki degisiklikler
azaltilarak hem de embriyo hucreleri igerisindeki buz kristallerinin olusumu
minimum ddzeye indirilerek dondurma iglemi sirasinda hlcrelerin zarar gérmesi
minimum duzeye indirilir.  Koruyucu etkileri donma esnasinda ortamdaki
elektrolit yogunlugunu azaltmalar, dehidrasyonu dizenleyip protein yapilarini
korumalarn ve diglk sicakliklarin yarattigi ozmotik blzlismeyi azaltmalar ile
olusmaktadir (70, 170, 171, 186). Vitrifikasyon protokolindeki bagslica hedef
kriyoprotektanlarin etkinligini kaybetmeden toksisitesini baskilamaktir (183).
Oldiiriicl buz kristallerinin olusumunun donma asamasindakine oranla
¢6zlinme asamasinda daha hizh sekillendigi gésterilmistir (187). Bu nedenle,
embriyolarin  vitrifikasyondan sonra canliliklarini  sUrdirebilmeleri, ayni
zamanda, devitrifikasyon sirasinda meydana gelebilecek zararlarin da
6nlenmesine baghdir. Sulu ¢bzeltilerinin dondurma ve ¢dzindlirme islemleri
boyunca camsi bir faz sekillendiren polietilen glikol ve 2.3 biltanediol gibi
maddeler ayni zamanda gliserolle karsilastirildiginda, hiicrelere ¢ok daha hizh
penetre oldugundan, vitrifikasyon c¢bézeltilerinde kullanilan ideal kriyoprotektan
maddeler olarak bildirilmigstir (50). Fikol (75), antifriz proteinler (76) ve sodyum
hyaluronat (187) gibi yUksek molekal agirhkli maddeler kriyoprotektan
cozeltilerini vitrifiye olabilme 6zelliklerini artirir ve ¢6ztndirme slrecinde
devitrifikasyonu Onlerler. Bu tlr molekillerin vitrifikasyon c¢oézeltilerinde
bulunmamasi ¢6zindlirme esnasinda net bir devitrifikasyonla sonuglanmistir ki;
bu da buz kristallerinin dondurma asamasina gore ¢6zindirme asamasinda
daha kolay sekillendigini dogrulamaktadir. Ancak, ¢ézindirme slrecinde
sekillenen devitrifikasyon olgusunun ¢6zindidrme sonrasi embriyolarin
canliliklarini korumada olumsuz etki géstermedigi bildirilmistir (187). Farelerde
yapilan bir c¢alismada, dondurma asamasinda vitrifikasyon ¢dzeltisinde
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sekillenen kristalizasyonun embriyolara zarar vermedigi bildirilmistir (188). Bu
nedenle, dondurma asamasindaki gézlenebilir kristalizasyon ve ¢6zindlirme
asamasindaki yeniden sekillenen kristalizasyonun embriyolara zararsiz olmasi,
buz kristallerinin hlicre disinda sekillendiginin ve embriyolarin igerisinde
herhangi bir kristallesmenin ya da degisikligin olmadiginin gdstergesi olarak
kabul edilmektedir (50).

Bugune kadar makromolekuller, sekerler ve diger kriyoprotektanlarla
kombine edilerek bircok vitrifikasyon c¢dzeltisi olusturulmustur (189).
Vitrifikasyon medyumlari  hizlh  oranlarda sogutuldugunda kristallegserek
donmayan kriyoprotektan cozeltileridir. Bu nedenle vitrifikasyon icin kullanilan
temel medyum ya fosfat tamponlu, HTF gibi hepes tamponlanmis kualtar
medyumu veya TCM 199 (doku Kkiltir medyumu), Ham’s F-10dur.
Makromolekdllerden en ¢ok serum ya da sigir serum albumini kullaniimakla
beraber molekdl agirligi yiksek polivinil alkol (PVA) ve sodyum hyaluronat,
polietilen glikol (PEG), PVP, ficoll veya tavsan (tavsan serumu) gibi hayvanlarin
proteinleri de vitrifikasyon c¢ozeltilerine katilmaktadir (190). Doksanli yillara
kadar vitrifikasyon medyumunda kriyoprotektan olarak DMSO ve GL
kullanihrken, daha sonralari bunun yerini disuk toksisiteli olmalarindan dolay:i
1, 2-propanediol, PG, EG ve sukroz almistir (182). Etilen glikol yUksek
gecirgenligi ve duslk sitotoksisitesi nedeniyle insan oosit ve embriyolarinin
vitrifikasyonunda en c¢ok kullanilan kriyoprotektandir (64-66). Etilen glikol
cozeltisi genellikle stkroz, glikoz, friktoz, sorbitol, trehaloz veya rafinoz gibi
sekerlerle kombine edilerek kullanilir. Sdkroz ve trehaloz gibi en ¢ok tercih
edilen disakkaridlerin molekil agirliklari boydk oldugundan hticre icine penetre
olmazlar ve kombine edildikleri diger kriyoprotektanlarin ¢ozelti icindeki
miktarinin dasdrtlmesini saglayarak toksisitelerini azaltirlar. Ayrica sUkroz
katildigi ortamda ozmotik tampon olarak rol oynar ve embriyolar Uzerindeki
ozmotik hasari azaltir (184). Dimetil stlfoksit kullanarak fare oositleri vitrifiye
edildiginde ¢b6zdirme sonrasi aneuploidi olgularinin arttigr bildirilmigtir (191).
Dimetil silfoksit kullanarak yapilan dondurmalardan sonra meydana gelen

fertilizasyon oranlarindaki diismelerin DMSO’nun, kromozom yogunlasmasi ve
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fertilizasyon icin gerekli olan mikrotlbuUller Gzerindeki olumsuz etkilerinden
kaynaklanabilecegdi bildirilmistir (191-193). Yapilan yeni bir ¢caigsma DMSO
iceren vitrifikasyon c¢b6zeltisinin hiicre membranina zarar vermedigini rapor
etmigtir (67). Calismamizda kullandigimiz EG, DMSO, silkroz igeren
vitrifikasyon ¢bézeltisi c6zme sonrasi yiksek yasama oranlariyla bu modelin iyi
calistigini géstermistir.

Vitrifikasyon ilk baglarda birgok spekilasyona neden olsa da 6zellikle
erken doénem insan embriyolarinin  vitrifikasyonunda hem laboratuar
sonuglarinda ¢dzdirme sonrasi ylksek yasama oranlart hem de Kilinikte
saglikli canli dogumlarin rapor edilmesi ile kullanilan yeni dondurma yéntemidir.
Son yillarda yavas dondurma yéntemine gére daha basarili ¢calismalar rapor
edilmistir (194-197). Daha sonralari oosit vitrifikasyonu (198, 199), yariklanma
ve zigot vitrifikasyonu (88, 89), blastosist vitrifikasyonu (200) i¢in de yontemin
basarisini destekleyici bircok calisma yapiimistir. Genellikle erken dénem ve
blastosist dénemindeki embriyolarin vitrifikasyon sonrasi yagsama oranlari farkh
calismalarda benzer ve c¢ogunlukla %85’in Uzerinde bulunmustur (200-202).
IVF hastalarinda yapilan bir calismada, zigot vitrifikasyonu sonrasi % 89
yasama orani ve % 28.2 klinik gebelik orani bildirmistir (89). Hem blastosist
hem de zigot ve yariklanma evresindeki embiyolarin vitrifikasyonu sonrasi
embriyo transferlerini (dondurulmus-¢6zilmas ET) takiben gebelik oranlari, 3.
veya 5 glUn yapillan taze embiyo tansferi gebelik oranlari ile benzerlik
gOstermektedir (88, 203). Hatta son vyillarda yapilan yeni calismalar
dondurulmus-¢ézilmis embriyo transferinin  taze embriyo transferine
astinlagand (premature dogum oranlari, diastk dogum agirhdi oranlari, 6lU
dogum oranlari ve basarili implantasyon oranlarl) destekleyecek verilere
sahiptir (204-206).

In-vitro matiir hale getirilen oositlerden elde edilen embriyolarin
dondurulup ¢6zilmesi Kklinikte yeni bir uygulamadir (10). Vitrifikasyon ile
dondurulan in-vitro matlir oositlerin ¢6zdUrilip fertilize edildikten sonraki
transferiyle de saglikh canli dodumlar rapor edilmigtir (207, 208).
Galismamizda ¢6zme sonrasi canlilik orani % 93.18, yariklanma orani % 86.07

64



olarak bulunmustur. Bu oran vitrifikasyon sonrasi yiksek canlilik oranlarini
veren diger calismalari desteklemektedir. Klinik gebelik orani % 8.82 olarak
bulunmustur. Vitrikasyon sonrasi yuksek canliik ve yariklanma oranlarina
ragmen disUk gebelik orani, PKOS hastalarinin hormon fizyolojisi ile ilgili
olabilir.  Ayrica bu digUk gebelik orani, oositin saglikh implantasyonu igin
gerekli in-vivo matirasyon kosullarinin in-vitro olarak tam saglanamamig
olmasiyla da alakali olabilir.  Qositin in-vitro matlirasyonu saglansa bile
implantasyon suresince gelisen hicresel mekanizmanin tam bilinmiyor olmasi
bu konuda spekilasyon yapma sansimizi kisitlamaktadir.  Dondurulmus-
¢6zulmas oositlerlerin transferiyle, 900’den fazla canli dogum sonrasi gorulen
konjenital anomali orani ile normal dogum sonrasi gortlen konjenital anomali
oranlari arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (209). in-vitro fertilizasyon
gebelikleri ile IVM gebelikleri arasinda konjenital anomali agisindan farklilk
saptanmamistir (210, 211).

Sonug olarak IVM ovarial stimilasyona ait risklerden arinmis emin bir
tedavi yontemidir. [n-vitro matirasyon ile vitrifikasyon yéntemi kombinasyonu
ozellikle YUT gereksinimi olan yiksek OHSS riski altindaki PKOS'lu kadinlar
icin uygun gérinmektedir. Ayrica bugin igin tlkemizde olmasa da oosit bagisi
sonucu gebelik YUT'de uygulanmaktadir. Fakat [VF’de ekzojen hormon
kullanma gerekliligi ve bu tedavi sirasinda kisa ve uzun vadedeki riskler oosit
dondrlerini vazgecirebilmektedir. Ayrica PKOS digl hastalarda da hormon
preparatlarinin kullanimina bagh kilo alma, gdéguslerde gerginlik, sinirlilik,
bulanti, kusma gibi istenmeyen yan etkilerde gdérilmektedir. in-vitro
matiirasyon bu kisiler icin daha cazip bir segenektir. in-vitro matiirasyon kanser
tedavisi alan haslarda fertilitenin korunmasinda da kullanilabilmektedir. $u
anda cocuk istemi olmayan ciftler icin gelecedi garanti altina almada
vitrifikasyonla IVM’in kombine edilmesi de ileride cazip bir uygulama
olabilecektir. Vitrifikasyon kolay ugulanabilmesi, maliyetinin distk olmasi,
¢bzdiurme sonrasi yudksek canhlik oranlari ve guvenilirligi ile gelecekte
uygulanan tek dondurma ydntemi olabilir.  Oosit ve follikiler blylime

fizyolojisinin daha iyi anlagiimasi ile daha iyi sonuclarin alinmasi mimkdn

65



olacaktir. in-vitro matiirasyon hem yan etkilerinin daha az olmasi hem de
tedavi maliyetinin disik olmasiyla, gelecekte pek cok hasta grubu igin
fertilitenin saglanmasi ve korunmasinda Umit vaadeden bir yéntemdir, ancak
uzun vadede rutin kullanima girmesi i¢in daha fazla klinik galismaya gereksinim

duyulmaktadir.

66



6. KAYNAKLAR

Mosher, W.D., Pratt, W.F. (1991). Fecundity and infertility in the United
States: Incidence and trend, Fertility and Sterility, 56:192.

Barbieri, R.L. (2004). Female infertility, In Strauss FJ, Barbieri RL (eds),
Reproductive endocrinology, Pensylvania: Elsevier Inc. 5th ed., 663-668.
Chian, R.C., Gulekli, B., Buckett, W.M., Tan, S.L. (1999). Priming with
human chorionic gonadotropin before retrieval of immature oocytes in
women with infertility due to the polycystic ovary syndrome, N Engl J
Med, 341:1624.

Chian, R.C., Buckett, W.M., Tulandi, T., Tan, S.L. (2000). Prospective
randomized study of human chorionic gonadotrophin priming before
immature oocyte retrieval from unstimulated women with polycystic
ovarian syndrome, Hum Reprod, 15:165-70.

Cha, K., Han, S., Hyung, M., Chung, H., Choi, D., Lim, J., Lee, W., Ko, J.
and Yoon, T. (2000). Pregnancies and deliveries after in vitro maturation
culture followed by in vitro fertilization and embryo transfer without
stimulation in women with polycystic ovary syndrome, Fertility and
Sterility, 73:978-983.

Mikkelson, A.L., Smith, S., Lindenberg, S. (2000). Impact of oestradiol
and inhibin A concentrations on pregnancy rate in in-vitro oocyte
maturation, Hum Reprod, 15:1685-1690.

Cha, K.Y., Koo, J.J., Ko, J.J., Choi, D.H., Han, S.Y., Yoon, T.K. (1991).
Pregnancy after in vitro fertilization of human follicular oocytes collected
from nonstimulated cycles, their culture in vitro and their transfer in a
donor oocyte program, Fertility and Sterility, 55:109-113.

Trounson, A., Wood, C., Kausche, A. (1994). In vitro maturation and the
fertilization and developmental competence of oocytes recovered from
untreated polycystic ovarian patients, Fertiliy and Sterility, 62:353-362

67



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

MacDougall, J., Tan, S.L., Balen, A., Jacobs, H.S. A. (1993). Controlled
study comparing patients with, and without, polycystic ovaries
undergoing in-vitro fertilisation, Hum. Reprod, 8:233-237.

Chian, R., Gulekli, B., Buckett, W. and Tan, S.L. (2001). Pregnancy and
delivery after cryopreservation of zygotes produced by in-vitro matured
oocytes retrieved from a woman with polycystic ovarian syndrome, Hum
Reprod, 16:1700—1702.

Loutradi, K.E., Kolibianakis, E.M., Venetis, C.A., Papanikolaou, E.G.,
Pados, G., Bontis, |., Tarlatzis, B.C. (2008). Cryopreservation of human
embryos by vitrification or slow freezing: a systematic review and meta-
analysis, Fertility and . Sterility, 90(1):186-193.

Moore, K.L., Persaud, T.V.N. (2009). Before We Are Born Essentials of
Embryology and Birth Defect, Saunders Elsevier.

Johnson, M., Everitt, B. (1988). Essential Reproduction, Oxford,
Blackwell Scientific Publications Third Edition.

Austin, C.R., Short, R.V. (1984). Reproduction In Mamals:3, Hormonal
Control Of Reproduction, Cambridge University Press.

Franks, S. (1995). Polycyctic ovary sendrome, N Engl J med, 333:853-
861

Stein, I.F., Leventhal, M.L. (1935). Amenorrhea associated with bilateral
polycystic ovaries, Am J Obstet Gynecol, 29:181-9

Stein, I.F., Cohe, M.R. and Elson, R.E. (1948). Result of bilateral
ovarian wedge resection in 47 cases of sterility, Am J Obstet Gynecol,
58:267-273

Zawadzki, J.K., Dunaif, A. (1992). Diagnostic criteria for polycystic ovary
syndrome, In: Dunaif A, Givens J, Haseltine F, Merri- am GR (eds).
Polycystic ovary syndrome, Boston: Blackwell Scientific Publications,
377-84

Aziz, R., Ehrmann, D., Legro, R.S., Whitcomb, R.W., Hanley, R,,
Fereshetian, A.G., et al. (2001). Troglitazone improves ovulation and

68



20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

hirsutism in the polycystic ovary syndrome: a multicenter, double blind,
placebo-controlled trial, J Clin Endocrinol Metab;86:1626-1632.

Nestler, J.E., Jakubowicz, D.J., Evans, W.S., Pasquali, R. (1998).
Effects of metformin on spontaneous and clomiphene-induced ovulation
in the polycystic ovary syndrome, N Engl J Med, 338:1876-1880.
Rotterdam ESHRE/ASRM Sponsored PCOS Consensus Workshop
(2004). Group. Revised 2003 consensus on diagnostic criteria and long-
term health risks related to polycystic ovary syndrome. Fertility and
Sterility 81:19-25.

Goldzieher, J.W., Gren, J.A. (1961). The polycystic ovary I. Clinical and
histological features, J Clin Endocrinol Metab, 22:325-338.

Hatch, R., Rosenfield, R.L., Kim, M.H., Tredway, D. (1981). Hirsutism:
implications, etiology, and management, Am J Obstet Gynecol, 140:815-
830.

Williamson, K., Gunn, A.J., Johnson, N., Milsom, S.R. (2001). The
impact of ethnicity on the presentation of polycystic ovarian syndrome,
Aust N Z J Obstet Gynaecol, 41:202-206.

Carmina, E., Koyama, T., Chang, L., Stanczyk, F.Z., Lobo, R.A. (1992).
Does ethnicity influence the prevalence of adrenal hyperandrogenism
and insulin resistance in polycystic ovary syndrome? Am J Obstet
Gynecol, 167:1807-1812.

Bjorntorp, P. (1988). The associations between obesity, adipose tissue
distribution and disease, Acta Med Scand Suppl, 723:121-134

Pasquali, R., Casimirri, F., Cantobelli, S., et al. (1993). Insulin and
androgen relationships with abdominal body fat distribution in women
with and without hyperandrogenism, Horm Res, 39:179-187.

Dunaif, A., Segal, K.R., Futterweit, W., Dobrjansky, A. (1989). Profound
peripheral insulin resistance, independent of obesity, in polycystic ovary
syndrome, Diabetes, 38:1165-1174.

69



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Legro, R.S., Finegood, D., Dunaif, A. (1998). A fasting glucose to insulin
ratio is a useful measure of insulin sensitivity in women with polycystic
ovary syndrome, J Clin Endocrinol Metab, 83:2694-2698.

Polson, D.W., Adams, J., Wadsworth, J., Franks, S. (1988). Polycystic
ovaries-a common finding in normal women, Lancet, 1:870-872.

Chang, R.J., Katz, S.E. (1999). Diagnosis of polycystic ovary syndrome,
Endocrinol Metab Clin North Am, 28:397-408.

Sohrabvand, F., Ansari, Sh., Bagheri, M. (2006). Efficacy of combined
metformin-letrozole in comparison with metformin-clomiphene citrate in
clomiphene-resistant infertile women wiyh polycystic ovarian disease,
Hum Reprod, 21:1443-1445.

Franks, S. (1989). Polycystic ovary syndrome: a changing perspective,
Clin Endocrinol (Oxf), 31:87-120.

Rebar, R., Judd, H.L., Yen, S.S., Rakoff, J., Vandenberg, G., Naftolin, F.
(1976). Characterization of the inappropriate gonadotropin secretion in
polycystic ovary syndrome, J Clin Invest, 57:1320-1329.

Yen, S.S. (1980). The polycystic ovary syndrome, Clin Endocrinol (Oxf),
12:177-207.

Kaiser, U.B., Sabbagh, E., Katzenellenbogen, R.A., Conn, P.M., Chin,
W.W. (1995). A mechanism for the differential regulation of gonadotropin
subunit gene expression by gonadotropin-releasing hormone, Proc Natl
Acad Sci USA, 92:12280-12284.

Gilling-Smith, C., Willis, D.S., Beard, R.W., Franks, S. (1994).
Hypersecretion of androstenedione by isolated thecal cells from
polycystic ovaries, J Clin Endocrinol Metab, 79:1158-1165.

Nahum, R., Thong, K.J., Hillier, S.G. (1995). Metabolic regulation of
androgen production by human thecal cells in vitro, Hum Reprod, 10:75-
81.

Moran, C., Knochenhauer, E., Boots, L.R., Aziz, R. (1999). Adrenal
androgen excess in hyperandrogenism: relation to age and body mass,
Fertility and Sterility, 71:671-674.

70



40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Yildiz, B.O., Woods, K.S., Stanczyk, F., Bartolucci, A., Aziz, R. (2004).
Stability of adrenocortical steroidogenesis over time in healthy women
and women with polycystic ovary syndrome, J Clin Endocrinol Metab,
89:5558-55562

Yildiz, B.O., Gedik, O. (2004). Assessment of glucose intolerance and
insulin sensitivity in polycystic ovary syndrome, Reprod Biomed Online,
8:649-656.

Dunaif, A. (1997). Insulin resistance and the polycystic ovary syndrome:
mechanism and implications for pathogenesis, Endocr Rev, 18:774-800.
Burghen, G.A, Givens, J.R., Kitabchi, A.E. (1980). Correlation of
hyperandrogenism with hyperinsulinism in polycystic ovarian disease, J
Clin Endocrinol Metab, 50:113-116.

Legro, R.S., Spielman, R., Urbanek, M., Driscoll, D. (1998). Strauss JF
3rd, Dunaif A. Phenotype and genotype in polycystic ovary syndrome,
Recent Prog Horm Res, 53:217-256.

Yildiz, B.O., Yarali, H., Oguz, H., Bayraktar, M. (2003). Glucose
intolerance, insulin resistance, and hyperandrogenemia in first degree
relatives of women with polycystic ovary syndrome, J Clin Endocrinol
Metab, 88:2031-2036.

Crosignani, P.G., Nicolosi, A.E. (2001). Polycystic ovarian disease:
heritability and heterogeneity, Hum Reprod Update, 7:3-7

Delilbasi, L., Balaban, B., Ayaz, B. (2000). Gametler (Sperm/QOosit)
Fertilizasyon ve Embriyoner Gelisim, Serono Yayinlari.

Dattena, M., Ptak, G., Loi, P., Cappai, P. (2000). Survival and viability
of vitrified in vitro and in vitro produced bovine blastocysts,
Theriogenology, 53:1511-1519.

Edashige, K., Asano, A., An, T.Z., Kasai, M. (1999). Restoration of
resistance to osmotic swelling of vitrified mouse embryos by short-term
culture, Cryobiology, 38:273-280.

Palasz, A.T., Mapletopt, R.J. (1996). Cryopreservation of mammalian
embryos and oocytes: recent advances, Biotechnol Adv, 14:127-149.

71



51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

Uechi, H., Tsutsumi, O., Morita, Y., Takai, Y., Taketani, Y. (1999).
Comparison of the effects of controlled-rate cryopreservation and
vitrification on 2-cell mouse embryos and their subsequent development,
Hum. Reprod, 14:2827-2832.

Martinez, A.G., Matkovic, M. (1998). Cryopreservation of bovine
embryos: slow freezing and vitrification, Theriogenology, 49:1039-1049.
Van Den Abbeel, E., Camus, M., Van Waesberghe, L., Devroey, P., Van
Steirteghem, A.C. (1997). A randomized comparison of the
cryopreservation of one-cell human embryos with a slow controlled-rate
cooling procedure or a rapid cooling procedure by direct plunging into
liquid nitrogen, Hum. Reprod, 12:1554-1560.

Van Wagtendonk-De Agtendonk-De Leeuw, A.M., Den Daas, J.H.G.,
RALL, W.F. (1997). Field trial to compare pregnancy rates of bovine
embryo cryopreservation methods: vitrification of one-step dilution
versus slow freezing and three-step dilution, Theriogenology, 48:1071-
1084.

Rall, W.F., Fahy G.M. (1985). Ice-free cryopreservation of mouse
embryos, Nature, 313:573-574.

Sagirkaya, H., (2001). Degisik gelisim dénemlerinde bulunan hibrit fare
embriyolarinin vitrifikasyon yoéntemiyle dondurulmasi (Doktora Tezi).
U.U. Saglik Bilimleri Enstitiist, Bursa.

Goa, D., Critser, J.K., (2000). Mechanisms of cryoinjury in livin cells,
ILAR, 41:186-187.

Massip, A. (2001). Cryopreservation of embryos of farm animal, Reprod
Dom Anim, 36:49-55.

Eroglu, A., Russo, M.J., Biegonski, R., Fowler, A., Cheley, S., Bayley,
H., Toner, M., (2000). Intracellular trehalose improves the survival of
cryopreserved mammalian cells, Nature Biotechnology, 18:163-167.
Agca, Y. (1994). Post-thaw survival and pregnancy rates of intact and
biopsied and sexed in vitro produced bovine embryos after vitrification
(Master Thesis). University of Wisconsin Madison, Madison WI, USA.

72



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Alvarenga, M.A., Alvarenga, F.C., Moreira, R.M., Cesarino, M.M. (2000).
Acrozomal ultrastructure of stallion spermatozoa cryopreserved with
ethylene glycol using two packing systems. Equine Vet J, 32:541-545
Katkov, I.l., Katkova, N., Crister, J.K., Mazur, P. (1998). Mouse
spermatozoa in high concentrations of glycerol: chemical toxicity vs
osmotic shock at normal and reduced oxygen concentrations,
Cryobiology, 37:325-338

Woods, E.J., Gilmore, J.A., Liu, J. (2000). Cryoprotective agent and
temperature effects on human sperm membrane permeabilities:
convergence of theoretical and empirical approaches for optimal
cryopreservation methods, Hum Reprod, 15:335-343.

Yoon, T.K., Kim, T.J., Park, S.E. et al. (2003). Live birth after vitrification
of oocytes in a stimulated in vitro fertilization embryo-transfer program,
Fertility and Sterility, 79:1323-1326.

Kuleshova, L., Gianaroli, L., Magli, C. et al. (1999). Birth following
vitrification of a small number of human oocytes: case report, Human
Reproduction, 14:3077-3079.

Yoon, T.K., Chung, H.M., Lim ,J.M. et al. (2000). Pregnancy and
delivery of healthy infants developed from vitrifi ed oocytes in a
stimulated in vitro fertilization embryo-transfer program, Fertility and
Sterility, 74:180-181.

Kartberg, A.J, Hambiliki, F., Arvidsson, T., Stavreus-Evers, A.,
Svalander, P. (2008). Vitrification with DMSO protects embryo
membrane integrity better than solution without DMSO, Reproductive
BioMedicine Online, 17:378-384.

Lim, J.M., Ko, J.J., Hwang, W.S., Chung, H.M., Niwa, K. (1999).
Development of in vitro matured bovine oocytes after cryopreservation
with different cryoprotectants, Theriogenology, 51:1303-1310.

Bagis, H., Odaman, H., Sagirkaya, H., Dinnyes, A. (2002). Production of
transgenic mice from vitrified pronuclear-stage embryos, Mol Reprod
Dev, 61:173-179

73



70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

Mcgann, L.E. (1978). Differing action of penetrating and nonpenetrating
agents, Cryobiology, 15:382-390.

Mcwilliams, R.B., Gibbons, W.E., Leibo, S.P. (1995). Osmotic and
physiological responses zygotes and human oocytes to mono-and
disaccharides, Hum Reprod, 10:1163-1171.

Arav, A., Hehu, D., Mattioli, M. (1993). Osmotic and cytotoxic study of
vitrification of immature bovine oocytes, J Reprod Fertil, 99:353-358.
Cabria, E., Anel, L., Herraez, M.P. (2001). Effect of external
cryoprotectants as membrane stabilizers on cryopreserved rainbow trout
sperm, Theriogenology, 52:623-635

Pugh, P.A., Ankersmith, A.E.L., Mcgowan, L.T., Tervit, H.R. (1998).
Cryopreservation of in vitroproduced bovine embryos: effects of protein
type and concentration during freezing or of liposomes during culture on
post-thaw survival, Theriogenology, 50:495-506.

Begin, |., Bhatia, B., Baldassarre H., Dinyess, A., Keefer, C.L. (2003).
Cryopreservation of goat oocytes and in vivo derived 2- to 4-cell
embryos using the cryoloop (CLV) and solidsurface vitrification (SSV)
methods, Theriogenology, 59:1839-1850.

Bagis, H., Aktoprakligil, D., Odaman H., Yurdusev, M.N., Turgut, G.,
Sekmen, S., Arat, S., Cetin, S. (2006). Stable transmission and
transcription of Newfoundland ocean pout type Il fish antifreeze protein
(AFP) gene in transgenic mice and hypothermic storage of mouse
garnets with AFP, Mol Rep Dev, 73:1404-1411

Rall W.F. (1992). Criyopreservation of oocytes and embryos: methods
and applications, Anim Reprod Sci, 28:237-245.

Duman, J.G. (1982). Insects’ antifreezes and icenucleating agents,
Cryobiology, 19:613-627.

Cseh, S., Corselli, J., Nehlsencannarella, S.L., Bailey, L.L., Szalay, A.A.
(1997). The effect of quick-freezing in ethylene glycol on morphological
survival and in vitro development of mouse embryos frozen at different

preimplantation stages, Theriogenology, 48:43-50.

74



80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

Park, S.P., Kim, E.Y., Oh, J.H., Nam, HK,, Lee, K.S., Park, S.Y., Park,
E.M., Yoon, S.H., Chumg, K.S., Lim, J.H. (2000). Ultra-rapid freezing of
human multipronuclear zygotes using electron microscope grids, Hum
Reprod, 15:1787-1790.

Vajta, G. (2000). Vitrification of the oocytes and embryos of domestic
animals, Anim Reprod Sci, 60/61:357-364.

Macfarlene, D.R., Forsyth, M. (1990). Recent insight on the role of
cryoprotective agents in vitrification, Cryobiology, 27:345-358.

Kong, I. K., Lee, S. I, Cho, S. G., Cho,S. K., Park, C. S. (2000).
Comparison of open pulled straw (OPS) vs glass micropipette (GMP)
vitrification in mouse blastocyst, Theriogenology, 53:1817-1826.

Merton, J. S., Oei, C., Otter, Z., Haring, R., Vajta, G. (2001). Effect of
cryopreservation method (glycerol, ethylene glycol and open pulled
straw) on in vitro survival of slaughterhouse and OPU derived IVP
embryos, Theriogenology, 55:312.

Asada, M., Ishibashi, S., Ikumi, S., Fukui, Y. (2002). Effect of polivinyl
alcohol (PVA) concentration during vitrification of in vitro matured bovine
oocytes, Theriogenology, 58:1199-1208.

Courtney, B.S., Lane, M., Gardner, D. K. (2006). The CryolLoop
facilitates re-vitrification of embryos at four successive stages of
development without impairing embryo growth, Hum Reprod, 1:1-7.
European Society for Human Reproduction and Emryology [ESHRE] /
American Society for Reproductive Medicine [ASRM], (2004).
Kuwayama, M., Vajta, G., leda, S., Kato, O. (2005). Comparison of
open and closed methods for vitrification of human embryos and the
elimination of potential contamination, = Reproductive BioMedicine
Online, 11:608-614.

Al-Hasani, S., Ozmen, B., Koutlaki, N., Schoepper, B., Diedrich, K.,
Schultze-Mosgau, A. (2007). Three years of routine vitrifi cation of
human zygotes: is it still fair to advocate slow-rate freezing?
Reproductive BioMedicine Online, Vol 14. No 3. 288-293.

75



90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

Whittemore, A.S. (1993). Fertility drugs and the risk of ovarian cancer,
Hum Reprod, 8:999-1000

Navot, D., Bergh, P.A. and Laufer N. (1992). Ovarian hyperstimulatio
syndrome in novel reproductive technologies: prevention and treatment,
Fertility and Sterility, 58:249-261.

Delvigne, A. and Rozenberg, S. (2003). Review of clinical course and
treatment of ovarian hyperstimulation syndrome (OHSS), Hum Reprod
Update, 9:1-20.

Schenker, J.G. and Weinstein, D. (1978). Ovarian hyperstimulation
syndrome: a current survey, Fertility and Sterility, 30:255-268.

Hock, D.L. and Seifer, D.B. (2000). Ovarian hyperstimulation syndrome,
Infertil Reprod Med Clin North Am, 11:399-417.

Schenker, J.G. and Ezra, Y. (1994) Complications of assisted
reproductive techniques, Fertility and Sterility, 61:411-422 .

Brinsden, P.R., Wada, I., Tan, S.L., Balen, A. and Jacobs, H.S. (1995)
Diagnosis, prevention and management of ovarian hyperstimulation
syndrome, Br J Obste. Gynaecol, 102:767-772.

Serour, G.l., Aboulghar, M., Mansour, R., Sattar, M.A., Amin, Y. And
Aboulghar, H. (1998) Complications of medically assisted conception in
3,500 cycles, Fertility and Sterility, 70:638-642.

Aboulghar, M.A., Mansour, R.T., Serour, G.l., Elattar, I. and Amin, Y.
(1992). Follicular aspiration does not protect against the development of
ovarianhyperstimulation syndrome, J. Assist Reprod Genet, 9:238-243.
Rizk, B. and Smitz, J. (1992). Ovarian hyperstimulation syndrome after
superovulation for IVF and related procedures, Hum Reprod, 7:320-327.
Balasch, J., Arroyo, V., Carmona, F., Llach, J., Jimenez, W., Pare, J.C.
and Vanrell, J.A. (1991). Severe ovarian hyperstimulation syndrome:
role of peripheral vasodilation, Fertility and Sterility, 56:1077-1083.
Yarali, H., Fleige-Zahradka, B.G., Yuen, B.H. and McComb, P.F. (1993).
The ascites in the ovarian hyperstimulation syndrome does not originate
from the ovary., Fertil. Steril., 59: 657-661.

76



102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

Cantelli, B. and Recorari, R. (1999). Prevention of ovarian
hyperstimulation syndrome.

Rizk, B. and Aboulghar, M.A. (1991). Modern management of ovarian
hyperstimulation syndrome. Hum. Reprod., 6:1082-1087.

Rizk, B. and Aboulghar, M.A. (1999). Classification, pathophysiology
and management of ovarian hyperstimulation syndrome, In Brinsden, P.
(ed.) In-Vitro Fertilization and Assisted Reproduction. The Parthenon
Publishing Group, New York, London, pp.131-155

D’Angelo, A. and Amso, N. (2002). Embryo freezing for preventing
ovarian hyperstimulation syndrome: a Cochrane review, Hum Reprod,
17:2787-2794.

Blankstein, J., Lunenfeld, B., Serr, D.M. and Mashiach, S. (1987).
Ovarian hyperstimulation syndrome prediction by number and size of
preovulatory ovarian follicles, Fertility and Sterility, 47:597-602.

Edwards, R.G. (1965). Maturation in vitro of human ovarian oocytes The
Lancet |, 926-929.

Veek, L., Wothman, J., et al. (1983). Maturation and fertilization of
morphologically immature human oocytes in aprogram of in vitro
fertilization, Fertility and Sterility, 39:694-696.

Barnes, F., Crombie, A., Gardner, D., Kausche, A., Lacham-Kaplan, O.,
Suikkari, A.M., Tiglias, J., Wood, C. and Trounson, A.O. (1995).
Blastocyst development and birth after in vitro maturation of human
primary oocytes, intracytoplasmic sperm injection and assisted hatching,
Hum Reprod, 10:3243-3247

Cha, K. and Chian, R.C. (1998). Maturation in vitro of immature human
oocytes for clinical use, Hum Reprod Update, 4:103-120.

Chian, R., Gulelkli, B., Buckett, W. and Tan, S. (1999). Priming with
human chorionic gonadotropin before retrieval from unstimulated women
with infertility due to the polycystic ovary syndrome, N Engl J Med,
341:1624-1626.

77



112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

Abdul-Jalil, A., Child. T., Phillips, S., Dean, N., Carrier, S. and Tan, S.
(2001) Ongoing twin pregnancy after ICSI of PESA-retrieved
spermatozoa into in vitro matured oocytes, Hum Reprod, 16:1424-1426.

Lin, Y.H., Hwang, J.L., Huang, LW., Mu, S.C., Seow, K.M., Chung, J.,
Hsieh, B., Huang, S.C., Chen, C.Y. and Chen, P.H. (2003). Combination
of FSH priming and hCG priming for in-vitro maturation of human
oocytes, Hum Reprod, 18:1632-1636.

Child, T., Phillips, S., Abdul-Jalil, A., Gulekli, B. and Tan, S. (2002) A
comparison of in vitro maturation and in vitro fertilization for women with
polycystic ovaries, Obstet Gynecol, 100(4):665-670

Chian, R., Buckett, W., Too, L. and Tan, S.L. (1999). Pregnancies
resulting from in vitro matured oocytes retrieved from patients with
polycystic ovary syndrome after priming with human chorionic
gonadotropin, Fertility and Sterility, 72:639-642.

Tan S.L., Child, T.J., Gulekli, B. (2002). In-vitro maturation and
fertilization of oocytes from unstimulated ovaries: Predicting the number
of immatur oocytes retrieved by early follicular phase ultrasound scan,
Am J Obstet & Gynecol, 186:684-689

Kadoch, I.J., Fanchin, R., Frydman, R. et al. (2007). Controlled naturel
cycle IVF: a novel approach for dominant follicle during an IVM cycle,
Biomedicine online, 14:598-601.

Benkhalifa, M., Demirol, A., Ménézo, Y.J.R., Balashova, E., Abduljalil,
A K., Abbas, S., Giakoumakis, I., Gurgan, T. (2009). Natural cycle IVF
and oocyte in-vitro maturation in polycystic ovary syndrome: a
collaborative prospective study, RBM online, 18(1):20-36.

Barnes F.L., Kausehe, A., Tiglias, J. et al. (1996). Production of
embryos from in vitro-matured primary human oocytes, Fertility and
sterility, 65:1151-1156.

Yoon, H.G., Yoon, S.H., Son, W.Y., Lee S.W., Park, S.P., IMK.S., Lim,
J.H. (2001). Pregnancies resulting from IVM oocytes collected from

78



121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

woman with regular menstural cycle, Journal of Assisted Reproduction
and Genetic, 18(6):325-329

Le Du, A., Kadoch, I|.J., Bourcigaux, N., Doumerc, S., Bourrier, M.C.,
Chevalier, N., Fanchin, R., Chian, R.C., Tachdjian, G., Frydman, R.,
Frydman, N. (2005). In vitro oocyte maturation for the treatment of
infertility associated with polycystic ovarian syndrome: the French
experience, Human Reproduction, 20(2):420-424

Nikas, G., Makrigiannakis, A. (2003). Endometrial pinopodes and
uterine receptivity, Ann NY Acad Sci, 997:120-123.

Pacey, A.A., Hill, C.J., Scudamore, I.W. Warren, M.A., Barratt, C.L.R.,
and Cooke, I.D. (1995). The interaction in vitro of human spermatozoa
with epithelial cells from the human uterine (Fallopian) tube, Human
Reproduct, 10(2):360-366.

Ola, B., Li, T.C. (2006). Implantation failure following in-vitro fertilisation,
Current Opinion in Obstetrics and Gynaecology, 18:440-445

Rogers, P., Leeton. (2000). Uterine receptivity and embryo transfer In:
Trounson AO, Gardner DK, eds. Handbook of in vitro fertilization, 2 ed.,
CRC Pres, FL, 499-528.

Fitzgerald, C., Zimon A.E., Jones E.E. (1998). Aging and reproductive
potential in women, Yale J Biol Med, 71(5):367-81

Krey, L., Liu, H., Zhang, J., Grifo, J. (2001). Fertility and maternal age
strategies to improve pregnancy outcome, Ann N Y Acad Sci, 943:26-33.
Munne, S., Alikani, M., Tomkin, G., et al. (1995). Embryo morphology,
developmental rates, and maternal age are correlated with chromosome
abnormalities, Fertility and Sterility, 64:382-391.

Fahri, J., Ashkenazi, J., Feldberg, D., Dicker, D., Orvisto, R., Ben Rafael,
Z. (1995). Effect of uterine leiomyomata on the result of in vitro
fertilization treatment, Hum Reprod, 10:2576-2578.

Goldenberg, M., Sivan, E., Sharabi Z., Mashiach, S., Lipitz, S. and
Seidman, D.S. (1995). Reproductive outcome foolwing hysteroscopic

79



131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

management of intrauterine septum and adhesions, Hum Reprod,
10:2663-2665.

Child, T.J., Gulekli, B., Sylvestre, C., Tan, S.L. (2003). Ultrasonographic
assessment of endometrial receptivity at embryo transfer in an in vitro
maturation of oocyte program, Fertility and Sterility, 79(3):656-58.
Speroff, L., Glass, R.H., Kase, N.G. (1994). Assisted reproduction. In
Speroff, L., Glass, R.H., Kase, N.G., eds. Clinical Gynecologic
Endocrinology and Infertility, Baltimore, W illiams& Wilkins, 1133-1148.
Paria, B.C., Reese, J., Das, S.K., Dey, S.K. (2002). Deciphering the
cross-talk of implantation, Advances and challenges, Science,
296(5576):2185-2188.

Gardner, D.K., Schoolcraft, W.B., Wagley , L., Schlenker, T., Stevens,
J., Hesla, J. (1998). A prospective randomized trial of blastocyst and
culture and transfer in in-vitro fertilization, Hum Reprod, 13:3434-
3440.

Sjéberg, O.N., Hamberger, L. (1999). Blastocyst Development and
Early Implantation, Oxford University Press (Oxford), 29-35.

Herrer, A., Rango, U., Beier, H. (2003). Embro-maternal signalling: how
the embryo starts talking to its mother to accomplish implantation,
Reprod Biomed Online, 6(2):244-256.

Tulsiani, D.R.P. and Abou-Haila, A. (2000). @ Mammalian sperm
molecules that are potentially important in interaction with female genital
tract and egg vestments, Zygote, 9:51-69.

Li, H.P., Balmaceda, J.P., Zovues, C., Cittadini, E., Figueroa Casas, P.,
Johnston, I. and Asch, R.H. (1992). Heterotopic pregnancy associated
with gamete intra-fallopian transfer, Human Reproduction, 7(1):131- 135.
Reinhart, K.C., Dubey, R.K., Keller, P.J., Lauper,U and Rosselli, M.
(1999) Xenooestrogens and phyto-oestrogens induce the synthesis of
leukaemia inhibitory factor by human and bovine oviduct cells,
Mol.Hum.Reprod, 5(10):899-907.

80



140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

Velasquez, L.A., Maisey, K., Fernandez, R., Valdes, R., Cardenas, H.,
Imarai, M., Delgado, J., Aguilera, J. and Croxatto, H.B. (2001). PAF
receptor and PAF acetylhydrolase expression in the endosalpinx of the
human Fallopian tube: possible role of embryo-derived PAF in the
control of embryo transport to the uterus Human Reproduction, 16(8):
1583-1587.

Tabibzadeh, S. (1991). Human Endometrium: An Active Site of Cytokine
Production and Action. Endocrine Reviews vol.12 no.3.

Denker, H.W. (1993). Implantation:A Cell Biological Paradox, J. Zoology,
266:541-558.

Giudice, L.C. (1999). Implantation and endometrial function. Ed. Fauser,
B.C.J.M.: Molecular Biology in Reproductive Medicine. Chapter 16 ,First
ed., Parthenon Publishing, London/New York, 333-352.

Baycu, C., Ozatik, O., Girer F., Inaldéz, S.S, Girer, D. (2009).
Endometriyum reseptivitesi tuba epitelinin oosit ve embriyo ile otokrin ve
parakrin iliskisine mi baghdir? Anadolu Universitesi bilim ve teknoloji
dergisi, 10(1):133-139.

Gulekli, B., Buckett, W.M., Chian, R.C., Child, T.J., Abdul-dalil, A.K.,
Tan, S.L. (2004). Randomized, controlled trial of priming with 10,000 U
versus 20.000 IU of human chorionic gonadotropin in women with
polycystic ovary syndrome who are undergoing in vitro maturation,
Fertility and Sterility, 82:1458-1459.

Zhao, J.Z., Zhou, W., Zhang, W., Ge, H.S., Huang, X.F. and Lin, J.J.
(2009). In-vitro maturation and fertilization of oocytes from unstimulated
ovaries in infertile women with polycysticovary syndrome, Fertility and
Sterility, 91(6):2568-2571.

McGee, E., Spears, N., Minami, S., Hsu,S.Y., Chun, S.Y., Billig, H. and
Hsueh, AJW. (1997). Preantral Ovarian Follicles in Serum-Free
Culture: Suppression of Apoptosis after Activation of the Cyclic

Guanosine 3',5'-Monophosphate Pathway and Stimulation of Growth and

81



148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

Differentiation by Follicle-Stimulating Hormone Endocrinology, 138(6):
2417-2424.

Mikkelsen, A.L. and Lindenberg, S. (2001). Benefit of FSH priming of
women with PCOS to the in vitro maturation procedure and the outcome:
a randomized prospective study, Reproduction, 122:587-592.

Mikkelsen, A.L., Smith, S.D. and Lindenberg, S. (1999). In-vitro
maturation of human oocytes from regularly menstruating women may
be successful without follicle stimulating hormone priming, Human
Reproduction, 14(7):1847-1851.

Tan, S.L., Steer, C.V., Royston, P., Pizk, P., Mason, B.A. and Campbell,
S. (1990). Conception rates and in vitro fertilisation, The Lancet,
335(8684):299.

Hershlag, A., Floch, J.A., DeCherney, A.H. and Lavy, G. (1990).
Comparison of singleton and multiple pregnancies in IVF and ET,
Journal of Assisted Reproduction and Genetics, 7(3):157-159.
Papanikolaou, E.G., D’haeseleer, E., Verheyen, G. et al. (2005). Live
birth rate is significantly higher after blastocyst transfer than after
cleavage-stage embryo transfer when at least four embryos are
available on day 3 of embryo culture: a randomised prospective study,
Hum Reprod, 20:3198-3203.

Buster, J.E., Bustillo, M., Rodi, I.A., Cohen, S.W., Hamilton, M., Simon,
J.A., Thorneycroft, I.H. and Marshall, J.R. (1985). Biologic and
morphologic development of donated human ova by nonsurgical uterine
lavage, Am J Obstet. Gynecol, 153:211-217.

Olivennes, F., Hazout, A., Lelaidier, C., Freitas, S., Fanchin, R., de
Ziegler, D. and Frydman, R. (1994). Four indications for embryo transfer
at the blastocyst stage, Hum. Reprod, 9:2367-2373.

Artini, P.G., Valentino, V., Cela, V. et al. (2004). A randomised control
comparison study of culture media (HTF versus P1) for human in vitro
fertilization, Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol, 116:196-200.

82



156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

Veeck, L.L. (1992). Atlas of the human oocyte and early conceptus,
Philadelphia: Williams — Wilkins.

Henry, S.A. (1985). Maturation of the human oocyte in vitro: nuclear
events during meiosis (an ultrastructural study), Gamete Research,
12:237-251.

Galli C, et al. (1991). Development of immature boxine oocytes into
viable embryos in vitro, Bull Assoc Anat Mar, 75:67-71.

Fukuii, Y., McGowan, L.T. (1991). Factors affecting the in vitro
development to blastocysts of bovine oocytes matured and fertilized in
vitro, Journals of Reproduction and Fertility, 92:125-132.

A.Trounson A., Anderiesz, C., MJones, G., Kausche, A., Lolatgis, N. and
Wood, C. (1998). Oocyte maturation Human Reproduction, 13:52-62.
Cincik, M., Sezen, S., Coskun, O., Korkmaz, C., Ozsoy, H.M. (2000).
Farkh Kiltir Ve inkiibasyon ModellerininOosit in-Vitro Maturasyonuna
Etkileri, Turkiye Klinikleri Tip Bilimleri Dergisi, 20:291-294.

Kadam, A., et al. (1991). A follicular fluid factor, inhibiting xenopus
oocytes maturation, Endocr Res,17(3-4):343-355.

Veede, L. (1998). Preembryo grading and degree of cytoplasmic
fragmentation. In: Veede, ed. An Atlas of human Gamates and
conceptuses, London, 46-51.

Claman, P., Armant, D.R., Seibel, M.M. et al. (1987). The impact of
embryo quality and quantity on implantation and the establishment of
viable pregnancies, Journal of Assisted Reproduction and Genetics,
4:218-222.

Steer, R., Mills C.J., Tan, S.L. et al. (1992). The cumulative embryo
score: a predictive embryo scoring technique to select the optimal
number of embryos to transfer in an in-vitro fertilization and embryo
transfer program, Human Reproduction, 7:117-119.

Polge, C., Smith, A.U., Parkes, A.S. (1949). Revival of spermatozoa
after vitrification and dehydration at low temperatures, Nature, 164: 666-
667.

83



167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.
178.

Watson, P.F. (1995). Recent developments and concepts in the
cryopreservation of spermatozoa and the assessment of their post-
thawing function, Reprod Fertil Dev, 7:871-891.

Watson, P.F. (2000). The causes of reduced fertility with cryopreserved
semen, Anim Reprod Sci, 60:481-492.

Holt, W.T. (2000). Fundemental aspects of sperm cryobiology: the
importance of species and individual differences, Theriogenology, 53:47-
58.

Holt, W.T. (2000). Basic aspects of frozen storage of semen, Anim
Reprod Sci, 62:3-22.

Leibo, S.P., Brandley, L. (1999). Comparative cryobiology of mammalian
spermatozoa, In: C Gagnon (Ed), The Male Gamet. Cache River Press,
St Louis, 502-515.

Edashige, K., Yamaji, Y., Kleinhans, F.W., Kasai, M. (2003). Atrtificial
expression of aquaporin-3 improves the survival of mouse oocytes after
cryopreservation, Biol Reprod, 68:87-94.

Whittingham, D.G., Leibo S.P., Mazur, P. (1972). Survival of mouse
embryos frozen to —196 and — 269 °C, Science, 178:411-414.

Chen, C. (1986). Pregnancy report after human oocyte
cryopreservation, The Lancet, 1(8486):884-886

Arakawa, T., Carpenter, J.F, Kita, Y.A., Crowe J.H. (1990). The basis
for toxicity of certain cryoprotectans: a hypothesis, Cryobiology, 27 401-
415.

Chian, R.C., Kuwayama, M., Tan, L., Tan, J., Kato, O., Nagai, N. (2004).
High survival rate of bovine oocytes matured in vitro following
vitrification, Journal of Reproduction and Development, 50:685-696.
Trouson, A.O. (1990). Cryopreservation, Br Med Bull, 46(3): 695-708.
Lopatarova, M., Aech, S. Havlicek, V., Holy, L. (2002). Effect of
vitrification in open pulled straws on survival of bovine embryos from

superovulated Cows, Acta Vet Brno, 71:93-99.

84



179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

Leibo, S.P., Loskutoff, N.M. (1993). Cryobiology of in vitro-derived
bovine embryos, Theriogenology, 39:81-94.

Baguisi, A., Lonergan, P., Overstrom, E.W., Boland, M.P. (1999).
Vitrification of bovine embryos: Incidence of necrosis and apoptosis,
Theriogenology, 51:62.

MacFarlane, D.R. (1987). Physical aspects of vitrification in aqueous
solutions, Cryobiology, 24:181-195.

Park, S.P., Kim, E.Y., Kim, D.l.,, Park, N.H., Won, Y.S., Yoon, S.H.,
Chung, K.S., Lim, J.H. (1999). Simple, efficient and successful
vitrification of bovine blastocysts using electron microscope grid, Human
Reprod, 14:2838-2843.

Shaw, J.M., Kola, |., MacFarlane, D.R., Trounson, A.O., (1991). An
association between chromosomal abnormalities in rapidly frozen 2-cell
mouse embryos and the ice-forming properties of the cryoprotective
solution, J Reprod Fertil, 91:9-18.

Vajta, G., Boothi P.J., Holm, P., Greve, T., Callesen, H., (1997).
Successful vitrification of early stage bovine in vitro produced embryos
with the open pulled straw (OPS) method, Cryo-Letters, 18:191-195.
Zheu, S.E., Zeng, S.M., Yu, W.L., Li, S.J., Zhang, Z., Chen, Y.F. (2001).
Vitrification of in vivo and in-vitro produced ovine blastocysts, Animal
Biotechnology, 12:193-203.

Leeuw, F.E.D., Leeuw, A.M.D., Daas, J.H.G., Colenbrander, B.V.,
Erkleij, A.J (1993). Effects of various cryoprotective agents and
membrane-stabilizing compounds on bull sperm membrane integrity
after cooling and freezing, Cryobiology, 30:32-44.

Palasz, A.T., Alkemade, S., Mapletoft, R.J. (1993). Sodium hyaluronate
as a substitute for biological protein in bovine and mouse freezing.
Cryobiology, 30:172-178.

Leibo, S.P., Oda, K. (1993). High survival of mouse zygotes and
embryos cooled rapidly or slowly in ethylene glycol plus
polyvinylpyrrolidone, Cryoletters, 14:133-144.

85



189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

Bautista, J.A., Kanagawa, H. (1998). Current status of vitrification of
embryos and oocytes in domestic animals: ethylene glycol as an
emerging cryoprotectant of choice, Jpn J Vet Res, 45:183-191.

Van Langendonckt, A., Donnay, |., Labrique, V., Massip, A., Dessy, F.,
(1997). In vitro production of viable bovine blastocysts in media
supplemented with rabbit originated products, Theriogenology, 48:1387-
1395.

Trouson, A.O., Kirby, C. (1989). Problems in the cryopreservation of
unfertilized eggs by slow cooling in dimethylsulfoxide, Fertility and
Sterility, 52(5):778-786.

Ullah, N., Shimizu, M., lzaike, Y., Anwar, M. (1997). Survival of bovine
oocytes after exposure to ethylene glycol, Theriogenology, 47(1):357.
Glenister, P.H., Wood, M,J, Kirby, C., Whittingham, D.G. (1987).
Incidence of chromosome anomalies in first cleavage mouse embryos
obtained from frozen thawed oocytes fertilized in vitro, Gamete
Research, 16:205-216.

Saito, H., Ishida, G.M., Kaneko, T. et al. (2000). Application of vitrifi
cation to human embryo freezing, Gynecolology and Obstetrical
Investigations, 49:145-149.

El-Danasouri, I, Selman, H. (2001). Successful pregnancies and
deliveries after a simple vitrifi cation protocol for day 3 human embryos,
Fertility and Sterility, 76:400-402.

Kuleshova, L., Lopata, A. (2002 ). Vitrification can be more favorable
than slow cooling, Fertility and Sterility, 78,:449-454.

Liebermann, J., Tucker, M.J. (2002). Effect of carrier system on the yield
of human oocytes and embryos as assessed by survival and
developmental potential after vitrification, Reproduction, 124:483-489.
Antinori, M., Licata, M., Dani, G., Cerusico, F., Versaci, C., Antinori, S.
(2007). Cryotop vitrification of human oocytes results in high survival
rate and healthy deliveries, Reproductive Biomedicine Online, 14(1): 72-
79.

86



199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

Kuwayama, M., Vajta, G., Kato, O., Leibo, S.P. (2005). Highly efficient
vitrification method for cryopreservation of human oocytes, Reproductive
Biomedicine Online, 11(3):300-308.

Vanderzwalmen, P., Bertin, G., Debauche, C., et al. (2003). Vitrification
of human blastocysts with the Hemsi-Straw carrier: application of
assisted hatching after thawing, Human Reproduction, 18:1504-1511.
Mukaida, T., Nakamura, S., Tomiyama, T. et al. (2003). Vitrification of
human blastocysts using cryoloops: clinical outcome of 223 cycles,
Human Reproduction, 18:384-391.

Huang, C.C., Lee, T.H., Chen, H.H. et al. (2005). Successful pregnancy
following blastocyst cryopreservation using super-cooling ultrarapid
vitrification, Human Reproduction, 20:122-128.

Choi, D.H., Chung, H.M., Lim, J.M., Ko, J.J., Yoon, T.K., Cha, K.Y.
(2000). Pregnancy and delivery of healthy infants developed from
vitrified blastocysts in an IVF-ET program, Fertility and Sterility,
74(4):838-839.

Pelkonen, S., Koivunen, R.M, Martikainen, H., Gissler, M., Hartikainen,
A.L., Tiitinen A. (2008). Obstetric and perinatal outcome of children born
after the transfer of cryopreserved and fresh embryos, Abstracts of the
Scientific Oral & Poster Sessions Program Supplement Fertility and
Sterility, Abstracts of the Scientific Oral & Poster Sessions Program
Supplement, 90:64-65.

Kansal-Kalra, S., Molinaro, T.A, Sammel, M.D. (2008). Viable
pregnancies following fresh versus frozen embryo transfer: is there a
difference in the rate of serum human chorionic gonadotropin (hCG)
rise? Fertility and Sterility, Abstracts of the Scientific Oral & Poster
Sessions Program Supplement, 90:205.

Baker, HW.G., Garrett, C., Breheny, S., Healy,D.L., Jaques, A.,
. Halliday A.J. (2008). Outcomes after ART mainly occur with fresh not
frozen embryo transfers: significance and implications? Fertility and

87



207.

208.

209.

210.

211.

Sterility, Abstracts of the Scientific Oral & Poster Sessions Program
Supplement, 90:29.

Chian, R.C., Gilbert, L., Huang, J.Y.J., Demirtas E., Holzer, H.,
Benjamin, A., Buckett, W.M., Tulandi, T., Seang, L.T. (2009). Live birth
after vitrification of in vitro matured human oocytes, Fertility and sterility,
91(2):372-376.

Chian, R.C., Huang, J.Y., Gilbert, L., Son, W.Y., Holzer, H., Cui, S.J,
Buckett, W.M., Tulandi, T., Tan, S.L. (2009). Obstetric outcomes
following vitrification of in vitro and in vivo matured oocytes, Fertility and
Sterility, 91(6):2391-2398.

Noyes, N., Porcu, E., Borini, A. (2009). Over 900 oocyte
cryopreservation babies born with no apparent increase in congenital
anomalies, Reproductive Biomedicine Online, 18(6): 769-776.

Buckett, W.M., Chian, R.C., Holzer, H. (2007). Obstetric Outcomes and
Congenital Abnormalities After In Vitro Maturation, In Vitro Fertilization,
and Intracytoplasmic Sperm Injection, Obstet Gynecol, 110:885-891.
Banwell, K.M., Thompson, JG. (2008). In Vitro Maturation of Mammalian
Oocytes: Outcomes and Consequences, Semin Reprod Med, 26:162-
174.

88



OzZGECMIs

Kisisel Bilgiler

Adi Soyadi Ebru ALCOLAK

Dogum Yeri ve Tarihi Almanya, 04/01/1984

Medeni Hali Bekar

Yabanci Dili ingilizce

iletisim Adresi Cumhuriyet Universitesi, Tip Fakdiltesi, Histoloji
Embriyoloji Anabilim Dal 58140 Sivas

E-Posta Adresi ebrualcolak@hotmail.com

Egitim ve Akademik Durum

Lise Seyhan Rotary Anadolu Lisesi 2002
Lisans Cukurova Universitesi 2007
Yiksek Lisans Cumhuriyet Universitesi 2010

Bu calisma Cumhuriyet Universitesi Saglik Bilimleri Enstitisi Midarlagi
Yénetim Kurulu Karari ile Almanya’nin Schleswig-Holstein Universitesi
Hastanesi, Kadin Hastaliklari ve Dogum Klinigi, infertilite ve IVF Unitesi
tarafindan desteklenmisgtir.

89



90



