Embriyo Freezing : Programlı dondurma mı? Vitrifikasyon mu?
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Giriş

Yardımcı Üreme Teknikleri (YÜT) ilk uygulandıkları tarihten günümüze kadar son derece hızlı gelişmekte ve her geçen gün çocuk sahibi olamayan pek çok infertil çiftin bu özlemine kavuşmasına olanak sağlamaktadır. Bununla birlikte halen kullanılan mevcut tıbbi teknik ve uygulamaların (ovülasyon indüksiyonu, embriyo kültür teknikleri ve seçim kriterleri, kültür ortamları, ileri embriyo manipulasyonu uygulamaları vs.) geliştirilmesi ve iyileştirilmesi gereken yönleri mevcuttur. Embriyo freezing, diğer adı ile embriyo kriyoprezervasyonu bu yaklaşımların başında gelmektedir. Güncel klinik uygulamalarda insan embriyolarının kriyoprezervasyonunda iki farklı teknik yaklaşım mevcuttur: Programlı (yavaş) dondurma ve vitrifikasyon.
Her iki teknik te ilk olarak deney hayvanları ve çiftlik tayvanları modellerinde geliştirilmiş, sonrasında belli bazı modifikasyonlar kullanılarak insan embriyolarında uygulanmışlardır. Whittingham ve arkadaşlarının programlı dondurma yöntemi kullanarak fare embriyolarında 1972 yılında gerçekleştirdikleri ilk canlı doğum sonrasında benzer teknik ve yaklaşım klivaj dönemi insan embriyolarına da uygulanmış ve sonucunda 80’li yılların başında ilk gebelik ve canlı doğum elde edilmiştir[1],[2] ,[3]. Fare embriyolarında ilk vitrifikasyon çalışması 1985 yılında yapılmış, insanda ilk uygulaması ise sınırlı sayıda oosit üzerinde 1999 yılında gerçekleştirilmiştir[4]. 
İlk gebelik ve canlı doğum eldesi sonrası kullanılan yaklaşım ve protokoller kısa süre içerisinde farklı kriyokoruyucular (1,2-Propanediol, etilen glikol, gliserol, sükroz, trehaloz vb.) kullanılarak klivaj ve blastosist aşamaları için optimize edilmeye çalışılmıştır. Bununla birlikte, son 15 yıl içerisinde insan oosit ve embriyo kriyoprezervasyonu konusunda farklı yaklaşım ve görüş içeren 1000’den fazla çalışma yayınlanmış fakat her iki tekniğin optimal uygulanması konusunda ilk kullanımlarından  günümüze kadar geçen yaklaşık 30 yıllık bir süre içerisinde bir konsensus oluşturulamamıştır [5].

Teknik ve uygulama açısından programlı dondurma vs. vitrifikasyon
Yakın dönemde gerçekleştirilen çalışmalarda optimal bir şekilde uygulanan dondurma/çözme işlemlerinde çözme sonrası gelişen embriyoların ikinci kez dondurulması/çözülmesi sonrasında dahi kabul edilebilir gebelik oranları ve perinatal gelişim gözlendiği, saklama süresinin çözme sonrası canlılık, ileri embriyo gelişimi ve gebelik oranları parametrelerinde anlamlı bir fark oluşturmadığı belirtilmektedir 
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. Bununla birlikte sayılabilecek pek çok faktörün içerisinde embriyo dondurma uygulamalarının teknik ve kullanıcı kaynaklı olarak başarısını etkileyen en önemli iki temel faktör sırası ile dondurulan farklı aşamadaki embriyoların soğutma işlemi sırasında dengeye ulaşma biçimlerinden kaynaklanan farklılıklar ve dondurma işleminin hızıdır. 
Kontrollü bir soğutma sistemi içerisinde gerçekleştirilen programlı embriyo dondurma işlemlerinde embriyonun dengelenmesi orantılı olarak düşük kriyokoruyucu (kriyoprotektan) konsantrasyonlarında (1.0 – 1.5 mol/l) gerçekleşmektedir. Nispeten belirli bir zaman alan bu yaklaşıma alternatif olarak vitrifikasyon uygulamalarında ise oldukça yüksek kriyokoruyucu  konsantrasyonları kullanılmaktadır. Yüksek konsantrasyonlarda kullanılan bu ajanların neden olabileceği toksisite etkilerini en aza indirmek için vitrifikasyon işleminde süre çok önemlidir ve embriyonun bu ajanlara maruz kaldığı süre programlı dondurma protokollerine kıyasla son derece kısadır. 
Programlı bir dondurma sisteminde yavaş dondurma işlemi başlamadan önce embriyo denge safhası yukarıda da bahsedildiği gibi oldukça düşük bir kriyokoruyucu konsantrasyonunda sağlanmaktadır.  Sonrasında hücre dışı osmolarite arttıkça hücre içi çözünen konsantrasyonu artar ve  oosit/embriyoda dehidrasyon ve büzülme gözlenir.  Yavaş dondurma koşullarında hücre içi çözünen konsantrasyonu hücre dışından yüksek olduğundan hücre içinin donma sıcaklığı düşer ve bu şekilde hücre içi buz kristali oluşumu önlenmeye çalışılır. Ayrıca hücre dışı buz kristali oluşumu neticesinde hücre içi sıcaklığın daha da düşmesi (supecooling) nedeni ile embriyo denge safhasının bozulmasını engellemek için buz kristali oluşumu -6-8°C’de dışarıdan manuel veya otomatik olarak uygulayıcı tarafından oluşturulur.  Seeding adı verilen bu işlem sonrası örnekler genellikle -60°C ‘ye kadar programlı olarak soğutulmakta, sonrasında ise sıvı nitrojen içerisine transfer edilmektedir. Tüm bu işlemlerin dengeli ve optimal olarak uygulanması için programlı dondurma işlemleri yaklaşık olarak 90-120 dakika sürmektedir. Hem dondurma hem de çözme işlemleri süresince hasar oluşması muhtemel kritik dönem -15 ile -60°C aralığıdır.  Özellikle çözme işlemi sırasında kullanıcı kaynaklı veya otomasyon sistemi kaynaklı hatalar nedeni ile oluşabilecek buz kristalleri oosit ve embriyoların canlılıklarını kaybetmelerindeki en yaygın faktörlerden biridir.


Vitrifikasyon uygulamalarında da programlı dondurma uygulamalarına benzer şekilde ilk aşama oosit/embriyonun kriyokoruyucu ile dengelendiği aşamadır; Fakat ilk metodun aksine bu aşamada vitrifikasyonda kullanılan kriyokoruyucu konsantrasyonu oldukça yüksektir. Dakikalar içerisinde hücre içi ozmotik denge değişerek büzülme ve ardından sitoplazmanın tekrar şişmesi gözlenir. Bu aşamayı takip eden vitrifikasyon aşamasında kriyokoruyucu konsantrasyonu daha da artar ve embriyo saniyeler içerisinde daha fazla hücre içi su kaybederken doğrudan sıvı nitrojen ile teması sağlanarak vitrifiye edilmesi sağlanır. Uygulanan çok yüksek soğutma hızları neticesinde hücre içindeki ve çevresindeki su molekülleri sıvı fazından doğrudan camsı faza geçmekte böylece buz kristali oluşumunun önüne geçilmektedir.
Geleneksel programlı embriyo dondurma protokolleri günümüze kadar farklı gelişim aşamasındaki embriyolarda uygulanmış olsa da pek çok uygulamada klinik açıdan başarılı sonuçlar alınamaması ve sonuçlar arasında genellikle tutarlılık problemi gözlenmesi özellikle son yıllarda vitrifikasyon uygulamalarının daha yaygın bir şekilde kullanılması sonucunu doğurmuştur. Yine son yıllarda vitrifikasyon teknolojisinin özellikle farklı ticari kitlerin piyasaya çıkmasıyla daha fazla sayıda kullanıcıya ulaşması klinik uygulamaların ve sonuçlarının dünya genelinde artmasına ciddi katkıda bulunmuştur.  Bu konuda tartışılan diğer temel argümanlar sırası ile programlı dondurma işlemlerinde pahalı teknik ekipman kullanımına gerek duyulması ve dondurma işlemi zaman alan bir süreç olduğundan klinik laboratuar pratiğinde ardışık işlemler için zaman ve organizasyon sıkıntıları yaşanabilmesidir. Vitrifikasyon tekniği kullanımı için cihaz gereksinimi olmayışı ve oldukça kısa bir zaman dilimi içerisinde gerçekleştiriliyor oluşu nedeni ile yine programlı dondurma uygulamalarına kıyasla avantajlı görünmektedir.  

Klinik Sonuçlar
a. Pronükleus (PN) aşaması

Pronükleus dönem embriyo dondurulması günümüzde halen dünya genelinde en eski ve en çok başvurulan embriyo kriyoprezervasyon yaklaşımlarından biridir. 
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. Dowling-Lacey ve arkadaşları 20 yıl dondurularak saklanmış pronükleus aşaması insan embriyolarından çözme işlemi sonrası sağlıklı canlı doğum elde edildiğini bildirmişlerdir [10]. Özellikle bazı ülkelerde etik veya dini sebeplerle embriyoların pronükleus aşaması sonrasında teknik olarak manipulasyonuna izin verilmediğinden, pronükleus aşama embriyo kriyoprezervasyonu klinik uygulama başarısını arttırıcı önemli bir imkandır. Yakın zaman öncesine kadar gerçekleştirilen uygulamalarda programlı dondurma teknikleri kullanılarak kabul edilebilir gebelik oranları elde edildiği bildirilmiştir.  Bununla birlikte adı geçen çalışmalarda dondurma-çözme sonrası embriyo canlılık oranlarının değişkenlik gösterdiği rapor edilmekte ve elde edilen gebelik oranları taze embriyo transferi sonrası elde edilen oranlardan düşük olduğu vurgulanmaktadır [11]
Pronükleus aşaması embriyoların vitrifikasyon yöntemi ile kriyoprezervasyonu ise yavaş dondurma uygulamalarına kıyasla çok daha geç olarak 2000’li yılların başında uygulanmaya başlanmıştır [12],[13]. Özellikle son dönemlerde bildirilen çalışmalarda vitrifikasyon yönteminin oldukça başarılı olduğu vurgulanmakta ve bu aşamada yavaş dondurma protokollerinin kullanımı sorgulanmaktadır [14].
b. Literatürde her iki yöntemin kullanılarak karşılaştırıldığı çok az sayıda çalışma mevcuttur. Kuwayama ve arkadaşları vitrifiye edilen 5881 ve programlı embriyo dondurma yöntemi kullanılan 1944 PN aşaması embriyonun dondurma-çözme sonrası gelişimini ve klinik sonuçlarını karşılaştırmış, çözme sonrası canlılık, klivaj ve gelişim parametreleri yönünden vitrifikasyon yönteminin daha başarılı olduğunu belirtmişlerdir [15]. Her ne kadar prospektif bir çalışma olmasa da Al-Hasani ve arkadaşları vitrifikasyon yönteminin programlı yavaş dondurma yöntemine göre daha yüksek gebelik oranı sağladığını (sırasıyla %36,9 ve %10,2) bildirmektedir [14].
c. Klivaj  aşaması

Günümüze kadar programlı yavaş dondurma uygulamalarının en sık gerçekleştirildiği dönem klivaj dönemi (embriyo gelişiminin 2. veya 3.günü) insan embriyolarıdır. Literatürde bu dönemde yavaş dondurma protokolü ile gerçekleştirilen embriyo kriyoprezervasyon uygulamalarında elde edilen canlılık oranı yaklaşık olarak %70-85 olarak verilmektedir [16]. Bununla birlikte klivaj dönemi emriyolarında gerçekleştirilen vitrifikasyon uygulamalarında belirtilen çözme sonrası canlılık oranları %80’in üzerindedir 
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. 

Klivaj döneminde yavaş dondurma ve vitrifikasyon tekniklerinin çözme sonrası canlılık ve klinik sonuç bakımından karşılaştırıldığı çalışmalardan en kapsamlısı Kuvawama ve arkadaşları tarafından gerçekleştirilen çalışmadır[15]. Çalışmada iki teknik arasında canlılık oranları arasında yapılan karşılaştırmada vitrifikasyon sonrası canlılığın yavaş dondurmaya kıyasla anlamlı bir şekilde yüksek olduğu belirtilmiş (%98’e %91), bununla birlikte klinik gebelik oranları arasında anlamlı bir fark gözlenmemiştir (sırasıyla %53’e %51). İki tekniğin benzer şekilde karşılaştırıldığı Raju ve arkadaşları tarafından gerçekleştirilen prospektif çalışmada ise  çözme sonrası canlılık, klinik gebelik ve implantasyon vitrifikasyon lehine anlamlı olarak yüksek bulunmuştur [17]. Wilding ve arkadaşları 262 hasta üzerinde gerçekleştirdikleri çalışmalarında klivaj dönemi embriyoları iki teknikle karşılaştırmalı olarak dondurmuşlar ve vitrifikasyon tekniğinin programlı dondurma tekniği ile karşılaştırılabilir olduğunu belirtmişlerdir [19]. Embriyonik gelişim parametreleri yönünden iki tekniğin karşılaştırıldığı bir başka randomize kontrollü çalışmada da canlılık, metabolik aktivite ve blastosist aşamasına erişim oranı vitrifikasyon lehine anlamlı olarak farklı bulunmuştur [20].  
d. 
Adı geçen çalışmalarda klivaj dönemi embriyolarda vitrifikasyon tekniğinin programlı dondurma tekniklerine kıyasla çözme sonrası canlılık, embryo gelişimi ve klinik sonuç bakımından karşılaştırılabilir hatta bazı çalışmalarda daha başarılı sonuçlar verdiği görülmektedir. Desai ve arkadaşları klivaj dönemi vitrifikasyon uygulanmış embriyolar ile gerçekleştirilen 270 çözme siklusu sonuçlarını değerlendirmişler ve canlılık ve klinik gebelik gibi parametrelerin yanında perinatal sonuçlar yönünden de tekniğin güvenli olduğunu belirtmişlerdir [21].   
e. Blastosist  aşaması

Dünyada blastosist aşaması embriyo dondurulması/çözülmesi sonrası elde edilen ilk gebelik yavaş dundurma tekniği sonrası elde edilmiştir [22]. Bununla birlikte yavaş dondurma teknikleri kullanılarak yakın zaman öncesine kadar blastosist dondurma/çözme sonrası elde edilen canlılık ve transfer edilen blastosist başına klinik gebelik oranları sırası ile %60 ve %30’un üzerine çıkamadığından daha erken dönem embriyo kriyoprezervasyon yaklaşımları pek çok klinik için daha yaygın tercih edilen bir yaklaşım olmuştur. 
Diğer taraftan vitrifikasyon tekniği ile dondurulup çözülen blastosist ile elde edilen ilk gebelik sonrası çalışmalarda elde edilen yüksek canlılık ve gebelik oranları, blastosist aşaması embriyo kriyoprezervasyonunda  vitrifikasyon yönteminin yaygınlaşmasını sağlamıştır [23]. Bu tarihten itibaren farklı araştırmacılar tarafından yayınlanan makalelerde farklı taşıyıcılar kullanılarak gerçekleştirilen çalışmaların hemen hemen hepsinde son derece başarılı canlılık ve klinik gebelik oranları elde edildiği belirtilmektedir [24], [25], [26], [11], [15], 
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. Ayrıca, blastosist dönemi embriyolarda vitrifikasyon öncesi embriyo manipulasyonu uygulanarak blastosel kavitenin yapay olarak  boşaltılması sonrası canlılık oranlarının arttığını belirten pek çok çalışma mevcuttur [29], 
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,[31], [32].
Stehlik ve arkadaşları yavaş dondurma teknikleri ile %83,1 ve %16,7 canlılık ve gebelik oranı elde edebildikleri halde vitrifikasyon kullanımı sonrasında bu oranların sırası ile %100 ve %50’e ulaştığını bildirmişlerdir [33]. Huang ve arkadaşları her iki tekniği  çözme sonrası canlılık oranları yönünden karşılaştırdıkları çalışmalarında vitrifikasyon sonrası elde edilen canlılık oranlarının (%84) yavaş dondurma sonrasındaki oranlara (%56,9) göre anlamlı olarak yüksek olduğunu belirtmişlerdir 
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. Kuwayama ve arkadaşları tarafından gerçekleştirilen ve 6000’den fazla blastosisti kapsayan ve her iki tekniğe ait sonuçların karşılatırıldığı bir başka çalışmada ise canlılık ve gebelik  oranları sırası ile yavaş dondurma için %84 ve %51, vitrifikasyon için %90 ve %53 olarak bulunmuştur. Benzer şekilde Liebermann ve Tucker’a ait çalışmada karşılaştırılan tekniklere ait canlılık ve gebelik oranları yavaş dondurma için %92,1 ve %42,9, vitrifikasyon için %96,5 ve %46,1 olarak verilmiştir[35].

Yukarıda adı geçen çalışmalardan vitrifikasyonun blastosist aşaması embriyolarda yavaş dondurma tekniklerine iyi bir alternatif olduğu söylenebilir. Bununla birlikte yavaş dondurmada uygulanan metoda, uygulamayı gerçekleştiren embriyolog ve teknik altyapıya bağlı olarak elde edilen canlılık ve gebelik sonuçlarında büyük farklılıklar görülmesine rağmen, vitrifikasyon sonuçları büyük oranda benzerlik göstermesi ve gözlenen süreklilik ve tutarlılık vitrifikasyon tekniğini klinik uygulamalarda daha avantajlı bir konuma getirmektedir. Ayrıca sınırlı sayıda da olsa bildirilmiş perinatal sonuçlar tekniğin blastosist aşamasında güvenle kullanılabileceğini işaret etmektedir 
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.     
Embriyo biyopsi işlemi sonrası kriyoprezervasyon


Embriyo kriyoprezervasyon uygulamalarının belki de en hassas noktası implantasyon öncesi embriyolarda genetik tanı işlemleri sonrası embriyoların dondurularak saklanmasının gereksinimidir. Özellikle sınırlı sayıda embriyoda uygulanan invaziv bir embriyo manipulasyonu sonrası gerçekleştirilecek kriyoprezervasyon ve çözme işlemleri yakın bir zaman öncesine kadar programlı dondurma teknikleri kullanımı sonrası oldukça düşük canlılık ve genelik oranları vermekte idi 
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. Zheng ve arkadaşları tarafından vitrifikasyon tekniği kullanılarak gerçekleştirilen çalışmada ise embriyo biyopsi sonrası dondurulup/çözülen embriyolarda canlılık oranı %94 olarak bildirilmiştir. Benzer şekilde Keskintepe ve arkadaşları biyopsi ve vitrifikasyon sonrası elde edilen canlılık ve gebelik oranlarının yavaş dondurma uygulamalarına kıyasla anlamlı olarak yüksek olduklarını belirtmişlerdir [40]. Yakın zaman içerisinde gerçekleştirilen diğer çalışmalar da vitrifikasyon tekniğinin (açık ve kapalı taşıyıcı sistemlerde) embriyo biyopsi işlemi sonrası kabul edilebilir canlılık ve gebelik oranları verdiğini göstermektedir 
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.  
Sonuç

Embriyo dondurma teknikleri 30 yılı aşkın bir süredir klinik pratikte uygulanıyor olsa da özellikle son yıllarda gerek klinik uygulama protokollerindeki iyileştirmeler (düşük stimülasyon protokolleri, tek embriyo transferi uygulamaları vb.) gerekse ileri embriyo manipulasyonu gerektiren uygulamalar (in vitro maturasyon, preimplantasyon genetik tanı, PGT) özellikle sınırlı sayıda embriyonun verimli ve etkili bir şekilde dondurulup/çözülmesi gereksinimini ortaya koymuştur. Programlı dondurma protokollerinde dünya genelinde elde edilen sonuçlardaki farklılıklar ve özellikle bazı embriyo gelişim dönemlerinde elde edilen düşük canlılık ve gebelik oranları, beraberinde alternatif olarak vitrifikasyon yönteminin klinik pratiğe girmesini hızlandırmıştır. Özellikle son yıllarda tekniğin uygulama akışına bağlı olarak sahip olduğu bazı avantajlar da beraberinde pek çok klinikte embriyo dondurma uygulamalarında yavaş dondurma protokollerinin yerini vitrifikasyon uygulamalarının almasını sağlamıştır.


Vitrifikasyon uygulamalarında günümüze kadar gerçekleştirilen sınırlı sayıdaki çalışmalarda elde edilen canlılık ve gebelik oranları adı geçen tekniğin  embriyonun her gelişim döneminde ve in vitro maturasyon sonrası elde edilen embriyolarda programlı dondurma yöntemlerine kıyasla daha tutarlı, kabul edilebilir ve hatta daha başarılı sonuçlar vediğini göstermektedir 
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. Bununla birlikte vitrifikasyon tekniğinin  temel uygulama prensibinde var olan yüksek konsantrasyonda kriyoprotektan kullanımı ve buna bağlı olarak ortaya çıkan yüksek toksisite riskinin embriyo üzerinde implantasyon sonrası prenatal ve post natal dönemde artmış herhangi bir negatif etkisinin olup olmadığı konusunda elimizde yeterli bilimsel veri mevcut değildir. Bu konuda halen dünya genelinde gerçekleştirilmesi gereken çok sayıda bilimsel ve klinik çalışma gereksinimi vardır. 
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