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OZET

Son yillarda dinamik embriyo kiiltiiriinde gergeklestirilen ¢alismalar, embriyo
morfokinetik parametrelerine gore yapilan embriyo se¢imlerinin gerek laboratuvar
gerekse klinik sonuglar agisindan faydali oldugunu isaret etmektedir. Gebelik
basarisi  yiksek embriyo segilebilmesi 6zelliginin  yaninda morfokinetik
degerlendirmenin embriyonun kromozom komplementini yansitip yansitmadigi da
son donemde en sik tartisilan konulardan biridir. Bu yonde elde edilebilecek
tekrarlanabilir ve glivenli bir bulgu halen girisimsel olarak gercgeklestirilen PGT-A
uygulamalarina duyulan ihtiyaci da biiylik oranda azaltabilecektir. Bununla birlikte

giincel literatiirde bu konuda az sayida ¢alismada ¢eliskili sonuglar vermektedir.

Bu tez ¢alismasina 2013-2015 yillar1 arasinda Bahgeci Fulya Tiip Bebek Merkezine
basvuran ileri kadin yasi, tekrarlayan implantasyon basarisizligi, tekrarlayan diisiik
kayiplar1 nedeni ile PGT-A yontemi uygulanan 77 vaka ve bu vakalarin uygulama
sirasinda dinamik embriyo kiiltiirii kapsaminda biiyiitiilerek morfokinetik analizleri
gerceklestirilen ve embriyo biyopsisi sonrasinda kapsamli kromozom analizi
gerceklestirilen 136 blastosist dahil edildi. Calisma kapsaminda her bir embriyo i¢in
kaydedilmis olan tPB2,tPNa,tPNf, t2, t3, t4, t5, t6, t7, t8, t9+, tM, tSB, tB, tEB ve
tHB morfokinetik parametreleri ile kromozomal yapilarin iliskisi 6ploid ve andploid

gruplar halinde retrospektif olarak karsilagtirildi.

Calismaya dahil edilen hasta grubunda kadin yasi ortalamasi 37,4+4,6, Onceki
deneme sayisi ortalamasi 3,6+2,1 ve alinan ortalama oosit sayis1 9,7+4,2 idi. 43
oploid ve 93 andploid embriyonun gruplanmasi sonrasi incelenen morfokinetik
parametrelere gore gruplar arasinda gerek erken ve gerekse gec klivaj siirecindeki

parametrelerin ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark gézlenmedi.

Calismamiza ait sonug¢lar mevcut klinik ve laboratuvar sartlarinda literatiirde
yayinlanmis mevcut modellemelere gore dploid/andploid ayriminin tatmin edici bir
diizeyde yapilamayacagi yoniinde bir veri sunmaktadir. Bununla birlikte mevcut
calismaya benzer bir yaklasimla izole PGT-A endikasyonlar1 ile daha fazla sayida
hasta ve embriyo kullanilarak yapilacak yeni analizler bu konuda yeni ve faydali bir

modelleme yapilabilmesine imkan saglayabilir.
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ABSTRACT

Recent studies involving dynamic embryo culture indicate that embryo
morphokinetic-based embryo selection can be beneficial not only for embryology
laboratory outcomes but also clinical results. Besides its ability to select the embryo
with the highest implantation potential, whether morphokinetic-based embryo
selection can reflect the chromosomal complement of an embryo is nowadays one of
the mostly debated topics. Any safe and reproducible results that can be obtained on
this issue can considerably decrease the need to apply invasive procedures such as
PGT-A. However, number of studies on this topic in contemporary literature is

scarce and existing papers usually present conflicting results.

In this thesis work, a total of 77 case performed between 2013 - 2015 in
Bahceci Fulya IVF Centre and their 136 blastocyst-stage embryos which had been
cultured in dynamic embryo culture, scored by embryo morphokinetics, biopsied and
analyzed by comprehensive chromosomal screening due to the indications of
advanced maternal age, repeated implantation failure and recurrent pregnancy loss
have been included. During the course of embryo development, each embryo was
scored for tPB2,tPNatPNf, t2, t3, t4, t5, t6, t7, t8, t9+, tM, tSB, tB, tEB and tHB
morphokinetic parameters and their relations with the embryo’s chromosomal

structure by euploidy and aneuploidy groups have been compared retrospectively.

In the study group, mean female age was 37.4+4.6, mean number of previous
trials was 3.6+2.1 and mean number of oocytes retrieved was 9.7+4.2. After
grouping 43 embryos as euploid and 93 embryos as aneuploid, means of each
morphokinetic parameters compared between groups did not show and statistically

significant difference neither in early- nor in the late-cleavage divisions.

Our findings in this study indicate that, under the same laboratory and clinical
conditions, a successful modelling based on euploidy/aneuploidy status of embryos
cannot be satisfactorily done. However, in a similar experimental setting, a
successful modelling may be achieved by utilizing isolated PGT-A groups together

with a much higher number of patients/embryos.



1. GIRIS VE AMAC

Diinya Saglik Orgiitii’'niin degerlendirmesi dogrultusunda, ¢ocuk sahibi olma
arzusunda olan ve bir yil i¢erisinde korunmadan cinsel iligskiye ragmen gebelik elde
edilemeyen c¢iftler kisir veya diger adi ile “infertil” olarak degerlendirilir. Toplumlar
arasinda degisiklik gosteriyor olsa da her toplumda yaklasik %8-15 arasi bir oranda
infertil ¢ift bulundugu kabul edilmektedir (1). Infertilite olgularinin yaklasik %40-
50’sinde kadin, %30-40’1nda erkek, %10-15’inde agiklanamayan infertiliteden sz
edilir. Kadin faktorii tek basma incelendiginde olgularin %40’inda ovulatuar
disfonksiyon, %40’inda tubal ve pelvik patolojiler, %15’inde ise nedeni

aciklanamayan infertilite oldugu goriilmektedir.

Giiniimiizde hayatlarinin herhangi bir doneminde infertilite problemi ile karsi
karstya kalan ciftler son yillarda olduk¢a hizli gelisen yardimci iireme teknikleri
(YUT) tam ve tedavileri ile ¢ocuk sahibi olabilme sansini artirabilmektedir. Diinyada
YUT sonrasinda ilk gebelik ve dogum 1979 yilinda ingiltere’de elde edilmistir (2).
Ik yillarda tubal faktorii olan kadinlarda sperm ve yumurta hiicrelerinin
laboratuvarda aymi kap icerisinde bir arada tutulup déllenme saglamalar1 (In Vitro
Fertilizasyon; IVF) seklinde gerceklestirilen uygulamalar giiniimiizde 1993 yilinda
kesfedilen sinirli sayida sperm gézlenen vakalarda secilmis spermlerin mikrokaniiller
aracihig1 ile oosit igerisine enjekte edilmesi (Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu;
ICSI) ile de yaygin olarak gergeklestirilmektedir (3). Giinlimiizde IVF ve ICSI
teknikleri agiklanamayan infertilite, erkek infertilitesi, endometriozis, ovaryen
yetmezlik gibi problemlerin ¢éziimiinde de yaygin kullanilir hale gelmistir. Yapilan
caligmalar bu mikromaniipulasyon tekniklerinin embriyo transferi sonrasi prenatal
veya postnatal donemde spontan gebelik ve dogumlar ile kiyaslandiginda belirgin bir

konjenital anomali artisina sebep olmadigini gostermektedir (4,5).

YUT tedavilerindeki esas amag¢ gelisen teknolojiyi ve kanitlanmis tedavi
yaklasimlarmi kullanarak miimkiin olan en basarili gebelik ve canli dogum
oranlarma ulasabilmektir. Ozellikle son yillarda diinya genelinde her giin artan

sayida uygulanan tek embriyo transferi ile YUT tedavilerinde ¢ogul gebeliklerin



engellenmesi  hedeflenmektedir. Bunu  basarabilmek i¢in  fertilizasyon,
preimplantasyon gelisim ve implantasyon evrelerinin temel yolaklarini arasgtirmak
bliyilk 6nem arz etmektedir ve giiniimiizde bu evreleri anlayabilmek igin bircok
calisma yapilmaktadir. Implantasyon potansiyeli en yiiksek olan embriyonun
gelistirilmesi ve se¢ilmesini saglayabilecek ortamlar ve parametreler gelistirilmesi

ad1 gecen calismalarin basinda gelmektedir.

IVF ve ICSI sonrasi embriyo gelisimi ve se¢imi halen diinyada ve {ilkemizde
pek ¢ok YUT merkezinde konvansiyonel inkiibatdrler ve klasik morfolojik
degerlendirme kullanilarak saglanmaktadir (6). Bu amagcla iiretilen embriyolar %6
CO,; ve %5 O, igeren inkiibatorlerde biiyiitilmekte ve belirli zamanlarda
(fertilizasyon kontrolii, fertilizasyon sonras1 3. giin ve 5. glin vb.) statik olarak takip
edilmektedir. Bu takipler laboratuvar ortaminda ¢ok kisa siire zarfinda yapilsa da
embriyolarin dis ortamda gecirdikleri zaman zarfinda gelisimlerine negatif etki
olabilmektedir. Son yillarda diinya genelinde sayilar1 giinden giine artan kliniklerde
kullanilan dinamik embriyo kiltiirii (DEK:kapali sistem inkiibasyon ve gercek
zamanli embriyo degerlendirilmesi) ile embriyolar dis ortama hi¢ almmadan
gelisimleri takip edilebilmektedir. Dinamik embriyo kiiltiirii insan embriyolar ile
gerceklestirilen YUT tedavilerinde son yillarda 6nem kazanmis olsa da bu
teknolojinin memeli embriyolarinda kullannmi1 daha Oncesinde baslamis ve halen
devam etmektedir. Doku ve organlarin sinematografik olarak incelenmesi ile 1900’li
yillarda bu teknolojinin ilk kullanimlari baslamistir. Bu yillarda embriyo kiiltiir
sistemleri heniiz gelismediginden otiiri bu caligmalar ancak 1960’11 yillardan
baslayarak kiiltiir ortamlarinin gelistirilmesi ile calismalar hizla artmistir (7).
Dinamik embriyo kiiltliriiniin konvansiyonel kiiltiir sistemlerine goére en Onemli
avantaji, embriyo gelisim takibinde embriyolarin kisa siireligine dahi olsa dis ortama
maruz kalmamasini saglamasidir (Sekil 1). Bunun yan sira, bu kiiltiir sistemleri, tiim
embriyolarin gelisiminin takip ve analiz edildigi bir bilgi islem iinitesi olarak goérev
yapmaktadir. Dinamik embriyo Kkiiltiirii ile konvansiyonel mikroskop, inkiibator ve
kayit cihazlar1 bir arada toplanmistir. En yaygin olarak kullanilan gercek zamanli
embriyo Kkiiltiir sistemlerinde farkli odak katmanlari bulunan mikroskop {initesi

bulunmakta ve belirli araliklarla almman dijital goriintii kayitlar1 birlestirilerek



embriyonun gelisimi kaydedilmektedir (8-10). Bdylece, her embriyo tek tek kiiltiir
edilerek gelisiminin takip edildigi kompleks sistemler gelismistir (8,11). Bunun yan1
sira, morfokinetik degerlendirme implantasyon kapasitesi yliksek olan embriyolarin
secilmesinde Onem kazanmustir. Morfokinetik degerlendirmeler ile farkh
algoritmalar olusturulabilmekte ve bdylece implantasyon kapasitesi en yiiksek olan

embriyolar1 segmek i¢in evrensel bir sistem olusturulmasi hedeflenmektedir.
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Kesintisiz inkiibasyon

Sekil 1: Statik ve dinamik embriyo kiiltiir sistemleri

Gilinlimiize kadar yapilan caligmalarda, morfokinetik degerlendirme ile birgok
parametre incelenmis olup bu parametreler blastosist gelisimi, implantasyon, dploidi
durumu ile iliskilendirilmigtir. Ozellikle, blastomer esitligi, fragmantasyon,
multiniikleasyon ve boliinme zamanlar1 morfokinetik analizlerde 6nem tasimaktadir
(12). Bunun yani sira, diizenli olmayan bdliinme de (1 hiicreden 3 hiicreye veya 1
hiicreden 5 hiicreye direkt bdliinme) morfokinetik analizlere dahil edilebilmektedir
(11,13). Giiniimiize kadar yapilan morfokinetik ¢aligmalarda, embriyonun blastosist
asamasina ulagsma potansiyeli erken donemdeki klivaj boliinmeleri (ilk {i¢ mitoz
boliinme) ile iliskili oldugu gosterilmistir (14-16). Bunun yani sira, bir¢ok calisma

gebelik ile sonuclanabilecek optimum embriyo se¢iminde kullanilabilecek



morfokinetik parametreler iizerinde yogunlasmaktadir. Ozellikle infertilite nedeni
(17), kadin yas1 (18), over rezervi ve stimiilasyona cevabi (18-20),sperm morfolojisi
(21), embriyo kiiltiir medyumlar1 (22-25) ve embriyo cinsiyeti (26) ile ilgili bir¢ok

morfokinetik degerlendirme yapilmustir.

Son yillarda dinamik hiicre kiltliriinde gerceklestirilen morfokinetik
degerlendirmelere ait sonuglar gebelik ve canli dogum potansiyeli yiiksek embriyo
seciminde morfokinetik parametrelere gore embriyo se¢iminin  Gnemini
vurgulamaktadir. Dinamik hiicre kiiltiirii ve standart hiicre kiiltiirii ile gelisen
embriyolarla gerceklestirilen retrospektif bir incelemede, klinik gebelik oraninin
konvansiyonel hiicre kiiltlirlindeki embriyolara gore 9%20,1 artis gosterdigi
raporlanmustir (23). Ozellikle son bes yilda dinamik embriyo kiiltiir sistemlerinin
daha yaygin olarak kullanilmasiyla bilimsel literatiirde raporlanmis morfokinetik
degerlendirme sonuglarinin sayisi1 da artmistir. Gelisen bu teknoloji ve morfokinetik
degerlendirmelerle konvansiyonel kiiltiir sistemlerinde analiz edilemeyecek
parametreler de takip edilebilmektedir. Boylece insan embriyolarinin gelisimi ve
klinik sonuglardaki etkisinin daha etkin ve tekrarlanabilir sekilde iliskilendirebilecegi
diistiniilmektedir. Preimplantasyon embriyo gelisimi esnasinda morfokinetik
parametrelerin daha iyi anlasilmasi ve kullanisli olanlarinin belirlenmesi ile canli
dogum ile sonuglanabilecek embriyo se¢imine kullanilmasi hedeflenmistir.
Giiniimiize dek hayvan ¢alismalar1 ve insan embriyolarinda yapilan ¢alismalar belirli
morfokinetik parametreler ile implantasyon basarisi arasinda korelasyon oldugunu

gostermektedir (23,27).



Sekil 2: Dinamik embriyo kiiltiirii ile takip edilen insan embriyosu goriintiileri

Bahsi gecen parametrelere ek olarak son yillarda sikga tartisilan bir diger
konuda morfokinetik degerlendirmenin embriyonun kromozom komplementini
yansitip yansitmadigidir. Bu konuda gilintimiize dek oldukga sinirli sayida ¢alismada

morfokinetik degerlendirmeler ile andploidi iliskilendirilmistir (28-32).

Gilinlimiizde gelisen preimplantasyon genetik tani yontemleri ve embriyo
biyopsi teknikleri ile beraber PGT-A aday ¢iftlere ait embriyolarda oldukca yiiksek
giivenilirlikle Oploidi veya andploidi ayrimlari yapilabilmektedir. Bununla birlikte

her ne kadar giivenilirligi yiiksek bir teknik olsa da PGT-A’nin invaziv bir yontem



olmas1 ve gider maliyetlerini yiikseltmesi nedeniyle diinya genelinde son déonemde
Oploid/andploid ayriminda invaziv olmayan yontemler igin yeni teknik ve
arastirmalara  yonelinmistir.  Embriyolarin ~ morfokinetik ~ parametrelerinin
degerlendirilerek klinik ve laboratuvar siireglerinde 6ploid/andploidi embriyo ayirimi
yapilabilmesinde yol gosterici olabilecek anlamli ve genellenebilir parametrelerin

varlig1 halen aktif olarak tartisilmakta olan bir konudur.

Calismamizda 2013-2015 yillar1 arasinda Bahgeci Fulya Tiip Bebek Merkezine
basvuran ileri bayan yasi, tekrarlayan implantasyon basarisizligi, tekrarlayan diisiik
kayiplar1 nedeni ile PGT-A yontemi uygulanan vakalar ve bu vakalarin uygulama
sirasinda dinamik embriyo kiiltlirii kapsaminda biiyiitiilerek morfokinetik analizleri
gerceklestirilen embriyolarina ait bilgiler incelenmis, embriyo morfokinetik
parametreleri ile embriyolarin sahip olduklar1 kromozomal yapilarin iligkisi

(6ploidi/andploidi) arastirilmistir.



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Calismaya dahil edilme kriterleri

Bahgeci Fulya Tiip Bebek Merkezine Subat 2013 ve Agustos 2015 tarihleri
arasinda infertilite tanisi1 ile bagvuran olgular icerisinde ileri bayan yasi, tekrarlayan
tiip bebek basarisizligi ve tekrarlayan diisiikler nedeniyle PGT-A endikasyonu
konulan, mlI (metafaz II) oosit sayist en fazla 12 olan ve embriyolarda trofektoderm
biyopsisi sonrasi Array Komperatif Genomik Hibridizasyon (aCGH) yontemi ile

kapsamli kromozomal tarama uygulanan olgular ¢calismaya dahil edilmistir.

2.2. Kullanilan cihazlar, soliisyonlar ve malzemeler

2.2.1. Kullanilan cihazlar
Calismada, IMSI (Intrasitoplazmik Morfolojik olarak se¢ilmis sperm enjeksiyonu)
sonrasi dinamik embriyo kiiltiirii ve takibi amagli Danimarka’da Unisense Fertilitech
sirketi tarafindan {iretilmis, optik gozlem ve kayit sistemi olan, igerisine
yerlestirilmis embriyolarin dis ortamdan izole olarak 37°C’de, %6 CO. ve %5 O, gaz
karisiminda gelismesini saglayan dinamik hiicre kiltiirii inkiibatorii (Embriyoskop;

Sekil 3) kullanilmastir.



Sekil 3: Dinamik embriyo kiiltiirii amagli kullanilan Embriyoskop cihazi

2.2.2. Kullanilan soliisyonlar
Bu calismada Tablo 1°de iiretici firma ve katalog numaralar1 verilen

kimyasallar ve soltisyonlar kullanilmistir.

Tablo 1: Calismada kullanilan soliisyonlar

Soliisyon adi Katalog no Uretici firma
Modifiye HTF mediumu 90126 Irvine Scientific
Sperm yikama mediumu 9983 Irvine Scientific
Puresperm-100 ET-HIS05-QI/04 Nidacon
Continuous single culture® complete 90165 Irvine Scientific
Serum substitute supplement(SSS™) 99193 Irvine Scientific
Hyaluronidase solution 90101 Irvine Scientific
PVP %10’luk 90123 Irvine Scientific
Embriyo kiiltiir yag: 9305 Irvine Scientific
aCGH yikama soliisyonu LA00041 Igenomix




2.2.3.

Kullanilan Malzemeler

Bu calismada kullanilan tek kullanimlik malzemeler Tablo 2’de iiretici firma ve

katalog numaralar1 ile birlikte verilmistir.

Tablo 2: Calismada kullanilan tek kullanimlik malzemeler

Malzeme ad1 Marka Katalog no Uretici firma
Oosit toplama seti Smiths ONS1833 Smiths Medical
Konik tiip (15 ml) Falcon 352095 BD Sciences
Yuvarlak tabanli 5 ml'lik tiip Falcon 352003 BD Sciences
25 cm?'lik flask Falcon 353009 BD Sciences
60 cm kiiltiir kab1 Falcon 353652 BD Sciences
60 cm kiiltiir kab1 Nunc 150270 Thermo Scientific
Biyopsi pipeti Sunlight SBB-30Z-30 RMS UK
Holding pipeti Humagen MPH-SM-30 ORIGIO
ICSI pipeti Sunlight SIC-50H-30 RMS UK
PCR Tipi Axygen PCR02G Axygen
20 plep T.I.P.S Physiocare F299480 Eppendorf
Embriyoskop kiiltiir kabi Vitrolife FT-S-ES-D Vitrolife

2.3. Hazirhk Islemleri:

OPU Kkiiltiir kab1 hazirhgi: Her vaka icin yumurta toplama isleminde ve islem

tamamlandiktan sonra aktarma i¢in kullanilmak {izere 2 adet 60 cm’lik kiiltiir kab1

kullanildi. Her birine 3 adet 300 mikro litrelik CSC medium damlacigi yapildi ve

tizeri embriyo kiiltiir yagi ile kaplandi (Sekil 4).




Sekil 4: OPU kiiltiir kab1 hazirlhigi

Hyaluronidaz Kiiltiir kab1 hazirhgi: Sekil 5’te gosterildigi gibi 6nce 1 ml’ lik steril
pipet ile bir adet 375 pl’lik damlacik (Hyaz damlacigi) ve pipetoér yardimi ile
ayiklama ve yikama islemi i¢in kullanilacak 8-9 adet yaklagik 40 -50 ul’lik
Hepes’li medium damlaciklar1 hazirlandi. Hazirlanan 375 pl’lik damlacik igerisine
125 pl Hyaluronidaz soliisyonu ilave edildi ve damlaciklarin {izeri tam olarak

kapanacak sekilde embriyo kiiltiir yag: ile kaplandu.

Sekil 5:Hyaluronidaz Kiiltiir kab1

Hyaluronidaz (ayiklama) sonrasi i¢in kiiltiir kab1 hazirhg:
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Her vaka i¢in bir tane olmak tizere 60 cm’lik kiiltiir kabina 4 adet 30 pl’lik CSC
mediumu damlacig yapilip lizeri embriyo kiiltiir yagi ile kapatildi (Sekil 6).

Sekil 6. Hyaluronidaz sonrast i¢in 4 damlacikli kiiltiir kab1
Hepesli medium hazirhg:

Konik tiip icerisine 9 ml mHTF mediumu ve iizerine 1 ml SSS (Serum Substitute

Supplement, Sentetik Serum Katkisi) ilave edilerek hazirlandi.

ICSI Kiiltiir kab hazirhg:

Altmis mI’lik Falcon 353652 kiiltiir kabinin kapagina saat 3, 6, 9 ve 12 hizasina mll
oositler i¢in 5 pl ‘lik Hepesli medium damlaciklar1 hazirlandi. Saat 9 ve 12
hizasindaki damlaciklarin arasina mll oositleri yikama amach 3 adet 10 pl ‘lik
Hepesli medium damlaciklar1 hazirlandi. Merkezde bos kalan alanin sol tarafina 10
ul ‘lik sperm havuzu amagli 10 pl‘lik Hepesli medium dikdortgen seklinde yayildi.
Sag tarafa da 10 pl ‘lik %10’luk PVP (Polyvinylpyrolidone) damlacig1 dikdortgen
seklinde yayildiktan sonra iizeri yeteri miktarda embriyo kiiltlir yag: ile kaplandi. En
az 30 dakika 37°C’de etiivde bekletildi (Sekil 7).
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Sekil 7: ICSI igin kullanilan kiiltiir kab1

Embriyoskop kiiltiir kabi1 (Embryoslide) hazirhg::

Sekil 8’da goriilen kiiltiir kab1 icerisindeki 12 adet embriyo takip kuyucugu ile sagda
2 solda 2 olmak tlizere 4 adet embriyo yikama kuyucuguna 25 pl CSC mediumu
koyuldu. 20ul’lik steril pipet ucu ile stereo mikroskop altinda hava kabarciklari

¢ikarilarak iizeri 1,2 ml embriyo kiiltiir yag: ile kaplandi.

Sekil 8: Embriyoskop kiiltiir kab1
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Biyopsi kiiltiir kabi hazirhg::

Biyopsi islemi yapilacagi giin islemden en az yarim saat once her vaka icin 1 tane

biyopsi kiiltiir kab1 hazirland: (Sekil 9).

Sekil 9: Embriyo biyopsi kabi

Yukarida hazirlik asamalari detayli olarak belirtilen kiiltiir kaplarindan Hepesli
medium igerenlerin digindakiler vakada kullanilacaklari glinden bir giin Once
hazirlandi. Kaplar kiiltiir mediumunun gazlanmasi i¢in kapaklar1 yar1 agik olarak %6
COz2, %5 Oz, %95 nem ve 37°C sicakliga sabitlenmis inkiibatorlere yerlestirilerek
gazlanmalar1 saglandi. Hepesli medium igeren kaplar gerceklestirilecek islemden en
az yarim saat Once hazirlanip 37°C deki etiive kaldirilarak sicaklik agisindan
dengelenmeleri saglandi. Ayrica yumurta toplama islemi sirasinda gerekli olan
mHTF mediumu her vaka i¢in bir tane olmak iizere 25 cm?’lik flasklara 25 ml olarak

boliiniip bir giin dncesinden 37° C ‘ye ayarl etiive konuldu.

2.4. Protokoller

2.4.1. Oviilasyon indiiksiyonu protokolleri ve yumurta

toplama islemi (OPU)
Tiim hastalar menstriiel siklusun 2. veya 3.gilinli merkeze gelerek kan ve transvajinal
ultrasonografik degerlendirmeleri yapildi. Kanda progesteron diizeyi 1.5 ng/ml’nin

altinda ve transvajinal ultrasonografide kistik olusum gozlenmeyen hastalara
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oviilasyon indiiksiyon protokolii uygulanmaya baslandi. Indiiksiyonun 6. giinii
antagonist (Cetrotide, Merck, Isvec) tedaviye eklendi ve hCG giiniine kadar devam
edildi. Hastalar belirlenen zamanlarda kan ve ultrasonografik olarak degerlendirildi
ve 18mm ve iizeri 3 folikiil goriildiigiinde hCG (Ovitralle, Merck, Isve¢) enjeksiyon
saati verildi. Yumurta toplama islemi (OPU) hCG enjeksiyonundan 35 saat sonra
steril sartlarda, genel anestezi altinda, transvajinal ultrason esliginde aspirasyon

cihazi, oosit toplama seti, oosit toplama ignesi kullanilarak geceklestirildi (Sekil 10).

Transvajinal ultrason esliginde aspire edilen folikiil sivilar1 37 dereceye ayarl 1sitict
tablada muhafaza edilen 15 ml‘lik tiiplere bir giin 6nceden hazirlanmis mHTF

soliisyonu kullanilarak toplandi ve en kisa siire igerisinde laboratuvara ulastirildi.

Laboratuvara ulastirilan folikiil sivist yumurta toplama kabina dokiiliip laminar flow
kabin icerisinde stereo mikroskop altinda kiimiiliis oosit kompleksi (KOK) varligi
acisindan kontrol edildi. Bulunan KOK yapilar: steril pastor pipet yardimiyla bir giin

onceden hazirlanip gazlandirilmis kiiltiir kabina aktarilds.

Sekil 10: OPU isleminde kullanilan cihazlar

2.4.2. Sperm orneginin hazirlanmasi
Calismaya dahil edilen olgularda IMSI islemi Oncesinde sperm hazirligi dansite
gradient (DG) yontemi kullanilarak gerceklestirildi. Islem giinii hastanin esinden
alman sperm Ornegi, 30-40 dakikalik bir likefaksiyon siiresi sonrasinda makler

kameras1 ve mikroskop altinda degerlendirildi ve sonuglar kayit edildi. Daha 6nceden
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hazirlanmis olan gradient soliisyonlar1 yardimi ile sperm yikamada kullanilacak 3’li
gradient tabakasi1 hazirlandi. Bu amagla 15 ml’lik Falcon 2095 konik tiip igerisine
once sirastyla her biri 0,5 ml olacak sekilde ve karismamalarina dikkat edilerek %90,
%70 ve %50’lik gradient medyumlar1 nazik¢e konularak 3’1l gradient hazirlandi.
On incelemesi yapilmis olan sperm 6rneginin 1-1,5 m1’lik kismi, hazirlanmis olan bu
ticlii gradient tabakasi iizerine 45 derecelik ac1 ile steril pastér cam pipet ve pipetor
vasitasiyla konularak en iist kisimda yeni tabaka olusturmasi saglandi. Bu sekilde
hazirlanan tiim ve ornek, 500 G’de 20 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
yikanarak ayrisan ve tiiplin tabaninda toplanan spermler, steril cam pastor pipeti ile
ve enjektor yardimiyla ¢ekildi ve ardisik olarak 300 G’de 5 dakika santrifiij edilerek
yikandi. Yikama sonunda elde edilen sperm hiicreleri makler kamarasi ve mikroskop

yardimiyla degerlendirilerek androloji kayit defterine kaydedildi.

2.4.3. Hyaluronidaz islemi uygulamasi:
Hyaluronidaz islemi OPU isleminden yaklasik iki saat sonra ve en az yarim saat
oncesinden hazirlanip etiivde 1sitilmis hyaluronidaz kiiltiir kabi kullanilarak
gerceklestirildi.  Hyaluronidaz  enzimi  yardimiyla  kiimiliis hiicrelerinden
uzaklastirilan oositler olgunluk seviyelerine (maturasyon) gore ayrildi ve mll
asamasinda oldugu tespit edilen oositler hyaluronidaz sonrasi kiiltiir kabina

aktarilarak hastanin etiketi yapistirildi ve inkiibatore kaldirildi.

2.4.4. IMSI islemi uygulamasi:
IMSI uygulamasi, mikromaniplatér donanimina sahip invert mikroskobun 1sitilmis
ylzeyinde, yaklasik 6000 kat biiylitme altinda ve ucglarina ag¢1 verilmis steril tek
kullanimlik cam mikropipetler ile spermin oositin sitoplazmasina enjekte edilmesiyle
gerceklestirildi. Vakaya ait hazirlanmis sperm 6rnegi ICSI kiltiir kabindaki sperm
damlacigina ve PVP damlaciginin alt bolgesine, mll oositler ise ICSI kiiltiir
kabindaki damlaciklara yerlestirildi. Enjeksiyon igin segilen spermler mekanik
immobilizasyon sonrasi kuyruk kismindan tutularak ICSI pipeti igine alinip mII oosit
damlacigina gecildi. Tutucu (Holding) pipet ile sabitlenen mlIl oosite uygun aci
verilerek ICSI pipetine emme basinci uygulandi ve oolemma kirilip, sperm
sitoplazma igerisine birakildi. Her mlIl oosit i¢in ayni islem tekrarlandi.

Mikroenjeksiyon islemi tamamlandiktan sonra 1 giin Onceden hazirlanmis ve
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dengelenmis olan embriyoskop kiiltiir kaplarina, stereo mikroskop, pastor pipeti ve
agiz pipeti yardimiyla her bir damlacik (drop) igerisinde 1 oosit olacak sekilde
aktarildi. Aktarim tamamlandiktan sonra Kkiiltiir kabi Embriyoskop cihazina

yerlestirildi.

2.4.5. Fertilizasyon, ileri embriyo Kkiiltiirii ve Assisted
Hatching (AHA) Islemi:

ICSI yapildiktan sonra Embriyoskopa yerlestirilen oosit hiicreleri DEK ile izlenmeye
baslandi. Bu asamada cihaz {izerinde gerekli zamansal bilgiler ve veri girisleri
gerceklestirilerek inkiibasyon siireci baslatildi. Her bir embriyonun dinamik kiiltiirde
blyiitiildiigli siire boyunca gelisimleri 7 farkli fokal diizlemde ve 20 dakikalik
araliklar ile elektronik olarak kayit altina alindi. Kayitlar mevcut literatiirde
belirtildigi sekilde, tPB2, tPNa, tPNf, t2, t3, t4, t5, t6, t7, t8, t9+, tM, tSB, tB, tEB ve

tHB zamansal parametrelerine gore degerlendirilip skorlandi.

Embriyo gelisiminin 3.giinlinde kayit duraklatildi, embriyo gelisiminin besinci yada
altinc1 giliniinde uygulanacak trofektoderm biyopsi islemini kolaylastirmak amaciyla
lazer yontemi ile zona pelusida (ZP) yapay olarak ag¢ildi (assisted hatching, AHA).
Embriyolar 1 giin 6nceden hazirlanmis olan yeni embryoslide igerisine aktarildi. Kap

cihaza yiiklendikten sonra kayit ve skorlama stireci kaldig1 yerden devam ettirildi.

2.4.6. Trofektoderm biyopsi islemi:
Blastosist evresine ulasmis ve embriyo gelisiminin 3.giinlinde lazer ile AHA
uygulanmis olan embriyolar biyopsi kabina aktarildi. Invert mikroskobu altinda dis
hiicre tabakasindan (trofektoderm) i¢ hiicre kitlesine (ICM) dokunulmadan ytiiksek
bliyiitme altinda biyopsi pipeti yardimiyla 4-6 hiicre aspire edildi: Aspirasyon

sirasinda hiicreleri trofektoderm ’den ayirmak igin lazer kullanildi (Sekil 11).
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Sekil 11: Trofektoderm biyopsi islemi asamalari a. Biyopsi Oncesi blastosist
asamasindaki embriyo tutucu pipet ile tutulur b. Dort ila alti trofektoderm hiicresi
biyopsi pipeti ile aspire edilir c¢. Lazer 1sinlar1 yardimi ile trofektoderm hiicreleri

blastosisten ayristirilir.  d. Biyopsi ile alinan trofektoderm hiicreleri ve blastosist

2.5. Istatistiksel analiz yontemleri:
Calismaya dahil edilen sikluslara ve embriyolara ait veriler ortalama ve standart

sapma (Ort.£SS) olarak belirtilmistir. Embriyolarin her bir morfokinetik parametre
yonilinden gruplar arasindaki karsilastirmalar t-testi kullanilarak gerceklestirilmistir.
[statistiki anlamlilik derecesi olarak P<0,05 alinmustir. Istatistik yazilimi olarak

GraphPad QuickCalc yazilim1 kullanilmistir.
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3. BULGULAR

Calismaya dahil edilen 77 vaka ve vakalara ait sikluslarin genel demografik

ozellikleri Tablo 3.’ te verilmektedir.

Tablo 3:Calismaya dahil edilen hasta/ siklus verileri

n, Ort.£SS
Toplam vaka/siklus sayisi 77
Kadin yasi: 37,36+4,61
Onceki deneme sayisi 3,5842,13
Alinan oosit sayisi 9,66+4,18
MII oosit sayisi 7,64+3,86
Normal fertilize zigot sayisi 5,6242.96
Biyopsi yapilan blastosist sayisi 1,96£1,16

Olgularda tedavi sirasinda kontrollii ovaryen stimiilasyon kullanilarak elde edilen
581 matiir (mII) oositin IMSI sonras1 elde edilen 427 zigot dinamik embriyo kiiltiir
sistemi igerisinde biiylitillerek embriyo morfokinetik degisimleri gozlenmistir.
Besinci giin ve altinc1 giine ulasan toplam 136 blastosist asamasi embriyoya
trofektoderm biyopsi islemi uygulanmistir. Alman biyopsiler aCGH yontemi
kullanilarak kapsamli kromozom analizi sonras1 43 embriyo 6ploid ve 93 embriyo
anoploid olarak tespit edilip, sonuca gore normal ve anormal olarak iki farkli grup
olarak siniflandirilmistir. Calismaya dahil edilen embriyolarin gegmise doniik olarak
morfokinetik gelisimi boliim 2.4.5.’te belirtilen parametrelere gore kaydedilmistir.
Gruplar ve igerdikleri embriyolar her bir morfokinetik parametre icin istatistiksel

olarak incelenmistir.

Incelenen morfokinetik parametrelere ait karsilastirma Tablo 4’te goriilmektedir.
Normal ve anormal embriyolarin morfokinetik degerlendirmeleri arasinda herhangi

bir fark saptanmamustir.
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Tablo 4: Morfokinetik embriyo gelisim parametrelerinin gruplar arasi

karsilastirilmasi
Normal (%) Anormal (%) P
tPB2 3,70£1,18 (35) 3,97£1,78 (70) P=0,4189
tPNa 9,61£1,89 (36) 9,76%2,36 (69) P=0,7421
tPNf 24,39+2,96 (37) 24,1343,02 (70) P=0,6706
t2 26,99+2,87 (43) 26,51+3,07 (93) P=0,3885
t3 38,11£4,60 (43) 37,83+4,41(91) P=0,7356
t4 39,5443,57 (43) 39,60+4,61(91) P=0,9401
t5 50,81+7,23 (43) 51,38+6,52(91) P=0,6491
t6 54,44+6,34 (43) 54,41+6,43(91) P=0,9798
t7 57,80+7,13 (43) 57,6618,06(90) P=0,9228
t8 60,9317,74 (42) 61,40+9,35(91) P=0,7770
t9+ 71,48+10,03 (42) 70,26+11,79(92) P=0,5621
t™M 80,30+11,89 (42) 78,79+13,29(92) P=0,5298
tSB 90,7148,80 (42) 91,04+10,11(89) P=0,8563
tB 98,3317,68 (42) 100,3549,36(89) P=0,2255
tEB 106,39£7,49 (42) 108,6319,66(84) P=0,1903
tHB 111,2349,56 (39) 113,5629,40(79) P=0,2104

*Parantez igerisindeki rakamlar parametre icin degerlendirilen embriyo sayisini

gbstermektedir.
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4. TARTISMA VE SONUC
Giliniimiizde Gploid/andploid embriyo ayriminda diinya genelinde saygin
merkezlerde uygulanan giincel yaklasim embriyolardan blastosist asamasinda
trofektoderm biyopsi islemi ile trofoblast tabakasindan 5-10 hiicrenin
orneklenmesi ve alman hiicrelerin aCGH veya yeni nesil dizileme (Next
generation sequencing; NGS) teknigi ile mevcut kromozom yapilarin
kapsamli olarak degerlendirilmesidir. Ancak hiicre Ornekleme isleminin
invaziv (girisimsel) olmasi, sonrasinda kapsamli kromozomal taramasi igin
genellikle basarili bir implantasyon siireci i¢in kabul edilebilir sinirlardan
daha fazla bir siireye ihtiyag duyulmasi ve her iki yontem ig¢in yiiksek
tecriilbeye sahip uygulayici ihtiyac1 gibi nedenler, merkezleri embriyolarin
kromozomal yapilarinin tayininin = girisimsel olmayan Dbir sekilde
yapilabilecegi, embriyo gelisimi ve canliligi iizerinde risk yaratmayan yeni
yontemlerin aragtirilmasina yoOnlendirmektedir. Bu kapsamda dinamik
embriyo kiiltlirii ile embriyolarin morfokinetik degerlendirilmelerinin ve
degerlendirilen embriyolarin tasiyabildikleri kromozomal yap1 farkliliklarinin
bazi morfokinetik parametreler bakimindan ayristirici olabilecekleri yoniinde
bulgular iceren caligmalar son yillarda sayilar1 gittik¢e artan arastirmacilar

i¢in ilgi konusu olmustur.

Bu ¢alismanin amaci, embriyolarin tagidiklar1 kromozomal yap1 ile embriyo
morfokinetik parametreleri arasindaki olasi bir korelasyon varligini, Subat
2013 — Agustos 2015 donemi arasinda farkli endikasyonlar nedeni ile PGT-A
uygulanan, ICSI ile inseminasyon sonrasi preimplantasyon embriyo
gelisimleri Embriyoskop adi verilen time-lapse kiiltiir sistemi kullanilarak

takip edilen hastalara ait embriyolarda incelemekti.

Giliniimiizde embriyolarin 6ploidi/andploidi durumunu 6ngérmede dinamik
embriyo kiiltlirii ile yapilan morfokinetik degerlendirmeleri analiz eden ve
uluslararas1 hakemli dergilerde yayinlanan toplam on bir ¢alismaya (Tablo
5’te gosterilmektedir) ulasilmistir (29,30,33—41). Bu calismalarin yedisinde
Oploid/andploid  embriyolarda  morfokinetik  parametreler  agisindan

istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik gozlendigi bildirilmistir
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Tablo 5: Konu ile ilgili ulasilabilen ¢aligmalar

Calhismalar Calisma Dizaym 2:;1:5 gﬁ;ﬁzlzit:::iik Calisma g;;:’;;iyo PGT-A teknigi Degerlendirme Kriterleri
Chavez ve ark. (2012) prospektif 45 2.glin 53 aCGH t4

Champbell ve ark.(2013) retrospektif 25 Blastosist 98 aCG’H veya SNP | (3B ve (B

Basile ve ark.(2014) retrospektif 87 3.gilin 504 aCGH t2-t5

Kramer ve ark.(2014) retrospektif/validasyon |25 Blastosist 149 aCGH yok

Yang ve ark.(2014) prospektif yok Blastosist 285 aCGH yok

Chawla ve ark.(2015) retrospektif 132 3.gilin 460 aCGH t2-t5

Rienzi ve ark.(2015) retrospektif/validasyon 138 Blastosist 455 aCGH yok

Minasi ve ark.(2016) retrospektif 530 Blastosist 1730 aCGH tSB,tB,tEB ,ve tHB
Balakier ve ark.(2016) retrospektif 113 Blastosist 607 aCGH yok

Patel ve ark.(2016) retrospektif 26 3.gilin 167 aCGH t2-t5

Mumusoglu ve ark.(2017) retrospektif/validasyon 103 Blastosist 415 aCGH t9,tM,tSB,tB,tEB
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(29,30,33-36,41). Dort ¢alismada ise anlamh farklilik saptanmamistir (37—40). Bu
konuda gergeklestirilen oncii iki ¢alismada 6ploidinin morfokinetik inceleme ile
Ongoriilmesinde yonelik modellemeler yapilmis (29,36) ancak bu modellemeler

diger ¢alismalarda valide edilememistir (39,40).

Calismamiz sonuglar1 ve adi gegen c¢alismalar detayli olarak karsilastirildiginda,
Oploid/aneuploid embriyo ayriminin morfokinetik parametrelerin incelenmesi ile
yapilabilmesi inceleme siirecine dahil edilen olgularin gerek ICSI endikasyonlari
gerekse PGT-A endikasyonlarimin grup iginde farklilik arz ettigi goriilmektedir.
Calismamiza dahil edilen olgularda PGT-A uygulanma endikasyonlar1 sirasi ileri
kadin yasi, tekrarlayan tiip bebek basarisizligi ve tekrarlayan diisiiklerdir. Mevcut
calismamizin dahilinde Gploid/andploid embriyolara ait incelenen morfokinetik
parametrelerdeki benzerlikler ve mevcut literatiirde bu ydndeki farkli tespitlerin
baslica nedenlerinden biri ¢alismaya dahil edilen endikasyonlarin homojen olusu
olabilir. Ayrica adi1 gecen ¢alismalarda klinik olarak uygulanan tedavi yontemlerinin
detaylar1 yer almamaktadir. Sadece Mumusoglu ve arkadaslarmin (41)
gerceklestirdigi ¢alismada kullanilan modellemede kiimeleme yontemiyle KOH
parametreleri de modelleme igerisinde yer almistir. Bizim calismamizda ise
uygulanan KOH protokollerinin ayni olmasi homojen hasta grubu elde etmemize
olanak saglamistir. Bu agidan bakildiginda ¢aligsmamizin sonuglar1 uygulanan tedavi
metotlarinin homojenizasyonu ile daha gercege yakin bir karsilastirmaya izin

vermesi acisindan onemlidir.

Chavez ve arkadaslarinin (34) 2012 yilinda yapmis olduklar1 morfokinetik analizde
embriyolarin erken bolinme asamalar1 (4 hiicreli evreye ulagma stireleri)
degerlendirilmis, bu asamaya kadar kaydedilen erken embriyonik bdliinme
zamanlarinin 6ploid embriyolarda daha dakik ilerledigi, andploid embriyolarin ise
sadece %30’ unda bu yapinin gozlendigi not edilmistir. Campbell ve arkadaslar
(30) 2013 yilinda yapmis olduklar1 ¢calismalarinda blastosist asamasina ulasmis ve
genetik inceleme sonucu belli olan 98 embriyo degerlendirilmistir. Chavez ve
arkadaglarina kiyasla Campbell ve arkadaglar1 Gploid/andploid embriyolarda
gerceklestirilen karsilastirmada ge¢ embriyo gelisim doneminde (tSB ve tB
zamanlarinda) andploid lehine anlamli bir gecikme (gelisim ve klivajda yavaglama)

saptamislardir (30,34). Mevcut calismamizda ise Oploid/andploid embriyo gruplari
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arasinda erken ve ge¢ klivaj siirecine ait incelenen tiim parametreler yoniinden

anlamli bir fark goézlenmedi.

Chavez ve arkadaslariin (34) sonuclarina benzer sekilde Chawla ve arkadaslari
(33) 2015 yilinda yapmis olduklar1 c¢alismada erken klivaj donemine ait
parametrelerde (t2-t5) Oploid ve andploid embriyolarda farklilik gosterdigini
bildirmislerdir. Bununla birlikte iki calisma arasindaki temel fark calismalarda
uygulanan embriyo biyopsi donemleridir. Chawla ve arkadaslarinin ¢alismasinda
embriyo biyopsi islemi 3.giin blastomer biyopsisi seklinde uygulanmis iken Chavez
ve arkadaglarina ait olan ¢alismada kapsamli kromozom inceleme trofoblast biyopsi
islemi  sonrasinda  gercgeklestirilmistir.  Literatlirde  embriyolarda  3.gilin
gerceklestirilen embriyo biyopsi islemi ve sonrasindaki genetik ve klinik sonuglar
islemin embriyo iizerindeki klivaj ve implantasyon performansini olumsuz yonde
degistirebildigini, ayrica 3.giin asamasinda ger¢eklestirilen biyopsi islemindeki
embriyonik mozaisizm kaynakli genetik sonu¢ farkliliklar1  olusturdugu
bildirilmektedir (42,43). Bu durum bahsi gecen iki calismanin uygun sekilde

karsilastirilmasini ve degerlendirilmesini sinirlamaktadir.

Minasi ve arkadaslarmin (36) 2016 yilinda 1730 blastosist tizerinde yaptiklari
calismada standart morfolojik degerlendirme ve morfokinetik parametrelerin
aneuploidi ile korelasyonunu degerlendirmisler, tSB, tB, tEB ve tHB
zamanlamasinin andploid embriyolarda farklilik goézlendigini raporlamislardir.
Rienzi ve arkadaglari (38) ise 2015 yilinda yapmis olduklar1 caligmada 455
blastosist asamasi embriyoyu analiz etmisler, analizleri sonucu incelenen
morfokinetik parametrenin  Oploid/andploid ayrimi  yapabilme konusunda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermediklerini belirtmislerdir. Mevcut
calismamizin sonuglar1 da istatistiksel olarak bir farklilik gostermemekte ve bu

sonug itibariyle Rienzi ve arkadaslarinin sonuglar1 ile uyumluluk gostermektedir.

Giincel literatiirde Oploid andploid embriyo ayrimimi yapabilmek amaciyla
gelistirilmis farkli modelleme sistemleri yayinlanmistir (30,35,39,41). Her ne kadar
iki modelleme sistemi yiiksek giivenilirlikle 6ploid/andploid ayrimini yapabildigini
One siirse de, modellemeler istatistiksel analiz lizerinden gelistirilmis hata pay1 olan
sistemlerdir. Bu sebeple PGT-A gibi hata pay1 ¢ok diisiik olan bir sisteme alternatif

olarak gelistirilen istatistiksel veriler tizerinden kurulmus bir modelleme ile
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embriyo se¢imi yapmanin ne kadar dogru olacagi halen tartismalidir. Calismamiza
ait sonuglar mevcut klinik ve laboratuvar sartlarinda benzer bir modelleme
yapilabilmesinin bu agidan tatmin edici bir asamaya ulasilmanin zor olacagi
yoniinde bir veri sunmaktadir. Bununla birlikte mevcut calismanin PGT-A
endikasyonlarinin 3 farkli grupta toplanmasi (ileri kadin yasi, tekrarlayan
implantasyon basarisizligi  ve tekrarlayan distlikler), hasta sayisinin ve
degerlendirilen embriyo sayisinin az olmasi, bu sebeple ¢alismada daha komplike
analizlerin (kiimeleme, modelleme vb.) yapilamamasi gibi sebepler calismamizin
zaylf yonleri olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Tez c¢alismasi olarak baslayan bu
calismanin devaminda tek bir endikasyon ile (ileri kadin yasi olan ve erkek faktorii
olmayan olgular vb.) daha homojen grup hastalarda yapilacak degerlendirme ile

calismanin devam ettirilmesi planlanmaktadir.

Sonu¢ olarak c¢alismamizda 77 olguya ait toplam 136 blastosist asamasi
embriyonun morfokinetik gelisim sonuglar1 ile trofektoderm biyopsi sonrasi elde
edilen kapsamli kromozom tarama sonuglar1 Oploidi/andploidi bakimindan
gruplanarak karsilastirilmis ve morfokinetik gelisim ile kromozomal yap1 arasinda
herhangi bir yol gosterici benzerlik/farklilik olup olmadig1 arastirilmistir. Mevcut
sonuglar embriyonun kromozomal diizeydeki genetik saglig1 ile embriyo gelisim

parametreleri arasinda anlamli bir korelasyon olmadigini isaret etmektedir.
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