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OZET

Ozcan, C., Degisik Biyopsi Yéntemlerinin Kryosurvival Uzerine Etkisi, istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Veteriner Fakiltesi Délerme ve Sun’i
Tohumlama Anabilim Dali Doktora Tezi, istanbul, 2006

Calismada, Uc¢ degisik biyopsi metodunun, biyopsi yapiimis ve dondurulup
¢6zdirtlmis embriyolarin  kryosurvival oranlarina etkisini degerlendirmek
amagclanmaktadir. Calisma transfer edilmeyecek durumda olan insan
embriyolarinda yapiimigtir. Embriyolar dondurulmadan énce biyopsi metotlarina
gbre dort gruba ayrilmiglardir: lazer (n = 122); asit tirot (n = 123); mekanik
yontem (n = 126) ve kontrol grubu (n = 124).

Tim biyopsiler, eger varsa, kompaktlasmay!r énleyen Ca?*-Mg*" icermeyen
ortamlarda yapildi. Tum gruplarda, zona pellusida Uzerindeki delik, blastomerin
digariya ¢ikmasina izin verecek geniglikte (~30—40 um) acildi. Embriyolar, 1,2-
propanediol (PROH) ve sukroz Kkullanilarak, standart yavas dondurma
prosedldri ve programlanabilir bir dondurma cihaziyla donduruldu ve hizh
proseddr ile ¢dzdiirildi. Sonuglar, SPSS 10.0 istatistik programinda ki-kare (x°)
yéntemi, ANOVA ve korelasyon analizleri ile degerlendirildi.

Embriyo survival orani kontrol grubunda %71 (88/124), lazer ile biyopsi yapilan
grupta %23,8 (29/122), asit tirot grubunda %27,6 (34/123) ve mekanik kesi
grubunda %54,8 (69/126) olarak gerceklesti. Mekanik ydntemle biyopsi yapilan
grupla diger biyopsi gruplari arasindaki survival oranlarindaki fark, istatistiksel
olarak anlamliydi (p< 0.001). Zona pellusidanin delinmesinin kryosurvival
oranini belirgin olarak olumsuz etkiledigi gérildu (p< 0.001).

Calisma sonucunda blastomer biyopsisinin ardindan embriyo dondurulmasi ile,
kryosurvival oranlarinin belirgin olarak azaldigi sonucuna varilmaktadir. Ancak
diger metotlarla kiyaslandidinda, mekanik yodntemle zona pellusidanin
delinmesinin embriyonun kryosurvival sansini belirgin olarak arttirdigi kanisina

varilmigtir.

Anahtar Kelimeler: insan, preimplantasyon genetik tani (PGT), embriyo

biyopsisi, kryosurvival
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ABSTRACT

Ozcan, C., The Effect of Different Biopsy Methods on Cryosurvival, Istanbul
University, Institute of Health Science, Faculty of Veterinary Medicine
Reproduction and Artificial Insemination Department Doctoral Dissertation,
Istanbul, 2006

The aim of this study was to evaluate the effect of the three different biopsy
methods on the survival of biopsied embryos after freezing—thawing procedure.
The analysis was performed on human embryos which were not considered for
transfer. The embryos were divided into four groups before cryopreservation
according to the drilling method: laser (n = 122); Acid Tyrode (n = 123);
mechanical (n = 126) and the control group (n = 124).

Embryo biopsies were performed in Ca?*—~Mg?*-free medium in order to allow
decompaction, if exists. The size of the hole on ZP was large enough (~30-40
um) to allow aspiration of blastomeres in all biopsy groups. Embryos were
cryopreserved by the standard slow freezing method using 1,2-propanediol
(PROH) and sucrose as the cryoprotectants in a programmable freezer.
Embryos were thawed by rapid procedure. Results were evaluated by Chi-
squire (x2), ANOVA and correlation analyze techniques of SPSS 10.0 statistic
program for MS Windows.

Embryo survival rate was 71% (88/124) in the control group, 23.8% (29/122) in
the laser drilling group, 27.6% (34/123) in the Acid Tyrode group and 54.8%
(69/126) in the mechanical zona drilling group. Difference of the survival rates
was statistically significant between mechanical drilling and other biopsy groups
1-2 (p< 0.001). It was obvious that all of the zona drilling methods effected

cryosurvival (p< 0.001).

From the present study it can be concluded that, survival of human embryos
after blastomere removal and subsequent cryopreservation is severely reduced.
Compared with other methods, the mechanical zona drilling procedure gives the

embryos the best opportunity to survive after cryopreservation.

Key words: human, preimplantation genetic diagnosis, embryo biopsy,

cryosurvival



GIRIS VE AMAC (BOLUM 1)

Oosit kdltdrlerinin yapilabilme ihtimali 19. ylzyilin sonlarinda disinilse
de hayvan modelleri Uzerine ilk galismalarin yapilip yayinlanmasi 1930’lu yillar
bulmustur. Bu ¢alismalarla elde edilen deneysel sonuglar ve tecriibe modern in-
vitro fertilizasyon (IVF) uygulamalarinin temelini olusturmustur (10, 86, 138).
Yardimci Ureme tekniklerinin gelisimi, 1978 yilinda IVF ile elde edilmis ilk
insanin dogumuyla baglamistir (102). Bu andan itibaren bu teknolojinin daha
kolay uygulanabilmesini ve basarisinin arttirlmasini hedefleyen gelismeler
baslamistir.

Fazla sayida embriyo transfer etmenin gebelik oranini ¢ok arttirmadigi
fakat buna kargin ¢ogul gebelik ihtimalini arttirdidi ve bunun tedavi sonunda
elde edilen saglikh dogum oranini etkiledigi bilinen bir gercektir (108). Gogdul
gebeliklerin prognozu tabii olarak daha kétidur ve birgok komplikasyonla birlikte
seyretmektedir. Bu gercekien yola c¢ikarak embriyolarin dondurulmasi
calismalari, hayvan calismalariyla edinilen tecribe sonrasinda (130), 1983
yilinda ilk insan embriyosunun basariyla dondurulmasi ile devam etmis (112) ve

glnumulzde yardimci dreme tekniklerinin vazgecilmez bir pargasi olmustur.

Preimplantasyon Genetik Tani (PGT) fikri, dogan ilk IVF bebegi Louise
Brown’dan bile eskiye dayanir. 1960l yillarda ilk prenatal taninin yapiimasina
(53) ve Gardner ve Edwards'in (34) blastosist evresindeki tavsan
embriyolarinda cinsiyet tanimlamasi yapmay! denemelerine kadar gider. Ne var
ki PGT ancak IVF (102) ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)'nun
tanimlanmasindan (92) sonra gelismek i¢in uygun ortami bulabilmistir.

ilk PGT olgulari Handyside ve ark. (44) ile Verlinsky ve ark. (123)
tarafindan ayri ayri rapor edilmistir. Handyside ve ark. (44), embriyo biyopsisini
gelisme evresinde yapmisglar ve Y kromozomu gecisli genetik bozukluk riski
tasiyan bir olguda y-spesifik DNA amplifikasyonu ile cinsiyet tanimlamasi
yapmiglardir. Verlinsky ve ark. (123) ise otozomal resesif bir hastalikta birinci
polar cisim biyopsisi yapmak suretiyle prekonsepsiyon tani gerceklestirmiglerdir.
Bu olgular ilk kez 1990 yihinda 1. Uluslararasi Preimplantasyon Genetik

Sempozyumunda agiklandiginda PGT artik yardimci tGreme tekniklerinde yeni



bir dal halini almistir. Gegen zaman icinde tim dlinyada degisik infertilite ve
arastirma laboratuarlarinda binlerce PGT prosediirii uygulanmistir. ilerlemis
anne yas! ve genetik risk altinda olan olgularda Floresan In-Situ Hibridizasyon
(FISH) teknigi uygulanarak PGT yapilmasi ve bu sayede embriyo secimi
yapilarak andploidi ve translokasyon agisindan taranmis embriyolarin transfer

edilebilmesiyle daha da yaygin olarak kullanilmaya baslanmisgtir.

Embriyo biyopsisi, gelecek igin oldukca umut vadeden yeni bir
prosedurdir. Biyopsinin ardindaki teori, fertilizasyon gerceklestikten ve embriyo
bdlinmeye bagsladiktan sonra embriyonun icerdigi butin blastomerlerin ayni
genetik bilgiyi icermeleridir. Batin blastomerler ayni 6zellikte olduguna goére
arastirmacilar, bir blastomerin embriyodan disart alinip DNA’sinin
incelenmesinin, gelisecek fetis hakkinda cok degerli veriler igerecegini

distnmuglerdir.

Teknolojinin mikemmellesmesi ve su an uygulandigindan daha ucuz
hale gelmesi hayvan ¢alismalarinda da bir ¢igir acacaktir. Hayvanlarda embriyo
biyopsileri gerceklestirmek igin in-vitro fertilizasyon teknikleri kullanmak
gerekecektir. Embriyo biyopsileri en basarili sekilde 6-8 hicreli asamada
kullanildigindan, uterusun yikanmasiyla elde edilecek blastosistler, genetik tani
icin uygun materyal olamayabilir. Hayvancilik endistrisinde PGT’nin olasi
uygulamalari arasinda: embriyoda cinsiyet tanimlanmasi, transgenik ¢alismalar,

et ve sut Uretimi igin tespit edilen bazi genlerin taranmasi sayilabilir.

Embriyo biyopsi prosedirinin tek basina embriyo gelisimi Uzerine
olumsuz etkisi yoktur. Fare (57), maymun (104) ve insan (46) embriyolarinda

yapilan biyopsi calismalarinda bu durum gdésterilmigtir.

Uygulanan biyopsi yodntemleri ve implantasyon kapasitelerinin
karsilastiriimasi Uzerine yapilan bir ¢alismada, mekanik ydntemin lazer ile
biyopsiye oranla daha basarili sonuglar verdigi vurgulanmistir (6).

Baz Klinikler, tekrarlayan basarisiz IVF denemeleri olan ciftlerde transfer
edilen embriyolarin kromozomal olarak normal olmasi igin, tim embriyolan
taramaktadirlar (37). Bazi durumlarda biyopsi prosediru ile embriyo dondurma
prosedurinin birlikte kullaniimasi zorunludur. Dolayisi ile, transfer fazlasi



embriyolarin daha sonra kullanilabilmeleri igin, biyopsi yapilmis embriyolarin

dondurulmasi daha da énem kazanmistir.

Ne yazik ki biyopsi yapiimig embriyolarin biyopsi yapilmadan dondurulan
embriyolara oranla ¢ok daha disUk kryosurvival oranlarina sahip oldugu
bildirilmistir (12, 56, 68). Standart yavas dondurma metotlarinin modifiye
edilmesi (55), vitrifikasyonun giderek gelisen bir yontem olarak (64) biyopsi
yapilan embriyolarda da kullaniimasi ve basarinin ylUkselebilecegine dair yeni
calismalar (141) olsa da, yavas dondurma protokoll kullanilarak insan
embriyolarinda degisik biyopsi y6ntemlerinin kryosurvival Gzerine etkisi

karsilastirmall olarak arastirilmamistir.

Etik agidan metodolojik arastirma yapabilmek icin implantasyon
kapasitesi bulunan normal insan embriyolari kullanilamayacagi icin, bu tdr bir
calismada ancak klinik IVF-ICSI ile elde edilmis embriyolarin transfer edilecek
kalitede olmayanlari kullanilabilir (141). Bu nitelikte insan embriyolar
kullanilarak planlanan bu calismada, asit tirot, lazer i1sini ve mekanik kesi
teknikleri kullanilarak yapilan biyopsi yontemlerinin kryosurvival tUzerine etkisi,
herhangi bir ydntemle biyopsi yapilmamis embriyolarla Kkarsilastirilarak
arastiriimistir.



GENEL BILGILER (BOLUM 2)

2.1.insanda IVF Uygulamalari

insan IVF uygulamalarinda fazla sayida oosit elde etmek igcin FSH
kullanilmasi  bilinen en klasik ybéntemdir. Bunun igin kullanilacak
superfolliklilasyon protokolleri farkli olabilir. Spontan LH yUkselmesine bagl
ovulasyonu engellemek icin GnRH agonistleri kullaniimasi ile birlikte ovulasyon
induksiyonlari ve FSH’in guvenli kullanimi belli bir standarda ulagmigtir (65).
GnRH kullanimina bir énceki menstriel siklusun 21. gininde (uzun protokol)
veya ayni siklusun 3. giintinde (kisa protokol) baglanabilir (100). Hastanin klinik
durumuna uygun GnRH ve FSH dozu belirlendikten sonra tedavi baslatilir.

Folliktler gelisimin takibi ultrason kontrolleri ile yapilir (30). Gelisen ve
ortalama olarak 16—18 mm ¢apa ulasan folliktiller HCG enjeksiyonunu takiben
(97) 34-36. saatte yine ultrason yardimiyla aspire edilerek kumulus ooforus
kompleksleri in-vitro kosullara alinir (63). Konvansiyonel IVF (102) veya agir
erkek infertilitesi olgular igin gelistirilen, tek bir spermin oositin sitoplazmasi
icine birakilmasi iglemi olan Intra Sitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI)
ybntemi ile (84) fertilizasyon saglanir.

Oositlerin in-vitro kosullarda tutulmasi ve fertilizasyonu hakkindaki bilgiler
uzun yillar 6nceye dayanmaktadir (10, 86). Bunun icin kullanilan kaltar ortamlar
ve fiziksel sartlar bu 6ncl calismalar isiginda gelismektedir. GliniimUzde in-vitro
embriyo gelisimi ve bu slrecte kiltlr ortamlarinda bulunmasi gereken bilesenler
iyi tanimlanmis haldedir (33). Bircok IVF merkezi bu ihtiyaglara uygun
hazirlanmis ticari solUsyonlar kullanmaktadir. Bu solUsyonlar, embriyonal
gelisimin degisik dénemleri ve bu dénemlerdeki farkl metabolik ihtiyaglar g6z
o6ndne alinarak hazirlanmis gok asamal 6zelliktedir. IVF merkezinin embriyo
transfer politikalarina bagll olarak transferin gerceklesecedi gine (3. veya 5.
gln) kadar, bu standart embriyo kilttr prosedtrlerine bagh kalinir (10, 138).

Transfer edilecek embriyolar, genellikle 3. gin sabah embriyo
morfolojileri degerlendirilerek belirlendikten sonra 20-30 pl kdltir vasati ile
birlikte transvajinal yolla fundusun yaklasik 10 mm uzagina olmak Uzere uterus
[imenine yerlestirilir (98). Blastosist transferi planlaniyorsa embriyo transferi 5.

veya 6. gune sarkitilabilir.



Transferin ardindan 12. ginde kanda BHCG seviyesi kontrol edilerek
gebelik tayini yapilir ve 3—4 hafta sonra yapilan ilk ultrasonda uterusta gebelik
kesesi gérindigunde ve fetal kalp atimi belirlendiginde klinik olarak da gebelik

onaylanir (97).

2.2.Preimplantasyon Genetik Tani
2.2.1.Normal ve Anormal Preimplantasyon Gelisim

Preimplantasyon Genetik Tani (PGT), birinci veya ikinci polar cisimlerden
veya embriyo biyopsisi yapilarak alinan blastomerlerden yapilabilir. Bu nedenle,
sirasiyla oositten blastosiste kadar tim evrelerdeki 6zellikleri bilmek, genetik

analiz icin materyal seciminde énemlidir.

2.2.1.1.Birinci Mayoz Béliinmenin Degisik Evrelerinde Oositler

Mevcut kontrolli ovaryen hiperstimtlasyon ydntemleri, eszamanli
olmayan birgok oositin beraber gelismesine yol acar. Yumurta olgunlasmasi igin
enjekte edilen insan Koryonik Gonadotropini (HCG), Germinal Vezikiil Kiriimasi
(GVBD)na yol acar. Bdylece oositin sitoplazmik maturasyonu normal

embriyonik gelisim icin uygun olmayabilir (116).

Oosit maturasyonu icin tanimlama, germinal vezikilin kaybolmasi ve
birinci polar cismin (PB1) varligi ile yapilabilir. Tipik Metafaz | (intermediate)
oosit ise herhangi bir polar cisim veya germinal vezikdl icermez (122).
2.2.1.2.ikinci Metafaz Evresinde Oositler ve Birinci Polar Cismin

Olusumundaki Varyasyonlar

HCG enjeksiyonunu takiben 36—40. saatlerde genelde dizgin

morfolojide, perivitelin fragmanlari olmayan PB1 igeren metafaz Il oositler

cogunluktadir.

PB1 olgunlagsmayi takiben oositin genotipi hakkinda bilgi verecek bir
materyal olmanin yani sira, aslinda birinci mayotik bdlinmenin bir yan
ariniidar. ikinci mayotik bélinmeden sonra ortaya ¢ikan ikinci polar cisim (PB2)
ile birlikte analiz edildiginde maternal genetik 6zellikler taranabilir. Boylece
teorik olarak anormal oositlerden gelisen maternal kokenli kromozomal

anomalili embriyolarin transferi dnlenmis olur (122).

Polar cisimlerin alinmasinin preimplantasyon ve postimplantasyon

embriyo gelisimi Gzerine hicbir etkisi yoktur.



2.2.1.3.Fertilizasyondan Sonra Oositler ve ikinci Polar Cismin Atilmasi

Normal fertilizasyon olusumu, inseminasyondan 12-18 saat sonra
ooplazma iginde iki pronlUkleus olugsmasi ve perivitelin boslukta PB2'nin
gbrulmesi ile anlasilr. PB2 olugsmasi konvansiyonel IVF veya ICSl'yi takiben
oositin spermle karsilagmasinin isaretidir (60).

PB2'yi analiz etmeden oositin genotipi kesin olarak tespit edilemez. PB2
inseminasyon veya ICSI' den sonra ilk iki saat iginde ortaya ¢ikar. PronUkleuslar

ise 4. saatten itibaren olusur ve 20. saate kadar gézlenebilir (60).

2.2.1.4.Normal veya Anormal Gelisen Embriyolar

PB1 ve PB2'nin analizi sadece maternal kdkenli tek gen ve kromozomal
hastaliklar hakkinda bilgi verirken, blastomer analizleri paternal kokenli
bozukluklari da tespit eder. Zigotun ilk bélinmesi inseminasyondan yaklasik 20
saat sonra gerceklesir ve daha sonraki her bir bélinme 12-18 saat ara ile
meydana gelir (15).

Bélinme evresinde, sitoplazmada esit olmayan dagilima neden olabilen
asimetrik ve asenkron bdélunmeler, nUkleus icermeyen blastomerler,

fragmantasyon veya yavas gelisen embriyolar gézlenebilir (79).

Genelde 6 veya 8 hicreli asamada bir veya iki blastomer alinir. Yavas

gelisen embriyolarda biyopsi prosedirl ertelenebilir.

Blastomer biyopsisi ile PGT'nin yiksek mozaisizm orani (19, 78, 79) ve
allele 6zel amplifikasyon bozuklugu (88) gibi bazi durumlarda ancak sinirl
degeri olabilir. Antkleer blastomer alindiginda amplifikasyon komplet bozuklugu
da g6zlenebilir. Polar cisim biyopsisinde oldugu gibi, uygun teknikle yapilan
embriyo biyopsi prosedlrlerinde embriyonun daha sonraki gelisiminde bir
sorunla karsilagiimamaktadir.

Sonug olarak, blastomer biyopsisi diinyadaki birgok klinikte PGT icin en

6nemli materyal olmaya devam etmektedir.

2.2.1.5.Normal ve Anormal Blastosist Geligimi
IVF uygulamalarinda embriyo kdiltar ortamlarinin blastosist gelisimine

uygun hale gelecek sekilde asama kaydetmesi ve gebelik sansinin daha yiksek



oldugu 6ngoérusiyle bircok merkez blastosist transferlerine ydnelmektedir. Bu
gelisime bagh olarak PGT'nin blastosist biyopsisi ile yapilmasi gindeme
gelmigtir. Bu sayede bir iki hicre yerine dizinelerce hicre Uzerinde analiz
yapmak olasi gdérinmektedir (75). Teorik olarak embriyonun uterusa
transferinde biyopsi ile kaybedilmis hicrelerin orani da dugsuk olacaktir. Bu
iyimserlige ragmen, hendz Kklinikk anlamda blastomer biyopsisinin yerini

alamamistir.

2.2.2.PGT’nin Klinik Kullanimi

Preimplantasyon genetik tani 1990’larin basinda, cinsiyet gecisli hastalik
riski tagiyan ciftlerde gebeligin sonlandiriimasina gerek kalmadan implantasyon
6ncesi genetik bozuklugun taninmasi ile diger dogum &éncesi tani ydéntemlerine
bir alternatif olarak sunulmustur. Bdylelikle, diger prenatal tani ydntemleri
sonucu ebeveynlerde olusacak olumsuz psikolojik etkilerin ve muhtemel bir
bozukluk veya hastaligin ancak bu doénemde yakalanabilmesinin yaratacagi
yikimin da éndne gecilmektedir.

Onceleri Y kromozomu ile aktarilan cinsiyet gegisli hastaliklarin tasiyicisi
ebeveynlerden in-vitro tekniklerle elde edilmis embriyolar cinsiyet kromozomlari
acisindan incelenerek, sadece disi embriyolar transfer ediliyordu. Daha sonra
oositlerin birinci ve ikinci polar cisimciklerinin incelenmesini de i¢eren tek hiicre
seviyesinde veya gelisme evresindeki embriyolarin blastomerlerinin genetik
analizleri ile ilgili teknikler gelismistir. Floresan In-Situ Hibridizasyon (FISH)
kromozomlarin analiz edilmesi amaciyla, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

ise tek gen hastaligina yol acan genin analizi i¢in gelistiriimigtir.

PGT, iyi tanimlanmis bazi genetik hastaliklar agisindan arastirilip sadece
etkilenmemis olan embriyolarin anne rahmine transferini amaclayan erken
dénem bir prenatal tani ydntemi olarak degerlendirilebilir (96). Birkag yil
6ncesinde ilk laboratuar ¢alismalar yayinlanmis (17, 49) olmasina ragmen PGT,
1990 yilinda ilk klinik calismada kullanildidinda biyldk yanki yaratmis ve
embriyo arastirmalari igin bir ¢igir agmustir. ik klinik uygulama, normalde her
doért cocugundan birinde hastalik ¢ikabilecek olan X-bagimli hastalik tasiyicisi
olan bir cifte yapiimistir (44). Bu uygulamada Y kromozomundaki diziler PCR ile

incelenerek erkek embriyolar digi olanlardan ayrilmis ve sadece digi embriyolar



anne adayina transfer edilmistir. Daha sonralari PCR teknigi sik gorllen bazi
tek gen hastaliklarinin marker’larinin Gretilmesi sayesinde kullaniimistir (28).
Yine 1990’larin basinda, tek hlcrede kromozomal seviyede genetik analize
imkan veren FISH; cinsiyet tanimlamasi (41, 101), andploidi taramasi ve diger
kromozomal dizilim dengesizliklerini tespit etmede PCR’in yerini almistir (16,
80, 137).

2.2.3.Zona Pellusida Bariyeri

Memeli yumurtasi ve embriyosundaki zona pellusida, fertilizasyon ve
embriyo gelisimi sirasinda pek c¢ok fonksiyonu olan aselller, stlfatlanmis
glikoprotein bir bilesimdir (18). Fertilizasyondan sonra zona pellusidanin ana
gbrevi, embriyonun butinligunin korunmasidir (15). Embriyonik gelisimin ilk
doénemlerinde blastomerler birbirine zayif sekilde baglidir. Zona pellusidanin,
dreme kanalindaki normal fizyolojik gé¢i sirasinda embriyonun hicrelerinin bir
arada tutularak bOtinligunin korunmasinda ve dis etkilere karsi kimyasal ve

mekanik bariyer olma gérevinin strdirilmesi dnemlidir.

Oositin  ve embriyonun icine vyapilacak her tarld girisim igin bu
glikoprotein yapinin delinmesi kaginilmazdir. Hedef hicrelere zarar vermeden
yapilacak bu girisim, neticede gelismis bir mikromanipllasyon gerektirmektedir.

Zona pellusida Gzerine yapilan ilk maniptlasyon calismalari, sperma
Ozellikleri nedeniyle kendiliginden gerceklesemeyen fertilizasyonun, zona
pellusida Uzerinde agilan bir delik yardimiyla gerceklestirimeye c¢aligiimasidir.

Bu olay fare ve insanlarda defalarca rapor edilmistir (35, 39, 129).

ilerlemis yasta ve kalin zona pellusida varliginda ilk defa Cohen ve
arkadaslari (14) tarafindan rapor edilen Yardimh Zonadan Cikis (AH-Assisted
Hatching) uygulamasinda ise ana amag, kalin zona pellusida’si olan ve
yeterince hatching faktér salgilayamayan trofektodermli embriyolarin

implantasyonunu kolaylastirmaktir.

1992 yilinda ilk kez tanimlanan ICSI (Mikroenjeksiyon-Intra Sitoplazmik
Sperm Enjeksiyonu) ise fertilizasyon oranlari (zerine olumlu etki yapan
devrimsel bir tekniktir (84). Tek bir sperm hicresi ICSI pipeti yardimiyla

sitoplazma igine direkt olarak birakiimis ve fertilizasyon saglanmistir. Ozellikle



erkek infertilitesinin tedavisinde bir cigir acmis ve mikromanipllasyon

tekniklerinin gelismesinde énci olmustur.

ilk PGT olgulari Handyside ve ark. (44) ile Verlinsky ve ark. (123)
tarafindan ayni yil icinde rapor edilmistir. Preimplantasyon genetik tani igin
biyopsi alinma gerekliligi ile birlikte polar cisim biyopsisinden blastosist
evresinde trofekdoderm hicre biyopsisine kadar ¢ok cesitli yoéntem taraftar
bulmus, ancak her yéntemin kendine gbre avantajlari ve dezavantajlari surekli
tartisiimistir (107).

2.2.3.1.Mekanik Yontemle Biyopsi

Zona pellusida Uzerine yapilan ilk maniptlasyon olan Kismi Zona Kesisi
(PZD-Partial Zona Dissection) bu yéntemin énctsi olmustur (69). Cok sivri uclu
bir pipet saat 1 hizasindan perivitelin bosluga sokulmus, biyopsi yapilacak olan
oosite (polar cisim biyopsisi) veya embriyoya (embriyo biyopsisi) dedip zarar
vermeden saat 11 hizasindan cikariimistir. Sonra, oositi tutan tutucu pipet
gevsek birakiimig ve icinden pipet gecirilmis olan oositin zona pellusidasi, delici
pipet ile tutucu pipet arasina sikistirilip bir makas gibi kullanilarak ileri-geri
hareketlerle kesi gerceklestirilmistir. Agilan delik ne kadar blyUk olursa olsun,
bu teknik deligin her iki yakasi arasindaki gerilim nedeniyle iceriye ancak kiguk
¢aph bir mikropipetin ge¢gmesine izin verebilmektedir. Bu nedenle polar cisim
biyopsilerinde etkin olarak kullanilabilen bu metot, embriyo biyopsilerinde
mikropipetle aspire edilip ¢ekilse bile blastomerin dar aralikta ezilmesine ve
parcalanmasina neden olabilmektedir. Bir diger dezavantaji da istenilen

blastomerin rahat¢a alinmasi Uzerindeki pozisyonel engeldir.

Cieslak ve ark. (11)'nin ilk kez tanimladigi ¢ boyutlu PZD’de ise yine
ayni mekanik maniptilasyonla iki kesi acilmistir. llk kesi tamamlandiktan sonra
kesinin ekseni saat 12 hizasina getirilip bu kesiye tam dik agida ayni blyUklikte
bir ikinci kesi agiimaktadir. Béylece zona pellusida tzerinde ha¢ seklinde 4 ayri
kapakgiga sahip bir agiklik yaratmak mimkin olmustur. Kesileri, istenilen
blayUklikte blastomer biyopsi pipetinin girebilecegi kadar genigletmek
mumkuindur. Olusan agikliklar biyopsi yapildiktan sonra kapanmakta ve fiziksel
olarak embriyo butinlGgdu zarar gérmemektedir. Arastiricilar gelisimin ileriki

dénemlerinde bu ydntemin etkisini ve implantasyon oranlarini inceleyerek,
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6zellikle polar cisim biyopsisi ile kombine blastomer biyopsilerinde etkin sekilde

kullanilabilecegdini rapor etmiglerdir.

Yontemin dezavantaji olarak uzun zaman almasi ve tecribeli bir

uygulayici tarafindan yapilmasi geregi vurgulanmistir.

2.2.3.2.Asit Tirot Kullanilarak Kimyasal Yolla Biyopsi

insan embriyolarinda gelisme déneminde perivitelin bogluklar olugmasi
ve zona pellusida sertlesmesi nedeniyle asit tirot ile zona pellusida tzerinde
delik acmanin, oositlere uygulanmasina oranla daha kolay ve guvenli
olabilecedi bildiriimistir (122). Ancak uygulanacak alanin ve agilacak deligin
blayUkligine bagl olarak, asidik bir solisyonun bu derece hassas hicrelerde
zarar verme potansiyeli de dikkate alinmalidir. Hizli bir manipilasyonla
embriyonun asitle kargilagsmasinin azaltiimasi embriyo gelisimi (Uzerine

olabilecek zararl birgok etkinin dnine geger.

Asit tirot solisyonu Hogan ve ark.’nin (48) protokoline gdére laboratuarda
hazirlanabilecegi gibi (PH 2,2 — 2,4) ticari olarak da firmalardan temin edilebilir.

Embriyo bir tutucu pipet yardimiyla tutulup, 7-10 um c¢apinda bir asit
pipeti saat 3 hizasina getirilerek daha 6nceden iceriye cekilmis Asit tirot
istenilen zona pellusida ylUzeyine puskurttlar. PUskdrtilen ytzey, alinmasi
hedeflenen blastomere yakin perivitelin boslugun hemen komsulugundaki kisim
olmalidir. Delik agilr agilmaz, ortama fazla asit vermemek i¢in hemen negatif

basing uygulanarak, embriyonun damlacik igindeki yeri degistirilir (68).

Delik acildiktan sonra biyopsi pipeti igeriye sokularak istenilen blastomer
disariya alinir ve proseddr sona erer. Embriyoyu pH degisikliklerinin zararl
etkisinden korumak icin iglem bittikten sonra defalarca yikamak gereklidir.

2.2.3.3.Lazer ile Biyopsi

Lazer teknolojisinin yardimci Greme tekniklerinde gametler ve embriyolar
Uzerindeki uygulamalarla kullaniimasi ilk kez Tadir ve ark. (105, 106) tarafindan
rapor edilmistir. Bu teknigin hizli ve etkili klinik kullanimi igin termal ve mutajenik
etkileri 6nlenerek dogru ve kontrolli bir gekilde zona pellusidada deliklerin

aciimasi gereklidir.
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Zona pellusida tzerine ilk lazer uygulamasini Palanker ve ark. (83) ArF
excimer lazer (193 nm UV) ile gergeklestirmislerdir. Kontakt modlu bir lazer
sistemi olmasi nedeniyle bu ydntemde lazer tasiyici bir pipetin zona pellusida’ya
temas ettiriimesi gerekir. Erbium: YAG lazerin (Er: YAG 2940 nm.) calisma
prensibi de kontakt modlu olmakla birlikte, Assisted Hatching amagli olarak
klinik kullaniminin gtvenli oldugu bildirilmistir (103).

Genel olarak yukarida sézi edilen kontakt lazer sistemleriyle ¢alismak
icin ekipmanda steril mikroskop uzantilarini ve optik kilcal kablolar
gerektirmesi, teknigin en buyldk dezavantajlaridir (90). Diger taraftan non-
kontakt lazer sistemleri ise bir mikroskop objektifinden lazer isidinin direkt
hedefe gdnderilmesi prensibiyle ¢alismaktadir (7). Bu teknikte lazer yayihimi
sivinin i¢cinde olur ve DNA’nin UV’yi emmesinin 6nune gegildiginden yontemin
mutajenik etkileri de en az seviyededir. Blanchet ve ark. (7), non-kontakt lazer
sistemini (248 nm KrF) ilk kez fare embriyolarinda zona pellusida

manipuilasyonunda kullanmistir.

Neev ve ark. (81), fare embriyolarinda Assisted Hatching amacli olarak
Ho: YSGG (2,1 nm) non-kontakt lazer kullanimini tanimlamislardir. Bu
calismada uygulama sonrasi embriyolarin blastosist asamasina kadar ilerledigi
ve ybntemin embriyotoksik etkisinin olmadigi kanitlanmistir. Benzer sonuclar

Schiewe ve ark. (93) tarafindan da bildirilmigtir.

Rink ve ark. (90) mikroskop objektifi ile aktarilan ve 1.48 um diode
kizil6tesi ile calisan non-kontakt bir lazer sistemi gelistirmislerdir. Lazer isiginin
delme 0&zelligi, odaklanan noktada lazer enerjisinin su ve zona pellusida
icerisindeki makromolekilllerde termal etki yapmasi ve zona pellusida
matriksinde termolizise yol agmasiyla agiklanmigtir. Bu teknikte, petri kabi ve
kaltar ortami icindeki lazer emilimi ise minimaldir. Lazer 1s13inin zona pellusida
Uzerindeki etkisi ¢cok kesin ve agilan delik silindirik sekillidir. Uygulanma stresi
ayarlanabilir. Teknigin fare ve insanda kullaniimasinin gtvenli ve polar cisim ile
blastomer biyopsisini kolaylastirici olduguna dair yayinlar mevcuttur (73, 121).

Sistem ¢ok kompakttir ve her tip mikroskoba ¢ok rahat uygulanabilir.

Bir tutucu pipet ile tutulan embriyonun zonasina, perivitelin arahdin daha

genis oldugu bir bbdlge saat 3 hizasina getirilerek ve alinmasi hedeflenen
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blastomere yakin bir bélgede, lazer atislar uygulanir. istenilen biiyiikliikte bir
delik acana kadar defalarca atis yapmanin, blastomerlerin (zerine gelmedikce
bir zararinin olmadigi ve acilan delikten biyopsi pipeti ile blastomerin rahatca
alinabildigi bildirilmistir (74).

2.2.4.Biyopsi Alinma Evreleri
2.2.4.1.Polar Cisim Biyopsisi

Polar cisimler temel morfolojik 6zelliklerine gbre ayirt edilebilir. Birinci
polar cisim girintili ¢ikintili bir ylzeye sahip olup fragman icerebilir. Oysa ikinci
polar cisim dizgin bir ylzeye ve kontrast mikroskopta bile goérulebilen bir

interfaz ¢ekirdege sahiptir.

Genetik analiz amaciyla gerceklestirilen polar cisim biyopsisinin,
uygulandiktan sonra transfer zamanina kadar analiz i¢in genis bir zaman dilimi
vermesi gibi bir avantaji vardir. Maternal kékenli problemler icin bile kisith bir
endikasyonu olmasina ve bu nedenle diger gruplar tarafindan &ncelikli bir
ybntem olmamasina ragmen, Verlinsky ve ark. (125) polar cisim analizinin en

azindan embriyo biyopsisi ile kombine olarak yapilmasini savunmaktadirlar.

Polar cisimlerin biyopsi edilip incelenmeleri oositin maternal genotipini
ortaya cikarir. Biyopsi yapilmasi fertilizasyon oranini ve embriyo gelisimini
etkilemez. Zona pellusida Uzerinde acilan bir delikten polar cisim, bir biyopsi
pipeti ile alinir. Verlinsky ve ark. (124) bu teknigin éncisit olmusglardir.

Arastiricilar anne kokenli tek gene bagl hastaliklarin belirlenmesinde
6nce birinci polar cismi, daha sonra da fertilizasyon sonrasi ikinci mayotik
bélinmeyle atilan ikinci polar cismi alarak teknigin guvenilirligini arttirmislardir.
Arastiricilar zona pellusidada olusturulan mekanik bir kesi ile perivitelin bosluga
sokulan ince bir biyopsi pipeti yardimiyla birinci ve ikinci polar cisimleri ayri ayri

almiglardir (11).

2.2.4.2.Embriyo Biyopsisi

Gelisme ddneminde embriyodan bir par¢canin alinip genetik inceleme
yapilabilmesi, memeli embriyolarinin diger canlilardan farkh olarak, totipotent
hucreler olarak eksik hicrelerden etkilenmeden gelisimini devam ettirebilme
Ozellikleri sayesinde gerceklestirilebilmistir. Fare embriyolarinda, 2 hcreli

asamadayken bir hucrenin alinmasi durumunda dahi normal blyUklikte ve



13

genetik yapida yavrular dogabilmektedir (114). Ancak hicre yogunlugu azalirsa
implantasyon orani ve fetal gelisim orani da azalir (91). Bu nedenle, biyopsiyi
gerceklestirirken hicresel yogunlugun kaybini minimize etmek 6énemlidir.
Biyopsi prosedirint embriyo bélinmesi 6—10 hlcreli asamadayken yapmak,
ama intraselller yapisiklik ve hlcreler arasi bag olusumunun sekillenmeye
basladigi kompaktlasma evresinden dnce bitirmek gerekir. Teorik olarak bu
asamada bir hdcre alinmasi, hlcresel yogunlugun sadece 1/8 oraninda
azalmasina sebep olacaktir (27).

Degisik yontemler kullanilarak zona pellusida tzerinde bir delik agilir. Bir
biyopsi pipeti delikten iceriye sokularak bir veya iki blastomer nazik bir sekilde
aspire edilerek disari alinir. Alternatif olarak, alinacak blastomerin pipetler
yardimiyla sikistirilarak zona pellusida digina c¢ikartilmasi ve ince igne
biyopsisine benzeyen bir yéntem de denenmis, ancak ¢ok seyrek uygulanan
yéntemler olarak rapor edilmistir (51).

insan yardimci Ureme tekniklerinde, biyopsi prosediriiniin ve hiicre
kaybinin fetal malformasyon veya konjenital anomali riskini minimal oranda bile
arttrmamasi  ¢ok 6nemlidir. Biyopsi tekniklerinin yani sira dondurma
prosedurlerinde de hucrelerin bir kisminin zarar gérmesi bilinen bir olasilik,
hatta bir gercektir (24, 26, 42). IVF yéntemini takiben dondurulmus embriyo
transferi sonucu doganlarda yapilan incelemeler, dondurma prosedurl sonucu
embriyonun birka¢ hicresi bozulsa bile bunun herhangi bir probleme yol
acmadigini gdéstermektedir. Ayni yaklasimla, biyopsi sonucu olusan hicre
kaybinin etkileri ESHRE PGT konsorsiyum raporlarinda belirtiimis ve biyopsi
uygulanan IVF bebekleriyle spontan gebelikler arasinda bir fark bulunmadig
aciklanmistir (28).

Embriyo kadltdr vasatlarinin son vyillarda gelismesi 3. gin embriyo
kalitesini oldukga arttirmistir. Elde edilen embriyolar erken ddnem
kompaktlasma egilimine girmekte ve bu da biyopsi prosedirini
zorlastirmaktadir. O nedenle kalsiyuma bagl olan yapismanin éniine gegmek
icin kalsiyum ve magnezyum icermeyen Ozel biyopsi vasatlarn gelistirilmistir
(28). Bu 6zel biyopsi sivisi icinde 5-10 dakika bekletilen embriyoda, istenilen
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blastomer, yapisma ve buna bagh diger blastomerlerin zarar gbérme riski

olmadan rahatlikla alinabilmektedir.

2.2.4.3.Trofektoderm Biyopsisi

Blastosistlerin  kiresel epitelyal dokusunu olusturan trofektoderm
hucrelerinin (TE) biyopsisinin en énemli avantaji, fetisin gelistigi ICM (Inner
Cell Mass)’i hi¢ etkilemeden analiz yapabilme kolaylhididir. Farede TE biyopsisi,
erken embriyo déneminde yapilan PZK-Parsiyel zona kesisi’nin yapiimasi ve
gelisen blastosel kavitenin basinci ile bu kesiden fitiklasan TE hUcrelerinin
alinmasi ile yapilmigtir (82). Benzer bir yontem insan embriyolari igin de
denenmigtir (22). Lazer yardimiyla TE biyopsisinin yapilmasi da muimkin
olmustur. Non-kontakt lazer sadece zona pellusida’da bir delik yapmakla

kalmaz, ayni zamanda fitiklasan TE hicrelerinin kesilmesini de saglar (121).

Blastosist evresindeki embriyolarin  transferinden gebelik elde
edilebilmesi agisindan klinik basarinin artmasi gercedine karsin, bu
embriyolarda gerceklestirilen TE biyopsisi tekniginin bazi dezavantajlari vardir.
TOm blastosistlerin ayni zamanda gelismemesi, TE hlcrelerinin alinmasinin
implantasyonu azaltabilecedi hakkinda endiseler ve genetik olarak normal bir 3.
gln embriyonun kultdr sartlar nedeniyle blastosist evresine ulasamama ihtimali
TE biyopsisinin éniinde duran engellerdir (45).

2.2.5.Genetik Analiz
Polimeraz Zincir Reaksiyonu-PCR:

insan haploit genomu yaklasik 3x10° cift baz DNA tasir. Genetik
bozukluklar bu DNA’daki sayisiz degisiklikle olusur. Bunlar tek nokta
mutasyonuyla olabilecegi gibi, birka¢ c¢iftin delesyonu veya fazladan katihmi
seklinde de olabilir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR-Polimerase Chain
Reaction)’'nun basit prensibi, mitoz bdlinme sirasinda DNA replikasyonuna
dayanir. Her bdlinmus iki hicre, énceki hicreyle ayni sayl ve 6zellikte DNA
tasir. Yani bu, digerinin birebir kopyasidir. PCR ilk kez 1985'de tanimlanmigtir
(92).

Bir PCR siklusu 3 agsamadan olusur:
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1) 94 C°ye isitilarak hedef DNA'nin denatlrasyonu yoluyla tek-dal bir
DNA zinciri elde edilir,

2) Isty1 50-60 C“ye dusurup hibridize edilerek hedef DNA’daki primerler
baglanir,

3) Bir termofilik bakteri enzimi olan Taq Polimeraz yardimiyla 72 C°de,
yeni DNA sentezi saglanir.

Her PCR siklusunda, iki primer arasinda sinirlandiriimig DNA pargasi
ikiye katlanir. 30 siklus sonra 10° kopya, 50 siklus sonra 10'° kopya elde edilir.
GUnUmuizde gelismis aletler yardimiyla 5-6 saat icinde milyonlarca DNA
parcacigi kopyasi yaratilabilir. PCR yardimiyla genomdaki her DNA parcacigina
uygulama yapilabilir. Teorik olarak PCR molekiler diizeyi bilinen her genetik
bozuklugun preimplantasyon tanisina imkan verir. GUnimizde asagidaki

hastaliklar basta olmak Uizere pek ¢ok hastalgin tanisinda kullaniimaktadir:

Kistik Fibrozis, Tay-Sachs hastaligi, Hemofili A ve B, Retinitis
pigmentosa, Orak Hucreli Anemi, Talasemi, Alport hastaldi, ai- Antitripsin
eksikligi, Gaucher hastaligi, Frajil X sendromu, Myotonik Distrofi, Fanconi

Anemisi ve HLA genotiplemesi (126).

Floresan In-Situ Hibridizasyon-FISH:

Son yillarda her kromozoma &zel nikleik asit - DNA problari
gelistirilmigtir (41, 77). FISH, fikse edilmis kromatin/kromozomdaki nikleik asit
bdlgelerine bu problarin baglanmasina dayanan bir prosedardir. Bir gen, bir
gen parcasi veya bir DNA bdlgesi gibi her kromozom igin farkh &ézellikteki bir
bdlgeye baglanir. Bu bélgeler genelde sentromerik bdlgededir.

Galisma prensibi:

a) 68-73 °C’de, hem probun, hem 6rnek nikleik asitlerin es zamanli
denatirasyonu,

b) 37 °C’de bunlarin birlesmeleri ve hibridlerin olusmasi,

c) 73 °C’de tuz solusyonlari ve non-iyonik deterjanlarla yikanarak
baglanmamisg protein ve non-spesifik hibridizasyonun ayristiriimasi,
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d) Antifade uygulanarak, yeni hibridlerin floresan mikroskopta

incelenmesidir.

Ticari olarak saglanabilen PB probu ile 13, 16, 18, 21 ve 22; PGT probu
ile 18, 18, 21, X ve Y kromozomlari taranabilmektedir. Ayrica diger
kromozomlara ait 6zel problar da bulunabilir. Ancak uygulanmalari re-
hibridizasyonla mimkuindar (80).

FISH, ilerlemis maternal veya paternal yas, tekrarlayan spontan
digukler, tekrarlayan IVF basarisizliklari, cinsiyet tanimlamasi (6zellikle X-
resesif hastaliklarda), translokasyon tespit edilmis ebeveynler, anéploidiye bagl
genetik bozuklugu olan aile hikayeleri (Turner Sendromu, Down Sendromu) ve
agir oligospermi-azospermi olgularinda basariyla kullaniimaktadir (20).

Karsilastirmali  Genomik  Hibridizasyon—-CGH  (Comparative  Genomic

Hybridization):

PCR’in tek gen hastaliklar hari¢ kullanim alaninin kisith olusu, FISH'de
ise sinirh sayida kromozomun degerlendiriimesi nedeniyle giindeme gelen yeni
bir teknolojidir (127). Amplifiye edilen tim kromozomlarin analizi buginku
teknoloji ile G¢ gun surebilmektedir. Bu nedenle, klinik uygulamada biyopsiden
sonra embriyolar dondurulmakta ve embriyo transferi hastanin endometrial
senkronizasyonunun yapildigi sonraki sikluslarinda planlanmaktadir (136). Bu
yontemle kromozom kiriklari da dahil pek ¢ok detay ayrintii olarak

degerlendirilebilmektedir.

2.3.Kryoprezervasyon

Superovulasyon tekniklerinin - kullanimi ile  IVF’in gelismesi ve
kolaylagsmas! fazla sayida oosit, dolayisiyla bir seferde transfer edilebilecek
sayinin ¢ok GUzerinde embriyo gelisimini de beraberinde getirmigtir. Ovulasyon
indUksiyonu uygulanmadan hCG kullanarak dogal IVF sikluslari olugsturmak bir
alternatiftir, ancak sonugclari pek basarli degildir (31). Diger ¢6zimler toplanan
oositleri sinirlandirmak, bir kismini fertilize etmemek veya ¢ogul gebelik riski
almamak icin gelisen bazi embriyolari atmaktir ki, bunlarin higbiri etik degildir.
Bu kosullar embriyo dondurmay! zorunlu hale getirmistir.
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Memeli embriyolarinin dondurulmasi igin calismalar 1950’li yillara
dayanmaktadir. Smith (99), in-vivo fertilize olmus prontkleer tavsan
embriyolarini dondurmustur. Bircok gelismis teknik bu temel calismadan kdken
almaktadir. Whittingham ve ark. (130)'nin 1972'de dondurulup ¢6zdurllen
morulalarin transferi sonrasi canl fareler elde etmesinden beri memeli
embriyolari basariyla saklanmaktadir. Kemirgenlerde edinilen tecribeyle,
kryoteknoloji endustriyel kullanima girmis ve blylkbas hayvanlara da
uygulanmigtir. Dinyada 1980°den beri, her yil 100 000 den fazla dondurulmus
hayvan embriyosu transfer edile gelmektedir (122).

insanlarda ilk dondurulmus embriyo gebeligi Trounson ve Mohr (112)
tarafindan 1983'de elde edilmistir. insan embriyosu dondurma iglemleri,
propanediol ve sukroz gibi kryoprotektanlarin kullanimi ve prosedirlerin

optimizasyonu ve kolaylasmasiyla, IVF uygulamalarinda vazgecilmez olmustur.

Oteki tirlerde, drnedin kemirgenlerde basariyla uygulanan oositlerde
dondurma ¢6zdirme teknolojisi, insanda disik survival orani ve konvansiyonel

IVF sonrasi dusik fertilizasyon orani nedeniyle pek basaril degildir (1).

2.3.1.Kryobiyolojik ilkeler

Sivi nitrojen icerisinde (—196°C) dokularda hiicresel zaman ve birgok
kimyasal reaksiyon durmustur, su sadece kristal veya camsi bir sekildedir.
Sadece atmosferdeki radyasyonun DNA vyapisina potansiyel zarari séz
konusudur. Farelerde yapilan bir calismada (38) deneysel olarak olusturulan
2000 yilhk radyasyona esdeger enerji verilerek embriyo survival ve gelisimsel
kapasitesi arastirilmig ve bunun bile énemli bir etkisinin olmadigi bildirilmistir.
Bu ylzden embriyolar teorik olarak sonsuza dek sivi nitrojende kalabilir.

2.3.1.1.Dondurma Esnasinda Hiicresel Degisiklikler

Isi disUsU hicre biyokimyasinda etkili olup; 37°C’den —7°C’ye dlsUs,
tim enzim reaksiyonlarinda duraklamaya yol agar. Isi digserken, hicredeki sivi
bilesenler bazi fiziksel ve kimyasal degisime ugrarlar:

e Dagilan gazlarin ¢ézUnarltliga azahr. Kullanilan dondurma soltisyonlari
%5 CO2de gazlanmis sodyum bikarbonat igcerdiginde dev gaz

baloncuklarinin olusmasi hiicrenin bozulmasina yol agar (4).
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e Saf buz kristalleri olusarak su, sividan kati faza déner, ancak ¢ézici ve
tuz sollsyonu hala sivi olarak durmaktadir. Bu kristaller 1sinin dasusu ile
blyUr ve birleserek hiicre batinliguind koruyan hiicre membranina direkt
etki ederek zarar verebilir.

e [sinin digUsU ile su kristaller olusturur ve ekstraselller bélimdeki tuzlar
icin daha az sivi kalmig olur. Aslinda, tuz bilesenlerinin 6tektik noktalari
(su-tuz-buz karisimindan kristalize olduklari an) suyun
kristalizasyonundan daha distuk sicakliklardadir ve normal kudlthr
vasatlari icin —10°C, —17°C, sodyum klordr icin —21,5°C civarinda olabilir.
Bu ylzden kryoprotektan ajanlarin yoklugunda molarite ytkselir ve hlicre
pH’s1 ve ekstrasellliler tuz yodunlugu biylk degisiklikler gésterir. Bu
durum  ‘solisyon etkileri’ olarak adlandinlir ve lipoprotein
denattrasyonuna yol acar (66).

e Rezidlel sivi tuz konsantrasyonlarinin artmasiyla olusan ozmotik
degisiklik suyun hlcreden cekilmesiyle sonuglanir, pasif dehidrasyon ve
blizulme olusur. Hicre hacminde azalmadaki asirilik, geri déntsimstiz

hasarlara yol agar ve hiicre 6lUr.

Hucreler, 6zellikle oosit ve embriyo gibi blydk miktarda su icerenler,

basarili dondurma icin yukarida belirtilen tim faktoérlerden korunmalidir (61).

2.3.1.2.Embriyo Dondurmada Koruyucu Prosediirler
Uc ana teknik nokta embriyoyu saran soliisyondaki ve embriyodaki
istikrarsiz faz degisiklerini kontrol etmek icin kullanilabilir.

2.3.1.2.1.Dondurma ve Cozdiirme Hizlarinin Kontroli

Isinin diisme orani arttikga hicre i¢i buz olusumuna yatkinlik artar. Her
hicrenin ideal soguma orani vardir ki bu, hicre hacmine ve membran
bilesimine baglidir. Bu iki faktdér suyun, iyonlarin ve metabolitlerinin difiizyon
oranini etkiler. Eritrositlerde 1000°C/dakika, zigot ve embriyolarda 0,3 °C/dakika
sogutma hizlari ile ylksek survival oranlari elde edilebilmektedir (71).

2.3.1.2.2.Kimyasal Koruma
Sadece 1s1 dugtsunin kontroll, optimal hiicre survival'ini saglamak igin
yeterli degildir.
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1949’da gliserolin spermlerde kryoprotektif etkisi Polge ve ark. (87)
tarafindan bulunmustur. Daha sonra, birgok bagka kimyasalin da hucreleri
dondurmanin zararli etkilerinden korudugu ispatlamistir. Bu kimyasallara

‘kryoprotektan’ adi verilir.

Embriyo dondururken baslangic asamasi, dondurulacak embriyolari
bikarbonat tamponlu buyiime medyumlarindan, bir kryoprotektan soltsyon olan
fosfat tampon sistemine almaktir (134). Embriyolar burada ekulibre edildikten
sonra yuksek ozmolaritedeki kryoprotektan sollsyonlara alinirlar.

Oosit ve embriyolarda en ¢ok kullanilan dért kryoprotektan; gliserol, 1,2-
propanediol (PROH), etilen glikol (EG) ve dimetil sulfoksit (DMSQ)’dir. Bunlar
suda c¢b6zunebilir, su molekulleri ile hidrojen baglari olusturabilir, hicrelere
girebilir. Bunlarin kryoprotektif aktiviteleri sollsyonlarin dondurma noktalarini
dusdrmelerine ve solisyonun donma noktasinin altinda, tuzlarin 6tektik
noktalarinin Uzerindeki sicaklikta yani sivi fazda kalan tuz ve elektrolitlerin
oranlarini azaltmalarina baghdir. Bu sayede lipoprotein denatlrasyonu
6nlenmis olur. Ayrica kryoprotektanlar, kristal olusumunu yavaslatirlar. Hlcre

membraniyla direkt birlesirler (109).

Gliserol, erken evrelerde embriyo icerisine DMSO ve PROH’dan daha
yavas girip ¢ikar ama morula ve blastosistte basarili oldugu ispatlanmigtir (13).
PROHun ylUksek konsantrasyondaki toksisitesi gliserol ve DMSQO’ya oranla
daha azdir (89). En iyi kryoprotektanlari segmek igin hlcredeki toksisiteleri,

hicre ici gecirgenlikleri ve biyolojik etkinlikleri degerlendirilmelidir.

Cozdirme sonrasinda embriyonun ilerideki gelisiminin zarar gérmesini
engellemek icin kryoprotektan, hicreden hizlica uzaklastiriimalidir. Dekstran,
PVP ve serumun cesitli protein bilesenleri gibi bazi polimerler de tek basina
veya kryoprotektiflerle kullanildiginda, kryoprotektif etki gosterebilirler. Bu
mantikla hasta veya fetal kord serumu, dondurma ve ¢ézdirme sollisyonlari
icerisinde kullanilabilir (13).

Bazi sekerler; mono, di- veya trisakkaritler hlicreye girmez ama ozmotik
basinci ylUkselterek kryoprotektan gibi rol oynar. Bu durum dondurma sirasinda
olusan internal buz olusma riskini azaltir. Suyun hicre igi-digi devinimi,

¢bzunenlerin deviniminden hizlidir. Embriyolar 6nce gegirgen, sonra gegirgen



20

olmayan kryoprotektana maruz birakilinca, hucre iginde parsiyel dehidrasyon
kryoprotektanlarin konsantrasyonlarinin artisiyla olacaktir. Cézdirme proseduiri
esnasinda gecirgen olmayan kryoprotektanlarin bu ozmotik 6zelligi suyun
girisini sinirlamada kullanilir. Bu da embriyoyu asiri ve ¢ok hizli rehidrasyondan

kurtarir.

2.3.2.insan Embriyolarinin Dondurulmasinda Degisik Protokoller
2.3.2.1.Yavas Sogutma

insan embriyolari, PROH (61), DMSO (112) veya gliserol (13) kullanilan
protokollerle basarili olarak dondurulabilir. Embriyolarin belirli  gelisme
evrelerinde, bu kryoprotektanlarin her biri blastomer membranlarinin

gecirgenligine bagli olarak optimal etkidedir.

PROH zigotlar veya erken dénem embriyolar icin, DMSO ileri gelisim

asamalarinda, gliserol blastosistte daha iyi sonuclar verir.

Prontkleer, 2. gin veya 3. gun embriyolarda yavas dondurma
protokolleriyle (0,3°C/dakika) PROH (1,5 mol/l) ve sukroz (0,1 mol/l) kullanilan
calismalar daha basarih olmustur (32, 109). IVF merkezlerinde yaygin
uygulanan prosedirdir. Ancak en uygun survival oranlari, ortama sukroz
eklenince elde edilmigtir (70).

DMSO insanda ilk kullanilan kryoprotektif ajandir (112) ve gogunlukla ileri
gelisim evresinde ve 3. gin embriyolarda kullaniimistir. Yavas dondurmanin —
80°C’ ye kadar sidrmesi, dolayisiyla yavas ¢6zdirme gerektirmesi
dezavantajdir. Van der Elst ve ark. (117), 2220 embriyoda DMSO kullanmis ve
yuksek oranda survival ve implantasyon rapor etmistir. Ancak bu veriler diger

arastirmacilar tarafindan desteklenmemistir.

Gliserol preimplantasyon gelisimde en ge¢ evrede yani blastosist

dondurmada kullaniimig ve iyi sonuglar elde edilmistir (13, 72).

2.3.2.1.1.Buz Kristallerinin Olusumu - Seeding
Kryoprotektif solusyonlar genellikle buz olusmadan —15°C’ye kadar
ulasir. Buna ‘supercooling’ adi verilir ve bu fenomen latent sicaklik Uretir.

Basarili embriyo dondurmak igin supercooling’ten kaginmak gereklidir.
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Whittingham (132), fare embriyolarini  dondururken —12°C’ye kadar
supercooling, ardindan internal buz olusumu meydana geldiginde, hi¢ survival
alamadigini rapor etmistir.

Supercooling’i dnlemenin yolu, kryovial'in veya kryostraw’in ylzeyine sivi
nitrojenle sogutulmus bir metali temas ettirerek —7°C’de buz olusumunu
indUklemektir. Metal, hiicre disi sollsyonlarda beyaz bir nokta gérlldikten, yani
ilk kristalden sonra kaldiriimalidir ve programli 1s1 disidst baslamalidir. Bu
indiklemeye ‘seeding’ adi verilir (109).

Bu kryobiyolojik prensipleri izleyerek ve yapilan deneysel c¢alismalarin
Isiginda, cesitli  hayvan tdrlerinin - embriyolari  basariyla  dondurulup
¢bzdurtimustir. Kemirgenlerde deneysel olarak (130, 131), sigir ve koyunlarda
iyi besi irklarinin yayilmasini saglamak icin (111, 133) ve insanlarda yardimci
Ureme tekniklerinde uygulanan stperovulasyon protokollerinde gelisebilen
Hiperstimulasyon Sendromlarinin yan etkilerini dengelemek amagli olarak (112,
140) basanli yayinlar vardir.

Yavas dondurmada seeding tekniginin nasil uygulandigi son derece
6nemlidir. Bazi programlanabilir dondurma aletlerinde otomatik seeding
yapabilme 6zelligi olsa da manuel yapilmasi, olugacak ilk buz kristallerinin yeri
ve seklinin kontroll agisindan tercih sebebidir (109).

2.3.2.2.Ultra-rapid Sogutma

Ultra-rapid dondurma metodu Trounson ve Sjoblom (113) tarafindan
gelistirilmigtir. Embriyolarin 2-3 dakika kadar 2,0-3,0 M DMSO ve 0,25-0,5 M
sukroz iceren medyumda ekulibre edilmesinden sonra hemen sivi nitrojene
batiriimasina izin veren bu ydéntemde yUksek oranda survival ve in-vitro gelisim
rapor edilmistir. Ultra-rapid dondurma yéntemi kullanilarak elde edilen gebelikler
vardir (29, 40, 50), ancak sayica klcuk ve sira digi kalmaktadir. Ayrica transfer
basina gebelik orani disik oldugu igin, IVF programlarinda sadece ayricalikli
vakalarda kullanilir.

2.3.2.3.Vitrifikasyon
internal ve eksternal buz olusumunun embriyo survival'i icin olumsuz
etkisi nedeniyle, buz olusumu olmadan 6rneklerin dondurulmasi denenmis ve

cesitli kimyasallarin bir arada kullaniimasiyla saglanabilmistir. Bu karisimlar, su
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ve ¢ozlnenlerin oda isisindan —196°C’ye, camsi doku fazindayken hizli bir
sekilde gecmesine izin verebilirler. Ortamda buz olusumu yoksa 6limcdl

intraselller buz ve tuz konsantrasyonu artigi da olmayacaktir (94).

Vitrifikasyon igslemi ylksek molar konsantrasyonlarda DMSO, asetamit,
propanediol, polietilen glikol karngimlar ile elde edilebilir. Burada sorun,
vitrifikasyon sollsyonlarinin kromozom entegrasyonunu bozabilecek ylksek
toksisitesidir. Bu durum, aslinda embriyolar ¢6zdirildikten sonra survival
oranlari ve in-vitro gelisimi olduk¢a basarili iken canli dogum oraninin disik

olmasini da agiklamaktadir (141).

Yine de farelerde, tavsanlarda, kemirgenlerde, koyunlarda iki hlcreli
embriyolardan blastosiste kadar tim embriyo agsamalarinda canli dogumlar elde
edilmistir (85). Burada basari, kullanilan kryoprotektan tipine, ekleme ve
dilisyon metoduna, dondurmadan &dnceki kryoprotektan icinde gegen zamana
baghdir. Isitma ve sogutma oranlari, asiri devitrifikasyondan ve

rekristalizasyondan kaginmak icin yeterince hizli olmaldir.

insan embriyolarinin vitrifikasyonunda, kryoprotektan olarak %40 etilen
glikol kullanilarak yapilan bir calismada gelisim evresi (8 hucreli) embriyolarda
sonuglarin cesaret kirici gikmasina karsin (76) morula ve blastosist evresindeki
embriyolarda daha basarili sonuclar elde edilmistir (119). Teknigin gelismesiyle
vitrifikasyon ile blastosist evresinde daha fazla basaril galismalar yapilmis (120,
139) ve son zamanlarda daha erken evredeki 3. glin embriyolarda (25) ve hatta
prontkleer evrede de gebelikler elde dilmistir (54, 94).

GunOmulzde vitrifikasyon, yavas dondurma prosedirlerine ciddi bir

alternatif olarak gelisimini stirdirmektedir.

2.3.3.Embriyo Depolama ve Cozdiirme

Embriyolar plastik straw, ampdller veya kryoviallerde dondurma
solUsyonlari icerisinde yillarca saklanabilir. Cézdirme teknolojisi direkt olarak
dondurma prosedurl, dolayisiyla internal buzun miktari ile iligkilidir. Aslinda
hicre dehidrasyonu yetersiz ise buz-su-camsi olusum karisimi disik derecede
bile devam edebilir. Cézdlirme esnasinda buz kristalleri erimeden degisir, su

molekuilleri kiguk kristallerden blytk yUzeyli olanlara déntsuar, bunlarin boyutu
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blyUr ve kabalagir; sonugta hicre batinlGgunt bozabilir. Bu ylzden ¢bézdirme

¢ok hizli olmali, su fazinin degismesi periyodu sinirlandiriimalidir.

Isinin distsl, —80°C’ ye kadar yavas programlanirsa (0,3°C/dakika), ¢cok
yUksek oranda hicre dehidrasyonu saglanir. Hicrelerin ilerleyen rehidrasyona
izin vermesini saglamak icin ¢dézdirme de yavas yapilimalidir (4—8°C/dakika).
Bu yontemle tim prosedlr 6 saat kadar surer. Straw veya kryovial't =30°C’den
sonra siIvi nitrojene atarak sogutma suresi kisaltilabilir; dehidrasyon da
sinirlandirilabilir (89). Bu agsamada kiguk buz kristalleri olusur, ama bu kristaller
parsiyel hicre dehidrasyonu olarak kalir. Dondurmaya baglamadan 6nce
ortama sukroz eklenmesi de dehidrasyonu uygun hale getirir. Rekristalizasyonu
dnlemek igin ¢dzdirme ¢ok hizli olmalidir (300°C—400°C/dakika). Bu yiksek
c¢6zdirme hizi, kryovial veya straw’lar elle tutularak 37°C’de su banyosu veya

baska bir i1siticiyla olusturulabilir.

GCbézdurme  sonrasi kryoprotektanlar hemen uzaklastiriimali,
konsantrasyonlari asamali olarak azaltilmal, hicreden ayrilmalari agsin
rehidrasyon veya ozmotik stres olmadan saglanmalidir.  Sukroz,
kryoprotektanlarin uzaklastirilmasi periyoduna bu asamada da yardimci

olmaktadir.

2.3.4.Basariyi Etkileyen Faktorler
Dondurma programinin basarisi, asagida her gelisim dénemi icin ayri
ayn ifade edildigi gibi éncelikle ¢ézdirdikten sonraki morfolojik butanligine,

sonra in-vitro ve in-vivo gelisimine gbére degerlendirilir (58).

Erken donem  embriyolar  ¢OzdUruldikten ve  kryoprotektan
solisyonlardan arindiktan sonra en az dondurmadan Onceki blastomer
sayisinin yarisini  koruyabiliyorsa survival oldugu dasindlir  (Survival
Endeks=%350) (8).

Zigotlar dondurma ¢6zdirme prosedurd sonrasi butinligd bozulmadan
¢bzulurse, duzenli bir sitoplazma ve intakt bir zona pellusidaya sahipse ve

sonraki 24 saatte klltlrde gelismeye devam ederse survive oldugu dasunuldr.

Blastosist survival degerlendirmesi hlcre sayisi ve 6zellikleri nedeniyle

daha zordur. G6zdirme sonrasi uterusa sadece morfolojisi normal embriyolarin
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verilmesi tavsiye edilir. Bu embriyolarin ¢ézdirme sonrasi 3—4 saat i¢inde kaltar
medyumunda tekrar geniglemesi gerekmektedir. Bu durumda transfere uygun
olan blastosistler survive olarak degerlendirilmelidir.

Zigot veya c¢ok hucreli embriyolarin dondurma veya c¢6zdirme
soltsyonlari hazirlanirken icerisine serum veya serum albumini eklenmesi
alisilagelmistir. Serumun kaynagdi cok cesitli olabilir: insan fetal kordu veya
maternal kan &érnekleri, fetal buzagi serumu ve insan serum albumini (HSA).
Ozellikle kord ve toplanmis kan &rneklerinden alinan HSA'nin virils aktarimi
bakimindan givenlikle ilgili dezavantajlari vardir. HSA’'nin, dondurulan
embriyolarda serum yerine kullanildiginda gebelik oranini ve implantasyon
oranini dusurdigu belirtiimistir (128). Rekombinant serum o&rnekleri alternatif

olarak kullanilmigtir ama kargilastirmali etkileri Gzerine hi¢ ¢calisma yoktur.

Tyler ve ark. (115) tarafindan yapilan ¢calismada yer degisikligi sirasinda
dondurulmus embriyolarin sivi nitrojen disinda kaldigi zamanin énemli oldugu
ortaya konulmustur. Potansiyel olarak oda isisinda zararli etki 40 saniyede
baslar ve bir dakikada 0.25 ml straw —7°C’ye ulasir. Bu, o6tektik noktadir.
Saklama kosullari dikkatlice yerine getirildiginde, sekiz yil sonra bile saklanan
embriyolarda survival ve yasama yeteneginde hi¢ bozulma olmadigi
belirlenmigtir (5).

2.3.5.Biyopsi Yapilmig Embriyolari Dondurma

Zona pellusida manipilasyonu yapilmig embriyolarin  kryosurvival
oranlarn Gzerine sinirh sayida ¢aligma yapilmigtir. Erkek infertilitesi ve oositlerin
konvansiyonel metotla fertilizasyonunun riske atilamayacagi durumlarda ICSI
uygulamalarinin tercih edilmesi kacinilmaz olmaktadir. Elde edilen transfer
edilebilir, saglikh embriyolarin sayilari bazen olduk¢a fazla olabilmektedir.
Transfer fazlasi embriyolarda mecburen dondurma prosedirinin uygulanmasi
gerekir. Bu sekilde ICSlI ile elde edilmis embriyolarin zona pellusidalar Gzerinde
islem sirasinda ICSI mikropipeti ile aciimis olan deligin kryosurvival Uzerine
etkisinin olmadigi bilinmektedir (2, 118).

Kung ve ark. (59) lazer ile Assisted Hatching yapilmig insan

blastosistlerini gliserol kullanarak yavas sogutma ydntemiyle dondurmuslar ve
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gebelikler elde etmislerdir. Ancak kryosurvival oraninin zona pellusidasi

delinmemis embriyolara gére daha disik oldugunu bildirmislerdir.

Bircok PGT vakasinda kromozomal veya genetik anormallikler veya
morfolojik ve gelisimsel uygunsuzluk nedeniyle transfer etmek icin sinirli sayida
embriyo kalabilir (62). Ancak bazi durumlarda biyopsi prosedurinden sonra
embriyolarin dondurulmasi zorunludur. Ovaryen Hiperstimilasyon Sendromu
(OHSS), hastanin akut hastaliklari gibi durumlarda embriyolar dondurulup,
transfer islemi daha sonra gergeklestirilir. Elde edilen tim embriyolara PGT
yapildigi durumlarda, normal genetik yapida embriyo sayisi transfer edilmesi
gereken sayidan fazla ise, daha sonra transfer edilmek Uzere dondurma
islemine tabi tutulurlar. Clnkl bazen gergeklestirilen transferlerden, farkh
nedenlerden dolayl gebelik sekillenemeyebilecedi gibi bazen de ebeveynler,
gebelik sekillense bile daha sonra ¢ocuk sahibi olmayi istemektedirler. Bunlarin
yani sira, karsilastirmali Genomik Hibridizasyon-CGH gibi tim karyotipin
cikarilabilecedi detayli bir analizin yapilmasi i¢cin zamana ihtiya¢ olan

durumlarda da embriyolar daha sonra transfer edilmek tGzere dondurulmaktadir.

Biyopsi yapilmis embriyolarin dondurulmasinin  konvansiyonel IVF
sikluslarinda uygulanan embriyo dondurma prosedirlerinden en énemli farki
biyopsi yapildiktan sonra artik intakt bir zona pellusida’nin olmayigi ve zona

pellusidanin embriyo i¢in koruyucu 6zelliginin bozulmusg olmasidir.

Fare embriyolarinda kryoprezervasyon ile kombine ilk basarili biyopsi,
Wilton ve ark. (135) tarafindan bildirilmistir. Arastiricilar, ultrarapid dondurma
metodu kullanarak biyopsi yapiimis ve dondurulmus, biyopsi yapiimadan
dondurulmus ve taze fare embriyolarin transferinden sirasiyla %81,1; %74,3 ve

%74,1 implantasyon oranlari rapor etmislerdir.

Krzyminska ve O’Neill (58), asit tirot kullanilarak biyopsi yapilmis 8
hucreli fare embriyolarini yavag dondurma protokoll ile dondurmus ve
¢bzdikten sonra gelisimsel potansiyellerini inceleyerek, ydntemin tatmin edici
bir sonu¢ verdigini ancak arada biyopsi yapilmig embriyolar aleyhine istatistik

olarak fark oldugunu bildirmislerdir.

Garrisi ve ark. (36), fare oositlerinde asit tirot ile bir delik acarak in vitro

fertilizasyona birakip, olusan embriyolari dondurduklarinda kryosurvival ve
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blastosist olusumu agisindan zona intakt embriyolarla arasinda fark

bulamadiklarini rapor etmislerdir.

Liu ve ark. (52), fare embriyolarina 8 hlicreli asamada biyopsi yapmislar
ve alinan blastomer sayisi ile kryosurvival arasindaki iliskiyi arastirmiglardir.
Galismalarinda alinan blastomer sayisi ile kryosurvival ve blastosist olusumu
arasinda ¢ok 6nemli bir iliski oldugunu, ancak Ozellikle 3 blastomere kadar
yapilan biyopsi prosedurinin kryosurvival Uzerine olumsuz etkisinin az

oldugunu bildirmislerdir.

Gustafsson ve ark. (43), sidir embriyolarinda yaptiklar calismada
biyopsinin ardindan kryoprotektan olarak gliserol kullanarak embriyolar
dondurup, kryosurvival oranini biyopsi yapiimadan dondurulan kontrol grubuna
oranla anlamh derecede disuik bulmuslardir.

Thompson ve ark. (110), fare embriyolarinda yaptiklari ¢alismada zona
pellusidayr keserek (PZK) ve delerek biyopsi yapmiglar, kryosurvival ve
blastosist gelisimini incelemiglerdir. Kryosurvival oranlari agisindan, her iki
yontemin kendi arasinda ve biyopsi yapilmayan kontrol grubuna goére farki
olmadidini; ancak biyopsi yapilan gruplarin blastosiste gelisim oranlarinin,
biyopsi ydntemi ayirt etmeden prosedirden olumsuz ydénde etkilendigini
bildirmislerdir.

insan embriyolarinda ise ilk olgu 1997 yilinda Harper (47) tarafindan
bildirilmistir. Arastirici, dokuz hastada PGT yapilmis dondurma-¢dézme
prosediri sonrasi saglikli kalan embriyolarin transferi sonucu bir hastada

gebelik elde etmis, ancak gebelik disikle sonuglanmistir.

Dondurma 6ncesi biyopsi yapilan embriyolardan elde edilen ilk canh
dogum Carson ve ark. (9) tarafindan bildirilmistir. Uygulamada, kistik fibrozis
nedeniyle tim mutasyonlari arastirimak Gzere biyopsi yapildiktan sonra
dondurulan embriyolar, analiz neticelerine gbre bir sonraki uygun siklusta
hastalara transfer edilmek Uzere ¢6zdurllmis ve transferlerden gebelik elde

edilmistir.
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Ludwig ve ark. (67), degisik evrelerde biyopsi yapip dondurduklar
embriyolarda hatching blastosist oranlarini arastirmis ve biyopsi prosedirinin

olumsuz etkilerini vurgulamiglardir.

Lee ve Munne (62), translokasyon tasliyicisi bir vakada tim oositleri PZK
ile polar cisim biyopsisi yaparak taramiglar ve transferden sonra elde kalan
normal embriyolari dondurmuslardir. Taze embriyo transferindeki basarisizhgin
ardindan 5 ay sonra dondurulmug embriyo transferi uygulanmis ve saglikh bir
kiz cocuk dlinyaya gelmistir.

Magli ve ark. (68), asit tirot kullanarak biyopsi yaptiklari insan embriyolar
Uzerinde vyaptiklari calismada, PROH ile yavas dondurma protokoll
uygulandiginda, kryosurvival oraninin biyopsi yapilmamig embriyolara oranla
¢ok daha disik oldugunu bildirmislerdir. Survival endeks kullanildiginda
(¢cd6zdirmeden sonraki intakt blastomer sayisi/dondurmadan 6nceki blastomer
sayisi x 100) (8), kryosurvival oraninin %61°’den %38’e dustugu belirtiimistir. Bu
umut kirici durum nedeniyle biyopsi sonrasi dondurma prosedurlerinin ancak
biyopsi veya dondurmada daha guvenli bir metot geligtirilirse basaril

olabilecegini savunmuslardir.

Joris ve ark. (56), anormal fertilize olmus iyi kalitede insan embriyolari
Uzerine yaptiklari ¢calismada embriyolari kontrol, biyopsi almadan ve biyopsi
alarak zona pellusidasi asit tirot kullanilarak delinen diye U¢ gruba ayirmis ve
kryosurvival oranlarini karsilastirmislardir. Sirasiyla %55, %37,5 ve %33,3
oraninda embriyo survival tespit etmis ve biyopsi amaciyla zona pellusida
manipllasyonu yapilan embriyolarin dondurma proseduriinden c¢ok fazla
etkilenmekle birlikte yine de saglam c¢ikan embriyolarin blastosist evresine

kadar ilerleyebilecegini bildirmiglerdir.

Ciotti ve ark. (12), calhigsmalarinda G¢ ayr grup olusturup: 1) biyopsi
yapilan embriyolarda kryosurvival oranini, 2) dondurulup ¢6zdirdlmus
embriyolarda biyopsi sonuglarini, 3) dondurulup ¢ézdlrtlen oositlerden gelisen
embriyolarda biyopsi sonuglarini incelemislerdir. Calismalarinin  birinci
bdliminde inceledikleri biyopsi yapilan embriyolarda dondurma sonuclari
acisindan diger arastirmacilarla benzer sonuglar elde edip, biyopsi yapilimis
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embriyolarda dondurma prosedurlerinin veya biyopsi metotlarinin sorgulanmasi

gerektigini belirtmislerdir.

Jericho ve ark. (55) ise, daha 6énceki ¢alismalarda vurgulanan dondurma
protokollerinin modifikasyonu Uzerine yaptiklar ¢alismada, asit tirot ile biyopsi
yaptiklari embriyolari dondururken kullanilan 0,1 mol/l sukroz solisyonunun
konsantrasyonunu iki katina ¢ikararak standart dondurma protokolindeki %43

kryosurvival oraninin %75’e yukseltilebilecegdini bildirmiglerdir.

Zheng ve ark. (141), mekanik ydntemle biyopsi yapilmig insan
embriyolarinda dort degdisik dondurma ¢6zdirme prosedirinin etkilerini
arastirmistir. Arastinicilar standart dondurma, modifiye dondurma ve modifiye
¢bzdirme ve vitrifikasyon ile dondurma tekniklerinde kryosurvival oranlarini
sirasiyla: %16, %75 ve %76 olarak elde ederlerken, vitrifikasyon sonucu bu

orani %94 olarak bildirmislerdir.

Gelinen noktada, klinikte standart embriyo dondurma yéntemi olarak
vitrifikasyonun yildizi parlasa da, dondurmada uygulanan metot ne olursa olsun
tim biyopsi metotlarinin insan embriyolarinin kryosurvivall tzerine etkilerinin

ayni anda karsilastirildidi bir calisma henlz yoktur.
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GEREC VE YONTEM (BOLUM 3)

Calisma, PGT amaciyla uygulanan biyopsi ydntemlerinin dondurma
islemi sonrasinda embriyo-survival degerine etkisini ortaya koyabilmek igin,
konvansiyonel IVF/ICSI yéntemleri ile elde edilmis transfer icin uygun olmadigi
belirlenmis insan embriyolari Gzerinde gergeklestirildi.

Tez calismasi, Ozel istanbul Cerrahi Hastanesi Uremeye Yardimci
Tedaviler Merkezi Embriyoloji Laboratuarinda Temmuz 2002- Haziran 2004
tarihleri arasinda yapiimistir. Galisma yapilabilmesi igin gerekli izin, ilgili kurum

ybnetimi tarafindan alinmistir.

CGalismada kullanilacak embriyolar igin gerekli onay formlari ilgili merkeze
tedavi icin bagvuran ve kriterlere uyan embriyolari olan hastalardan alinmistir.
Galismanin yaruttlebilmesi icin gerekli etik kurul karari, hastane etik kurulundan

alinmistir.

3.1.Tez Calismasinda Kullanilan Olanaklar
MALZEMELER:

1) Emobriyo toksisite testi yapilmis polietilen ve cam malzemeler

2) Embriyo kiltrd ve biyopsisi igin kullanilan kdltdr vasatlan (EB 10 ve
G-PGD, G220 ve G3 series G2—-30 Medium — Vitrolife®, Sweden) ve
kimyasallar

3) Embriyo dondurmak igin kullanilan ticari solisyonlar (Freeze Kit 1 —
Vitrolife®, Sweden)

4) Sivi azot

5) Gerekli mikropipetlerin yapilmasi igin kapiller cam pipetler

CIHAZLAR:

—_

Zeiss Axiovert 135M Inverted Mikroskop (Resim 3.1)

)
2) Mikromanipulatér
3) %5 COz ve %95 nem ayarl inkibatér
4) Stereo mikroskop
5) Otomatik pipetler
6) Planner Kryo Series Il bilgisayar programli embriyo dondurma cihazi

(Resim 3.2)
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Resim 3.1-Inverted Mikroskop

Resim 3.2-Planner Kryo Series Ill bilgisayar programli embriyo dondurma cihazi

7) Sivi azot tanklari

8) Kuru hava sterilizatéri

9) Buzdolabi

10)Mikropipetlerin  yapiminda kullanilan  Mikropuller, Microgrinder,

microforge ve mikroskop seti
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3.2.Embriyo Secimi

Galismada materyal olarak vital kontrollerde transfer etmek veya daha
sonra transfer etmek amagh dondurmak i¢in uygun bulunmayan konvansiyonel
IVF/ICSI teknidi ile olusturulmus insan embriyolar kullaniimigtir.

Kontrolli ovaryen hiperstimilasyon ile elde edilmis, fertilizasyon sonrasi
gelisimlerinin 3. gunindeki embriyolardan transfer kriterlerine uymayanlar bu

¢alisma igin kullanildi.

CGalismaya dahil edilecek embriyolar, konvansiyonel IVF/ICSI'den 62—68.
saat sonra deg@erlendirilerek ayrildi. Bu degerlendirme kriterleri: blastomer
sayisl, anUkleer fragmantasyon orani, kompaktlasma olup olmadidi, esit
blydkllkte blastomerler olup olmadigi ve vakuollerin olup olmamasina gére
yapildi (21).

Hastalardan elde edilen, transfer kriterlerine uygun olan fazla sayidaki
embriyolar daha sonra transfer edilmek Uzere donduruldu ve galismaya dahil

edilmediler.

Transfer icin ayrilacak embriyolarda uygulanacak kriterler ve aranan
6zellikler sunlardr:

1) 6 hlcre ve lGzeri Grade 1 embriyolar,

2) 8 hlicre Grade 2 embriyolar,

3) Elde edilen embriyolar arasinda transfer edilebilecek durumda
kriterlere uyan 6-8 hcreli embriyo yok ise, kazanilan tim embriyolar

hastaya transfer icin degerlendirildi.

Calismada kullanilan embriyolar ise, yukaridaki kriterlere uymayan

embriyolar arasindan su kriterlere gore segildi:

1) Calismada kullanilan teknikler kullanilarak, biyopsi sonrasi PGT
yapiimis ve kromozom anomalisi belirlenmis embriyolar,

2) intakt bir zona pellusida olmasi ve anikleer sitoplazmik
fragmantasyonlarin elimine edilmesi amaciyla tim blastomerlerin en

az 4’unde nikleus gbézlenmesi,
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3) Fertilizasyon kontrollerinde 14-20. saatte normal digi fertilizasyon
gbsteren (1 pronikleus, 3 veya daha fazla pronlUkleus gdzlenen)

oositler, eger calisma kriterine uygun iseler calismaya dahil edildiler.

3.3.Mikromanipiilasyon

Tdm embriyo degerlendirmeleri ve biyopsi prosedirleri Narishige®
Mikromanipulatér (Narishige, Japan) monte edilmis Zeiss® Axiovert 100M
inverted Mikroskop (Karl Zeiss Gmbh, Germany) altinda gergeklestirildi.
Kullanilan tutucu, biyopsi, kesici ve asit puUskirtmek igin kullanilan tim
mikropipetler Drummond® kapiller pipetlerden (Drummond Scientific,
Richmond, USA), Narishige® Micropuller, Microgrinder, Microforj ve mikroskop
seti (Narishige, Japan) kullanilarak hazirlandi. Tim pipetler, grinder ile 30° agi

verilerek kullanima hazir hale getirildi.

Tom prosedirlerde pipetler pipet tutucuya monte edildi ve plastik
hortumlarla baglanti yapilarak Tutucu pipeti 10 ml.’ lik enjektér yardimiyla, diger
biyopsi ve asit icin kullanilan pipetler ise uygulayicinin agiz pipeti yardimiyla

nefes ile kontrol edildi.

Tdm biyopsi prosedurleri mineral yag (Sigma®, St. Louis, USA) altinda
Falcon 3004 (Becton Dickenson, USA) petri kaplarinda ve 10 pl'lik Ca? ve Mg?
icermeyen EB10 (Vitrolife, Sweden) damlaciklar icinde gerceklestirildi.
Hazirlanan petri kaplari biyopsi yapilmadan énce 2—4 saat slreyle %5’lik CO_’li
inkibatdérde inklbe edildi. Tdm biyopsi islemlerinden &nce, olasi
kompaktlasmanin dagiimasi ve hedeflenen blastomerin embriyodan kolaylikla

ayrilmasi igin embriyolar 5 dakika streyle EB10 icinde bekletildi.

Galismaya dahil edilen tim embriyolar dért gruba ayrildi: (i) Kontrol
grubu; (i) Asit tirot ile kimyasal yolla zona pellusidalarinda delik agilarak biyopsi
alinan embriyolar; (iii) 1480 nm Diode Lazer ile zona pellusidalarinda delik
acilarak biyopsi alinan embriyolar, (iv) Mekanik yolla cross-hatch yontemi ile

zona pellusidalar agilarak biyopsi yapilan embriyolar.

(i) Kontrol grubundaki embriyolar, zona pellusidaya higbir islem
yapllmadan ve biyopsi yapilmadan sadece 5 dakika slreyle EB10 icinde

bekletildi ve donduruldu.
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(i) Asit tirot ile kimyasal yolla biyopsi yapilacak embriyo, bir tutucu pipet
yardimiyla, andkleer fragmantasyon veya blastomerlerin uzak oldugu bir bélge
saat 3 pozisyonunda olacak sekilde fikse edildi. ic capi 7-10 um olan bir
mikropipet yardimiyla bu pozisyon korunarak, daha énceden pipet igine aspire
edilmis asit tirot istenilen bdlgede 20-25 um bulyUkliginde bir delik agacak
sekilde puskulrtildi (Resim 3.3). Zona pellusida delinir delinmez, ortama fazla
asit vermemek ic¢in asit pipetine hemen negatif basing uygulanip, embriyonun
damlacik icindeki yeri degistirildi. Bu islem her embriyo icin yaklagsik 10-15
saniye kadar surdl (68).

Resim 3.3-Asit tirot ile delik aciimasi

Resim 3.4-Asit tirot ile acilan delikten biyopsi alinmasi

Ardindan 25-30 um capindaki bir biyopsi pipeti zona pellusidada agilan
delikten iceriye sokularak, hafif bir aspirasyonla disariya alinacak blastomerin
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%20-30’'unun pipete girmesi saglandi (Resim 3.4). Blastomer dikkatlice zona
pellusida disina gekildikten sonra aspirasyon bitirilip, tam tersi hareketle
blastomer itilerek biyopsi tamamlandi (95).

(iii) Lazer ile biyopsi grubunda, inverted mikroskop Uzerine monte edilmis
lazer gi¢ Unitesi ve Ozel objektifi, yine inverted mikroskoba monte edilmis bir
kamera sistemi araciligiyla ekrana aktarilan gérintd yardimiyla zona pellusida
hedeflenerek lazer isini génderildi.

CGalismada, yaklasik 30 pum’lik delikler agmak icin 2,5 ms. slirede 1480
nm Diode Lazer ile yaklasik 3—4 atis yapildi (Resim 3.5). Acilan delikten 25-30
um capindaki bir biyopsi pipeti iceriye sokularak, hafif bir aspirasyonla
blastomer disariya ¢ikarildi ve biyopsi tamamlandi (3, 74, 103) (Resim 3.6).

Resim 3.5-Lazer ile delik agiimasi

Resim 3.6-Lazer ile agilan delikten biyopsi alinmasi
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(iv) Mekanik yolla cross-hatch ydntemi kullanilarak biyopsi yapilacak
embriyo tutucu pipet ile tutuldu. Ucu cok sivri 6zel bir mikropipet ile zona
pellusida delinip, blastomerlere zarar vermeyecek sekilde perivitelin boglukta
ilerletildi (Resim 3.7). Tutucu pipetinin aspirasyonu bitirilip, zona pellusidanin
tutucu pipetin alt dis kismiyla perivitelin bosluktaki pipet arasina sikistiriimasi
saglandi. ileri geri hareketlerle iki cam pipetin, bir makasin iki metal keskin
parcasi gibi zona pellusidayr kesmesi saglandi (Resim 3.8). Daha sonra
embriyoya tekrar tutucu pipet yardimiyla, ilk kesiye dik ikinci bir kesi yapiimasi
icin pozisyon verildi. Ayni islem tekrarlandi. Her iki kesinin 30 um uzunlugunda
ve birbirine dik olmasina 6zen gbsterildi. Sonugta zona pellusida Gzerinde 4
adet flep olusturuldu. Bu sayede olusturulan bosluklardan 25-30 um ¢apindaki
bir biyopsi pipeti iceriye sokularak (Resim 3.9), hafif bir aspirasyonla istenilen
blastomer disariya ¢ikarildi ve biyopsi tamamlandi (11) (Resim 3.10 ve 3.11).

Resim 3.7-Mekanik yontemle kesi yapiimasi

Galismanin amaci degigik biyopsi ydntemlerinin kryosurvival Uzerine
etkisini arastirmak oldugu icin, alinan blastomer genetik analiz yapilmadan
atildi.  Kontrol grubundaki embriyolar ile deneme gruplarinda biyopsi

uygulanmig embriyolar dondurma iglemine tabi tutuldu.



Resim 3.8-Mekanik yontemle kesi yapiimasi

Resim 3.9-Mekanik ydntem sonucu biyopsi alinmasi

Resim 3.10-Mekanik ydntem sonucu biyopsi alinmasi

36
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Resim 3.11-Mekanik yéntem sonucu biyopsi alinmasi

3.4.Embriyo Dondurma

Calismada, dondurulmak Gzere hazirlanan embriyolar her calisma grubu
kendi iginde 4-7 embriyoluk gruplar olacak sekilde donduruldu. Ornegin lazer
yardimiyla biyopsi yapilmig 5 embriyo ayni kryovial iginde (1 ml cryovial,

Nunclon, Denmark) donduruldu.

Dondurma protokoli olarak bilgisayar kontrolli dondurma cihazi ile
(Planner Kryo Series Ill, GB) gerceklestirilen yavas dondurma protokoll segildi.
Kryoprotektan olarak yiksek konsantrasyonda daha az toksik etkiye sahip olan
1-2 propanediol (PROH) tercih edildi.

Embriyolar kiltir ortamindan alinarak énce PBS (Phosphate Buffered
Saline) + HSA (25 mg/ml) icinde 2-5 dakika inklibe edildi. Bu sayede
embriyolar hem bir kez daha kayitlar igin kontrol edilmis, hem de kryoprotektani
tolere edebilmeleri icin hazirlanmis oldular. Daha sonra sirayla 1,0 M PrOH
icinde 5 dakika, 1,5 M PrOH icinde 10 dakika ve 1,5 M PrOH + 0,1 M sukroz
icinde yikanip hizlica kryovial igine mikroskop altinda kontrolli bir sekilde
yerlestirildiler. Tim bu islemler laminair-flow kabin i¢cinde ve oda sicakliginda
gerceklestirildi.

Kryovial daha énceden programlandigi Uzere 25 °C isida hazir bekleyen
dondurma cihazina yerlestirildi ve dondurma prosediirii baslatildi. Once —2°C /
dakika sogumayla -7°C’ye gelip buz kristali olusumunun manuel olarak
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indiklenmesi (seeding) islemi gerceklestirildi. Seeding, kryovialin dondurma
aletinin azot buhari tasiyan bakir borusuna sivi-azot seviyesinden temas
ettiriimesi yoluyla gerceklestirildi. Seeding, ilk buz kristalizasyonu gorultr
gorilmez tamamlandi. Daha sonra —-0.3°C / dakika degisimle —30°C’ye
sogutma ve en son —50°C / dakika hizla —150°C’ye sogutma ile program sona
erdi. Donmus olan embriyolar ¢6zdirme islemine kadar sivi azot icinde (—
196°C) saklandilar.

3.5.Embriyo Cozdirme

Galisma icin dondurulan embriyolar hizli ¢ézdurme protokoli ile PrOH-
sukroz kullanilarak ¢ozdurildi. Sivi azottan cikarilan kryovial hemen 37°C
sicakhginda su dolu bir kabin igine batirildi. Yaklasik 2 dakika sire ile icindeki
buz kristallerinin de erimesi gozlendikten sonra stereo mikroskop altinda
icindeki sivi ¢ekilerek kuru bir petri kabina aktarildi.

Embriyolar vakit kaybetmeden dondurma sivisindan alinarak énceden
oda sicakliginda inkiibe edilmis 1.0 M PrOH + 0.2 M sukroz igine birakildi ve 5
dakika inkUbe edildi. Embriyolar daha sonra sirayla, oda sicakligindaki 0.5 M
PrOH + 0.2 M sukroz igcinde 5 dakika ve 0.2 M sukroz icinde 5-10 dakika
bekletilerek PBS (Phosphate Buffered Saline) + HSA 25 mg/ml iginde 10-15
dakika inklbe edildi. Son agamanin en son 10 dakikasi isitici tabla Uzerinde ve
37°C sicaklikta gerceklestirildi. Tim bu islemler laminair-flow kabin iginde, oda
sicakliginda ve atmosfer CO, konsantrasyonu altinda gergeklestirildi.

Cozdurme ve kryoprotektan maddeleri uzaklastirilma islemi tamamlanan
embriyolar, bir gece 6nceden hazirlanan ve %5 CO, ve 37°C ortamda inkiibe
edilmis G2-20 (Vitrolife®, Sweden) ile hazirlanan petri kaplarina alind.
Embriyolarin kryosurvival agisindan degerlendiriimesi, ¢6zdirme iglemi bittikten
1 saat sonra yapild.

Degerlendirme, embriyo survival indeks (¢c6zdirmeden sonraki intakt
blastomer sayisi/dondurmadan o6nceki blastomer sayisi x 100 formald) ile
yapildi ve indeks 50’den blylk ¢ikan embriyolar normal olarak degerlendirilip
kayitlari tutuldu (8).
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3.6.Verilerin Degerlendirilmesi

Galisma verilerinin istatistiksel analizleri, MS Windows igin geligtirilen
SPSS 10.0 programi kullanilarak gerceklestirildi. Gruplar arasindaki farkin
dnem kontrol(i amaciyla ki-kare (x?) yontemi, ANOVA ve korelasyon analizleri

uygulandi.
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BULGULAR (BOLUM 4)

Galismada lazer ile biyopsi grubunda 122, asit tirot ile biyopsi grubunda
123, mekanik yolla biyopsi grubunda 126 ve kontrol grubu olarak da biyopsi
yapiimadan 124 embriyo donduruldu ve ¢dzduraldi.

Go6zdirme sonrasi toplam 7 embriyo hari¢ hepsi kryovial'lerden geriye
kazanildi. Bu embriyolardan biri kontrol grubunda ve digerleri de biyopsi
yapilan gruplardaydi (3 asit tirot, 3 Lazer ve 1 mekanik ydntem). Geriye
kazanilamayan embriyolar survival agisindan olumsuz olarak degerlendirildi ve

0 blastomer survival varsayildi.

Kontrol grubunda 20 embriyo (20/124) intakt (higbir blastomer zarar
gbérmeden) cikarken, mekanik keside 13 (13/126), asit tirot grubunda 6 (6/123)
ve lazer ile biyopsi yapilan grupta ise sadece 2 (2/122) embriyo intakt ¢ikti.

Go6zdirme iglemi sonucunda Survival Endeks kullanilarak yapilan
degerlendirmede, 6zellikle lazer ile biyopsi yapilan grupta (%23,8) ve asit tirot
ile biyopsi yapilan grupta (%27,6) survival oranlari mekanik yolla biyopsi
yapilan gruba (%54,8) oranla 6nemli oranda dustk ¢ikti (p<0.001). TUm biyopsi
prosedurlerinin kryosurvival oranini etkiledigi de kontrol grubu embriyolarin
survival oranlari (%71,0) ile yapilan karsilastirmalarda ortaya c¢ikti (Tablo 4.1;
p< 0.001).

Tablo 4.1-Biyopsi yéntemlerine gére dondurulan ve ¢ézdiirme sonrasinda
survival olan embriyolarin dagilimlari.

Cozdiirme Sonrasi

Dondurulan - . .
Gruplar Embriyo Sayisi Survnéal Embriyo Survival Orani
ayisl
Lazer ile Biyopsi 122 29° %23,8°
Asit Tirot ile c o c
Biyopsi 123 34 %027 ,6
Mekanik Yolla b o b
Biyopsi 126 69 %54,8
Kontrol 124 882 %71,0°

abe ayni kolonda farkli harfler tasiyan deg@erler arasindaki farklar énemlidir (p<0.005)
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Cozdirme islemi sonrasi biyopsi yapilan embriyolarin intakt blastomer
sayllan incelendiginde, lazer ile biyopsi yapilan grupta 55, asit tirot ile biyopsi
yapilan grupta 44 ve mekanik yolla biyopsi yapilan grupta ise 28 embriyoda
hicbir blastomerin intakt olmadigi, dejenere oldugu veya zona pellusida
icerisinde hicbir blastomerin kalmadidi, hepsinin dagilip kaybolmus oldugu
belirlendi. Bu sayi kontrol grubu icin sadece 5 embriyo olarak tespit edildi. Tablo
4.2’de intakt blastomer sayilari ve dondurmadan &nceki blastomer sayilarina
oranlari gértlmektedir. Buna gbére mekanik ydntemle biyopsi yapilan grupta
intakt blastomer oraninin (%51,6), lazer (%26) ve asit tirot ile (%34,2) biyopsi
yapilan embriyolara gbére o6nemli derecede ylksek oldugu gdrilmektedir
(p<0.001). Bunun yani sira, asit ve lazer kullanilarak yapilan biyopsi gruplari
arasinda intakt blastomer sayilan acgisindan énemli bir farkin olmadigi, bu iki
grubun degerlerinin birbirine yakin oldugu go6zlendi (p=0.059). Ancak, tim
biyopsi prosedirlerinde kontrol grubuna oranla (%65,4) ortalama intakt

blastomer sayisi olumsuz yonde etkilenmistir (p<0.001).

Tablo 4.2-Dondurma éncesi ve sonrasi biyopsi yéntemlerine gdre intakt
blastomer sayilari ve donma sonrasi saglam kalan blastomer orani.

intakt Blastomer Sayisi
Gruplar Oran %

Dondurma Oncesi  Coézdiirme Sonrasi

Lazer ile Biyopsi 5,83+1,32 1,52+1,80° %26
Asit Tirot ile c %34,2
Biyopsi 5,85+1,31 2,00+2,08
Mekanik Yolla b o
Biyopsi 5,60+1,27 2,89+2,18 %51,6
Kontrol 5,73+1,20 3,75+1,76% %65,4

abe ayni kolonda farkli harflerle belirtilen degerler arasinda farklar dnemlidir (p<0.001)



42

Resim 4.1-Cdzdirllen embriyolarda intakt ve dejenere blastomerler
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TARTISMA (BOLUM 5)

Birgok farkli 6zel durumda PGT amaciyla biyopsi yapilan embriyolarin
dondurulmasi gerekebilir: Ovaryen Hiperstimilasyon Sendromu (OHSS)
gelistiginde veya akut bir baska hastalik varliginda, olusacak gebeligin anne
adayinin genel saglik durumunu olumsuz etkilemesi nedeniyle, embriyolar
dondurulup, transfer islemi daha sonra gerceklestirilir. Elde edilen tim
embriyolara PGT yapildiginda da, analiz sonucu normal genetik yapida embriyo
sayisl, transfer edilmesi planlanan embriyo sayisindan fazla olabilir. Bu transfer
fazlasi normal embriyolar, gebelik olusmadiginda veya daha sonra istenecek
yeni bir gebeligi saglamak i¢in kullaniimak Gzere dondurulur (68). Bunlarin yani
sira, karsilastirmali Genomik Hibridizasyon-CGH gibi, detayli bir analizin
yapilmasi icin zamana ihtiya¢c olan durumlarda da embriyolarin daha sonra

transfer edilmek Uzere dondurulmasi kaginilmazdir (136).

Biyopsi yapilan embriyolarin bagariyla dondurulup, iyi kryosurvival ve
gebelik oranlari elde edilebilecedi ilk Wilton ve ark. (135) tarafindan doért hacreli
fare embriyolarina asit tirot ile blastomer biyopsisi yaptiktan sonra ultrarapid
dondurma metodu uygulamalariyla ortaya konulmustur. Bu calismada biyopsi
yapilmis (dondurulup ¢ézdirilmuis), kontrol (dondurulup ¢bézdartilmas) ve taze
embriyolarin  transfer edilmesiyle sirasiyla %81,1, %74,3 ve %74,1
implantasyon oranlari ve %62,2, %62,9 ve %66,7 fetal gelisim oranlar elde
edilmigtir. Ayni zamanda bu c¢alismada, embriyo biyopsi prosedirinin
embriyonun potansiyel gelisimini ve implantasyon oranini etkilemedigi

vurgulanmigtir.

Bazi durumlarda tek hicrede genetik tani yapmanin uzun zaman
alabilecegi 6ngorilerek, biyopsi yapilmis embriyolarin dondurulmasinin énemi
1991 yilinda rapor edilmistir (58). Bu slrede genetik analizin rahatlikla
tamamlanabilecedi ve daha sonraki sikluslarda endometrial hazirligin ardindan
¢bzdurilen embriyolarin transfer edilebilecegi bildirilmistir. Krzyminska ve
O’Neill (58), biyopsi yapilmig fare embriyolari ile biyopsi yapiilmadan dondurulan
embriyolar arasinda kryosurvival oranlari agisindan fark bulundugunu
belirtmislerdir (%74,2 ve %88,6). Calismalarinda 8 hiicreli asamada asit tirot

kullanilarak biyopsi yapilmis, 1—-2 propanediol ile yavas dondurma ve hizli
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¢6zdlirme ydntemi uygulanmisg embriyolar degerlendirilmigtir. Ancak saglam
kalan embriyolar, blastosist olusumu acgisindan incelendiginde arada hicbir fark
bulunmamistir (%97,2 ve %93,7). Bu sonuglar, Garrisi ve ark. 'nin (36) 1992
yihinda yaptiklari ¢alismanin bulgulariyla da desteklenmigtir. Arastiricilar,
Uzerinde asit tirot kullanilarak acilan kuguk deliklerin, zona pellusidanin
dondurma igleminin koth etkilerine kargi koyma kabiliyetlerini azaltmadigini
saptamiglardir. Bu calismada her ne kadar embriyolarda blastomer biyopsisi
yapilmamis ve zona pellusida Uzerinde agilan delik Assisted Hatching amaciyla
yapiimis olsa da, iki hlcreli fare embriyolari dondurulup ¢dzdurtldiginde
kontrol grubuna oranla kryosurvival (%77 ve %83,4) ve blastosiste gelisme
oranlar (%36,7 ve %30,6) arasinda anlaml fark bulunamamistir.

Blastomer biyopsi prosedirindn, embriyonun blastosist evresine kadar
gelisme potansiyeli Uzerine ve bu embriyolarin kryosurvival oranina etkisinin,
alinan blastomer sayisi ile dogru orantili oldugunun gdsterildigi bir galisma da
Liu ve ark. (52) tarafindan yapilmistir. Sekiz hicreli embriyolarda, G¢ hlcreye
kadar yapilan biyopsilerin embriyonun gelisimsel potansiyeli ve bu embriyolarin
dondurulup ¢ézdurlilmeleri sonrasindaki survival oranlarini  etkilemedigi
bulunmustur. Bu ¢alisma, biyopsiler asit tirot ile yapilarak ve 1,2-propanediol ile
yavas dondurma ve hizli ¢ézdlrme protokoll kullanilarak gerceklestirilmistir.

Thompson ve ark. (110) iki farkli biyopsi stratejisinin, embriyo gelisimi ve
kryoprezervasyon sonrasi survival Gzerine etkisini arastirmiglardir. Sekiz hiicreli
fare embriyolarinda zona pellusiday! asit tirot ile delerek (grup a), mekanik
ybntemle keserek (grup b), ve higcbir maniptlasyon yapilmayan kontrol grubuna
(grup c) goére blastosist gelisim oranlarini incelemiglerdir. Kryoprezervasyon
uygulanmadan, embriyo gelisimleri karsilastirildiginda sadece zona pellusidanin
delindigi grupta, kontrol grubuna oranla blastosist gelisim oranlarinin daha az
oldugunu (%78,3 ve %91,9), ancak biyopsi uygulanan her iki grupta elde edilen
gelisim oranlan arasinda istatistiksel olarak blylk bir fark bulunmadigini
gOstermiglerdir. Kryoprezervasyon sonrasi ise survival oranlari agisindan
gruplar arasinda fark bulunmadigini (grup a: %84,2, grup b: %88,5 ve grup c:
%87,2), ancak ¢6zdurilen embriyolarin blastosiste gelisme oranlar (grup a:
%61,4, grup b: %63,9 ve grup c: %78,7) ve hatching oranlari acgisindan, zona
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pellusida maniptlasyonu vyapilan embriyolarda gerileme gdzlendigini
bildirmiglerdir. Arastiricilar tim calisma degerlendirildiginde, zona pellusida
Uzerinde herhangi bir amagla agilacak deligin blyuklugu ile kryosurvival oranlari

arasinda negatif yénde bir iliski bulundugunu belirtmiglerdir.

Oncii  calismalarin  gdsterdiginin  aksine, zona  pellusidada
mikromaniptlasyon yapilan sigir embriyolarinda 6zellikle biyopsi alindiginda,
kryosurvival oraninin ¢ok disutk olabilecegi de vurgulanmigtir (kontrol grubunda
%70, biyopsi yapilan grupta %16) (43). Gustafsson ve ark. (43), bu calismayi
gliserol kullanarak gergeklestirmisler ve kryosurvival oranindaki bu cgarpici
gerilemenin nedenini, biyopsi ile eksilen hicre sayisi ve zona pellusidanin

batanlGgunin bozulmasina baglamislardir.

Ludwig ve ark. (67), fare embriyolarinda yaptiklari ¢calismada 8 hucreli
asamada biyopsi yapilan ve dondurulan embriyolari, pronikleer evrede
dondurulan/dondurulmayan ve biyopsi yapilan/yapilmayan embriyolarla
blastosist gelisme oranlari ve hatching oranlar acgisindan kargilastirmiglardir.
Calisma sonucunda arastiricilar, biyopsi prosedlriinin blastosist geligimi
Uzerine degil, ancak, gelisen blastosistlerin hatching potansiyeli Uzerine
olumsuz etkisinin belirgin oldugunu vurgulamislardir. Calismada varilan sonug,
hem biyopsi prosedurinin embriyonal gelisim Gzerine, hem de kryosurvival
orani hesaplanmasinda degerlendirmedeki basar kriterinin ‘hatching oranr’

olabilecegidir.

Magli ve ark. (68), yaptiklari galismada PGT endikasyonu olan IVF
hastalarinin embriyolarini kullanmig ve andploid embriyolari 27 blastomere ve
<%5 fragmantasyon oranina sahiplerse calismaya almiglardir. Biyopsi
proseddri asit tirot ile gergeklestiriimis ve embriyolar yavas dondurma protokoll
ile 1-2 propanediol kullanarak dondurulmustur. Kontrol grubu ise, ayni donem
tedaviye giren IVF hastalarinin =8 blastomer ve <%20 fragmantasyon iceren
biyopsi yapilmamis embriyolarindan olusturulmustur. Biyopsi yapilan grupta:
%9 bozulmamis, %34 tam bozulmus ve bos zona pellusida, geriye kalan
embriyolarda survival orani ise sadece %38 iken kontrol grubunda %25
bozulmamig, %13 tam bozulmus embriyo, kalan embriyolarda survival endeks

%61 gibi ylksek bir oranda gerceklesmistir. Arastirmacilar, biyopsi yapilimis
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embriyolarda standart PROH protokoliyle, dondurma isleminin yeterince
glvenli bir yol olmadigini vurgulamis ve zona pellusida batinlGginin blastomer
biyopsisi yapacak kadar genis bir sekilde bozulmasinin buna neden oldugunu

spekulle etmiglerdir.

Fertilizasyon kontroll ile andploid olarak belirlenen 1PN veya 3PN insan
embriyolari kullanilarak yapilan bir diger ¢calismada, asit tirot kullanilarak yapilan
biyopsinin survival Gzerine etkisi arastiriimistir (56). Calismada DMSO ile yavas
dondurma protokolU kullaniimig ve embriyolarin bir bélimine biyopsi yapiimis,
kontrol grubu hari¢ digerleri sadece zona pellusida delinerek birakilmigtir.
Sonuglar karsilastirildiginda, kontrol grubunda %55, sadece delik agilan grupta

%37,5 ve biyopsi yapilan grupta 33% embriyo survival orani elde edilmistir.

Ciotti ve ark. (12) anormal fertilize olmus insan embriyolar kullanarak,
mekanik yéntemle ve asit tirot ile zona pellusida Uzerine biyopsi yapmak Uzere
delik acmig, ayrica mekanik kesi yapilip biyopsi yapilmayan ayri bir grup
olusturulmustur.  Arastiricilar  bu  embriyolarin  kryosurvival ~ oranini
incelemislerdir. Dondurma iglemi 1-2 propanediol ile yapiimistir. Sonucta,
biyopsi yapilan asit tirot (%52,2) ve mekanik kesi (%55,2) grubunda kryosurvival
orani biyopsi alinmayan gruba (%70,6) oranla disuk ¢ikmis; her U¢ grubun

orani ise kontrol grubunun (%85,0) cok gerisinde kalmigtir.

Biyopsi yapilmigs embriyolarda zona pellusida (zerindeki delikten
kryoprotektanlar ve donmus medyum rahatlikla perivitelin bosluga girmektedir.
Biyopsi yapilmis embriyolardaki bu zafiyetin hem zona pellusida Gzerindeki hem
de blastomerin alinmasiyla olusan perivitelin boslugun sonucu olabilecegi
disandlmustar (56). Bir diger grup arastirmaci ise buradaki koétl etkide
mikromaniptlasyonun &énemli neden olmayabilecegini, ICSI yapilan ve
konvansiyonel IVF ile elde edilen embriyolar arasinda kryosurvival oranlari
arasinda belirgin fark olmamasini gbéstererek aciklamiglar ve bu teze karsi
cikmiglardir (67). Oysa ICSI ile zona pellusidada acilan delik, biyopsi
prosedurlerinde acilan delige oranla ¢ok daha kuguktlr ve sonrasinda kapanir.
Embriyo biyopsi ydntemi ne olursa olsun, biyopsi amaciyla agilan deligin
biykligi en az 20-30 um olacaktir. Ozellikle asit tirot ve lazer kullanilarak
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gerceklestirilien biyopsilerde zona pellusida Uzerinde 6nemli sayilabilecek

dizeyde bir maddi kayip olusturulmaktadir.

Galismamizda kullanilan embriyolarin ¢ok blydk bélimu, ICSI ile elde
edilen embriyolar olmasina ragmen kontrol grubundaki embriyolarda
kryosurvival oranlarinin yiksek olmasi ve buna karsin zona pellusidanin
bltlnlGdglinin blyltk oranda kayboldugu (yaklasik 20-30 um) diger gruplarda
kryosurvival oraninin negatif yonde ¢ok daha fazla etkilenmesi de Ludwig ve
ark.’nin  (67) ICSI'nin  kryosurvival oranini  etkilemedidi  sonucunu

desteklemektedir.

Standart yavas dondurma protokolleri uygulandiginda, zona pellusida
Uzerindeki delige yakin blastomerlerde daha fazla lizis gdzlenmigtir (141).
Bunun muhtemelen sivi degisim hizlarinin, uzak ve yakin blastomerler arasinda
farkli olmasindan kaynaklandigi belirtiimistir. Zona pellusidanin ¢ézdlirme
sirasinda kismi bir bariyer gérevi yaparak, rehidrasyon sirasinda blastomerlerin
parcalanmasini 6nleyebildigi de disuntlmustir. Bunu ispatlamak icin Zheng ve
ark. 'nin (141) yaptigi ¢galismada, ¢6zdirme sirasinda kullanilan sukroz miktari
arttinlmig, rehidrasyon hizi bu sayede dismuis ve bu embriyolarda survival

orani yukselmigtir.

Embriyo biyopsisi ve kryosurvival iligkisini arastiran ilk yayinlarda (36, 52,
58, 67, 110), prosedlrin survival Uzerine etkisinin olmadidi ya da ¢ok sinirl
oldugu bilgisine karsin, daha sonra 6zellikle insan embriyolarinda yapilan
calismalarda, bunun bdéyle olmadigi defalarca ispatlanmistir (12, 56, 68). Bu
duruma, tdrler arasinda goériimesi muhtemel farklar neden olmus olabilir.
Ornegin, sigirlarda yapilmis tek calismada da kryosurvival oranimnin insan

embriyolari ile benzer sekilde etkilendigi bildirilmistir (43).

Hayvan modelleri Uzerine yapilan ¢alismalarda kullanilacak embriyolar
rahatlikla temin edilebilir ve iyi kalitede embriyolarla yapilmalari olasidir. insan
embriyolari ile béyle bir ¢calismanin yapilabilmesi igin etik degerler agisindan
materyal olarak saglikli embriyolari kullanabilmek pek mimkin olmamaktadir.
Bu nedenle bizim calismamizda da, transfer niteligi olmayan embriyolar

kullaniimigtir.
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Thompson ve ark. (110) vyaptiklan calismada, biyopsi yapilmis
embriyolarin kryosurvival oranlari Gzerine degisik dondurma stratejilerinin farkl
etkileri yaninda biyopsi ybntemlerinin de ©6nemini, karsilastirmali olarak
vurgulamiglardir. Bu calismada karsilastirmada kullanilan iki biyopsi metodu
mevcuttur (asit tirot ve mekanik ybéntem). Calisma fare embriyolarinda
yapilmistir. Literatirde kryosurvival-biyopsi metodu iligkisini arastiran tek

calisma budur. insanlarda bu iligkiyi arastiran higbir calismaya rastlanilmamistir.

Asit tirot kullanilarak insan embriyolarinda yapilan calismalar (12, 56,
68), hangi biyopsi metodunun daha basarili olduguna isik tutmak bir yana,
biyopsi yapilan embriyolarin dondurulmasi igin yeni kryoprezervasyon
protokollerine ihtiya¢c oldugu sonucuna varmistir. Nitekim Jericho ve ark. (55),
dondurma protokollerinin modifikasyonu Uzerine yaptiklari caligmada, kullanilan
sukroz konsantrasyonunun arttirilmasinin kryosurvival oranini arttirabilecegini
bildirmislerdir. Bunu Zheng ve ark. (141) izlemis, mekanik ydntemle biyopsi
yaptigi embriyolarda vitrifikasyon protokollerini kullanmis ve Kkryosurvival
oraninin oldukga yuksek oldugunu bildirmiglerdir. Ancak klinik IVF
uygulamalarinda yavas dondurma protokolleri, vitrifikasyon metoduna oranla
daha sik uygulanmaktadir. Birgok IVF merkezinde programli embriyo dondurma
cihazi bulunmaktadir ve merkezlerde calisan personel bu konuda daha ¢ok
deneyim sahibidir. Galismamizda elde edilen bulgular, daha uygun bir biyopsi
metodu uygulayarak yavas dondurma protokoliyle de basarili kryosurvival

oranlar elde etmenin mimkun olabilecegini géstermektedir.

Sunulan bu cgalismada, 6zellikle mekanik ydntemle biyopsi yapilan
grupta, asit tirot ve Lazer ile biyopsi yapilan gruba oranla istatistiksel olarak
anlamli farklar tespit edilmistir (%54,8, %27,6, %23,8; p<0,001). Diger taraftan
biyopsi yapilmasiyla zona pellusida butinligind bozmasina bagh olarak, tim
gruplarda kryosurvival kontrol grubuna oranla (%71) disik bulunmugtur.
Galismada, biyopsi metotlarinin kryosurvival Uzerinde en az dondurma
protokolleri kadar 6nemli olabilecedi, mekanik kesi ydnteminde diger iki
ybnteme go6re daha iyi sonuglarin alinmasi ile ortaya ¢ikmaktadir (p<0.001).
Biyopsi yapilan embriyolari dondurmak icin kullanilan metotlar arasinda yavas

dondurma protokollerinin yeri tartigiir hale gelse bile, bu sonuc¢ oldukca
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o6nemlidir. Kontrol grubuyla birlikte toplam 495 embriyo Gzerinde yapilan bu

calisma, insan embriyolari ile yapilan en genis seri olma 6zelligini tagimaktadir.

Calismada, dondurma sonrasi biyopsi yéntemlerine gére intakt blastomer
orani dikkate alindiginda, mekanik yéntemin asit tirot ve lazer ile biyopsiye
oranla istatistiksel olarak daha iyi sonuglar verdigi de gdsterilmistir (%51,6,
%34,2 ve %26; [p<0,001]). Cézdirme sonras! intakt kalan blastomer sayisi
arttikca, embriyonun gelisebilme potansiyeli de artacaktir (52). Buna gore
mekanik ydntemle biyopsi yapilan embriyolarda ¢6zdirme sonrasi intakt
blastomer sayisi diger yéntemlere gére daha fazla olacagindan, bu embriyolarin

transferi sonucu gebelik oranlarinin da artacagi yuksek olasiliktir.

Bu deneysel calismanin etik olarak sadece transfer niteligi tasimayan
veya kullanildiklari anda canli olduklari halde bir gsekilde blastosiste
gelismesinin mumkin olamayacagdi belli olan embriyolar ile yapilmasi, 6zellikle
fare embriyolarinda yapilan calismalarda oldugu gibi blastosist gelisme ve

Hatching oranlarini kontrol edebilmemizi imkansizlagtirmistir.

Birgok IVF merkezinde biyopsi yapilacak ybdntem segilirken, kisa
zamanda uygulanabilmesi acisindan lazer ile biyopsi, birgok uygulayici
tarafindan tercih edilmektedir. Pahali bir donanim gerektirmesi nedeniyle lazer
kullaniimadiginda, asit tirot ilk alternatif olarak kabul gérmektedir. Oysa kisisel
tecribemiz biyopsi yéntemleri ve implantasyon kapasitelerinin karsilastiriimasi
Uzerine yapilan bir calismada da (6) gOsterildigi gibi, mekanik ydntemin

implantasyon oranini diger yontemlere oranla arttirdigi yéntndedir.

Sonug olarak klinik kullanimda FISH veya PCR ydntemiyle PGT yapilan
transfer fazlasi embriyolarin basariyla dondurulabilmesi veya Karsilastirmali
Genomik Hibridizasyon—-CGH gibi analiz igin fazla zaman gerektiren tani
yéntemlerinin kullanilabilmesi igin basarili bir protokol olusturmak sarttir. Tim
biyopsi metotlarinda biyopsi prosedlrinin kryosurvival oranini azalttigi gergegi,
calismamizda da ispatlanmistir. Uygun kryoprezervasyon yénteminin yaninda,
en uygun biyopsi metodu olarak mekanik yéntem én plana ¢ikmaktadir. Diger
ybntemlere oranla daha uzun zaman almasi ve yetismis personelle uygulama
zorunluluguna ragmen, 6zellikle fazla sayida embriyoya biyopsi yapilacagi yani

potansiyel kryoprezervasyon olasiligi oldugu zaman, mekanik kesi yénteminin
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kullanilmasi daha uygun olabilir. Bunun yani sira, biyopsi ydntemleriyle
dondurma protokollerinin  kombine bir gekilde karsilastirmali  olarak

arastiriilmasina ve kullanilabilecek ideal ydntemlerin belirlenmesine ihtiyac
bulunmaktadir.
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