T.C.

ISTANBUL YENI YUZYIL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
HISTOLOJI VE EMBRIYOLOJi ANABILIM DALI
KLINiK EMBRIYOLOJi PROGRAMI

YARDIMCI UREME TEKNIiKLERi UYGULAMALARINDA TUM
EMBRiIYOLARIN DONDURULARAK TRANSFERININ OTELENMESI
YAKLASIMININ KLINiK SONUCLAR BAKIMINDAN iINCELENMESI

YUKSEK LISANS TEZI

Biisra DEMIRARSLAN UKER

Tez Danismani
Prof. Dr. Hiisniye Dogruman

Prof. Dr. Engin Oral

ISTANBUL

Agustos 2017



T.C.
ISTANBUL YENI YUZYIL UNIiVERSITESI

Saghk Bilimleri Enstitiisii

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Klinik Embriyoloji Yiiksek Lisans Programi
cergevesinde yiiriitiilmiis olan bu ¢alisma asagidaki jiiri tarafindan Yiiksek Lisans

Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 09/08/2017

Prof. Dr. Hiisniye DOGRUMAN
Istanbul Yeni Yiizyil Universitesi
Tip Fakiiltesi

Jiir1 Bagkani

Prof. Dr. Engin ORAL Dog. Dr.Cenk KIG
Istanbul Universitesi Istanbul Yeni Yiizy1l Universitesi
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tip Fakiiltesi

Uye Uye



BEYAN

Bu tez caligmasinin kendi calismam oldugunu, tezin planlanmasindan
yazimina kadar biitiin safhalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin
bilgileri akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez ¢alismasinla elde
edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da
kaynaklar listesine aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve

telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigi beyan ederim.

BUSRA DEMIRARSLAN UKER



ITHAF

Sevgili esim Muhammed UKER’e ithaf ediyorum...



TESEKKUR

Yiiksek lisans 6grenimime basladigim giinden itibaren benimle c¢ok ilgilenen,
tez calisgmamin yapilmasinda bilgisini ve degerli goriislerini paylasan, degerli

danismanim sayim Prof. Dr.ENGIN ORAL ve HUSNIYE DOGRUMAN’a

Yiiksek lisans egitimimde, ise basladigim giinden beri bana yardimci olan ve
destegini hi¢ bir zaman esirgemeyen degerli klinik bagkanimiz Prof. Dr. MUSTAFA
BAHCECI ’ye;

Yiiksek lisans tezimi yazarken bana destek olan degerli direktoriimiiz Dr.
NECATI FINDIKLI’ya laboratuvar sorumlumuz TURAN AKSOY’a, Tez
yazimimdaki istatistik degerlendirmelerinde ve bununla birlikte ihtiyacim olan her
asamada bana yardimci olan kiymetli MERAL GULTOMRUK ‘a, tezimin yazimi
icin desteklerini esirgemeyen sevgili MUNEVVER COBAN‘a , tez yazimimda
kullandigim sekilleri saglayan degerli c¢alisma arkadasim ASUMAN ISLER
GULEL’e tesekkiirlerimi borg bilirim.

Yiiksek lisans egitimim siiresince, bikmadan gosterdigi bilimsel yol gosterici
tutumu ile bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim hocam Klinik Embriyoloji Bolim

Baskani Sayin Prof. Dr. TULAY IREZ’e;

Egitimime basladigim ilk giinden beri bana her konuda yardimci olan ve
manevi giicii bana hissettiren ¢ok kiymetli annem HASIBE DEMIRARSLAN'a,
babam ABDULLAH DEMIRARSLANa ¢ok tesekkiir ederim.

Yasamim boyunca bana destek olan ablam VILDAN SENTURK'e ve
kardeslerim ASLIHAN DEMIRARSLAN, ZEYNEP DEMIRARSLAN'a, sabr1 ve
bana olan giiveni icin sevgili esim MUHAMMED UKER’e sonsuz kez tesekkiir

ederim.



Bu ¢alisma BAHCECI SAGLIK GRUBU tarafindan desteklenmistir.



ICINDEKILER
BEY AN ettt et are e re e I
ITHAF ..o I
TESEKKUR .....oooovivieiiieeecee oot ese s sttt iii
ICINDEKILER .........coooooioieeeeeeeeeeeeeeee ettt v
TABLOLAR ...ttt e viii
GRAFIKLER ........ccoooiiiiiiiiiniesieee s ix
SEMBOLLER/KISALTMALAR LISTESI .....cccoooooniiniiniinicees X
OZET ... il
ABSTRACT ettt sr et e r e te e e neenneeneeenes Xiii
1. GIRIS VE AMAC ..ottt n st 1
2. GENEL BILGILER ........ccooiiiiiiitiiiiinieesssss e 3
2.1. INFEITLILE ..vovoeecvvicic ettt ettt 3
2.1.1. Erkek Infertilitesinin Degerlendirilmesi: ...........ceveveviiieceerereiiiieenenenans 4
2.1.2. Kadim Infertilitesinin Degerlendirilmesi : ........cceveveviieicuerererieieeienenans 6
2.2. Yardimet Ureme TeKniKIeTi........o.cvvvueveveeereeeeieiereeeceeeesee s eneneen, 9
2.2.1. IVF Laboratuvarlarinda Giivenilir Kriyoprezervayson Tekniklerinin
GETEKIIIIZT 1. 12
2.2.2.  Vitrifikasyon MEetOUU .........ccceeveiieiiiieii e 12
2.2.3.  Blastosist ve Boliinme Asamasi Vitrifikasyonu...........cccoceeenvenennne 14
2.2.4. Coziindiikten Sonra Kulugka Stiresinin EtKisi.........ccccoviiiiiiiniiiennnnn, 15
3. GEREC VE YONTEM .......cccccooviiiiiiiieereeeeneesese s 16
3.1. Calismaya Dahil Edilme Kriterleri.........cccoooviiiiiiiiiiniiiiiieesiee 16
3.2. Ovulasyon Indiiksiyon Protokolleri ve Yumurta Toplama Islemi....... 17
3.3. Kullanilan Cihaz, Soliisyon ve Malzemeler .............c.ccoocviiiiiiiinnnn. 18
3.3.1L. Kullanilan Cihazlar ... 18
3.3.2. Kullanilan Sollisyonlar............ccoeviiiiiiiiiie 19
3.3.3. Kullanilan Malzemeler..........cccooiiiiiiiiiiiiiii e 19
3.4. ICSI Teknikleri ile inseminasyon Uygulamasi............cccccevevereunnn. 20
3.4.1.  Hazirhk ISIEMIETi ...oovvvveeeeeeeeeeee e, 20
3.4.2. Oosit Toplama Islemi (OPU) .......ccccovvruiueeeieceeieeieieeecee e 22

3.4.3. Inseminasyon I¢in Sperm Orneginin Hazirlanmasi ................cc.cu...... 24



Vi

3.4.4. Inseminasyon Oncesi Hayluronidaz Enzim Uygulamasit.................... 25
3.4.5. ICST UygUIAMAST ..t 26
3.4.6. Fertilizasyon Kontrolii, Embriyo Takibi ve Taze Transfer................. 26
3.4.7. Embriyolarin Degerlendirilmesi ..........ccoovvviiiiiiiiiniiiceccee 27
3.4.7.1. Déllenme Sonrasi 42-46 (Ideal 44) Saat Ve 66-68 Saat: .................... 27
3.4.7.2. Ddollenme Sonrasi 112-116 Ve 136-138 Saat:..........ccceveveevveiirniieennnn. 27
3.4.7.3. “3-6” Arasi Olarak Degerlendirilen Blastosistlerin Icm ve
Trofoektoderm Siniflandirmast:.........coccoeviriiiiiiniieiee e 28
3.4.7.4. “3.Gln” Embriyolarinin S€¢ilmesi .......cccccuveviieiiiiieniiiesiiie e 28
3.4.7.5. “3.Giin” Embriyolarinin Dondurulmasi..........c.ccoeveviiiiniiininiiiiennns 28
3.4.7.6. “3.Giin” Embriyolarinin Coziilmesi ve 5. Giline Kadar Takip
EAIMEST ..o 29
3.4.8.  Uygulama asamalari:..........cccoviiiiiiiiiiiiiiiie e 32
4. ISTATISTIK ..ot 35
5. BULGULAR ...ttt 36
6. TARTISMA ..ottt st saeas 42
T SONUQC ...ttt b e nn e nne e nneesneas 44
8. KAYNAKLAR . 45



vii

SEKILLER
Sekil 1 Zeiss Marka Manipulator GOrseli..........ccoovvveiiiiiiiniiiiieecee 18
Sekil 2 Zeiss Marka Mikroskop GOTSeli.......cocovvviiiiiiiiiiiiiiiiiie e 18
Sekil 3 Azot Tanki GOTSEIT ......eeiveiiiieiiiiiiesie e 19

Sekil 4. OPU Uygulamasi I¢in Hazirlanan 3 Damlacikh Kiiltiir Kab1 Gorseli 20

Sekil 5. Hyaluronidaz Uygulamasi I¢in Hazirlanan 4 Damlacikli Kiiltiir Kab1
L€ 0] £31C] PP OPR PR 21

Sekil 7. ICSI I¢in Kullanilan Kiiltiir Kabinin Hazirlanmasi..........cccoccvveiiiiens 22
Sekil 8. OPU Isleminde Kullanilan Cihazlarin Gorseli.........occoovveiiiiiiieninnnne 23
Sekil 9. OPU Islemi Sirasinda Elde Edilen KOK Goriintiileri (10X)............... 24

Sekil 10. Hyaluronidaz Uygulamasi I¢in Kullanilan Kiiltiir Kabi Gorseli....... 26

Sekil 11. Gelismekte Olan Bir Insan Embriyosuna Ait Goriintiiler ................. 31
Sekil 12. Stvi Nitrojen Ile Dolu Rezervuar GOrseli.........cooovevviiiieniiicneee, 32
Sekil 13. Tagima Cubugu GOTSEli.......cceevuieiiiiieiieee e 33
Sekil 14. Lazer Islemi Sonras1 Kapanmis Embriyo GOrseli............ccccevevevnenen. 33
Sekil 15. Soliisyon Icerikli Petri Kabt GOISeli..........cccovevevecerrereririeceseeiennenns 34

Sekil 16. Dondurma Islemi Tamamlanmis Embriyolarm Tasima Cubuguna
Yiiklenmesinden Azot Dolu Tanka Yerlestirilmesi Asamalarinin Gorselleri............... 35



viii

TABLOLAR
Tablo 1. Calismada kullanilan Solisyonlar ............ccoccevverinieniencsis e 19
Tablo 2. Calismada kullanilan atilabilir malzemeler............c.cccceevveiieeiieeinenns 20
Tablo 3. Sperm hazirligi amagli gradyen soliisyonlarin hazirlanisi ................. 24
Tablo 4. Calismaya Ait Genel Tanimlayict OzelliKler...........cococovvevevevruennnne, 36
Tablo 5. Siklus ve Embriyolojik OzelliKIer...........c..ceveerricreriircreriereieeerenae, 38
Tablo 6. FET ve FRESH-ET Transfer Sonuglart Tablosu ..........cccccccvvevieenee. 39

Tablo 7. Anne Yasmin 37 Yas Kriteri Baz Alinarak Verilerin
DeGerlendirilmMEs.....ccueeiieeiiiiiee it 40



GRAFIKLER
Grafik 1. Calismaya Dahil Edilen Hastalarin Yas Araliklari.........ccc.ccccvevuennee. 37
Grafik 2. Infertilite Nedenleri ...........ccoeeviviiuereririeeeieieeeeeeeeie e 38
Grafik 3. FET ve FRESH-ET Transfer Sonuglart Grafigi..........cccocoovrvrvninnne. 39

Grafik 4. Anne Yasmin 37 Yas Kriteri Baz Alinarak Verilerin
Degerlendirilmesi GrafiZi ........oocveiiiiiiiiiiiiiiie e 41



SEMBOLLER/KISALTMALAR LISTESI

°C Santigrat derece

cm Santimetre

cm2 Santimetre kare

CO2 Karbondioksit

COS Kontrollii Overyan Stimiilasyon
DET Dondurulmus Embriyo Transferi
DMEM Dulbecco’nun modifiye eagles mediumu
DMSO Dimetilsiilfoksit

DPBS Dulbecco’nun fosfat tamponlu salin soliisyonu
EDTA Etilen diamin tetraasetik asit

EG Etilen glikol

FET Frozen Embriyo Transfer

g Gravite (Santrifiij doniis hiz1)

ICSI Instrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
IVF In vitro fertilizasyon

KOK Kiimiiliis oosit kompleksleri

LAF Laminar Air Flow

M Molar

mg Miligram

mL Mililitre

mm Milimetre

mM Milimolar

mol/I Mol/litre



nm
02
OPU
PVP

YUT

ng

pum

Nanometre

Oksijen

Oosit (Yumurta) Toplama Islemi
Polivinilpirolidon

Yardimla Ureme Teknikleri
Mikro

Mikrogram

Mikrolitre

Mikrometre

Xi



Xii

OZET

Embriyo dondurma islemi, yardimci iireme teknolojisinde (YUT) bir
devrimdir. Dondurulmus embriyolarin transferi YUT iin iyi bilinen bir parcasi olarak
son donemlerde artarak kullanilmaktadir. Dondurulmus embriyo transferi (DET) taze
sikluslara oranla bir¢ok avantaja sahiptir, bunlarin arasinda; benzerlik, yiiksek
gebelik olasiligi ve canli dogum oranina sahip olmasi en 6nemlileridir. Buna ek
olarak, bazi randomize ¢alismalarda ve meta-analizlerde DET sonrasi gebelik
oraninin taze sikluslara kiyasla daha yiiksek oldugu bildirilmistir [15]. DET 'nin
diger yarar ise dogal, uyarilmamis bir déngiide embriyo transferi ihtimalidir. Suni
bir sikliisin, implantasyon basarisizligina yol a¢an endometrial reseptiviteyi (ER)

olumsuz etkileyebilecegi gosterilmistir. [16-17].

DET, ovaryum stimiilasyonuna iyi yanit veren kadinlarda, se¢meli tek
embriyo transferini artiran, c¢oklu gebeliklerden ve ayni zamanda yumurtalik
hiperstimiilasyon sendromundan kaginarak ekstra kaliteli embriyolarin korunmasi
icin yararli bir yontemdir. Dondurma tekniginin iyilestirilmesinden bagimsiz olarak,

giivenli yonleri ve dogan g¢ocuklarin sagligi iizerindeki etkisi belirsizdir [50].

Bu c¢aligmaya; hasta ve stimiilasyon 6zelliklerinde istatistiksel olarak anlamli
farkliliklar1 olmayan 337 DET, 236 TAZE olmak iizere toplamda 573 siklus dahil
edildi.

DET siklus grubunun gebelik orani, klinik gebelik orani, devam eden gebelik
orani, TAZE siklus grubuna gore istatistiksel olarak yiiksekti. (p=0,010 p=0,014
p=0,037). Gruplarin abortus oranlarinda istatistiksel olarak anlaml fark saptanmadi

(0,957).

37 yas ve isti hastalarda DET siklus grubunun gebelik orani, klinik gebelik
orani, devam eden gebelik oran1 TAZE siklus grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml yiiksekti (p=0,013 p=0,017 p=0,007). Gruplarin abortus oranlarinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmad: (0,957).37 yas alt1 hastalarda gruplarda

gebelik 6zelliklerinde istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.



Xiii

ABSTRACT

Introduction of embryo cryopreservation was a revolution in assisted
reproductive technology (ART). Transfer of frozen embryos has been increasingly
used during the past few decades, as it is a well-known part of ART. Compare to
fresh cycles, frozen embryo transfer (FET) has several advantages, among them; the
similarity, possibility of higher pregnancy and live birth rate are of great importance.
In addition, higher pregnancy rate after FET compared to fresh cycles was reported
in some randomized trials and meta-analysis [15]. The other benefit of FET is
possibility of embryo transfer in a natural, non-stimulated cycle. It is shown that an
artificial cycle may adversely affect endometrial receptivity leading to implantation
failure [16-17].

FET also is a useful method for preserving extra good quality embryos in
women with good response to ovarian stimulation, increasing elective single embryo
transfer and avoiding multi-gestations as well as ovarian hyperstimulation syndrome.
Regardless of cryopreservation technique improvements, safety aspects and its
impact on the health of children born are uncertain [50].

This study included 573 cycles totaling 337 FET, 236 FRESH without

statistically significant differences in patient and stimulation characteristics.

The pregnancy rate, the clinical pregnancy rate and the ongoing pregnancy
rate of the FET cycle group were statistically higher than the FRESH Cycle group (p
= 0,010 p = 0,014 p = 0,037). There was no statistically significant difference in
abortus rates of the groups (p = 0.957).

The pregnancy rate, the clinical pregnancy rate and the ongoing pregnancy
rate of the FET cycle group of the patients aged 37 years and over were statistically
higher than that of the FRESH group (p = 0,013 p = 0,017 p = 0,007). There was no
statistically significant difference in abortus rates of the groups (p = 0.957). There
was no statistically significant difference in the characteristics of pregnancy among

the groups under the age of 37.



1. GIRIS VE AMAC

Implantasyon, yardimc1 iireme tekniklerinin basarisi icin énemli adimlardan

birini temsil eder [37].
Etkililigi iic ana parametreye dayanir:

e Embriyo kalitesi,
e Endometriyal alicilik (ER)

e Dengeli bir embriyo-endometriyum etkilesimi [38].

Dolayisiyla ER, dogal ve kisirlik tedavi dongiilerinde tedavi yontemi igin
gereklidir. Bununla birlikte, kontrollii ovaryum hiperstimiilasyonunun (COH) YUT
sikluslar1 boyunca ER'yi olumsuz etkiledigi one siiriilmiistiir [39-40].Bu etkilesim,
follikiiler faz boyunca estradiol (E2) ve progesteronun (P) suprafizyolojik diizeyleri
tarafindan yonlendirilir ve bu da morfolojik ve biyokimyasal endometrium
degisikliklerine ve dogal ¢evrimlerden daha gelismis bir endometriuma yol acar.
Sonucta,bu fizyolojik degisiklikler tedavilerin basar1 oranlarini etkileyebilir.Bu
degistirilmis hormon seviyeleri, endometriyum ve aktarilan embriyolarin
implantasyon basarisizligindan sorumlu bir endometrial c¢evreye yol agtigini

gostermistir.

YUT'de, en yiiksek gebelik oranlari taze oosit bagis1 dongiilerinde elde edilir.

Bu dongiilerde, endometriyum yapay olarak astarlanarak embriyolar aktarilir.

COH sirasinda ortaya ¢ikan suprafizyolojik hormonal diizeylerin etkilerini
yasamamis bir ortama doniistiirir [42]. Oositler aym1 kalitede olmasina ragmen,
paylasilan oosit dongiileri ile ilgili baz1 ¢alismalar oosit dondrlerine kiyasla alicilarda
gebelik oranlarimi belirgin olarak daha yiiksek bulmustur ve bu, {istiin ER kalitesi ile

iliskili olabilir [41, 42].

Yardimei iireme teknikleri (YUT) uygulamalari son yillarda oldukca dnemli
gelisim asamalar1 kaydetmesine karsin tedavi seceneklerinde basari halen biiyiik
oranda disaridan hormon alimi sonrasi ¢oklu folikiil gelisimi ve olusturulmus
embriyolar icerisinden en iyisinin se¢imi Ve Uygun sartlarda oldugu diisiiniilen uterus

ortamina nakli siirecine dayanmaktadir. Gebelik olusturma potansiyeli en yiiksek



embriyonun {retilmesi ve secilebilmesi i¢in gerekli olan ¢oklu folikiil gelisimi
amagl alinan yiiksek doz hormonlarin ayni tedavi siirecinde uterus i¢ tabakasi
(endometriyum) gen ifadesini (gen ekspresyonu) ve embriyoyu kabul etme
potansiyelini (reseptivite) olumsuz etkiler yaptigi son yillarda gergeklestirilmis
caligmalarda gosterilmistir. YUT uygulamalarinda gelismekte olan embriyolarin
belirli bir asamada dondurulmasi ve belirli bir siire uterusun dinlendirilmesi sonrasi
coOziilerek uterusa nakli, 6zellikle son birka¢ yildir bu problemlerin ¢6ziimii igin
oldukca timit verici bir yaklasim olarak bazi gruplar tarafindan onerilmektedir. Fakat
bu yaklasimin etkinligi konusunda halen yeterli ¢alisma ve bilimsel literatiir mevcut
degildir.

Calismamiz icerdigi siire ve yiiksek sayida siklusun calisma kapsamina
alinmas1 bakimindan diinya literatiiriine olas1 katkis1 sebebiyle olduk¢a onemlidir.
Ayrica elde edilecek sonuglarin, dncelikle tiim embriyolarin dondurularak uterusun
dinlendirildigi ve endometriyum reseptivitesinin dogala daha yakin oldugu bir
ortamda embriyo naklinin yapildigi tedavi yaklasiminin klinik sonuglar bakimindan
olumlu ve olumsuz yonlerinin belirlenmesi ile ileriki ¢alismalara énemli bir kaynak

olusturmasi ve yeni YUT tedavi yaklasimlarmin da oniinii agmas1 hedeflenmistir.

Bu bilgiler 1s1ginda yaptigimiz calismamizin amaci; yardimci iireme
teknikleri uygulamalarinda gelismekte olan tiim embriyolarin dondurularak
transferinin 6telenmesi yaklasiminin blastosist transferi planlanmis hastalarda klinik

sonuclar bakimindan incelenmesidir.



2. GENEL BILGILER
2.1.infertilite

Infertilite, reproduktif ¢agda olan bir ¢iftin herhangi bir dogum kontrol
yontemi kullanmaksizin, en az bir yil diizenli cinsel iliskiye girmesine ragmen
gebeligin olusmamasi olarak tanimlanir [20]. Infertilite reprodiiktif ¢agdaki ¢iftlerin
%15’1ni etkilemektedir. Korunmasiz gegen 12 aylik siire sonunda ciftlerin %80°1 ilk
6 ay icinde, geri kalanlarin ancak %10’u takip eden 6 ay i¢inde gebe kalabilmektedir
[21,22]. Tiim infertil giftlerin %30-40’1nda erkek, %40-50’sinde kadin faktorii tespit
edilir. %20-25 ¢iftte hem erkek hem de kadina ait patolojiler birlikte gozlenir. %15
ciftte ise tiim tanisal tetkikler sonucunda bir infertilite nedeni tanimlanamaz
(agiklanamayan infertilite) [23]. Fertilite oranlar1 20-25 yas arasinda maksimuma
ulasir. 30-32 yas- lar arasinda rolatif bir azalma goriiliir ve 40 yas sonrasinda hizli bir
diisiise gecer. Toplam fertilite oranlar1 25-29 yasta %4-8 azalirken bu oran 30-34 yas
arasinda %15-19, 35-39 yasta %26-46 ve 40-45 yasta %95 seklinde azalma gosterir
[24]. Ciftlerin %85°1 ilk bir y1l iginde gebe kalabildikleri i¢in bu siire zarfinda detayli
bir inceleme yapmak yalanci pozitif test sonug¢- larmin ve yararsiz tedavi
uygulamalarinin artmasina yol agacagi ve spontan gebelik sansini1 kagirabilecegi i¢in

gereksizdir [25].

Bu siireyi beklemeksizin arastirilmaya baslanacak ciftler su kriterler ile

sinirlandirilmastir.
1) 35 yas iistii kadinlar.
2) Oligo/amenoreik kadinlar.

3) Bilinen ya da siiphelenilen uterin, tubal hastaligi ya da endometriozisi olan

kadinlar.

4) Abdominal ve pelvik cerrahi gegiren kadinlar.

5) Bilinen ya da siiphelenilen semen anormalligi mevcut olan erkekler.

6) Gegirilmis tirogenital cerrahi dykiisii, genital patolojik bulgusu olan erkekler.

7) Cinsel yolla bulasan hastalik ge¢irmis olan erkekler [26].



2.1.1. Erkek Infertilitesinin Degerlendirilmesi:

Infertil bir erkek degerlendirilirken ilk yapilacak islem 4-6 hafta ara ile en az
2 kez semen analizidir. Semen Ornegi 3-6 giinliik cinsel perhiz sonrasi alinmal1 ve en
ge¢ 1 saat iginde degerlendirilmelidir. 2010 WHO (World Health Organization)
Laboratory Manual for The Examination and Processing of Human Semen kitabinda

referans degerler asagidaki gibidir:

Semen analizi i¢in en diisiik referans degerler (5. persentil ve %95 giivenlik

araliklar)

Parametreler En diisiik referans deger
Semen voliimii (ml) 1.5(1.4-1.7)
Total sperm sayisi (106) 39 (33-46)
Sperm konsantrasyonu (106 / ml) 15 (12-16)
Total motilite (PR+NP, %) 40 (38-42)
Progressive motilite (PR, %) 32 (31-34)
Vitalite (canli sperm, %) 58 (55-63)
Sperm morfolojisi (normal formlar, %) 4 (3.0-4.0)
pH >7.2
Peroksidaz-pozitif 16kosit (106 per ml) <50
Seminal ¢inko (umol/ejakiilat ) >2.4
Seminal fruktoz (umol/ejakiilat) >13
Seminal nétral glukozidaz (mU/ejakiilat) >20

Eger degerler WHO kriterlerine gére normal gelmisse, tek test yeterli kabul
edilmelidir. Sadece, en az iki testin de anormal bulunmasi durumunda, ileri
androlojik arastirma gerekir. Urolojik degerlendirmeye detayli anamnez ve fizik

muayene ile baglanir. Pretestikiiler, testikiiler ve posttestikiiler infertilite nedenleri



arastirilmali, gerektiginde endokrinolojik, genetik, ultrasonografik tetkikler ve
biyopsiye basvurulmalidir. Boylece infertilitenin medikal ya da cerrahi tedavi ile
diizeltilemeyecegi durumlarda IUI (Intrauterin inseminasyon) ya da yardimci iireme
teknikleri kullanilacak hastalarin tanimlanmasi ve olas1 gebelikte c¢ocuklari
etkileyecek genetik anormalliklerin belirlenmesi miimkiin olacaktir. Oligozoospermi
(<20 milyon spermatozoa/mL), astenozoospermi (<%50 motil spermatozoa) ve
teratozoospermi (<%4 normal form) ayriminin yapilmas: dnemlidir. Cogu kez her ii¢
patoloji de, OAT (oligo-asteno-teratozoospermi) sendromu seklinde bir arada
karsimiza ¢ikar. Azospermide (standart mikroskobik incelemede sperm yoklugu)
oldugu gibi, siddetli OAT sendromu durumunda da (<1 milyon spermatozoa/mL),
erkek genital sisteminde tikaniklik ve genetik bozukluk sikliklarinda bir artis vardir.

Azospermi prevalanst %2 iken, infertil popiilasyonda goriilme siklig1 %10-20’tir.

Erkek infertilitesinin etyoloji ve dagilimi (%) [27]

Cinsel faktorler 1.7
Urogenital enfeksiyonlar 6.6
Konjenital anomaliler 2.1
Varikosel 12.3
Endokrin bozukluklar 0.6
Immiinolojik faktorler 3.1
Diger hastaliklar 3.0
Idiyopatik semen bozukluklar 75.1

(OAT) sendromu) veya gosterilebilir bir neden yoklugu

Erkek infertilitesini anatomik olarak 3 ana baglikta toplamak miimkiindiir

[28]:

1) Pretestikiiler nedenler: Kromozomal (Klinefelter sendromu, Kallman sendromu, Y

mikrodelesyonu, Kistik Fibroz), hormonal (hipogonadotropik hipogonadizm,



hiperprolaktinemi), koital (erektil disfonksiyon, endokrin, ndral, ejakulatuar

yetmezlik (psikoseksiiel, ilag, cerrahi) nedenler bu gruptandir.

2) Testikiiler nedenler: Konjenital (inmemis testis, immotil silia, vas deferens
yoklugu), infeksiyon (orsitis), vaskiiler (torsiyon, varikosel), antispermatojenik
ilaglar (kemoterapi, X-ray), immiinolojik, timdor (germ hiicreli tiimorler, testikiiler

mikrolithiazis), idiyopatik nedenler bu gruptandir.
3) Posttestikiiler nedenler: Obstriiktif

(epididimal, vazal) ve aksesuar bez infeksiyonlar1 bu guba dahildir.

2.1.2. Kadn Infertilitesinin Degerlendirilmesi :
Infertil bir ¢ifte yaklasimda, kadm faktoriiniin degerlendirilmesi tan1 ve
tedavide énemli bir unsurdur. infertilite nedeni her ne olursa olsun gebelik, kadmin

anatomi ve fizyolojisi ile yakindan iligkilidir.

Kadin infertilitesinin etyoloji ve dagilimi

* Ovulatuar disfonksiyon ~%40

* Tubal ve pelvik patolojiler ~%40

* Sik goriilmeyen nedenler (uterin, servikal patolojiler) ~%10
* Aciklanamayan infertilite ~%10

Infertil bir kadmin degerlendirilmesine ayrintili anamnez ve fizik muayene ile

baslanmalidir.

Anamnezde; infertilite siiresi, varsa daha oOnce kullanilan kontrasepsiyon
yontemleri, seksiiel Oyki, koitus sikligi, varsa oOnceki gebelikleri, menars ve
menarstan bu yana menstrual siklus diizeni ve karakteri, sistemik hastaliklar, daha
onceden gecirilmis operasyonlar, sigara, alkol ya da siirekli kullanilan ilaglar, tiroid
hastaligi, androjenik deri degisiklikleri, galaktore, pelvik veya abdominal agri,
dismenore ve disparoni varligi, anormal PAP smear sonuglari, ailede erken menopoz,

infertilite ve anomalili dogum Oykiisii sorgulanmalidir.

Fizik muayenede; agirlik ve viicut kitle indeksi (BMI) belirlenmelidir (normal

BMI aralig1:18.5-25 kg/m2 ). Sekonder seks karakterlerine bakilmali, androjen



hakimiyeti olup olmadigi, galaktore varligi incelenmelidir. Tiroidde nodiil ve

hassasiyet sorgulanmalidir.

Pelvik muayene ve spekulum muayenesi ile anatomi mutlaka
degerlendirilmelidir. Vagina (septum, hymen imperferatus, Rokitanskty Kiister
Mayer sendromu acisindan) ve serviks (akinti, konjenital servikal patolojiler
acisindan) ayrintili incelenmelidir. Rektovaginal muayene pelvik muayenenin bir

parcasi olarak daima yapilmalidir.

USG: Transvaginal ve Abdominal Ultrasonografi uterin, endometrial ve
adneksiyal patolojilerin ayirict tanisinda yardimer olmaktadir. Ayrica ovulasyon ve

folikiil takibinde de siklikla kullanilmaktadir [29].

Ovulasyonun degerlendirilmesi: Ovulasyonun degerlendirilmesi hem ¢iftlerin
ilisgki zamanlamasmi kolaylastirmasi agisindan hem de hastanin yardimci iireme
tekniklerine yonlendirilmesi agisindan onemlidir. Ovulasyon testleri direkt ya da
indirekt olarak 2 gruba ayrilir [30]. Direkt yontemler; ovulasyonun direkt
vizualizasyonunu igeren USG ve laparoskopidir.Indirekt yontemler ise; ovulasyona
eslik eden faktorlerin tespit edilmesinden ibarettir.indirekt testler: Bazal viicut 1sis1
takibi (progesteronun termojenik etkisi ile luteal fazda viicut isisinin 0.5°C
yiikselmesi ve adet goriilmesi ile tekrar diismesi ile olusan bifazik egri), Ostrojen ve
LH ol¢iimii (kan, idrar veya tiikiiriikte), servikal mukus tayini, midluteal progesteron
Ol¢iimii (beklenen adet giiniinden 1 hafta dnce dnce yapilmalidir ve 3 ng/ml’nin
tizerindeki degerler ovulasyonun olustugunun objektif kanitidir) ve endometrial
biyopsidir [31]. Sekretuar de- gisiklikler ovulasyonu gosterir, normal siklus giinii ile
histoloji arasinda 2 giinden fazla fark mevcutsa luteal faz defekti i¢in altin standart

olmaktadir [32].

Tubal ve pelvik patolojilerin degerlendirilmesi: Kullanilan yontemler
Histerosalpingografi (HSG), histereskopi, sonohisterografi ve laparoskopidir. Ilk
tercih edilmesi gereken yontem HSG’dir. HSG ile hem tubal gecis, hem de uterin
kavite degerlendirilebilir. Proksimal, mid ve distal tuba i¢ yapist hakkinda c¢ok
degerli bilgiler vermesinin yaninda submiik6z myom, endometrial polip, intaruterin
sinesi ve miillerian defektler gibi intrauterin patolojileri de tanimlamada yardimci

olmaktadir. HSG ile saptanan intrauterin patolojilerin saptanmasinda histeroskopi



cok yararhidir. Ofis sartlarinda uygulanabilmesi ve operatif histeroskopi olarak da
kullanilabilme  imkanmnin  olmast  avantajlaridir.  Laparoskopi infertilite
incelemelerinin son basamagini olusturur. Diger yontemler ile tan1 konulamayan
pelvik adezyonlar ve endometriozisin tani ve tedavisinde 6nemli olmasinin yaninda,
transservikal olarak verilen metilen mavisi ile tubal patensi de degerlendirmesi

acisindan da kiymetlidir [33].

Servikal faktor degerlendirmesi: Servikal mukus incelemesi, post koital test
ve anti sperm antikorlarin arastirtlmasi glintimiizde sadece gerekli vakalarda

kullanilmaktadir. Rutin infertilite aragtirmasinda 6nerilmemektedir.

Tubal faktor: Distal tubal hastaliklarda hasar hafif ise cerrahi sonrasi gebelik
oranlar1 %40-50 oraninda artabilecegi i¢in cerrahi denebilir. Ancak siddetli distal
tubal hasar olan hastalarda en uygun segim IVF olmalidir. IVF basaris1 bu grupta
cerrahinin %10-35’lik basarisina gore daha yiiksektir. Bu hastalarda spontan gebelik
olugmasi durumunda ektopik gebelik olma riski beste bir oraninda artacaktir [34].
Cerrahiye ragmen iki yil i¢cinde gebe kalamayan ileri yas grubundaki hastalar direkt
olarak IVF’e yonlendirilmelidir. IVF’e y&neltilen tek bir hasta grubunda cerrahi
yapilmasi daha uygundur ki bunlar hidrosalpenksi olan hastalardir. Bu grup
hastalarda hidrosalpenksteki inflamatuar sivinin endometriyum ve embriyo
tizerindeki toksik etkisi nedeniyle gebelik oranlar1 %50 azalmakta, abortus oranlari
artmaktadir [35]. Proksimal tubal hasar1 olanlarda IVF diger seceneklere gore daha

uygun olacaktir.

Endometriosis: Endometriozisin infertiliteye nasil sebep oldugu tam olarak
anlasilamasa da oosit gelisimini ve embriogenezi engelledigi bilinmektedir [36].
Evre 1 ve 2’de endometriozisi olan hastalarda bekleme, cerrahi, klomifen sitrat ya da
GnRH tedavileri ve 1UIl denenebilir. Bu tedavilerle gebelik elde edilemeyen ve ileri
yas grubuna dahil hastalarda IVF segilmelidir. Evre 3 ve 4 endometrioziste secenek
direkt olarak IVF olmalidir. Bu gruptaki hastalarda cerrahi agri semptomlarim
gidermek amaciyla yapilabilir. Tiim bu incelemeler ve degerlendirmeler sonucunda
IVF uygulanmas: gereken durumlari erkek faktorii, tubal faktor, endometriosis ve

aciklanamayan infertilite olarak gruplamak daha dogru olacaktir.



2.2.Yardimci Ureme Teknikleri

Steptoe ve Edwards 1978 yilinda dogal siklus ile tek bir preovulatuvar insan
oositini IVF yaparak ve blastokist evresinde uterusa transferi ile gebelik elde etmisler
ve bu gebelik bir term dogumla sonuglanmigtir [18]. Bu basar1 infertilite tedavisinde
yeni bir ¢agi baslatmistir. Gegen 30 yil igerisinde ovulasyonun uyarilmasi, oositlerin
toplanmasi, oosit ve embriyo Kkiiltiirli, embriyolarin dondurularak saklanmasi ve
embriyo transfer tekniklerinde dnemli gelismeler kaydedilmistir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde 1991 yilinda sadece YUT yontemleri kullanilarak yilda 3200’iin
istiinde canli dogum gergeklestirilmistir [19]. IVF islemi disardan gonadotropin
verilmesi ile yapilan kontrollii over uyarilmasini, transvajinal ultrasonografi altinda
oosit toplama iglemini, laboratuvarda fertilizasyonu ve embriyolarin uterusa
transservikal olarak transferini iceren YUT’den birisidir. YUT birgok teknigi
kapsamina alir: Gametin intrafallopian tiipe transferi (GIFT) aspire edilen oosit ve
spermatozoanin direkt fallop tiliplerine yerlestirilmesi , zigotun intrafallopian tiipe
transferi (ZIFT) aspire edilen oosit ve spermatozoanin laboratuarda fertilizasyonu
sonucu ortaya cikan zigotlarin fallopian tiipe direkt transferi, sperm ile veya
mikrocerrahi epididimal sperm aspirasyonu ( MESA) veya testikiiler sperm
ekstraksiyonu (TESE) ile elde edilmis spermlerin intrasitoplazmik olarak injekte
edildigi yontemleri (ICSI), yardimli embriyo tutunma teknigini, preimplantasyon
genetik teshisi (PGT), verici oositleri ve embriyolarin dondurularak saklanmasini

saymak miimkiindiir [51].

1970'lerin sonlarinda, tiipleri kapali olan infertil Lesley Brown, ingiltere'deki
Oldham General Hospital'da Patrick Steptoe ve Robert Edwards'm yardimina
bagvurdu. O zaman, oositlerin insan viicudunun disindaki déllenmesi olarak bilinen
siire¢ yani in vitro fertilizasyon (IVF) tamamen deneysel ve denendiginde fallop
tiipiinde sadece diisiikkler ve basarisiz bir gebelikle sonuclanmisti (Steptoe ve
Edwards 1976). Yumurtalarin1 uyarmak icin ilag kullanmadan Lesley Brown
laparoskopik yumurta alma islemine girdi, tekli yumurta laboratuvarda dollendi ve
daha sonra uterusa geri gonderildi. Embriyo transfer islemi sonrasinda Temmuz

1978’ de IVF’ in ilk canli dogumu olan Louise Brown diinyaya geldi [52].
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Implantasyon, yardime: iireme tekniklerinin basarist icin énemli adimlardan
birini temsil eder [37]. Etkililigi iic ana parametreye dayanir: embriyo kalitesi,

endometriyal alicilik (ER), dengeli bir embriyo-endometriyum etkilesimi [38].

Implantasyon penceresi, endometriyumun blastosist eklenmesi igin yeterli

morfolojik ve islevsel durumu kazandig1 kendine sinirli bir periyottur.

Dolayisiyla ER, dogal ve kisirlik tedavi dongiilerinde konsept igin gereklidir.
Bununla birlikte, kontrollii ovaryum hiperstimiilasyonunun (COH) YUT sikluslari
boyunca ER'yi olumsuz etkiledigi 6ne siiriilmiistiir [39-40]. Bu etkilesim, follikiiler
faz boyunca estradiol (E2) ve progesteronun (P) suprafizyolojik diizeyleri tarafindan
yonlendirilir ve bu da morfolojik ve biyokimyasal endometrium degisikliklerine ve
dogal ¢evrimlerden daha gelismis bir endometrioma yol agar. Sonugta, bu fizyolojik

degisiklikler tedavilerin basar1 oranlarini etkileyebilir.

Bu degistirilmis hormon seviyeleri, endometriyum ve aktarilan embriyolarin
implantasyon basarisizligindan sorumlu bir endometrial ¢evreye yol agtigini

gostermistir.

YUT'de, en yiiksek gebelik oranlari taze oosit bagis1 dongiilerinde elde edilir.

Bu dongiilerde, endometriyum yapay olarak astarlanarak embriyolar aktarilir.

COH sirasinda ortaya ¢ikan suprafizyolojik hormonal diizeylerin etkilerini
yasamamis bir ortama doniistiiriir [42]. Oositler aym kalitede olmasina ragmen,
paylasilan oosit dongtileri ile ilgili baz1 ¢aligmalar oosit dondrlerine kiyasla alicilarda
gebelik oranlarini belirgin olarak daha yiiksek bulmustur ve bu, Gistiin ER kalitesi ile
iligkili olabilir [41, 42]. Benzer sekilde, donmus embriyo transferlerinde (DET)
endometrial priming, E2 ve P kullanilarak basarilabilir ve endometrial gelisim,
gonadotropinler ile COH dongiilerine gore daha hassas sekilde kontrol edilebilir
[43,44]. Bugiine kadar, embriyo kriyoprezervasyon teknikleri, dondurulmus
embriyolarin kalitesi ve implantasyon potansiyeli taze embriyolarla benzerdir
[45,46]. Calismalarin ¢ogunda taze ve DET'ni karsilastiran taze transfer i¢in en iyi
kalite embriyolar secilir ve sonuglar iki tedavi tiirli arasinda benzerdir [47]. Bazi
caligmalar, artmis risk sahipli ovaryan hiperstimiilasyon sendromu (OHSS) olan
hastalarda tiim embriyolarin dondurulmasi ve daha sonraki siklusta ¢ozdiirme

transferinin yapilmasi ile iyi sonuglar vermistir [48-49].
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Wong ve arkadaslarinin ¢calismalarindaki sonuglara gore; dondurma igleminin
stratejisinde embriyo transferi Gtelendigi i¢in  yumurtalik uyarimi dongiistindeki
yumurtalik uyaris1 gerceklesmez. Yumurtalik hiperstimiilasyonunun, embriyo
implantasyonu i¢in endometriyumun aliciligini olumsuz etkiledigi 6ne siiriildiigii i¢in
bu strateji faydali olabilir. Dondurma stratejisi, yumurtalik stimiilasyonlu dongiide

gebelik olusmadigindan OHSS riskini diistiriir [71].

Insan embriyolarmin dondurarak saklanmasi, yardimeci iireme teknolojileri
laboratuvarlarinda artik rutin bir islemdir. Herhangi bir protokoliin {stiinligl
konusunda herhangi bir goriis birligi bulunmamaktadir ve embriyo dondurma
yontemi, embriyonun dondurulmasi i¢in se¢im kriterleri, embriyo ¢dzme yontemi ve
dondurulmus ¢oziilmiis embriyolarin transferi i¢in endometriyum hazirhg
giinlerinde merkezler arasinda 6nemli farkliliklar bulunmaktadir. Son on yilda in
vitro fertilizasyon (IVF) dongiisli bagina dondurulmus-¢6zdiiriilen embriyo transfer
dongiisii sayist istikrarli bir sekilde artt1 ve ayni zamanda canli dogumlarla
sonuclanan  dondurulmus-¢ozdiiriilen embriyo transferlerinin  yiizdesi artti.
Gilintimiizde, IVF'den sonraki kiimiilatif gebelik orani i¢in insan embriyolarinin
kriyoprezervasyonu her zamankinden daha oOnemlidir. (Fertil Steril- 2014; by

American Society for Reproductive Medicine.)

1937'de Luyet, kristalizasyonun herhangi bir canli organizma ya da sistemle

uyusmadigini ve olas1 durumlarda kaginilmasi gerektigini yazdi.

Kriyoprezervasyon sirasinda hiicrelerin maruz kaldig: fiziksel stresin iki
onemli yonii vardir:  ilki, Membran gecirgenligi ve hiicre iskeleti yapisindaki
degisikliklerle iliskili olan sogugun dogrudan etkisi (soguk sok yaralanmasi).Ikincisi;

Buz kristallerinin olugsmasiyla gergeklesen hiicre yapisinin ve islevinin bozulmasi.

Bu iki 6nemli sorunun ¢dziimii, kriyoprotektanlarin kullanilmasiyla ve uygun

sogutma/ 1sitma oranlarinin uygulanmasiyla bulundu.

1978'de In Vitro Fertilizasyonun (IVF) gelistirilmesi kriyobiyolojiye daha
fazla destek sagladi ve ardindan kriyoprezervasyon ile elde edilen ilk gebelikler

yayinlandi.

Kriyoprezervasyonun sag kalim seviyesiyle ilgili sorunlari hizla tanimland,

bugiine kadar tatmin edici ¢oziimler arandi ve test edildi. Buradaki amag
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kriyoprezervasyonun zararli sonuglarini nihai olarak ortadan kaldirmaktir. Bagka bir

deyisle asil amag¢ “embriyo ya da gameti dondurmak degil zamani dondurmaktir”

[11.[2].[3].[4]

2.2.1. IVF Laboratuvarlarinda Giivenilir Kriyoprezervayson
Tekniklerinin Gerekliligi

Yiiksek hayatta kalma oranlarina sahip olan embriyo ve gametlerin
dondurulmasi olasiligi, tiim dogurganhik tedavilerinin ¢esitliligini degistiren

muazzam bir esneklik sunar.

IVF'de birden fazla embriyo elde edilmesi ve bu alandaki en yeni trendlerin
blastosist evresinde tekli embriyo transferi lehinde olmasi, transferden sonra artan
embriyolarin olmasi ile sonuglanir. Eger bu embriyolar dondurularak saklanirsa,
gelecekteki bir dongiide kiimiilatif implantasyonu ve gebelik oranlarini belirgin
sekilde arttirarak kullanilabilir [5].

Embriyo sagkalimi ve implantasyon potansiyelinin korunmasi iizerine
vitrifikasyonun miikkemmel prognozu, tek bir embriyo transferinin belirgin bir sekilde
secilmesine, dolayisiyla IVF alanindaki c¢oklu dogumlarin sansinin azalmasina
katkida bulunmaktadir. Bu ¢oklu gebelikler klinik bilim camiasinda gegerli

endiselerin giindeme gelmesine sebep olmustur.

Ayrica, gelismekte olan bir over hiperstimiilasyon sendromu ile sperm
toplanmasinda zorlayici uygulamalar nedeniyle dollenmeyi iptal etmek veya embriyo
transferini ertelemek gerektigi durumlarda embriyo yada oositlerin dondurulmasi

secenegi devreye girebilir.

2.2.2. Vitrifikasyon Metodu

Vitrifikasyon son zamanlarda Klinik uygulamaya konulan
kriyoprezervasyonun ikinci 6nemli yontemidir. Vitrifikasyon terminolojik olarak
“cam” anlamina gelen latince “vitreum” kelimesinden tiiremistir. Siv1 bir maddenin
hizlica dondurulmasiyla kristal olmayan cam gibi bir maddeye doniistiiriilmesidir.
Vitrifikasyon, hiicrenin sitoplazmasinda kristal olusumunun en aza indirgenmesini

saglar ve bu da sag kalima meydan okuyan yaralanmanin ana nedenidir. Bu basar1 iki
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temel unsura dayanmaktadir: ilk olarak dondurma oncesinde, gametler / embriyolar,
uygun kriyoprotektana yerlestirilir ve bu da dehidrasyona neden olur, daha sonra bu
kriyoprotektanlar hiicrelerdeki suyun yerini almaya baslar. ikinci olarak kiiltiirdeki
37°C lik yiiksek sicakligin nitrojenin -196’C olan yiiksek sogukluguna oram
kullanilir. Dolayisiyla hiicre i¢indeki sivi ortamda kristaller olugsmaz ancak camla

benzer bir bilesim olusturmak i¢in katilagir.

Pratikte, IVF laboratuvarinda vitrifikasyon, teknik yaklasimi ile ilgili

miilkemmel esneklik segenekleri sunar. Farkli secenckler asagidakilerle ilgilidir;

a) Dondurma / sogutma ve ¢6zme sirasinda embriyolarin / gametlerin maruz

kaldig1 kriyokoruyucu ajanlarin tiirleri, kombinasyonlari, konsantrasyonu ve hacmi
b) Maruz kalma siiresi
€) Sogutma/isitma oranlari
d) Acik veya kapali vitrifikasyon sistemi
e) Dondurulmus embriyo/gametlerin depolanma metodu
Burada, bu agidan ortaya ¢ikabilecek segenekler ve endiseler analiz edildi [6].

Kriyoprezervasyonun geleneksel teknigini vitrifikasyonla karsilagtiran
protokollerde, vitrifikasyonda hiicre i¢i kriyoprotektan konsantrasyonunun dort kat
daha fazla oldugu bazi temel farkliliklar vardir. Vitrifikasyonda sogutma hizi,
geleneksel kriyoprezervasyon protokollerini karakterize eden kademeli dondurma
orani ile karsilastirildiginda, 0,3-1 © C / dakikada 25,000 ° C / dakikaya ulagmaktadir.
Coziindiikten sonra yiiksek hayatta kalma oranlar ile karakterize edilen farkl

vitrifikasyon protokolleri gelistirildi [7],[8].
Vitrifikasyon ve 1sinma protokollerindeki temel adimlar sunlardir:

a) Embriyo/gametlerin  siirekli  olarak  yiiksek  kriyoprotektanlarin
dehidrasyonuna maruz kalmalari

b) Embriyo/gametlerin en kii¢iik hacimde siviyla segilen tasiyiciya
yiiklenmesi

c) -196’C de hizlica dondurma

d) Maruz birakilma
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e) Rehidrasyona yonelik kriyoprotektan konsantrasyonunun kademeli olarak
diisik konsantrasyona maruz kalmasiyla 1sitilir ve kriyoprotektan
malzemenin ¢ikarilmasi ve fizyolojik ortamin yeniden tesis edilmesi i¢in
"yikama" yapilir. Basarili bir vitrifikasyon gelistirmek ve saglamak i¢in

asagidakileri kullantyoruz:

1) Azami bir dondurma hizina izin veren minimum bir hacim (0.5 -2 pl) kullanarak

embriyo / gametlerin secilen tasiyiciya yiiklenmesi,

2) daha diisiik konsantrasyonlarda kriyoprotektan kullanimina izin veren, bodylece
toksik ve ozmotik zarar1 azaltmayr amaglayan farkli kriyoprotektanlar: birlestirmek

ve

3) son derece yiiksek sogutma hizlarmma ve hatta daha yiliksek 1sinma oranlarina
ulagmak. Calismalar, 1sinma oranlarinin sogumaktan daha onemli olabilecegini
gosterdiginden, 42,000 ° C / dakikalik 1sinma oranlari, yaralanmadan sorumlu olan
zararli sicaklik bolgesinden hizli bir gegisi garantiler ve mayoz ig ve sitoplazmik

lipid damlaciklarii etkiler [9],[10].

2.2.3. Blastosist ve Boliinme Asamasi Vitrifikasyonu

Dondurulmus bir blastosistten ilk gebelik Yokota ve ark. tarafindan
bildirilmistir [11]. Blastosist embriyo transferinin, implantasyon potansiyeline ve
dolayisiyla daha yiiksek klinik gebelik oranlarina gére ideal embriyo se¢imi sagladigi

belgelenmistir.

Ayrica, Dblastosist evresindeki embriyolarin, embriyonik genomun
aktivasyonunu basariyla gergeklestirdigi ve intrauterin ¢evre ile senkronize olmasina
karsin [11], toksisite ve metabolik strese karsi daha fazla direng ve daha iyi sagkalim

oranlar sergilemekledigi desteklenmektedir.

Embriyolar blastosist asamasina kadar takip edildiginde kriyoprezervasyon
icin daha az embriyo kalacaktir, bu nedenle kriyoprezervasyon yonteminin giivenilir

olmasi biiyiik 6nem tasir.
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Boliinme evresi embriyolarinin vitrifikasyonuyla ilgili olarak da blastosist
kiiltiiriintin  kullanim1 i¢in gegerli olan kati kriterleri kullanmak ayni derecede

Onemlidir.

Yiizey-hacim orani oositlerde, zigotlarda ve boliinme evresi embriyolarinda
blastosistin yiizey hacmine oranla daha diistiktiir [10],[12], bu nedenle blastosistler
su molekiillerini kurutmak ve kriyoprotektan molekiilleri ile degistirmek i¢in daha
yiiksek bir kapasite sergiler. Blastosistin biiziilmesi / yapay kollajen ¢okiis teknigi
trofoektoderm hiicre birlesiminde 500 ms'lik bir lazer atisinin uygulanmasiyla veya
zona pellusida'yr delmek igin mikroigneler kullanarak ve daha sonra mekanik olarak
mikro-aspirasyonla gerceklestirilir. Her iki durumda da, blastokoel boslugu 2-3
dakika icinde ¢dker ve on dakikalik bir kiiltiirden sonra blastosist vitrifikasyonuna
izin verir. Bu teknik, blastosit boslugunun tamamen dehidrasyonuna bagl hiicre i¢i
kristal olusum insidansini diisiirmekte ve bdylece kriyoprotektan erisilebilirligini

arttirmaktadir. Hayatta kalma ve gebelik oranlarinin arttigi rapor edilmistir[13].

2.2.4. Coziindiikten Sonra Kulucka Siiresinin Etkisi
En ¢ok dikkat edilmesi gereken, ¢oziildiiktenten sonra embriyolarin kalitesini
dogru bir sekilde degerlendirmektir, ¢iinkii embriyolarin yeniden genlesmesi

normalin 6tesinde gecikebilir.

Transfer yapilmadan once 3-4 saat kulugka yapilmalidir. Kulugka siiresi
arttikca, ¢oziildiikten sadece birkag saat sonra yeniden tamamen genislemis goriinen
embriyolarin geri ¢ekilmesi gozlenirken, baslangicta geri cekilen embriyolar daha
sonra genisleyebilir. Bu transfer 6ncesi embriyo se¢imi i¢in karar vermede bazi

hatalara neden olabilir.

Transfer dncesi inkiibasyon siiresine (20 saat = H20, 4 saat = H4) gore, 80 ve
115 ¢dzdiirme dongiisii i¢in iki strateji Guerif ve arkadaslar tarafindan karsilagtirildi.
Aktarim dongiisii oran1 benzer iken (sirasiyla H20 ve H4 i¢in% 52'ye kars1% 52'ye
karsilik), yeniden genisleyen embriyolarin oran1 H20 grubunda H4 grubuna gore (%
36'ya kars1% 80) cok daha yiiksekti. Son olarak transfer edilen embriyo basina
implantasyon orani H20 grubunda H4 grubuna gore daha yiiksekti (% 23.4'e kars1%

6.1). Bu sonuclar dondurulup ¢o6zdiiriilmiis embriyolar igin kiiltiir kosullarinin
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uygunluguna dair bir gosterge yerine, embriyolarin transfer edilmesi i¢in daha iyi
secilmesine yardimci olabilecek daha uzun bir inkiibasyondan sonra embriyolarin
hayatta kalma oranlarinin daha iyi degerlendirilmesini gerektirdigini gostermistir
(Guerif ve ark., 2003).Bir embriyonun transferi, ikiz gebelik oranini diisiirmenin
umut verici bir yolu olarak goriinebilse de, embriyo dondurma, daha fazla gebelik
elde etme sansmna izin verebilecegi siirece etkinligini agik¢a goOsterecektir.Bu
gelisme, hem donma i¢in hem de donma prosediiriiniin etkinligi i¢in mevcut olan

"siiperniimerik-ihtiyag fazlasi" embriyolarin sayisi ile ilgilidir [14].

3. GEREC VE YONTEM

3.1.Calismaya Dahil Edilme Kriterleri

Bu calismada Ocak 2010 — Aralik 2015 tarihleri arasinda ¢alismaya katilma
kriterleri bakimindan uygun (Kadin yasinin 40’tan geng¢ olan, ovaryen Stimiilasyona
iyi yanit alinan Ve blastosist ile transfer yapilan antagonist sikluslar1) bulunmus taze
embriyo transferi gerceklestirilen hastalar ile (1.grup) tedavide tiim embriyolar1 3.
Giin dondurulan, daha sonraki bir zaman diliminde bu embriyolarin ¢6ziilerek
blastosist agamasina kadar kiiltiirii sonrasi transferi gerceklestirilen (2.grup) olgularin
embriyolojik ve klinik sonuglar1 karsilastirilacaktir. Ilgili veriler, klinikte elektronik
ortamda tutulan veri bankasindan callsmaya dahil olma ve hari¢ turulma kriterleri

bakimindan filtrelenerek elde edilecek veriler retrospektif olarak incelenecektir.

Caligma genelinde olgular veya embriyolar iizerinde herhangi bir girisimsel

bir islem veya girisimsel olmayan bir madde kullanimi gerceklestirilmeyecektir.

Calismaya dahil olacak olgularda yas, deneme sayisi, viicut kitle indeksi,
semen parametreleri gibi tanimlayici degiskenler; embriyolojik kriterler olarak islem
basina toplanan oosit sayisi, elde edilen olgun oosit sayisi, fertilize olan zigot sayisi,
blastosist agamasina ulagsan embriyo sayis1 ve dondurulmaya miisait embriyo sayisi;
Klinik kriterler olarak ise biyokimyasal gebelik orani, klinik gebelik orani ve
implantasyon oran1 degiskenleri gruplar arasi karsilastirma kriterleri olarak

incelenecektir.
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3.2.0vulasyon Indiiksiyon Protokolleri ve Yumurta Toplama Islemi

Tim hastalara tedavi protokolii olarak gonadotropin kullanilarak oviilasyon
indiiksiyonu yapilmig pitiiiter desensitizasyon amaci ile GnRH Antagonisti
kullanimistir. Hastalar menstriiel siklusun 2 ya da 3. giinlii merkeze gelerek kan ve
ultrasonografik degerlendirmeye tabi tutulmuslardir. Kanda progesteron diizeyi 1.5
ng/ml’nin altinda olan olgular ve transvaginal ultrasonografide kistik olusum
saptanmayan olgularda ovulasyon indiiksiyon protokolii uygulanmaya baslanmistir.
Hastalara giinliik 225 IU rekombinant FSH (Gonal- F, Merck Serono, Sweden)
verilmis indiiksiyonun 6. giinii antagonist (Cetrotide, Merck Serono)tedavi baglanmis
ve hCG giliniline kadar devam edilmistir. Hasta belirli araliklarla kan ve ultrasonografi
ile monitorize edilmis ve 18 mm ve iizerinde 3 folikiil belirlendiginde hCG
enjeksiyonu (Ovitrelle, Merck Serono) yapilmistir.  Yumurta toplama islemi
enjeksiyondan 35 saat sonra transvajinal ultrasonografi esliginde 17 G tek liimen

igne ile yapilmaistir.



3.3.Kullanilan Cihaz, Soliisyon ve Malzemeler

3.3.1. Kullanilan Cihazlar

Sekil 1 Merkezimizde Kullanilan Zeiss Marka Manipulator Gorseli

Sekil 2 Merkezimizde Kullanilan Zeiss Marka Mikroskop Gorseli

18



Sekil 3 Merkezimizde Kullanilan Azot Tank1 Gorseli

3.3.2. Kullamlan Soliisyonlar

19

Caligmada Tablo 1’de detayh iiretici ve katalog numaralari verilen kimyasal

ve soliisyonlar kullanilmigtir.

Tablo 1. Calismada kullanilan soliisyonlar

Soliisyon ad1 Katalog no: Uretici Firma
Modifiye HTF medium 90126 Irvine Scientific
Sperm yikama medium 9983 Irvine Scientific

PureSperm-100

ET-HIS05-Q1/04

Nidacon

Continuous Single Culture Complete Medium

90165

Irvine Scientific

Serum Substitute Supplement (SSSTM) 99193 Irvine Scientific
Hyaluronidase Soliisyonu 90101 Irvine Scientific
%10’luk PVP 90123 Irvine Scientific
Embriyo kiiltiir yagi 9305 Irvine Scientific

3.3.3. Kullanilan Malzemeler

Calismada Tablo 2’de detayl: iiretici ve katalog numaralar1 verilen atilabilir

malzemeler kullanilmastir.
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Tablo 2. Calismada kullanilan atilabilir malzemeler

Malzeme ad1 Marka Katalog no: Uretici Firma
Konik tiip (15 ml) Falcon 352095 BD Sciences
Yuvarlak tabanli (15 ml) tiip | Falcon 352001 BD Sciences
Yuvarlak tabanli (5 ml) tiip Falcon 352003 BD Sciences

25 em?2 ‘lik flask Falcon 353009 BD Sciences

60 cm kiiltiir kab1 NUNC 150270 Thermo Scientific
60 cm kiiltiir kab1 Falcon 353652 BD Sciences
Oosit toplama seti Smiths ONS1833 Smiths Medical

3.4.1CSI Teknikleri ile iInseminasyon Uygulamasi

3.4.1. Hazirhk islemleri
Komplet medium hazirligi: CSC wtHSA mediumu kullanilarak hazirlanir.

OPU Kkiiltiir kab1 hazirligi: Her bir 60 cm’lik kiiltiir kabinda ti¢ adet 300 ul’lik
komplet medium damlacigi olacak sekilde, iki adet 60 cm’lik kiiltiir kab1 olarak

hazirlanir ve damlaciklarin tizeri embriyo kiiltiir yagi ile kaplanir (Sekil 4).

Sekil 4. OPU Uygulamasi I¢gin Hazirlanan 3 Damlacikl Kiiltiir Kab1 Gorseli

Hyaluronidaz kiiltiir kab1 hazirligi: Her bir 60 cm’lik kiiltiir kabinda dort adet
30 ul’lik komplet medium damlacig1 olacak sekilde iki adet 60 cm’lik kiiltiir kab1

olarak hazirlanir ve damlaciklarin tizeri embriyo kiiltiir yagi ile kaplanir (Sekil 5).
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Sekil 5. Hyaluronidaz Uygulamasi I¢in Hazirlanan 4 Damlacikli Kiiltiir Kabi Gorseli

Standart kiiltiir kab1 hazirligi: ICSI sonrasi oositlerin fertilizasyon kontrol
zamanina kadar biiylimelerini saglamak amaciyla 60 cm’lik kiiltiir kab1 igerisine
Sekil 6’da goriildigi gibi 18 adet her biri yaklasik 20 ul’lik komplet kiiltiir mediumu
damlacigi hazirlanir ve damlaciklarin buharlagmasina izin vermeden tizerleri kiiltiir

yagi ile kaplanir.

Sekil 6. ICSI Sonras1 Oositlerin Biiyiitiildiigli Standart Kiiltiir Kab1 Gorseli

Yukarida anlatildigr sekilde bir giin 6nceden hazirlanan kiiltiir kaplar1 ve
tiipler, igerdikleri kiiltiir mediumlarinin uygun gazlanmasini saglayabilmek igin
kapaklart yar1 agik sekilde %5 02, %6 CO2 igeren ve 37°C ve %95 nem

kontroliinde olan inkiibatorlerde gece boyunca gazlanmaya birakilir.



22

ICSI kiiltiir kab1 hazirligi: ICSI i¢in kullanilacak kiiltiir kaplarinin hazirligi
icin mHTF mediumu kullanilir. 60 cm’lik Falcon 353652 kiiltiir kabinin kapak kismi
ters cevrilerek orta bolgeye 10 mikrolitrelik ii¢ adet yikama drobu ve 5 mikrolitrelik
4 adet oositleri igine alip ICSI yapilacak droplar, bunlarin arasina dikdortgen 10
mikrolitrelik sperm havuzu damlacig1 ve onun yanina da 7 mikrolitrelik dikdortgen
seklinde %10’luk Polyvinylpyrrolidone (PVP) damlacigi hazirlanir (Sekil 7). Yogun
ve viskoz yapisindan dolayr PVP, ICSI o6ncesi sperm hareketini yavaslatarak daha
saglikli morfolojik degerlendirme ve manipulasyon yapabilme amaci ile kullanilir,
Tiim diger kiiltiir kaplart gibi bu kabin iizeri de adi gecen damlaciklarin hazirlig
tamamlanir tamamlanmaz uygun bir voliimde embriyo kiiltiir yag: ile kaplanir ve en

az 30 dakikalik bir siire i¢in 1sinmasi i¢in 37°C etiive kaldirilir.

Sekil 7. ICSI I¢in Kullanilan Kiiltiir Kabinin Hazirlanmasi

Oosit toplama islemi i¢in gerekli olan Modifiye HTF mediumu, 25 cm2’lik
flasklara boliiniir, her bir OPU islemi igin bir flask olacak sekilde 1sinmasi igin 37°C

‘ye ayarlanmis olan etiive konulur.

3.4.2. Oosit Toplama islemi (OPU)

Oosit toplama iglemi steril kosullarda ve bu islem i¢in 6zenle secilmis bir
ultrason {initesi ve aspirasyon cihazi (Sekil 8) kullanilarak, kisa siireli anestezi
altinda, ultrasonografi esliginde ve islem i¢in 6zel olarak tasarlanmis steril oosit

toplama seti ve ignesi (18G) kullanilarak gerceklestirilir.
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Sekil 8. OPU Isleminde Kullanilan Cihazlarin Gorseli

Igne yardimi ile her bir overden aspire edilen folikiil sivilar1 ve igerdikleri
kiimiiliis-oosit kompleksleri (KOK), bir giin 6nceden hazirlanip uygun sekilde
gazlanmis modifiye HTF mediumu iceren 15 ml’lik yuvarlak tabanl tiip igerisine

toplanir ve miimkiin olan en hizli sekilde laboratuvara ulastirilir.

Tip igerisinde laboratuvara ulastirllan bu KOK yapilart embriyolog
tarafindan Once steril pastor pipeti kullanilarak ve LAF kabin igerisinde
konumlandirilan bir stereo mikroskop altinda gergeklestirilir (Sekil 9). KOK yapilart
sonrasinda bir giin 6nceden hazirlanan ve gazlanarak pH degerinin 7,25-7.35

araliginda sabitlendigi kiiltiir mediumunda toplanr.
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Sekil 9. Merkezimizde Cekilen OPU Islemi Sirasinda Elde Edilen KOK Goriintiileri
(10X)

3.4.3. Inseminasyon I¢in Sperm Orneginin Hazirlanmasi

Oositleri toplanan hastanin esi islem giinlinde tizerinde adi soyadi es-adi
yazili hasta protokolii ve barkodu olan steril sperm toplama kabi hastayada
okutularak ve kimlik kontrolii yapildiktan sonra gerekli hasta bilgilendirmesi
yapilarak Ornek alimi icin Ozel olarak tasarlanmis odaya alinir. Sperm o6rnegi
mastiirbasyon yontemiyle steril sperm kabinin igerisine toplandi ve sperm verme

odasini laboratuvar kismina baglayan ara bélme yardimi ile laboratuara ulastirilir.

Islemin yapilacagi sabah 2-8 derecede bulunan sperm yikama medumu ve
PureSperm®-100 soliisyonlart buzdolabindan ¢ikartilarak oda 1sisina gelmeleri
saglanir. Bu iirlinler kullanilarak sirast ile %50, %70 ve %90’lik gradyenler seklinde,
Tablo 3’te belirtildigi sekilde karigtirilarak hazirlanir.

Tablo 3. Sperm hazirlig1 amagli gradyen soliisyonlarin hazirlanigi

%50 | %70 | %90

Sperm yikama mediumu | 5ml  [3ml | 1ml

PureSperm-100 5ml | 7ml | 9ml

Islem giinii hastanin esinden yukarida bahsedildigi sekilde elde edilen sperm

ornegi, asagidaki agamalar takip edilerek inseminasyon i¢in hazirlanir:

Sperm O6rnegi, 30-40 dakikalik bir likefaksiyon siiresi sonrasinda iyice
akigkanlik kazandigi gbézlemlenerek makler kamerasi ve mikroskop altinda sperm
sayma iglemi yapild1 ve androloji kayit defterine sperm sayisi, hareketliligi, morfoljik

degerlendirmesi not edilir.

Daha onceden hazirlanmis olan gradyen soliisyonlart yardimi ile sperm

yikamada kullanilacak 3’1ii gradyen tabakasi hazirlanir. Bu amagla;
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15 mI’lik falcon 2095 konik tiip igerisine dnce %90 lik olan mediumundan 0,5 ml

tiibiin dibine konulur,

Bu tabakanin iizerine, 0,5 ml %70 lik gradyen mediumu cam pastor pipet ve

enjektor yardimiyla ¢ok yavas bir sekilde bir tabaka olusturacak sekilde yerlestirilir,

Daha sonra %50 lik olan mediumdan 0,5 ml’lik bir kisim yine pastér pipet
yardimiyla tiipiin dibine yavas bir sekilde konulur ve boylece li¢lii bir gradiyent

hazirlanir.

On incelemesi yapilmis olan sperm drneginin 1 -1,5 ml’lik kismi, hazirlanmis
olan bu tiglii gradiyent tabakasi lizerine 45 dercelik ag1 ile steril pastdr cam pipet ve

pipetor vasitasiyla konularak en tist kisimda yeni tabaka olusturmasi saglanir.

Bu sekilde hazirlanan tiim ve 6rnek, 1800 rpm de 20 dakika santrifuj edilir.
Santrifiij sonras1 yikanarak ayrisan ve tiibiin tabaninda toplanan spermler, steril cam
pastor pipeti ile ve enjektor yardimiyla gekilir ve ardisik olarak 1600 rpm’de 5
dakika santrifiij edilerek yikanir. Sperm yikama amaciyla, pure sperm wash
mediumu kullanilir. Yikama sonunda elde edilen sperm hiicreleri makler kamarasi

ve mikroskop yardimiyla degerlendirilerek androloji kayit defterine kaydedilir.

3.4.4. Inseminasyon Oncesi Hyaluronidaz Enzim Uygulamasi

Hyaluronidaz uygulamasi igin Kullanilan kiltiir kabi Sekil 10’da
goriilmektedir. Uygulama yapilmasi planlanan zamandan en az 4 saat 6nce 15 ml’lik
mavi kapakli konik falcon tiip igerisine 9 ml mHTF ve 1 ml SSS™ ileve edilerek

37°C etiiv igerisine konulup 1sinmasi beklenir.

Ayiklama icin kullanilacak kiiltiir kaplar1 igerisine Oncelikle enzim
uygulamasinda kullanilmak tizere 375 ul mHTF + 125 ul Hyaluronidaz soliisyonu
karistirllarak enzim  damlaci@i hazirlanir.Bu damlacigin yanina/etratina mHTF
mediumu kullanilarak 20 ul’lik 6-7 adet kiiciik damlaciklar (enzim uygulamasi
sonras1 elde edilen oositlerin yikanmasi ve enzimin uzaklastirilmasi amaciyla)
hazirlanir. Tiim damlaciklar hazirlandiginda tizerleri embriyo kiiltiir yag: ile kaplanir

ve etiive konarak an az 30 dakika uygun sicakliga gelmesi ve dengelenmesi saglanir.
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Sekil 10. Hyaluronidaz Uygulamasi I¢in Kullanilan Kiiltiir Kabi Gorseli

3.4.5. ICSI Uygulamasi
ICSI islemi 6ncesinde mikromaniplatore oositi sabit tutma iginde kullanilan
holding (Humagen MPH-SM-30) ve ICSI (Sunlight Medical SIC-50H-30) igneleri

takilarak islem oncesi hazirlik yapilir.

Inseminasyon dncesi uygun sekilde hazirlanmis olan sperm 6rnegi, boliim 3.4.1°de
anlatildig1 sekilde hazirlanmis olan ICSI kiiltiir kabi igerisinde yer alan PVP
damlacig1 igerisine pastor pipeti yardimiyla konulur ve boylece ICSI sirasinda 0osit
icerisine enjekte edilecek spermler segilmek iizere hazirlanir. Uygun sartlarda ve
stirede spermlerin se¢ilmesini ve immobilizasyon sonrasi hazirliklarini miiteakip,
oositler spermin bulundugu kap igerisine hazirlanmis olan droplara konulur ve
embriyolog tarafindan her bir oosite 1 sperm enjekte edilecek sekilde
mikroenjeksiyon islemi gerceklestirilir. Bu islem bittikten sonra oositler vakit
kaybetmeden 1 giin 6nceden hazirlanmis ve dengelenmis olan standart embriyo
kiiltir kaplarina, stereo mikroskop, pastor pipeti ve agiz pipeti yardimiyla her bir
damlacik (drop) igerisinde 1 oosit olacak sekilde aktarilir. Bu sekilde aktarimi

yapilan kiiltiir kab1 inkiibator ortamina kaldirilir.

3.4.6. Fertilizasyon Kontrolii, Embriyo Takibi ve Taze Transfer
Inseminasyon islemi yapildiktan 16-20 saat sonra inverted mikroskop

kullanilarak embriyolarin fertilizasyon kontrolleri yapilir. Déllenen (normal
fertilizasyon go6zlenen) embriyolar bir giin once hazirlanan kiiltiir kablarina aktarilir.

Kiiltiir kablari uygun kosullardaki inkiibatorlere kaldirilir. Takibin 3. Giliniinde
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embriyolar gelisimlerini kontrol etmek ve soliisyonlarmi tazelemek amaciyla
inkiibatdrden cikartilir. Bilgileri not edildikten ve soliisyonlar1 degistirildikten sonra
olabildigince kisa siirede inkiibatorlerine geri yerlestirilir. Takibin 5. Giinlinde
embriyolar en kaliteli embriyonun secilmesi amaciyla inkiibatérden ¢ikarilir ve
degerlendirilir. Gebelik vaadettigi diisliniilen en kaliteli embriyo segilir. Transfer

gerceklestirilir.

3.4.7. Embriyolarin Degerlendirilmesi

3.4.7.1.Déllenme Sonrasi 42-46 (ideal 44) Saat Ve 66-68 Saat:

Degerlendirmeye alinan embriyolar 5 kritere gore skorlanir.

a) Hiicre Sayisi

b) Nukleus

c) Fragmantasyon

d) Blastomerlerin esitligi (Even / Uneven)

e) Sitoplazma

3.4.7.2.Dollenme Sonrasi 112-116 Ve 136-138 Saat:
Blastosist olarak gelismeye birakilan embriyolart 112-116(5.giin) ve 136-138
(6.glin) asagidaki  kriterlere = (Gardner Blastosist  Skorlamasi’na)  gore

skorlanmaktadir:

a) Erken Blastosist: Blastosdl embriyo hacminin yarisindan az ise embriyo

lolarak skorlanir.

b) Blastosist: Blastosdl embriyo hacminin en az yarisin1 dolduruyorsa embriyo 2

olarak skorlanir.

¢) Tam Blastosist: Blastos6l erken embriyonun tamamini dolduruyorsa embriyo

3 olarak skorlanir.

d) Genislemis Blastosist: Blastosol hacmi erken embriyonun tamamindan

biiyiik ve zona incelmisse embriyo 4 olarak skorlanir.
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e) Hatching Blastosist: Trofoektoderm zonadan ¢ikmaya baslamigsa embriyo 5

olarak skorlanir.

f) Hatched Blastosist: Blastosist tamamen zonadan ¢ikmissa embriyo 6 olarak

skorlanir.

3.4.7.3.43-6” Aras1 Olarak Degerlendirilen Blastosistlerin Icm ve
Trofoektoderm Simiflandirmasi:

a) Cok ve siki hiicre yapisi varsa
b) Oldukga ¢ok hiicre sayisina sahip ancak gevsek yapida ise

C) Az hiicre sayisina sahipse

Blastosistleri yukaridaki kriterlere gore ICM ve Trofoektodermlerine bakarak

degerlendirilmelidir.

Degerlendirmede Blastosistin ve blastosoliin  biiytlikliigline , zonanin
inceligine bakilarak ilk say1(3,4,5 veya 6). Daha sonra ilk once belirtilen harf ICM’1 ,

ikinci yazilan harf Trofoektodermi belirtecek sekilde degerlendirilir.

Ornegin: 4BC skorlamasi, blastosdl boslugunun erken embriyonun
tamamindan biiyiik oldugunu, zonanin inceldigini, ICM hiicrelerinin yeterince ¢ok ve
sitk1 yapida oldugunu, Trofoektoderm hiicrelerinin ise ¢ok sayida ancak gevsek

yapida oldugunu gosterir.

3.4.7.4.“3.Giin” Embriyolarimin Sec¢ilmesi
Normal fertilizasyon gozlenen ve takibe alinan embriyolar 3. Giinlerinde en
kaliteli olanlarinin segilmesi amaciyla inkiibatorden ¢ikartilir. Gebelik vaadettigi

diistiniilen embriyolar inverted mikroskopta segilir ve not edilir.

3.4.7.5.“3.Giin” Embriyolarinin Dondurulmasi
Dondurulacak embriyolar planlanan islem giiniinde embriyo degerlendirme
uygulama talimatina gore skorlanir, dondurulmasi planlanan embriyo sayis1 ve

kullanilacak tasiyici gubuk sayisi belirlenir.
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Dondurma islemi oncesinde embriyolari dondurulacak ¢ifte ve embriyolara
ait bilgiler Embriyoloji Laboratuar1 Hasta Kayit Defteri, Embriyoloji laboratuvar

formu ve Embriyo Dondurma Formuna kaydedilir.
Oosit Dondurma isleminin oda sicakliginda (20-24°C) uygulanmas1 gerekir.

Islemin basar1 ile sonuglanabilmesi igin dondurma islemi sirasinda kullanilan
ucu inceltilmis pastor pipetin i¢ ¢apinin oositlerden ¢ok az miktarda genis olmasina (
i¢ cap1 ~ 120 pum ), bir soliisyondan digerine gegerken pipetin degistirilmesine ve

oositlerin ¢ok az miktarda soliisyon ile tasinmasina 6zen gosterilir.

Dondurma islemi yapilacak olan laminar flow kabininin zemini soguk olmali

ve 1siticisinin kapali olmasi gerekir.

Vit Kit-Freeze Kkiti igerisinde bulunan ve islem igin kullanilacak olan ES ve
VS soliisyonlarmin, dondurma isleminden 15 dakika 6nce saklandiklar1 ortamdan

alinarak oda sicakligina gelmeleri saglanir.

ES ve VS soliisyonlarinda dengeleme sirasinda oositlerin 1s1ga maruz kalma
stiresi en diisiik diizeyde tutulur. Kullanim 6ncesinde iceriklerin homojen dagilimi

amaci ile ES ve VS tiipleri birkag kez ters-diiz edilerek karistirilir.

3.4.7.6.“3.Giin” Embriyolarimin Coziilmesi ve 5. Giine Kadar Takip
Edilmesi

Embriyosu c¢ozdiiriilecek cifte ait hasta dosyasi incelenir. Hastanin adi,
soyadi, protokol numarasi ve ka¢ adet embriyo donduruldugu kontrol edilerek

onaylanir.
Embriyo ¢ézdiirme islemi oda sicakliginda ve soguk zeminde gergeklestirilir.

Islemin basar ile sonuglanabilmesi igin ¢dzdiirme islemi sirasinda kullanilan
inceltilmis pastor pipetin i¢ ¢apinin embriyolarin ¢apindan ¢ok az miktarda genis
olmasma ( i¢ ¢apt ~ 120 pm ), bir soliisyondan digerine tasmirken pipetin
degistirilmesine ve embriyolarin ¢ok az miktarda soliisyon ile tasinmasina 6zen

gosterilmelidir.
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Vit Kit-Thaw kiti igerisinde bulunan ve igslem i¢in kullanilacak olan TS, DS
ve WS soliisyonlarinin, dondurma isleminden 15 dakika 6nce saklandiklar1 ortamdan

alinarak oda sicakligina gelmeleri saglanir.

4-kuyucuklu kiltiir kab1’in bir kuyucuguna 600 ul TS soliisyonu konur ve
kap CO2 igcermeyen etiivde veya 1sitma tablasinda 30 dakika 1sinmasi i¢in bekletilir.

Ayrica petri kabi igerisine 50 pl’ik 4 adet DS damlacig1 hazirlanir.

Coziilecek olan tasiyict c¢ubuklar tank igerisinden sivi nitrojen ile

doldurulmus olan rezervuara aktarilir.
Hizli maniiplasyon i¢in s1v1 nitrojen rezervuar:t mikroskoba yakin yerlestirilir.

TS soliisyonu igeren 4-kuyucuklu kiiltiir kab1 etiiv yada 1sitma tablasindan

aliir ve mikroskop tablasinin iizerine odagin altina yerlestirilir.

Tastyic1 cubugun renkli kismi penset yardimiyla kavranir ve embriyolarin
oldugu kistm sivi nitrojen igerisinde kalacak sekilde tutulur. Cubuk nitrojen

icerisinde tutularak seffaf kilifi ¢ikartilir.

Tastyic1 gubugun renkli kismi elle sikica tutulup embriyolarin oldugu kisim seri bir
sekilde TS soliisyonu igerisine daldirilir. Timer 1 dakikaya ayarlanip tasima pipeti ile
birkag defa TS soliisyon igerisinde embriyolarin TS soliisyonu ile dengelenmesi

saglanir.

Inkiibasyon sonunda bir miktar DS soliisyonu tasima pipetine alinir ve TS
kabindaki embriyolar DS damlacigina akatarilir. 4 dakika boyunca embriyolar belirli
araliklar ile yeni bir DS damlacigina aktarilmak sureti ile dengelenir. Eger ¢oziilecek
embriyolar 2. veya 3.giin embriyolar1 ise, DS ile inkiibasyon siirecinde ayni kap

igerisine ek olarak 2 adet 50 pl’lik WS damlacigi hazirlanir.

DS damlacig: i¢indeki inkiibasyon siiresinin bitiminde embriyolar WS1 de 4

dakika,WS2 de 4 dakika olacak sekilde toplam 8 dakika boyunca bekletilir.

Son agamada embriyolar bir giin onceden kiiltiir hazirlig1 talimatina gore

hazirlanmis embriyo kiiltiir kabina aktarilir.

Kabin yan vyiizeyine hastanin adi soyadi ve es adi1 yazili  etiketi

yapistirilir. Islem sonrasi inverted mikroskop kullamlarak ¢oziilen embriyolarin
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canlilik durumlar1 ve morfolojik 6zellikleri embriyo degerlendirme talimatina uygun
sekilde gergeklestirilir. Daha sonra kiiltiir kab1 inkiibatorde hastaya ait ayrilmis
boliime yerlestirilir. Embriyo ¢6zdiirme formunda ilgili boliimler doldurulur ve ¢ift

bilgilendirilir.

3.4.7.7.5.Giinde” Embriyolarin Degerlendirilmesi ve Transfer Edilecek
Embriyonun Se¢imi

“3-6” arasi olarak degerlendirilen blastosistlerin icm ve trofoektoderm
siniflandirmasi ve doéllenme sonrasi 112-116 ve 136-138. saat basligi altinda

aciklandigr sekli ile siniflandirilir ve embriyo se¢imi yapilir.

Sekil 11. Gelismekte Olan Bir Insan Embriyosuna Ait Goriintiiler
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Glinlimiize kadar insan embriyolar1 {iizerinde gerceklestirilen morfokinetik
analizlerde, en basarili embriyo se¢im kriterlerinin belirlenmesinden ziyade gebelik
olusturma basaris1 diisiik embriyolarin se¢imi igin blastomer biyiikliiklerinin esit
plmamasi, fragmantasyon ve multimiikleasyon gibi statik kriterlerin yaninda
proniikleuslarin silinmesi [54], diizenli olmayan bdliinmeler (1> 3 hiicre veya 1> 5
hiicre dogrudan bdéliinme) [53], [55] gibi yeni morfokinetik kriterler de anlamli
olarak kullanilmaktadir. Diger taraftan erken klivaj donemindeki 1., 2. ve 3. mitoz
boliinmenin zamansal degerleri blastosist olusturma potansiyelinin  6nceden
belirlenebilmesi amaci ile kullanilan en Onemli kriterler olarak karsimiza
¢ikmaktadir. [56], [57], [58]. Halen diinya genelinde pek ¢ok calisma embriyo
gelisimi ve se¢imi konularina odaklandigindan [58], [59] ger¢ek zamanli embriyo
morfokinetik analizi kullaniminin klinik gebelik ve dogum sonuglar {izerine etkisini

arastiran ¢alisma sayist son derece siirlidir [54].

3.4.8. Uygulama asamalar:

S1v1 nitrojen rezervuart sivi nitrojen ile doldurulur ve mikroskoba yakin bir

sekilde yerlestirilir.

Sekil 12. Merkezimizde Cekilen Sivi Nitrojen Ile Dolu Rezervuar Gorseli

Bir aliiminyum tutucunun alt ucuna bir kriyotiip sabitlenir ve dondurulacak

olan drneklerin saklanmasina hazirlik olarak sivi nitrojene batirilir.

Hasta adi, dondurma giinii, dondurulan oosit sayisi, tarih ve dondurma adresi

etiket iizerine yazilip tasima g¢ubugu (Strow) lizerine yapistirilir.
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Sekil 13. Merkezimizde Cekilen Tasima Cubugu Gorseli

5.glin veya 6.giin embriyolarinin dondurma islemine baslamadan AH
talimatina uygun olarak lazer ile AH wuygulanmali ve embriyo/embriyolar

kapandiktan sonra dondurma islemine baslanmalidir.

Sekil 14. Merkezimizde Cekilen Lazer Islemi Sonras1 Kapanmis Embriyo Gérseli

Islem oncesi, sekil 14°de goriildiigii gibi petri kab igerisine oda sicakliginda

dengelenmis ES soliisyonu ile 50 pl’lik damlacik hazirlanir.
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Sekil 15. Merkezimizde Cekilen Soliisyon Icerikli Petri Kab1 Gérseli

Hazirlik sonrast dondurulacak embriyolar bulunduklar kiiltiir soliisyonundan

miimkiin oldugu kadar az soliisyon alinacak sekilde ES damlacigi icerisine aktarilir.

Embriyolar eger 2. ve 3.glin embriyolar1 ise 8-10 dakika, blastokist agamast
embriyolar ise 12 dakika ES damlacig1 igerisinde bekletilir. ES igerisindeki

dengeleme siiresi sirasinda ayni kap igerisine 50 ul’lik VS damlacigi hazirlanir.

ES damlaciginda dengeleme tamamlandiktan sonra embriyolar bir miktar ES
sollisyonu ile birlikte tasima pipetine alinir, minimal hacimle VS damlaciginin
merkezine birakilir ve birkag defa pipet ile alip verme yapilarak 30 saniye siire ile
VS soliisyonu ile dengelenmeleri saglanir. Siire sonunda embriyolar tagima pipetine
alinarak tasiyici ¢ubuk iizerine yiiklenir ve vakit kaybedilmeden sivi azot igerisine

batirilir.

ES damlacigindan alinmalar1 ve sivi azot igeresine batirilmalart agamalari

arasindaki siire 80-110 saniye olmalidir.

Dondurma islemi tamamlandiktan sonra tasiyici ¢ubuklar tankta cifte ait

adrese yerlestirilir ve ¢ift bilgilendirilir.
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Sekil 16. Merkezimizde Cekilen Dondurma Islemi Tamamlanmis Embriyolarin
Tasima Cubuguna Yiiklenmesinden Azot Dolu Tanka Yerlestirilmesi Asamalarinin

Gorselleri

4. ISTATISTIK

Istatistiksel analiz i¢in SPSS 15.0 for Windows programi kullanildi. Tanimlayici
istatistikler; sayisal degiskenler i¢in ortalama, standart sapma, minumum, maksimum
olarak, kategorik degiskenler icin say1 ve ylizde olarak verildi. Sayisal degiskenler
normal dagilim kosulunu saglamadigindan bagimsiz iki grupta karsilastirmalari
Mann Whitney U testi ile analiz edildi. Gruplarda oranlarin karsilastirilmasi Ki Kare
Analizi ile yapildi. Belirleyici faktorler Lojistik Regresyon Analizi ile incelendi.
[statistiksel alfa anlamlilik seviyesi p<0,05 olarak kabul edildi.
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5. BULGULAR

Bolim 3.1°de belirtilen tarih araliginda Fulya Bahgeci Tiipbebek Merkezi’nde
tedavi goren uygun kriterlerdeki toplamda 337 FET, 236 FRESH-ET siklusu
calismaya dahil edilmistir. Gruplarin hasta ve sitiimiilasyon 6zellikleri asagidaki
tabloda verilmistir (Tablo 2). Kadinlarin ortalama yas1 FET i¢in 31,9+4,1, FRESH-
ET igin 31,7+4,3 dir. Endikasyonlar total gonadotrophin, HCG giinii E2 degeri ve
toplam deneme sayilar1 tablo 4’de sunuldugu gibidir ve istatistiksel olarak anlamli

bulunmamastir.

Tablo 4. Calismaya Ait Genel Tanimlayic1 Ozellikler

FET (n=337)  FRESH ET (n=236) D
IAZ?(S”'*SD (Min- 31 ’91:6; (@1- 347:43(20-40) 0553
Yas Grup Il n (%) <37 285 (84,6) 198 (83,9) 0,828
37 ve Usti 52 (15,4) 38 (16,1)
Endikasyon n (%) Kadin Faktor 214 (63,5) 133 (56,4) 0,190
Erkek Faktor 44 (13,1) 29 (12,3)
Miks Faktor 32(9,5) 33 (14,0)
Aciklanamayan 47 (13,9) 41 (17,4)
Total Gonadotrophin Ort.£SD (Min- 2401,3+876,7 2434,4+806,7 0521
Maks) (457-6175) (375-5475) ’

2874,6+2907,6  2205,2+1124,3
(149-26449) (271-5622)

0,43+0,98 (0-7)  0,56+1,23 (0-11) 0,168

E2 day of HCG Ort.+SD (Min-Maks) 0,220

Toplam Deneme sayisi Ort.+SD (Min-
Maks)
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Asagidaki grafikte c¢alismaya dahil edilen hastalarin  yas araliklan
gosterilmektedir (Grafik 1).

45

407

35

Yag (yil)
1

al-ay

207

15

I I
FET FRESHET

Grafik 1. Calismaya Dahil Edilen Hastalarin Yas Araliklar

FET ve FRESH-ET gruplarinin siklus ve o6zellikleri (total oosit, MII oosit,

2PN, transfer edilen embriyo sayilar1 ve implantasyon orani ortalamalar1) Tablo 5’de
gosterilmistir.
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Tablo 5. Siklus ve Embriyolojik Ozellikler

FET FRESH ET D
Ort.+SD (Min-Maks) Ort.+SD (Min-Maks)
Embriyoloji Total oosit 18,418,3 (5-51) 14,3+6,3 (2-38)  <0,001
MIl Oocyte 14,3+6,6 (3-42) 11,645,1 (2-33) <0,001
2PN 10,7+5,1 (3-31) 9,04,0 (2-25) <0,001

Transfer Edilen
Embriyo Sayisi

implantasyon orani 0,70+0,65 (0-3) 0,59+0,61 (0-2) 0,031

1,3920,49 (1-2) 1,35£0,48 (1-2) 0,315

Caligmaya dahil edilen hastalarin infertilite nedenlerine gore ortalamalari

Grafik 2’de goriildiigi gibidir.

100%

80%

60%

40%

20%

0%

60,6%

15,4%

12,7% 11,3%

Kadin Faktor Erkek Faktor Miks Faktor Aciklanamayan

Fertilite Nedeni

Grafik 2. infertilite Nedenleri

FET ve FRESH-ET gruplarinin gebelik, klinik gebelik, devam eden gebelik

ve abortus oranlar1 asagidaki tabloda verilmistir (Tablo 6).
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Tablo 6. FET ve FRESH-ET Transfer Sonuglar1 Tablosu

FET FRESH ET p
n (%) n (%)

Sonug Gebelik Orani 247 (73,3) 149 (63,1) 0,010
Klinik Gebelik Orani 225 (66,8) 136 (57,6) 0,014
Biyokimyasal Diisiik 22 (6,5) 13 (5,5)

Devam Eden Gebelik Orani 184 (54,6) 112 (45,8) 0,037
Abortus Orani 38 (16,9) 22 (16,7) 0,957
Missed Abortus 38 (16,9) 21 (15,9)
Unembriyonik 0(0,0) 1(0,8)

Ektopik 3(0,9) 2(0,8)

FET ve FRESH-ET gruplariin gebelik, klinik gebelik, devam eden gebelik

ve abortus oranlarinin tablosunun sematize edilmis hali Grafik 3’te ki gibidir.

100% -

80% 1  73,3%

60% -

40% -

20% - 16,9%46,7%

0% -

Gebelik Orani Klinik Gebelik Devam Eden Abortus Orani
Orani Gebelik Orani

Grafik 3. FET ve FRESH-ET Transfer Sonuglar1 Grafigi

37 yas ve Ustli hastalarin FET ve FRESH-ET gruplarinin gebelik, klinik

gebelik, devam eden gebelik ve abortus oranlari ile 37 yas alt1 hastalarin FET ve
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FRESH-ET gruplarmin gebelik, klinik gebelik, devam eden gebelik ve abortus
oranlar1 agagidaki tabloda verilmistir (Tablo 7).

Tablo 7. Anne Yasiin 37 Yas Kriteri Baz Alinarak Verilerin Degerlendirilmesi

Anne yasi <37 yil FET FRESH ET p
Sonug n (%) Gebelik Orani 209 (73,3) 131 (66,2) 0,090
Klinik Gebelik Orani 190 (66,7) 120 (60,6) 0,108
Biyokimyasal Diigiik 19 (6,6) 11 (5,5)
Devam Eden Gebelik 0275
Orani 154 (54,0) 97 (49,0) '
Abortus Orani 34 (17,9) 17 (14,7) 0,461
Missed Abortus 34 (17,9) 17 (14,7)
Ektopik 2(0,7) 2(1,0)
Anne yasi 237 yil
Sonug n (%) Gebelik Orani 38(73,1) 18 (47,4) 0,013
Klinik Gebelik Orani 35 (67,3) 16 (42,1) 0,017
Biyokimyasal Diisiik 3(5,7) 2(5,2)
Devam Eden Gebelik 0007
Orani 30(57,7) 11 (28,9) :
Abortus Orani 4 (11,4) 5(31,3) 0,118
Missed Abortus 4 (11,4) 4 (25,0)
Unembriyonik 0(0,0) 1(6,3)
Ektopik 1(1,9) 0(0,0)

37 yas ve Ustli hastalarin FET ve FRESH-ET gruplarinin gebelik, klinik
gebelik, devam eden gebelik ve abortus oranlari ile 37 yas alt1 hastalarin FET ve
FRESH-ET gruplarinin gebelik, klinik gebelik, devam eden gebelik ve abortus
oranlarimnin grafigi asagida sunuldugu gibidir (Grafik 4).
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237 yas

Grafik 4. Anne Yasmin 37 Yas Kriteri Baz Alinarak Verilerin Degerlendirilmesi
Grafigi
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6. TARTISMA

Yardimci iireme teknolojilerinin sonuglarini iyilestirmek amaciyla klinik ve
embriyolojik stratejileri gelistirmek i¢in son yirmi yilda biiyiik caba gosterilmistir.
Endometriyum, blastokistlerin yeterli miktarda biyolojik a¢idan alict molekiillere
baglanmasina izin veren nihai bir hedef olarak kabul edilir. Bir adim daha ileri
gitmek icin endometriyal reseptiviteyi veya daha dogru olarak implantasyon
penceresini saptayarak anlamak, YUT uygulamasinda biiyiik onem kazanmustir
[60],[61].

Kontrollii overyan stimiilasyon (COS), toplanan oosit sayisina olumlu yonde
etki etmesine ragmen, hatali endometriyal reseptiviteye yol agabilir. Siiperfizyolojik
Ostrojen tretimi, COS sonras1 kadinlarda basarisiz reseptivitenin baslica sebebi
olabilir [62]. Uyumlu olarak, yiiksek veya normal tepki veren kadinlarda HCG
stimiilasyonunun yapildig1 giin yliksek serum Gstradiol diizeylerinin endometriyal
alicilik i¢in zararli oldugu bildirilmistir [63]. Bu nedenle, endokronolojik dongiilerin
endometrial alicilik iizerindeki muhtemel etkisini degerlendirmek icin tiim
embriyolarin dondurularak transferinin 6telenmesi yaklasiminin blastosist transferi

planlanmis hastalarda klinik sonuglarini retrospektif bir arastirma ile inceledik.

Caligmaya 337 Toplam FET, 236 FRESH-ET siklusu dahil edildi. Gruplarin

hasta ve sitiimiilasyon 6zelliklerinde istatistiksel olarak anlamli fark yoktu.

Belva ve arkadaslar1, gebelik oranlarinin FET grubunda taze ET grubuna
gore anlamli derecede yiikksek oldugunu bildirmislerdir [64]. Takeshima ve
arkadaslari siklus basina gebelik oraninin dort yil iginde hemen hemen sabit kaldigini
bildirmistir: taze ICSI sikluslar1 i¢in % 20 ve dondurulmus embriyo transfer

sikluslar1 i¢in% 32 [66].

Basgka bir ¢alismada, implantasyon, devam eden ve klinik gebelik oranlari
FET grubunda anlamli derecede yiiksekti [65]. Iki gruptaki farkli implantasyon
oranlari, dondurulmus embriyo sikluslarinda farkli endometriyal alicilik ve embriyo
ile endometrial gelisim arasindaki senkronizasyonu yansitabilir. Buna paralel olarak
calismamizda FET grubunun gebelik orani, klinik gebelik orani, devam eden gebelik

oranti FRESH-ET grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksekti (p=0,010



43

p=0,014 p=0,037). Gruplarin abortus oranlarinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmadi (p=0,957).

Daha yiiksek gebelik orani elde etmek igin, transferde en iyi embriyolarin
se¢imi oldukg¢a 6nemlidir. Dondurup ¢6zdiikten sonra en iyi embriyonun segiminin
ardindan transfer islemi gerceklestirilir. Transfer edilen embriyodan geriye kalan
artik embriyolar ise gebelik olusmadig1 yada ciftin tekrar gebelik istedigi zamana
kadar saklanir, dolayisiyla transferden geriye kalan artitk embriyolarin bir servet
degerine sahip olduklar diisiiniilmektedir. Bu noktada dondurulduktan sonra transfer
icin ¢oziillen embriyonun kalitesi devreye girer. Aflatoonian ve arkadaslari,
embriyolarin morfolojik derecelendirmesine gore, ¢alismada dondurulmus ve taze
gruplarda biyokimyasal gebelik oraninin benzer oldugunu bulmuslardir (% 27,% 22)
[67]. Buna benzer olarak ¢alismamizda gruplarin abortus oranlarinda istatistiksel

olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,957).

Bu c¢alismada FET grubunun embriyolojik 6zelliklerinden total oosit, MII
oosit, 2PN ve implantasyon orani ortalamasi FRESH-ET hastalarina gore istatistiksel

olarak anlamli yiiksekti (siras1 ile p<0,001 p<0,001 p<0,001 p=0,031).

Ashrafi ve arkadaslarinin ve Aflatoonian ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismaya
gore, kadinlarin yas1 taze ET ve FET protokollerinde dogurganhk hizim
etkilememektedir; diger calismalarda ise istatistiksel olarak anlamli ¢ikmistir
[65],[67],[68],[69]. Ashrafi ve arkadaslar1 ve Aflatoonian ve arkadaslarinin yaptiklar
calismanin sonucuna karsilik bizim calismamizda 37 yas ve iistii hastalarin FET
grubunun gebelik orani, klinik gebelik orani, devam eden gebelik oran1 FRESH-ET
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksekti (p=0,013 p=0,017 p=0,007). 37 yas
alt1 hastalarda gruplarda gebelik Ozelliklerinde istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmadi.

Bununla birlikte, FET dongiileri sonrasi1 klinik gebelik oranindaki artisin,
yiiksek E2 seviyelerinin ¢ikarilmasiyla m1 yoksa altta yatan hastaliga bagh diger
faktorlerin bir sonucu ile iligkili olup olmadigini bilmiyoruz. Serum E2 seviyelerinin
asagl diizenlenmesi gebelik oranlarinin artmasinin dogrudan bir nedeni olabilir.
Yiiksek E2 ve proesteron diizeyleri de dahil olmak iizere, COS ile indiiklenen

hormonal dalgalanmalarda FET ile iligkili diizelme, klinik gebelik oranlarinda bir
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artisa neden olabilir. FET dongiilerinin implantasyon oranindaki diislis yalnizca,
bozuk folikiil gelisimi degil, ayn1 zamanda, yliksek dolasimdaki E2 seviyelerine
bagl olarak basarisiz aliciligin sonucu oldugu tartisilan konular arasindadir. Gebe
kalmay1 basaramayan kadinlarin serum E2 diizeylerinin, gebe kalanlara gore anlaml

derecede yiiksek oldugu Ersahin ve arkadaslarinin yaptigi ¢aligmada gosterilmistir
[70].

FRESH-ET veya FET sikluslarindan gelen kaliteli embriyolar, E2'ye bagh bir
implantasyon hatasindan gecebilir. Son olarak, yiiksek serum E2 veya progesteron
diizeylerine sahip implantasyon basarisizligt olan kadinlar i¢in FET'min rutin
kullanimin tavsiye etmeden once, FET sikluslarinin zamanlamasi ve yiiksek serum

E2 ve progesteron degerleri gibi sorular1 yanitlamamiz gerekir.

7. SONUC

Bu calismada, yardimci iireme teknikleri uygulamalarinda, gelismekte olan
tim embriyolarin dondurularak transferinin &telenmesi yaklasiminin, blastosist

transferi planlanmig hastalarda klinik sonuglari bakimindan incelenmesini amacladik.

Bu amagla Ocak 2010 — Aralik 2015 tarihleri arasinda ¢alismaya katilma
kriterleri bakimindan uygun bulunmus taze blast embriyo transferi gerceklestirilen
hastalar ile (1.grup) tedavide tlim embriyolar1 dondurulmus, daha sonraki bir zaman
diliminde bu embriyolarin ¢oziilerek blastosist asamasina kadar kiiltlirii sonrasi
transferi gerceklestirilen (2.grup) olgularin embriyolojik ve klinik sonuglari

karsilastirildi.

Sonug olarak; 1. ve 2. grup arasinda hasta 6zellikleri agisindan herhangi bir
fark olmamasina ragmen klinik gebelik 1. grupta istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksek saptandi. Hastalar yas gruplarma gore kategorize edildiginde 37 yas alt1
grupta 1. ve 2. grup arasinda gebelik oranlar1 acisindan bir fark gézlenmedi. Ancak
37 yas ve listii grupta gebelik oranlarinin daha yiiksek oranda saptandigi gézlendi. Bu
bulgular dogrultusunda dondurulmus embriyo transferi (FET) yaklagiminin hastalarin
tedavi yamitin1 olumlu yonde etkiledigi kanaatine varildi. Taze embriyo transferine
karsilik dondurulmus embriyo transferini tercih etmemize neden olacak olan bu

bulgularda daha ¢ok endometriyum reseptivitesinin etkisinin oldugu kanisina varildu.
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