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BEYAN

Bu tez calismasimin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar tiim asamalarda etik dis1 hi¢gbir davranistmin olmadigini, tezimdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar icinde elde ettigimi, bu tez calismast sonucu elde edilmeyen
biitiin bilgi ve yorumlar i¢in kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici

bir davranigimin olmadigin1 beyan ederim.

Sadiye Giil¢in KUNACAF
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SIMGE VE KISALTMALAR

CO, : Karbondioksit

DAB : Diamino benzidin

DAPI : 4’,6’- diamino-2-fenilindol

DNA : Deoksiribo Nikleik Asit

dH,O : Distile Su

dk : Dakika

EC : Erken Bolinme (Early Cleavage)

FISH : Floresan In Sitii Hibridizasyon

Gr : Gram

hCg : Insan koryonik gonadotropin (Human Choryonic Gonadotropin)
HCI :Hidroklorik asit

H,O, :Hidrojen Peroksit

ICM : I¢ Hiicre Kitlesi (Inner Cell Mass)

ICSI : Sitoplazma I¢i Sperm Enjeksiyonu (Intra Cytoplasmic Sperm Injection)
IVF - In Vitro Fertilizasyon

M : Molar

MHz : Megahertz

pl : Mikrolitre

ml > Mililitre

mmHG  : Milimetre civa

NaCl : Sodyum Klortr
NaOH : Sodyum hidroksit
OPU : Yumurta Toplanmasi (Oosit Pick-up)

O, : Oksijen



PBS : Fosfat Tampon Cozeltisi

PGT : Preimplantasyon Genetik Tan1

PN : Pronukleus

PVP - Polivinilpirolidan

Rpm : Dakikadaki Dénme Sayis1 (Revolutions Per Minute)
SSC : NaClz Trisodyum Sitrat

Sn : Saniye

TE : Trofoektoderm

TdT : Terminal deoksinukleotidil transferaz

TUNEL : TdT-Aracith dUTP-FITC Ug Isaretlemesi (Terminal deoxynucleotidyl
transferase mediated dUTP Nick End Labeling)
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WHO : Diinya Saglik Orgiitii
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1. OZET

Yardimci iireme tekniklerinde kullanilan embriyo erken secim parametreleri, iyi
kalitede embriyo transferinde 6nemli bir yer tutmaktadir. Biz de bu ¢alismamizda embriyo
morfolojik secim kriterleri ile genetik analizlerden elde edilen sonuglarin karsilastirmasini
yapmayi amagladik. Ayn1 zamanda ge¢ donem embriyolorda 5. giinde blastomerlerdeki
fragmentasyonu gostermeyi hedefledik.

Calismamizda erkek faktorii bulunmamasina ragmen ¢ocuk sahibi olamayan ciftlere,
yardimCi tireme tedavi yontemlerinden in vitro fertilizasyon (IVF) yontemi uygulandi.
Ultrason ile yapilan yumurta takibinin ardindan, yumurta hucreleri istenen biiyiiklige
eristiginde, folikiil sivilar1 iginde bulunan yumurta hiicreleri, anestezi esliginde sivi ile
beraber ¢ekilip mikroskop altindan yumurtalar toplandi. Es zamanli olarak erkekten semen
ornegi alindiktan sonra motiliteli olan sperm hiicrelerini segebilmek adina bir seri islemden
gecirildi. Yumurta hucreleri de etraflarindaki graniiloza hicrelerinden mekanik ve
kimyasal olarak ayiklanarak sperm hicreleri ile birlestirildi.

Mikroenjeksiyonun ardindan olusan embriyolar erken secim kriterlerine gére biyopsi
giiniine kadar gruplara ayrildu.

Embriyolardan 3.glin 5 ve daha az blastomere sahip olanlar yavas gelisen embriyo
olarak degerlendirilerek ¢alismamiza katildi. Bu embriyolarin zona pellusidalarina lazer ile
atis yapilarak birer blastomerlerinin alinmasi saglandi. Alinan bu blastomerlere genetik
analiz icin 5 problu Floresan In-Situ Hibridizasyon (FISH) yontemi uygulandi. Biyopsi
sonrasi embriyolar 5.gline kadar kulture edildi. FISH yontemi sonucu normal ¢ikan
embriyolar kontrol grubumuzu olusturdu.

FISH yoOntemi sonrasi normal ve anormal g¢ikan embriyolarin her biri lamlara
yapistirildi ve apoptozu gostermek icin TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase
mediated dUTP Nick End Labeling) testi uygulandi.

Erken se¢im kriterlerine gore kaliteli embriyo olarak degerlendirdigimiz 149
embriyonun genetik analiz sonrasinda %42 oraninda andploidili oldugu bulundu. Ayni
zamanda, yavas gelisen ve genetik analiz sonucu andploidi tespit edilen embriyolardaki
apoptoz oranlarinin, yavas gelisen ancak andpoidi olmayan embriyolardaki apoptoza gore

daha fazla oldugu gozlemlendi.



2. SUMMARY

Early embryo selection criterias which used in the assisted reproductive techniques

that is very important technics for embryo transfer. In our study we aimed to compare
morphological criteria for embryo selection with genetic analys results. At the same time
we aimed to show in the slow cleavage embryos day 5 ratio of fragmentation in
blastomeres.
In our study, in couples who could not have a baby in depite of there was not male factor it
was applied in vitro fertilization on the methods assisted reproductive techniques. After the
ovulation induction with ultrasound, when the oocyte came to desired size, they aspirated
with the follicle liquids under anesthesia and these liquids was checked with microscope.
At the same time same processes had done for selecting the active sperms of the sperm
samples which had taken from the male. Oocyte cells extracted from surrounding
granulosa cells by mechanical and chemical techniques and conjoined with sperm cells by
microinjection methods.

The embryos which had five or less blastomeres on the thirth day partipicated to our
study. For taking one of the blastomeres 1t had shot with laser to the zones of embryos
which were developing slowly. it had applied FISH method with 5 probes to able to make
aneuploidy analysis. After biopsy embryos were cultured until 5 th day. The embryos with
the normal FISH method results created the control group.

Each normal and abnormal embryos after FISH method fixed on the stage and
TUNEL (Terminal dxynucleotidyl transferase mediated dUTP Nick End Labeling )
technics was applied for showing the apoptosis in these slow developing embryos .

As a result, it was investigated that if it was possible to select normal embryos with
early selection parameters without requirement of PGD process. It was examinated that,

the reason of slow development and anomalies of embryos whether the apoptosis or not.



3. GIRIS VE AMAC

Cocuk sahibi olamama yani infertilite giinlimiizde azimsanamayacak kadar
onemlidir. Infertilite nedenleri; %40 erkek, %40 kadm, %10 her iki cinsiyetten
kaynaklanan ve %10’da nedeni agiklanamayanlar olarak ayrilabilir. Yardimci lireme
tekniklerinde kullanilan embriyo erken secim parametreleri, iyi kalitede embriyo transfer
etmede ¢cok énemli bir yontemdir.

1984 yilinda embriyolarin morfolojik &zellikleri ve bolinme hizlar1 Edwards ve
arkadaglar1 tarafindan implantasyon potansiyelleriyle iliskili bulunmus ve ilerleyen yillarda
embriyolarin kalitesini belirlemede dikkate alinmaya baslanmustir.

Bu sistemlerin kullanilmasiyla azalan ¢ogul gebelik oranlarina implantasyon ve
gebelik oranlarinda gozlenen anlamli artiglar eslik edince arastirmacilar embriyo
kalitesinin belirlenmesinde kullanilabilecek daha yeni ve kesin kriterler belirleme yoluna
gitmiglerdir.

Embriyo se¢iminin laboratuvar kosullarinda girisimsel olmadan, zaman almadan ve
hastaya olabilecek en az maliyetle yapilmasi: amaglanmistir.

Biz de bu ¢alismamizda, erken embriyo se¢im kriterlerinin, embriyolardaki andploidi
ve apoptozla iligkisinin olup olmadigini arastirmay1 amagladik.

Calismamiz Taksim Alman Hastanesi Tlp Bebek Merkezi’nde tedavi géren 20 hasta
tizerinde yapilmistir. Rutin tedavi slrecinde, gelisimini durdurmus ya da yavas gelisen ve
higbir sekilde hastaya transfer edilmeyecek embriyolara genetik yapilarinin analizi
acisindan Preimplantasyon Genetik Tami (PGT) uygulanmistir. Sonuglart normal ve

anormal ¢ikan bu embriyolarin her birinde apoptoz bakilmistir.



4. GENEL BIiLGILER

Infertilite; ciftlerin en az bir yil siireyle hi¢bir korunma yontemi kullanmaksizin,
diizenli cinsel iliskide bulunmalaria ragmen, ¢ocuk sahibi olamamalandir. Infertilite,
ureme cagmdaki ciftlerin %10-15’inde gordlir (1). Ancak 30’lu yaslarin sonlarinda olan
kadinlarda, infertilite goriilme oran1 %25’e ulasirken, 40 yasindan sonra fertilite azalmasi
daha hizli olur (2).

Giliniimiizde infertilite kliniklerine bagvuran hasta sayisinda, ileri derecede artig
bulunmaktadir. Bu durumun en 6nemli nedenleri, toplumlarin genelinde fertilitenin giin
gectikce azalmast ve infertilite tedavisindeki yeniliklerin, kitle iletisim araglariyla
aktarilmasi sonucu toplumun bu konuda bilgilendirilmesidir.

Infertilite 80°’li yillardan itibaren, ciddi bir {ireme sagligi sorunu olarak kabul
edilmeye baslanmistir. Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan yapilan ¢alismalarda,
dinyada 60-80 milyon infertil ¢ift oldugu tahmin edilmektedir. Kadinlarin g¢aligma
hayatinda daha fazla yer almaya baslamalari, dogum kontrol yontemlerinin gelismesi ve
toplum genelinde yaygin kullanimi sonucu, ¢ocuk dogurma yasi giderek artmaktadir.
Dogal ya da iiremeye yardimci tekniklerin kullanildig1 sikluslarda, basarinin en 6nemli
belirteci, kadin yasidir. Yapilan caligmalarda, fertilitenin 25 yasinda en yiliksek degere
ulastigi, 35 yasindan sonra giderek azaldigi ve 40 yasina dogru ise her 3 kadindan birinin

infertil oldugu gozlenmistir (3).

infertilite nedenleri Oranlar

Kadina ait nedenler

Ovulatuar %40-45

Tubal/Peritoneal Faktor 9030-40

Servikal ve Immiinolojik Faktorler | %20-40

Diger %1-2
Erkege ait nedenler %30-40
Aciklanamayan %10-15

Tablo 1: infertilite nedenleri (4).




Erkek infertilitesinde, ilk ve temel tetkik spermiyogramdir (5). Semen 6rnegi, 3-5
ginlik cinsel perhiz sonrasi alinmali ve verildikten yarim saat sonra degerlendirme
yapilmalidir. 10 giinii asan cinsel perhiz, motiliteyi degistirmektedir (6).

Insanda spermatogenez, yaklasik 70 giin icinde olmaktadir. Epididimde spermin
olgunlagmasi ve taginmast 12-21 giin i¢inde olmaktadir. Yakin zamanda gegirilen atesli bir
hastalik, semen kalitesinde 3 aya kadar siiren bozukluga neden olabilir. Bu nedenle tek bir
spermiyogram ile tan1 konmamalidir. 2-3 haftalik aralarla 2 veya 3 spermiyogram ile tani
konulmalidir. Bazal semen analizinde, spermlerin volim, konsantrasyon, motilite ve

morfolojisine bakilir. Semen analizindeki normal degerler Tablo 2’de gosterilmistir (7).

Parametre WHO 1999 WHO 2010
Miktar (voliim) 2.0ml 1.5
pH >7.2 >7.2
ml’de sperm sayis1 (konsantrasyon) >20 milyon/ml >15 milyon/ml
Total sperm sayisi >40 milyon/ml >39 milyon/ml
Motilite (hareketlilik) %50 (a+b) %40 (PR+NP**) %32 PR*
Sekil (morfoloji) >%14 >%4
Canlilik (viability) >%350 >58
Lokosit (iltihap hticresi) <I milyon/ml <1 milyon/ml

*[lerleyici motilite, ** yerinde motilite

Tablo 2. Standart semen analizinde normal parametreler.

Yardimer iireme tedavi yontemlerinden en yaygin kullanilan IVF (In Vitro
Fertilizasyon) uygulamasinda ilk hedef, yeterli sayida fertilizasyon yetenegine sahip
yumurta hucresi elde edebilmektir. Dogal sikluslarda bir yumurta hiicresi elde edilir ve
siklus iptal oranlar1 yiiksektir (8, 9). Bu nedenle IVF sikluslarinda, kontrollii yumurta
uyarimi yapilmaktadir. Tiip bebek uygulamalarinda, her yumurta hiicresine birer sperm
hlcresi enjekte edildikten sonra transfer giiniine kadar embriyolarin takibi yapilir ve 0 gline
kadar gelisimini en iyi sekilde siirdiirmiis olan embriyo anneye transfer edilir.

Embriyonun implantasyonunu arttirmak iizerine, pek ¢ok arastirma yapilmistir (16-
19). Bunlardan laboratuvar ortaminda, girisimsel olmadan, zaman almadan ve hastaya

higbir maliyet olusturmadan yapilani embriyo erken secim kriterleridir. Bu Kriterler



yumurta toplandigi giinden itibaren laboratuvar embriyoloji formuna kayit edilir (Form-1).

yiiksek embriyo

implantasyon orant

sayesinde,

alan bu kriterler

Formda vyer

secilebilmektedir.
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Form 1: Embriyoloji Formu.



4.1. ERKEN SECIM KRIiTERLERI

4.1.1. Pronuklear Evre

Dolleme yani intrasitoplazmik sperm enjeksiyonundan (ICSI) 14-18 saat sonra
fertilizasyon kontrolu yapilir (10, 11). Yumurta hicresinin sitoplazmasinda iki
proniikleusun (PN) gorilmesi fertilizasyonun gergeklestigini gostermesi agisindan ¢ok
6nemlidir. PN’larin morfolojik 06zelliklerinin embriyonun kalitesinin belirlenmesindeki
O6nemi sebebiyle pronuklear morfoloji embriyo se¢im kriterleri arasinda ilk siray1 almistir.

PN’lar sitoplazmanin ortasinda, esit biiyiikliikte ve birbirlerine yakin ya da yaslanmis
pozisyonda olmahidir (Resim 1), (12, 13). Periferde yerlesik PN’lar fertilizasyonun yeni
gerceklesmis oldugunu, diger bir deyisle fertilizasyon kontroliinin erken yapildigini,
fertilizasyonun geciktigini veya PN’larin merkeze gogiinii saglayan mikrotiibiiler sistemin
yetersizligini gosterir (Resim 2) (12). PN’lar arasinda biiyiikliik farkinin fazla olmasi, bu
zigotlardan gelisecek embriyolarda yavas gelisim ya da duraksama olabilecegini belirtmesi
nedeniyle 6nemlidir (14). PN’larin zigot sitoplazmasinin merkezinde olmakla birlikte
birbirlerine yaslanmadigi durumlar da gozlenebilir ki bu pronikleuslarin motiliteini

saglayan hiicre iskelet sisteminin yetersizligi veya islevsizligini diistindirmelidir (15).

Resim 1: Fertilize olmus bir yumurta hiicresinde PN’larin esit ve merkezde

yerlesmis oldugu gozlenmektedir.



Resim 2: ICSI sonrasi gelisen her iki zigotta PN’lar periferde gozlenmektedir (12).

4.1.2. Erken Bolinme

ICSI sonrasinda fertilize olan embriyolarin bir boliimiiniin 23-28. saatlerde ilk mitoz
bolinmeyi gergeklestirerek iki hiicreye sahip embriyoya doniistiigii gozlenmis (Resim3) ve
bu embriyolarin gelisim ve implantasyon oranlarinin yiiksek oldugu belirtilmistir (16, 17).
Ziebe S ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, rutin olarak 25-26. saat gdzlemlerinde
zigotlarin iki hiicreli evreye gegmesi kadar, PN’larin goriilmedigi donemde de (pronuklear

breakdown) zigotun gelisim potansiyelinin yiiksek oldugu bildirilmistir (18).

Resim 3: ICSI’den sonra 25. saatte bolinmekte olan (A) ve bolinen 2 hicreli (B) bir

embriyo gozlenmektedir.



Esit olmayan hiicresel boliinme de embriyo kalitesi ve embriyonel gelisim hakkinda
bilgi vericidir. Blastomerleri esit olmayan embriyolarin transferiyle elde edilen
implantasyon ve gebelik oranlarinin diisiik olmasi, iki kardes hiicre arasinda hayati 6nemi
olan mRNA, mitokondri, protein ve hiicre organellerinin esit paylasilamadigini gosterir.

Ayrica esit bolinmeyen blastomerler arasinda sayisal kromozomal anomali ve
multiniikleasyon oranlar1 da artmaktadir (19).

Bu donemde gelisen iki hiicreli embriyolarin blastomerlerinin esit biiyiikliikkte olmasi

ve fragman icermemesi de istenen 6zelliklerdendir.

4.1.3. Boliinme Hiz1

Iyi kalitedeki embriyolarin 2. giinde (42- 44. saatler) 4 ya da 5 blastomere, 3. giinde
de ise (66-68. saatler) 6-8 blastomere sahip olmasi gerekir (Resim 4) (20, 21).

Resim 4: 4 blastomerli 2. giin embriyosu (A) ve 8 blastomerli 3. glin embriyosu (B).

Embriyolarin boéliinme hizlart kromozomal yapilart hakkinda da bilgi verir. Yavag
veya hizli bolinen embriyolarda mozaisizm ve andploidi gibi kromozomal anomali
oranlarmin yliksek olabilecegi bilinmektedir (22). Bu embriyolarin blastosist gelistirme
oranlart da diisiiktiir ve hiicre sikluslarinin zamaninda ¢aligmadigi diisiiniilerek transfer

edilmemeleri 6nerilmektedir (23).



4.2. PREIMPLANTASYON GENETIK TANI (PGT)

Genetik bilimindeki son gelismeler sayesinde bir¢ok kalitsal hastaligin heniiz
embriyo dizeyinde iken tanis1 konulabilmektedir. Sadece, anneye transfer edilecek saglikli
embriyolarin secgilmesini saglayan bu teknige Preimplantasyon Genetik Tan1 (PGT)
denilmektedir (23). Bu teknik, genetik hastalikli ¢ocuk diinyaya getirme riski bulunan
hamileligin ilerleyen donemlerinde amniyosentez neticesinde hastalikli bir gebeligi
sonlandirma durumunda kalmak istemeyen ciftler i¢in yeni bir alternatif haline gelmistir
(24).

Ilk PGT, Handyside ve arkadaslar1 tarafindan cinsiyete bagh hastahiklar icin risk

tasiyan embriyolarin implantasyon 6ncesinde cinsiyet belirlenmesinde kullanilmastir (25).

Birka¢ yil sonra FISH yonteminin tamimlanmas: sayesinde, embriyolarda cinsiyet

belirlenmesi ve andploidi taramasina olanak saglanmstir.

PGT’nin birinci kullanim alan1 kromozom andéploidileridir. Bu yontem ile ilerlemis
anne yasina baglh tekrarlayan diisiiklerde andploidi oraninin yiiksek oldugu gosterilmistir
(23).

Ciddi erkek faktoriiniin mevcut olmasi, tekrarlayan gebelik kayiplari, cinsiyete bagh

gecis gosteren hastaliklarin goriilmesi PGT endikasyonlari olarak sayilabilir.
4.2.1. Kromozomal Hastahklar

Kromozomal hastaliklar, sayisal ve yapisal anomaliler olarak ayrilmaktadir (26).
4.2.1.1. Kromozomlardaki Sayisal Anomaliler

Organizmalarin hem dogal hem de laboratuvar ortaminda kendiliginden meydana
gelen kromozom sayisindaki degisimlerdir. Kromozomlar bazen mitoz ve mayoz
bolunmeler sirasinda diizenli olarak ayrilamayabilir ve farkli kromozom sayisina sahip
hiicreler olusabilir. Bu sekilde birgok genin orani degisecegi i¢in kalitsal agidan pek ¢ok

sorun (Mongolizm, Turner Sendromu, Klinefelter Sendromu vb.) ortaya ¢ikabilir (27, 28).

Bu olayda kromozomun bir pargast degil tiimii yok olur ya da sayica artar.
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Normalde hiicrenin iginde haploid (n:23, esey hiicresindeki kromozom sayisidir)
saymin iki kat1 yani diploid (2n:46) sayida kromozom bulunmaktadir. Sayisal anomalilerde

ise kromozom sayis1 Oploidi veya anoploidi olusturacak sekilde degisir (28).

4.2.1.1.1. Oploidi

Kromozom sayisi takimindaki degismelerdir. Bir takimdaki kromozomlarin hepsinin
birden sayisinin tam katlar halinde yiikselmesi veya organizmada sadece tek takim
kromozom bulunmasi bi¢iminde olabilir. Monoploidi ve poliploidi olarak iki kisimda
incelenmektedir.

Monoploidilerde her kromozomdan sadece bir tane tasindigi icin butn genler de tek
kopya halinde bulunmaktadir. Mayoz béliinme sirasinda monoploidilerde kromozom
eslesmesi olmadigindan kromozomlarin kutuplara ¢ekilmeleri duizensizdir, sonugta da
dengesiz esey hiicreleri meydana gelmektedir.

Poliploidi ise bir genomdaki kromozom sayisinin hepsinin birden, haploid saymin
katlar1 seklinde yikselmesidir (3n, 4n vb). Bu olay; mayoz bélinmede kromozom sayisinin
yartya inmesinin 6nlenmesi ile somatik hiicrelerdeki kadar genoma sahip gametlerin (2n)
olusumuyla (yliksek veya diisiik sicaklik ya da bazi kimyasal maddeler kullanildiginda
siklikla meydana gelmektedir) meydana gelebilmektedir. Ayni zamanda, zigotun ilk mitoz
boliinmeleri sirasinda kromatidlerin farkli kutuplara c¢ekilmesinin veya enine ceper
olusumunun engellenmesiyle ve son olarak da bir yumurta hiicresinin birden fazla sperm
hilcresi tarafindan déllenmesi sonucunda meydana gelebilmektedir.

Bir poliploidin sahip oldugu takimlarin hepsi ayn tiire ait ise olaya otopoliploidi,
farkli tiire ait ise allopoliploidi denir (28).

4.2.1.1.2. Anoploidi
Bir takimdaki kromozomlardan birinin veya birka¢inin sayisinin degismesine
anoploidi denir. Andploidi nedenleri 3 sekilde agiklanabilmektedir;

1- Kromozomlarin hiicre boliinmeleri sirasinda ayrilamamasi (nondisjunction). Bu

durumda bir hiicre trizomik, digeri monozomik olmaktadir.

11



2- Hiicrelerin yaslanmasi ve dolayist ile kromozomlarin kutuplara cekilmesini
saglayan ig iplik¢iklerinin de yaslanmasina bagli ¢ekme iglemini tam olarak
yapamamalaridir.

3- Anafaz asamasinda geri kalmadir (anafaz lagging). Anafaz asamasinda kutuplara
goc sirasinda hata olunca kromozomlardan bir tanesi yeni olusan yavru hiicrenin diginda
kalmakta veya diger grup kromozomlar ile beraber diger hiicrelere gidememektedir. Geri
kalan kromozom hicbir hiicreye gitmeden ortadan kaybolmakta, bu durumda bir normal,
bir de monozomik hiicre olusmaktadir.

Andploidinin gesitleri tipleri vardir;

Monosomi, diploid bir bireyde tek bir kromozomun eksik olma durumudur (Turner
sendromu) (28).

Nullisomi, bir organizmada bir kromozomun homologu ile birlikte eksik olmasi
durumudur. Bu bireyler ayn1 ¢esit kromozomu kaybetmis iki andploid (n -1) gametin
birlesmesiyle meydana gelmektedir (28). Bir takimdaki kromozomlardan birinin veya
birkaginin sayisinin artmasi olayidir. Kromozom sayisina gore; trisomi (Down ve Patau

sendromlari), tetrasomi gibi isimler almaktadir (28).

4.2.1.2. Kromozomlardaki Yapisal Anomaliler

Genomda degisiklige yol acan olaylar kromozomlarin yapilarindaki degismeler
sonucunda da meydana gelebilir. Bu olaylarda kromozom sayisi aymi kalir fakat
kromozomlarda bazi pargalarin kaybolmasi, artmasi veya yer degistirmesi yoluyla kalitsal
materyal degisime ugramaktadir. Yap1 degismelerinin hepsinde dnce kromozomda veya
kromozomu olusturan kromatidlerden birinde bir veya birden fazla noktada kirilmalar olur.
Kirilma kendiliginden meydana gelebildigi gibi ¢esitli dis etkenler (X, gama 1sinlari, UV
151k, ¢esitli kimyasal maddeler vb.) tarafindan da meydana gelebilmektedir (28).

4.2.1.2.1. Delesyon

Kromozomlarin, parca kaybetmesi olayma delesyon adi verilir. Delesyon meydana

gelirken olusan kromozom pargast ve onun meydana getirdigi delesyon halkasi sentromerli

ise hiicrede varligini devam ettirir, fakat sentromersiz kisim kaybolur. Delesyon
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sentromerli bolgede meydana gelirse halka kromozom olusur. Insanda kromozom
delesyonu sonucu olugsmus hastaliklara 6rnek olarak Philadelphia kromozomunu ve “Cri du

Chat” sendromunu verebiliriz (28).

4.2.1.2.2. Duplikasyon

Bir diger yapisal kromozom anomalisi ise kromozomun herhangi bir parcay1 fazla
sayida tasimasi olarak bilinen duplikasyondur (Drosophila’da Bar duplikasyonu) (28).
Delesyonun tersine, bir parga ¢ogalmasi vardir ve sonugta dolde, duplikasyonlu kromozom

tastyan hiicrelerde bazi genler fazla sayida bulunmaktadir.

4.2.1.2.3. inversiyon

Bir kromozomun iginden ¢ikan bir parganin donerek koptugu yere ters yonde
yeniden yapismasina inversiyon denir. Bunun sonucunda kromozomdaki genlerin dizilis
sirasinda degisim olmaktadir. Koptugu yere ters donerek yapisan kromozom parcasi

sentromer igeriyorsa perisentik, icermiyorsa parasentrik inversiyon denir (28

4.2.1.2.4. Translokasyon

Homolog olmayan kromozomlar arasinda kromozomlarin yer degistirmesine
translokasyon denir. Insanda goriilen Down Sendromu’nun nedenlerinden biri 21.

kromozomun D grubundan bir kromozoma (6zellikle 14. kromozoma ) eklenmesidir (28).

4.2.2. Embriyo Biyopsisi

PGT uygulamalarinda ¢esitli biyopsi teknikleri gelistirilmigtir. Bunlar; kutup
cisimcigi biyopsisi, erken bélinme dénemindeki embriyolardan blastomer biyopsisi veya
blastosist evresinde trofoektoderm hiicre biyopsisidir. Bu yontemlerin her biri avantaj ve
dezavantajlariyla irdelenmistir. Bugiin genellikle blastomer biyopsisi tercih edilmektedir
(29).
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IVF tedavisinde, anneden alinan yumurta hiicreleri ile babadan alinan sperm
hiicreleri laboratuvar ortaminda dollenmektedir. Dollenmeyi takiben normal gelisim
gosteren embriyolar 7-8 hiicreli asamaya ulastiginda, birer hiicreleri biyopsi yapilarak
alinmaktadir. Biyopsi islemi; kimyasal (Asit Tyrode sollsyonu ile,PH 2.35), mekanik ve
lazer yontemleri olmak iizere {i¢ sekilde yapilabilmektedir. Uygulama Ca*?, Mg
icermeyen tamponlarda gergeklestirilir.

Asit tyrode uygulamasinda, soliisyon ¢ok yavasga verilir, zona pellusidanin incelmesi
goriildiigiinde hemen tyrode solisyonu geri ¢ekilip embriyo baska bir alana alinmalidir.
Hizli uygulama hava kabarciklariin olusmasina neden olabilir ve embriyo net gorilmez.
Bu durum embriyo hasarina da neden olabileceginden ¢ok dikkatle yapilmalidir. Mekanik
uygulama veya lazer uygulamasinda ise bdyle bir problem yoktur (30,31,32).

Lazer ile blastomer biyopsisi ginimuzde kolay uygulanabilmesi sebebiyle tercih
edilen bir yontemdir. Mikroskop altinda gergeklestirilen bu yontemde embriyo zarina
(Zona Pellucida) lazer ile birkag atis yapilarak zarda agiklik olusturulur ve bu agikliktan
bir blastomerin ayrilmasi saglanir.

Genetik analize gonderilecek blastomerlerin takibi icin, biyopsisi gergeklestirilen her

hastaya ait olmak Uzere asagidaki biyopsi formu doldurulur (Form 2).
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Form 2: Biyopsi Formu.
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4.2.3. FISH (Floresan In Situ Hibridizasyon) Yontemi

In Situ Hibridizasyon (ISH) teknigi spesifik DNA ve RNA sekanslarmimn doku
kesitlerindeki her hiicrede, kromozom preparasyonlarinda veya interfaz niikleuslarinda
morfolojik olarak g0sterilmesini ve niikleik asitlerin dogal hiicresel ortamlarinda
incelenmesini saglayan, doku/hiicre yapisinin bozulmadig bir tekniktir (29).

FISH yontemi ise probun haptenlerle ya da florokromlarla isaretlenip florokrom
maddelerle goriintiilenmesinden olusan, floresan veren sinyaller ile degerlendirilmenin
yapildig1 bir ISH teknigidir. Denatiire edilmis kromozomal DNA ile tek dalli DNA dizileri
(prob) uygun kosullarda birlestirilerek gozlemlenmektedir. FISH yonteminin avantaji
kromozomlar elde edilmeden direk hiicre ¢ekirdegine uygulanabilmesidir (31).

Ozel bir DNA dizisinin varligim veya yoklugunu incelemek icin, yada bir
kromozomun veya kromozom bdlgesinin sayisini/organizasyonunu degerlendirmek igin
FISH yontemleri gelistirilmistir. Bu yontem ile klinik materyaldeki anormal bir
kromozomun varhiim1 hizlaca teshis etmek veya kromozomlarin belirli yeniden
diizenlenimlerini saptamak amaciyla kromozomlar i¢in, kromozom bdlgeleri i¢in veya

genler icin spersifik DNA problari kullanilabilmektedir (32).

4.3. APOPTOZ

Organizma surekli bir denge halindedir. Yeni hicreler sentez edilirken, var olan
hlcrelerin  bir kismi hiicre 6limii ile ortadan kaldirilmakta ve bdylece denge
korunmaktadir. Hiicre 6liimiiniin iki tipi vardir, bunlar apoptozis ve nekrozdur (33, 34).
Her ikisinde de diizenli olarak birbirini izleyen biyokimyasal ve morfolojik olaylar sonucu
hlcre 6lima meydana gelir (35).

Hicrelerde normal gelisim sirasinda meydana gelen 6liim olarak 1842 yilinda Vogt
tarafindan gosterilmistir. Ancak “Programlanmis Hiicre Olimi” terim olarak ilk kez 1965
yilinda Richard A. Lockshine tarafindan kullanilmis, Apoptozis terimi ise 1972 yilinda
tamimlanmustir (36). Kerr, fizyolojik olarak 6len hiicrelerin c¢ekirdeklerinde yogunlasmis
kromatin pargalarin1 gozlemlemis ve organellerin iyi korundugunu fark ederek bu olay1

bizusme nekrozu olarak adlandirmistir (37).
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Apo-ptoe-sis’den koken alir ve eski Yunanca'da "sonbaharda yaprak dokimi"
anlamina gelmektedir (38). Hucre proliferasyonu nasil ki mitoz ile belirlenmekte ise belirli
bir dokuda olmas1 gereken hiicre sayis1 da apoptozis ile belirlenir (38, 39). Apoptoz ve
mitoz dokuda surekli bir denge halindedir. Programlanmis hiicre 6liimii, hiicre intihari
veya fizyolojik hicre 6limi, apoptoz ile ayn1 anlamda kullanilan terimlerdir (40, 41, 42).

Implantasyondan 6nce embriyoda hiicre 6limii ve apoptozun isareti olabilecek
morfolojik belirtiler saptanmistir. Son yillarda kaydedilen ¢esitli degerler soyledir; normal
gelisiminde apoptoz ilk olarak blastosist evrede, baskin olarak da i¢ Hiicre Kitlesi (ICM)
hlcrelerinde gorulir. Fare blastosistlerinde in vivo ya da in vitro gelisimde apoptoz
gorilme sikhigi ICM hiicrelerinde %5-10, Trofoektoderm’de (TE) ise <%1’dir. In vitro
fertilizasyon ile elde edilmis embriyolarda ise TE hicrelerinde apoptoz siklig: artar (%7-8).
Erken boéliinme asamasinda tiire 6zgli zamanlarda apoptoz dalgasi sekillenir (43).

Ik biiyiik apoptoz dalgasi, blastosistlerde ve 6zelliklede ICM hiicrelerinde goriilir.
Apoptozun ICM hiicreleri Gzerindeki bu segici etkisi canli olusum asamasinda genetik
yapmin korunmasini saglamaya yoneliktir (44). Cunkid fetustaki organ olusumu bu
hlcreleri koken alarak meydana gelir. Apoptoz hasarli, fonksiyonunu yitirmis ya da bozuk
fenotipteki hicreleri de eler. DeoksiribonUkleik asit zincirindeki (DNA) kirilmalar uyarim
yolu ile 2 saat icerisinde ICM hiicreleri apoptozuna yol acar (45, 46). Embriyoda apoptoz
siklikla meydana gelmesine ragmen ¢ok sinirli kesimlerde olusur ve ancak birkac hiicre
olurken gozlemlenebilir. Bu sebeple en verimli yontem in sitl tespittir (47).

Giiniimiizde kullanilan IVF tedavilerinde fertilize olmus yumurta hiicrelerinin (insan-
sigir) yarisindan daha az orani blastosist asamasina ulasirken, elde edilen bu blastosistlerin
de %50°den fazlasinda duzgln bir implantasyon sekillenmez (48, 49). Bu kayiplar,
embriyonun gelisimi siiresince devam eder ve genellikle morula asamasinda sekillenir (50,
51).

Anoploidi ve poliploidi gibi kromozom anormalileri embriyonun gelisiminde 6nemli
rol oynar. Olii hiicrelerin bilyiik cogunlugu blastosist evrede fagositozla temizlenirken bazi
hlcreler buna direnir. Bu hiicreler blastosol boslukta ya da TE ile zona pellusida arasinda
izole edilmis olup, biiyiik ¢cogunlugunda hiicreler arasi sinyaller kaybolmus, mitokondrileri
farklilagsmis ve endoplazmik retikulumlart kivrimlarini yitirmistir. Hiicrelerdeki bu durum

bize erken gelisim doneminde olustuklarimi gdsterir ve bunlarin apoptoz ile ya
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blastomerlerin fagositoz yeteneginden ya da preimplantasyon asamasinda dlen hiicrelerin
fagositozu miimkiin kilacak ylizey molekiillerinden yoksun oldugu varsayilmaktadir (52).
Embriyonik gelisimde apoptozun dogru diizenlenmesi de ¢ok onemlidir. Hasarli
hlcrelerin elenmesindeki eksiklik, kanser gibi hastaliklarin olusmasina neden olabilirken,
apoptozun asirt artisi normal hiicrelerin  6lmesine, norodejeneratif hastaliklara yol
acabilmektedir. Kritik esigin altina gerileyen ICM sayisi, embriyonik gelisimi durdurabilir.

Ayni sekilde toplam blastosist hiicre sayis1 da implantasyon potansiyeli ile orantilidir (52).

4.3.1. TUNEL ( Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP Nick End
Labeling) TESTI

Apoptotik hiicreleri saptamaya yarayan, en duyarli ve en hizli yéntem olup, nukleer
DNA fragmantasyonunu saptamaya dayanan biyokimsayal bir yontemdir. Bu yOntem
temelinde apoptotik hiicrelerdeki DNA sarmal kiriklarin1 serbest 3'-OH uglarinda
enzimatik bir reaksiyon ile tespit etmeye dayanir, apoptoza giden hucrelerin
goriintiilenmesini saglar. Kromojen DAB (Di Amino Benzidine) ile gorlndr hale getirilir
(52).

DNA kiriklarmin dolayisiyla apoptozun in sitl olarak taninmasini saglayan bu
yontemde olugan DNA fragmentlerinin serbest 3'-OH uglarina terminal deoksiniikleotidil
transferaz (TdT) araciligr ile biotin ile isaretlenmis ve isaretlenmemis deoksiniikleotidler
eklenir. Daha sonra biotin ile isaretlenmis niikleotidler, streptavidin-horseradish peroksidaz
konjugati ile tespit edilir ve DAB ile isaretlenmis 6rneklerin tepkimeye girmesiyle DNA
kirig1 bolgesinde ¢oziinemeyen bir substrat olusur. Metil yesili ile ters boyama yapilarak

islem sonlandirilir ve in sitl olarak DNA kariklar1 gosterilebilir (53).
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. MATERYAL

5.1.1. Sarf Malzemeler

15ml. kapakli tiip
Konik tip

(Falcon)
(Falcon)

Petri (kuglk, orta, biyik) (Nunc)

Fourwell

Cam paster pipet
Holding

ICSI

Biyopsi pipeti
Mikropipet ucu
Serolojik pipet
Lam

Absolit Alkol
DAPI

Distile Su

HC1
Immersiyon yagi
Na3CsH5072H,0
NaC1l

NaOH

Rubber Cement
Tween 20
Kiiltiir ortami1
Hepes Tampon
Hiyaluronidaz
PVP

(Nunc/Thermo Scientific)
(Boga)

(Origio MPH-MED-30)
(Origio MICC017-30-B1.5)
(Origio MBB-FP-L-30)
(Axygen Scientific)
(5ml,10ml,1ml) (Falcon)
(Super Frost Pozitif Sarjli )
(Merck)

(Sigma)

(Merck)

(Merck)

(Carlo Erba)
(Merck)

( Merck)

(Marabu Fixo gum)
(Sigma)

(Single Step Medium/ Irvine Scientific)
(Modified HTF Medium/Irvine Scientific)

(ICSI Cumulase/Origio)
(PVP Clinical Grade/Origio)



Biyopsi kiiltiir sivist (Quinn’s Advantage,Ca**?, Mg**? Free/Sage)
Kiilttir Ortam Yagi (Liquid Paraffin/Origio)

5.1.2. Kullanilan Kitler

Vysis PGT prob (LSI 13,21, CEP 18,X,Y)
Apoptag Plus Peroxidase Kit, Chemicon, S7101 millipore

5.1.3. Cihazlar

Aspirasyon cihazi (Labotect)

Isitic tiipliik (Teknosem)

Laminar flow (IVF Tech)

Etilv (Niive)

Inkiibator (Thermo, Hepa Class 100, Water Jacked CO, Incubator)
Mikroskop (Olympus IX71)

Mikroskop (ZEISS)

Lazer (OCTAX)

Santrifij (Allegra X-22)

Buzdolabi1 (Beko)

Pipetor (Thermo Scientific)

Sperm Sayma Kameras1  (Makler)

Sensys kamera (Sensys)

Elektronik terazi (Seuter, Ainworth-AA-250, Setra-M2000L)
Floresan mikroskop (Olympus BX-51)

Image Analyser (Applied Imaging)

Su banyosu (Nlve)

Mikropipet (Eppendorf)

Mikrosantrifij (Eppendorf Centrifuge 5415)
Vortex (Janke and Kunkel, UF-2)
pH Metre (Jenco)

Pipet uglari (Axygen)



Beher (500 ml, 1000 ml)
Erlenmayer (500 ml, 1000 ml)
Yatay ve dikey sale
Kronometre

Ependorf tipd (1,5 ml lik)

Termometre

5.2. YONTEM

Bu arastirma Taksim Alman Hastanesi, Tip Bebek Merkezi Laboratuvari’nda
yapildi. Calismaya yaglar1 22-41 arasinda degisen 20 hasta katildi. Hastalardan toplam 182
embriyo elde edildi. Calisma grubumuz yavas gelisim gosteren 33 embriyodan olustu
(Sema 1). Etik kurulun onayi ile In vitro fertilizasyon tedavisi icin merkezimize gelen
hastalardan yavas gelisen ve transfer edilmeyecek embriyolarinda ¢alisilabilmesi igin
gonalli olur formu doldurularak imzali onay alindi.

Istanbul Bilim Universitesi Multidisipliner Arastirma Laboratuvari’nda ise apoptoz

tayini icin TUNEL testi ¢alismasi yapildi.

5.2.1. Yumurta Toplanmasi

Ovulasyon indiiksiyonu sonrasi, yumurta toplama iglemi (Oosit Pick-up-OPU) hCG
dozundan itibaren 35-36. saatte gergeklestirildi. OPU yapilacagi giiniin sabahi ¢alisma
kabininin 1sitici tablas1 ¢alistirildi. Kabinin tablasina, toplanan folikiil sivilarinin
biriktirilecegi, yeterli sayida petri kabi1 konuldu. Folikiil sivisini barindiran tiiplerin
konulacag 1sitict blok 37°C’de galistirildi. OPU esnasinda, yumurtalarin toplanacagi, bir
gece Onceden 1sitilmis hepes tampon iceren medyum (Modified HTF Medium/Irvine
Scientific) kiiciik petrilerde hazirlandi. OPU islemi sirasinda yumurtalarin zarar gérmemesi
icin laboratuvar ve calisma kabinin 1siklandirilmas: disiiriildi. OPU islemi, hemen
embriyoloji laboratuvarina bagl olan miidahale odasinda yapildi. Steril ortiiler Ortiildii.
Anestezi ekibi tarafindan hastaya anestezisi uygulandi. Steril spekulum uygulanarak vajen

serum fizyolojik ile yikand.
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6.5 MHz’lik vajinal proba (Medison Digital Sonoace 5500) steril jel uygulandiktan
sonra steril prezervatif giydirildi ve metal rehber proba takilarak sabitlendi. igne (COOK)
aspiratore (Labotect Aspirator ) baglandi ve prob vajene yerlestirilip overin lokalizasyonu
belirlendi. Aspire edilecek folikiil ultrasonografi cihazinin ekranindaki rehber ¢izgi {izerine
getirilerek igne ile delindi ve ortalama 180 mmHg negatif basingla aspire edildi. Aspire
edilen folikll sivist daha Onceden 1sitilmis olan tlplerde alinarak hemen bitisikteki
embriyoloji laboratuvarina teslim edildi. Kanama kontrolinl takiben hasta yatak
istirahattine alindi. Aspire edilen folikiil sivisinin igerigi, laminar hava akim kabini
icerisinde alttan aydinlatmali stereo disseksiyon mikroskobu kullanilarak incelendi ve
oosit-kumulus kompleksi ayiklandi.

Tespit edilen yumurta hicreleri steril bir pastér pipeti yardimiyla hepesli tampon
iceren medyum igerisinde birkag defa yikanarak temizlendi. Caligilan bu medyumun Uzeri
yag (Liquid Paraffin/Origio) ile kapatilmisti. Toplanan yumurta hicreleri, bir gece dnceden
gazlanmig kiiltiir ortamina (Single Step Medium/ Irvine Scientific) aktarildi. Yumurta
hucreleri %5,8C0O,, %5.00, ve 37°C’deki inkubatorde bekletildi. Yumurta hucresi
cevresindeki kumulus-korona kompleksi, 2-4 saat sonra, islem sabahi hazirlanmis hepes
tamponlu, hiyalironidaz (ICSI Cumulasae/Origio) igeren medyum kullanilarak mekanik ve
enzimatik yolla uzaklastirildi. Boylece yumurta hiicresi sadece zona pellusida kalacak
sekilde ¢iplak hale getirildi. Yumurta hucrelerinin olgun olanlar1 ICSI igin hazirlandi. Bu
arada esinden alinan semen, Makler kamerasinda sayildiktan sonra islemden gecirilerek
yuzdiruldi. Hastalar 2-3 ginlik cinsel perhizden sonra mastlirbasyon yaparak semen
verdiler. Semen Ornegi alindiktan sonra 25 dakika likefiye edildi. Uzerlerine 4 ml. sperm
hiicresi yikama medyumu (Sperm Preparation Medium/Irvine Scientific) eklendi ve konik
tiiplere paylastirilarak 800 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. TUm slpernatant atildi, ancak
pipetle negatif basing uygulanirken tiirbiilans olusmamasina dikkat edildi. Pellete 0,5 ml
medyum eklenerek yeni bir pipetle homojenize edildi ve ikinci kez santrifiij yapildi.
Pelletin Gzerine 0,2 ml medyum konuldu. Sperm hicreleri 45°’lik a¢1 ile 60 dakika
bekletildi.

Islem giinii sabah1 hazirlamis oldugumuz hepes tamponlu medyumdan damlaciklar
yaparak ICSI (Falcon) petrisi hazirlandi. Yumurta hiicrelerinin konulacagi damlaciklarin
diger yanina ise sperm hicresi havuzu yapildi. Sperm hicrelerinin konulacagi PVP

(polyvinlypyrrolidone) (PVP Clinical Grade/Origio) damlacigi da bunlarin kenarina
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konularak hepsinin Uzeri yag ile kapatildi. Tutucu (Holding) (Origio MPH-MED-30) ve
ICSI (Origio MICCO017-30-B1.5) pipetleri tutuculara takildiktan sonra uygun pozisyon
almalar1 saglandi. Hazirlanan ICSI petrisi yerlestirildi. ICSI pipeti ile semen havuzundan
alinan sperm hucrelerinin PVP’de kuyruklar kirilip motilitesiz hale getirilerek tekrar pipet
icerisine cekildi. Yumurta hiicresinin kutup cisimcigi (polar body) saat 6 veya 12 hizasina
getirildi. ICSI pipeti ile saat 3 hizasindan yumurta hucresinin icersine girilip biraz
sitoplazma aspire edildi ve ardindan sperm hicresi ile beraber bu sitoplazma birakildi.

Boylece ICSI tamamlanmis oldu (Resim 5).

Resim 5: Sperm hicresinin yumurta hiicresine enjeksiyonu sirasiyla gosterilmistir (A, B ve
C)
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5.2.2. Embriyo skorlamasi

ICSI’den 16-18 saat sonra PN skorlamasi yapildi. PN’lar esit olup olmamalarina gore
2 gruba (A ve B) ayrilarak, bir gece dnceden 1sitilip gazlanmis yeni bir kiiltiir ortamina
alindi. Ayni giin igerisinde, yani ICSI’den 25-28 saat sonra erken bolinme (Early
Cleavage-EC) kontrolii yapildi. Boliinmenin varligi ve esit olup olmamasi durumuna gore
her bir grup kendi icinde 3’e (Al, A2, A0 ve B1, B2, B0) ayrildi. Embriyolarin

degerlendirilmesi Form 1 {izerinde yapildi.

5.2.3. Embriyo Biyopsisi

ICSI’den sonra 64-65 saatler araliginda yani 3. gunde tekrar embriyo kontroli
yapilarak embriyolar blastomer sayilarina ve fragmantasyon oranlarina gore siniflandirildi.
Embriyolar, bir gece dnceden gazlanmis ve 1sitilmis olan yeni bir kiiltlir ortamina alindu.
Embriyo secim kriterlerine gore 3. giinii yavas gelisen ya da gelisimini durdurmus, 5 ve
altindaki blastomer sayisina sahip embriyolar g¢alisma grubumuza alindi. Embriyolar
kalsiyum ve magnezyumdan yoksun medyum (Quinn’s Advantage, Ca'*?, Mg*™
Free/Sage) ile ICSI petrisine embriyolarin konacagr damlaciklar yapildi, 37°C’de yarim
saat inkube edildi. Manipulatorlere embriyoyu tutmak icin tutucu ve biyopsi islemini
gerceklestirebilmek icin ise biyopsi pipeti (Origio MBB-FP-L-30) takildi. Embriyolar
biyopsi yapilmak lizere petriye aktarildi. Zona pellusidaya lazer yardimiyla birka¢ atis
yapilarak (OCTAX Laser Shot, OCTAX Microscience GmbH, Germany), pipetin
gecebilecegi kadar delik acilmasi saglandi (Resim 6-A). Biyopsi islemi iki sekilde
gergeklestirilebilir; embriyoya baski uygulamak suretiyle blastomerin centikten disari
cikmasi (Resim 6 B-C-D) veya pipet ile blastomer hiicresinin cekilmesi (Resim 7). Islem
bitiminde embriyolar yeniden kiiltiir ortamina alinirken, blastomerler ise FISH yontemi ile
anoploidi bakilabilmesi igin lam (zerine yapistirildi. Embriyolar ise kiiltiir ortamlarina

alinarak 5.giine kadar gelisimleri takip edildi.
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Resim 6: Embriyo biyopsi isleminde ilk adim embriyo zarina lazer ile atis yapmaktir (A),
niikleus gozlenen blastomerin alinmasi i¢in resimdeki yol izlenir (B, C, D). Hicre icindeki
nikleus ok ile gosterilmistir.

Resim 7: Embriyo biyopsi isleminde lazer ile atis yapildiktan sonra niikleus gdzlenen

blastomerin pipet vasitasi ile ¢ekilmesi (A-B). Hucre icindeki nlkleus ok ile gosterilmistir.
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5.2.4. Blastomer Fiksasyonu

Fiksasyon sirasinda kullanilacak Tween 20 ve fiksatif soliisyonlar1 i¢in 3 farkli pipet
ile islem yapildi. Islem Oncesinde ikisine bir miktar T-20 digerine de fiksatif cekildi.
Blastomer petriden lam {izerine taginirken igerisinde T-20 bulunan pipet kullanildi. Her
tasimada kullanilan pipet ayniydi ve her tasima sonrasinda pipet petrideki yagdan
kurtulmak icin hafifce silindi. ikinci T-20 iceren pipet ile lam Gizerindeki blastomere T- 20
damlatildi. Her damladan sonra blastomer goézlendi. T-20 sitoplazmay1 eritip niikleusu
ortaya Gikarana kadar bu islem uygulandi. Blastomerin sitoplazmasi ¢6ziiliip niikleus agiga
¢iktiktan sonra T-20"nin kurumasi beklendi. I¢inde fiksatif ihtiva eden 3. pipet kullanilarak
fiksatiften bir damla nukleusun Uzerine damlatilarak blastomer gézlendi. Fiksatif islemi

tamamlandiktan sonra niikleusun bulundugu bélgenin alt1 ¢izilip numaralandirildi.

5.2.5. FISH Yontemi

20X SSC Soliisyonu

NaCl (3 M) 175,3 gr
Tri Sodyum Sitrat (0,3 M) 88,24 gr
Distile su 1000 ml
2X SSC Solusyonu

20XSSC 40 ml
Distile su 360 ml
0,1X SSC Solisyonu

20XSSC 3ml
Distile su 597 ml

Tim solisyonlar HCl ile pH 7.0’a ayarlanir.

Tablo 3: Preparatlarin On Y1ikama Soliisyonlari
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0,07 M NaOH
1M NaOH 14 mi
Distile su 200 ml

Tablo 4: Preparatlarin Denatiirasyon Soliisyonu

1X SSC Soliisyonu

20X SSC 10 ml
Distile su 190 ml
2X SSC Solusyonu

20X SSC 20 ml
Distile su 180 ml

2X SSC/Tween-20 Soliisyonu

20XSSC 20 ml
Tween 20 100 pl
Distile su 180 ml

Tim solisyonlar HCI ile pH 7.0 *a ayarlanir.

Tablo 5: Hibridizasyon Sonrasi Soliisyonlar1

5.2.5.1. Preparatlarin On Yikamasi ve Denatiirasyonu

- Preparatlar 1’er dakika olmak tizere sirasiyla %100-%70-%50-%30’luk alkol
serisinden ve 0.1X SSC solisyonundan gegirilerek dehidre edildi.

- Dehidratasyon sonrasi preparatlar 70°C’deki 2X SSC sollisyonunda 30 dakika
inkiibasyona birakild.

- Igerisinde preparatlarin bulundugu 2X SSC soliisyonu igeren sale soguk su
icerisine konuldu ve soliisyon 1s1stnm 37 °C’ye gelmesi saglandh.

- Sicaklig1 37 °C’ye diisen 2X SSC igerisindeki preparatlar oda sicakliginda bulunan
0.07 M’ ik NaOH soliisyonuna alinip denatire edildi.

- Denatiirasyonu takiben oda sicakliginda bulunan 0,1X SSC ve ardindan +4 °C’de
olan 0,1X SSC ve 2X SSC soliisyonlarinda 1°‘er dakika bekletilerek dehidratasyon ile 6n
yikama tamamlandi. Dehidratasyon, preparatlarin sirasiyla %30-%50-%70-%100’ltk
alkollerde 1’er dakika tutularak gerceklestirildi.
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5.2.5.2. Prob Denatiirasyonu

- Problar 5 dakika 74 °C’ de bekletilerek denatiire edildi.

5.2.5.3. Hibridizasyon

- Calismada kullanilan problar santrifiij edilerek tim probun dibe ¢O6kmesi
saglandi.

-Denatire edilen preparatlarda belirlenen alanlara prob (5 ul) eklendi ve
uzerilerine 24mm’lik lamel kapatildi.

- Lamel gevresi su girmemesi icin rubber sement ile yalitild.

- Preparatlar 37 °C’de bir gece nemli ortamda hibridizasyona birakilds.

5.2.5.4. Hibridizasyon Sonras1 Yikamalar

-Hibridizasyonu tamamlanan preparatlar etiivden c¢ikartilarak lamellerin
cevresindeki yalittm maddesi dikkatlice temizlendi.

- Preparatlar, oda 1sisindaki 2X SSC soliisyonunda hafifge karigtirilarak lameller
preparatlardan uzaklastirildi.

- Preparatlar 1X SSCsollsyonu ile 74 °C ‘de 2 dakika yikandh.

- Sonrasinda 2X SSC/Tween 20 soliisyonunda 2 dakika yikandi.

- Preperatlarin tizerine 15 pul DAPI damlatilarak lamel ile kapatildi.

- Inceleme asamasina kadar -20 °C’ de saklandi.
5.2.5.5. Preparatlarin Mikroskopta Incelenmesi
Preparatlar Olympus BX-51 Floresan mikroskobunda uygun filtreler kullanilarak
incelendi. Floresan mikroskoba bagl bilgisayar sistemi (Applied Imaging) ile sinyaller

degerlendirilerek Sensys kamera araciligiyla FISH yoOnteminin sinyallerini iceren

niikleuslar analiz edildi ve fotograflanda.
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5.2.5.6. Mikroskobik Degerlendirme

Yavas gelisim gosteren 3. glin embriyosundan alinan blastomer 6rneklerine yapilan
FISH yontemi analizinde her hiicre i¢in analiz edilecek kromozomlara ait sinyaller sayildi.
Degerlendirme sonucunda olgular, FISH normal ve FISH anormal olarak 2 gruba ayrildi.
Her probun 2 sinyal vermesi normal, 2 sinyalden fazla ya da az olmasi ise anormal olarak
degerlendirildi (Tablo 2).

5.2.6. Embriyo Fiksasyonu

FISH yOntemi sonrasi normal ve anormal ¢ikan embriyolar lam Uzerine yapistirildi.
Embriyoda TUNEL testi bakilacagindan T-20 ile hiicreyi patlatmaya gerek duyulmadan,
embriyonun Uzerine sadece bir damla yapistirict damlatilarak lam yiizeyine yapismasi

saglandi.
5.2.7. Hicre Apoptozunun Belirlenmesi (TUNEL)
5.2.7.1. TUNEL Testi Boyama Protokolt

Embriyolarda apoptozun DNA diizeyinde gosterilebilmesi igin In situ DNA ug
isaretleme yontemi kullanildi. Kit (ApopTag Plus, In Situ Apoptosis Detection Peroksidase
kit, S7101-KIT, Chemicon) icerisindeki protokolde Onerilen islemler asagida belirtildigi
sekilde sirasiyla uygulandi.
5.2.7.1.1. On Yikama

-Orneklerimiz (100 ul.H,O, + 900 pl. PBS) hazirladigimiz 1000 pl.’lik W/S

Hidrojen Perksidaz ile kaplanarak 5 dakika oda 1s1sinda muamele edildi.
-PBS ile 2x5 dakika yikandi.
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5.2.7.1.2. Dengeleme Tamponu

-Lamlarin etrafi dikkatlice kurulanip, kesitlerin tizerine 75ul. 1 X Dengeleyici

Tampon konulup en az 10 saniye bekletildi.

5.2.7.1.3. Tdt Enzim uygulamasi

-Her lam tizerine 55ul Tdt enzimi konulacak ve plastik lameller ile kapatildi.

-Nemli ortamda ve 37 °C’lik etiivde 1 saat inklbe edildi.

5.2.7.1.4. Durdurma/Yikama

-Plastik lameller kaldirildi ve kesitler Durdurma/Yikama tamponu ile oda
isisinda 10 dakika bekletildi ve PBS ile 3x1 dakika yikandi.

5.2.7.1.5. Anti-Digoksigenin-Peroksidaz

-Her kesit tizerine 65ul Anti-Digoksigenin-Peroksidaz konuldu ve Uzerilerine
plastik lameller tekrar kapatilarak oda 1sisinda 30 dakika bekletildi.
-Plastik lameller kaldirild1 kesitler PBS ile 4x2 dakika yikandi.

5.2.7.1.6. Renk Reaksiyonu

-Kesitlerin ¢evresi kurulandiktan sonra her kesit tizerine 75ul. DAB substrat
soliisyonu damlatildi.

-3-6 dakika arasinda pozitif renk reaksiyonu mikroskop altinda tespit edildi.

-Renk reaksiyonunun olugmasindan sonra kesitler distile su ile 3x1 dakika
yikandi.

-Kesitler distile su ile 5 dakika tekrar yikandi.
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5.2.7.1.7. Zat Boya Uygulamasi

-Kesitler Metil yesili ile 5 dakika boyand: ve distile suda boyama durduruldu.

5.2.7.1.8. Kapatma

-Kesitlere kapatict medyum eklendi ve (izerileri lamelle kapitildi.

5.2.7.1.9. Mikroskobik Degerlendirme

Hazirlanan TUNEL preparatlar1 11tk mikroskobunda analiz edildi. Ornekler DAB

boyasinin goriiniirliigiine gére TUNEL (+) (10, 11, 12) ve TUNEL (-) (Resim8, 9) olarak
degerlendirildi.
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6. BULGULAR

20 hasta

n=182 emb.

AEQ=27emb. B1l=15emb. B2=35emb. BEQO=45emb.

YG=5emb. ¥YG=1lemb. YG=4emb. YG=23emb.

Sema 1: Calisma grubu akis semast

[: : Yavas Gelisen Embriyo (YG)

Yas aralig1 22 ile 41 arasinda olan, erkek faktori bulunmayan ve yumurta hicresi
sayis1 7 ile 28 arasinda degisen 20 hastadan toplam 196 yumurta hiicresi elde edildi. Olgun
olmayan yumurta hiicreleri islem dis1 birakildi. OPU’nun ertesi gund yani 1. gin (16-18.
saat) 182 embriyo elde edildi (Sema 1).

Bu embriyolardan 87 tanesinin PN’lar1 esitken (Grup A), 95 tanesinin farkli PN
boyutlarina sahip oldugu goézlendi (Grup B).

A ve B gruplarina ayn1 giin igerisinde (25-28. saat) EC kontrolii yapildiginda, PN’lar
esit olan A grubunda 22 adet esit boliinme (A1), 38 adet farkli boyutlarda béliinme (A2) ve
embriyolarin 27 tanesinde ise hi¢ boliinme gozlenmedi (AO).

Farkli PN boyutlarina sahip B grubunda ise 15 adet esit boliinme (B1), 35 adet farkli
bélinme (B2) ve embriyolarin 45 tanesinde hi¢ bélinme goézlenmedi (BO).
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PN’ lar1 esit olan A grubunun EC gosteren gruplari hi¢ duraksama olmaz iken, EC
gostermeyen (AQ) grubunda 5 adet embriyo yavas gelisim (YG) gosterdi.

PN’lar1 esit olmayan B grubunun EC gruplarindan B1’de ladet yavas gelisen
embriyo (YG), B2’de 4 adet yavas gelisen embriyo (YG) ve EC gostermeyen B0’da ise 23
adet yavag gelisen embriyo (YG) kayit edildi.

Yavas gelisen bu embriyolarin birer blastomerleri alind1 ve FISH yontemi uygulandi.

Embriyolarin gelisimleri kendi kiiltiir ortamlarinda 5. giinii FISH sonucu ¢ikana
kadar takip edildi.

FISH yontemi sonucuna gore; yavas gelisen AEO grubundaki 5 embriyodan 1
tanesinin normal, 4 tanesinin andploidi oldugu goriilirken yine yavas gelisen Bl
grubundaki 1 embriyo anéploidi, B2 grubundaki 4 embriyo andploidi, BEO’ da 7 adet
normal ve 16 adet andploidili embriyo gorildi (Resim 7 FISH Normal, Resim 8, 9-FISH
Anormal).

Bu sonuglar dogrultusunda 25 adet andploid embriyoda ve 8 adet normal embriyoda
(kontrol grubu) apoptoz bakildi.

TUNEL testi sonuglarina gore 25 adet FISH anormal embriyonun 14 tanesi TUNEL
(+) ¢ikarken 11 tanesi TUNEL (-) olarak degerlendirildi. 8 adet FISH normal embriyonun
ise 4 tanesi TUNEL (+) iken 4 tanesi TUNEL (-) olarak analiz edildi (Resim 10, 11
TUNEL (-), Resim 12, 13, 14 TUNEL (+) )
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Tablo 6: Hasta gruplarinda FISH yéntemi ve Apoptoz Sonuglarinin Dagilimi. AEO:
PN’lar1 Esit, Erken Boliinme Gostermeyen, Yavas Gelisen Embriyolar, B1 : PN’lan
Farkli, Erken Boliinmeleri Esit, Yavas Gelisen Embriyolar B2: PN’lar1 Farkli, Erken
Boliinmeleri Farkli, Yavas Gelisen Embriyolar BEO: PN’lar1 Farkli, Erken Boliinme

Gostermeyen, Yavas Gelisen Embriyolar.

34



Resim 7: Yavas gelisen embriyodan elde edilen blastomere uygulanan 13, 18, 21, X ve Y
problarinin FISH analizindeki normal (2’li-Dizomik) gorinimd.
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Resim 8: Yavas gelisen embriyodan elde edilen blastomere uygulanan 13, 18, 21, X ve Y
problarinin FISH analizindeki anormal (3’10-Trizomik) gérinimd.
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Resim 9: Yavas gelisen embriyodan elde edilen blastomere uygulanan 13, 18, 21, X ve Y
problariin FISH analizindeki anormal (Tek-Monozomik) gérinimdi.
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Resim 10: Apoptoz tespiti igin TUNEL testi yapilan embriyoda boyanma gézlenmemistir
TUNEL (-).

Resim 11: Apoptoz tespiti igin TUNEL testi yapilan embriyoda boyanma gbzlenmemistir
TUNEL (-).
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Resim 12: Apoptoz tespiti icin TUNEL testi yapilan embriyoda boyanma ok ile
isaretlenmisgtir TUNEL (+).

|20 um |

Resim 13: Apoptoz tespiti igin TUNEL testi yapilan embriyoda boyanma ok ile
isaretlenmistir TUNEL(+).
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Resim 14: Apoptoz tespiti icin TUNEL testi yapilan embriyoda boyanma ok ile
isaretlenmistir TUNEL (+).
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7. TARTISMA

IVF merkezleri, tlip bebek tedavilerinde anne adayina verilecek en iyi embriyonun
secimi icin ¢esitli yontemler uygulamaktadir. Burada amag gebelik sansi yiiksek en saglikli
embriyonun segilerek anne adayinin ¢oklu ve anormal gebeliklerden korunmasidir (9).

Se¢im yapilabilecek embriyo grubu ne kadar fazla olursa secilebilecek
embriyolarinda ayni oranda daha fazla olacagi bilinmektedir. Bu amagla tlip bebek
merkezleri elde ettikleri embriyolarda canlilik oranlarinin arttirilmasi amaciyla kiiltiir
ortamlarindan inkiibasyon kosullarina kadar her seyi ayarlayan diizenlemeler yapmaktadir
9).

Yapilan daha onceki ¢aligmalarda embriyolarda PN ve erken boélinmenin izlenmesi
embriyonun gelisiminde, implantasyon basarisi tizerinde ve gebelikte ¢cok énemli oldugu
ifade edilmistir (16, 17, 8).

Ulkemizde de 2010 yilinda “Uremeye Yardimci Tedavi Uygulamalar1 ve Uremeye
Yardimcr Tedavi Merkezleri Hakkinda Yonetmelik” ile uygulanan zorunlu tek embriyo
transferi ile merkezler laboratuvar ortaminda, gebelik sansi en yiiksek olan embriyoyu
secebilmek adina, yumurta toplamadan transfer giiniine kadar cesitli parametreleri
incelemektedirler.

Scott L ile Ziebe S. ve arkadaslarinin yaptiklari ¢aligmalarda PN skorlamasi, erken
bolinme ve bdliinme hizinin embriyonun morfolojik agidan iyi kalitede olmasiyla iliskili
oldugunu gostermislerdir (18, 21). Biz de ¢alismamizda 182 embriyoyu erken segim
kriterlerine gore ayirdigimizda 149 embriyonun morfolojik olarak iyi kalitede gelistigini
g6zlemledik.

Embriyonun iyi morfolojide gelismesi kadar genetik olarak da saglikli olmas1 ¢ok
onemlidir. Ancak embriyonun kaliteli olmasi onun saglikli oldugu anlamina gelmez.

IVF de basariyr etkileyen en 6nemli faktorlerden birisi embriyolardaki andploididir
(55). Bu nedenle diger erken se¢im Kriterlerine gore daha maliyetli olan PGT yontemi,
embriyo se¢im kriterlerinden biri haline gelmistir.

Munne S ve Cohen J nin yaptiklart 5-12 kromozomda bakilan FISH yo6ntemi
calismalarinda embriyolarin yaklasik yarisinin andploid oldugunu gosterilmislerdir (54,
56). Yine Munné S, Cohen J, Delhanty JD. ve arkadaslarinin yaptiklari ¢aligmalarda
embriyolarin %23-80 oraninda anoploidi igerdigini gostermektedir (65- 68).
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Bizim ¢alismamizda da rutin IVF tedavisi i¢cinde bulunan ancak ¢aligma grubumuza
dahil etmedigimiz, iyi kalitede gelisen 149 embriyoya FISH yontemi uygulandigimizda 63
tanesinin (%42) andpoidi igerdigni gordiik.

PGT ve FISH yontemi sonrasinda analizleri normal g¢ikan embriyolarin transferi
yapilmis olsa dahi implantasyon oranlarinin artmadigi gdsteren ¢alismalarda vardir. Bunun
nedeni sinirli sayida probla FISH yontemi bakilmasi ya da embriyonun mozaik olmasi
olabilir (54, 55, 69, 70).

Bizim c¢alisma grubumuz etik kurul kurallarina uygun olarak elde edilen 182
embriyodan secilen ve hastaya transferi yapilmayacak olan yavas gelisim gosteren
embriyolardan olusturuldu (n=33). Bu sebeple segilen embriyolarin implantasyon oranlart
g6zlenemedi. Ancak bu embriyolarda FISH yontemi baktigimizda yavas gelismesine
ragmen 8 tane (%24) embriyonun normal ¢iktigin1 gordik. Bunun nedeni embriyolardan
bir blastomer alinip onun analizine goére sonu¢ verildigi i¢in embriyonun geri kalan
hicreleri mozaik olabilir ya da Baart EB. ile Hardarson T. ve arkadaglarinin yaptiklari
calismalarda oldugu gibi sinirli sayida probda analiz yapilmis oldugu olabilir (59, 71).

Van der J. ve arkadaslar1 PGT yapilmasi planlanan bir siklusta en az 6 embriyonun
olmasimi Onermektedirler (58). Bizim inceledigimiz grupta en az 10 embriyo sayisina
sahipti.

PGT ve prenatal tanida andploidi taramasi i¢in ileri anne yasi genel olarak 35-39 yas
aras1 siir deger olarak kabul edilmekte ve bu yas tstiinde IVF uygulamasi yaptiranlara
PGT islemi oOnerilmektedir (55, 56). Ileri anne yasmin mayotik ayrilmama “non-
disjunction” 1ile olan iliskisi iyi bilinmektedir (57-61). Bu nedenle ileri anne yasi
endikasyonlarinda embriyonun kromozomal agidan herhangi bir anomaliye sahip olup
olmadigmmin tespit edilmesi amaciyla PGT yontemlerinin uygulanmasi 6nem
kazanmaktadir. Ulkemizde genel olarak ileri anne yas1i 35 sonras1 olarak kabul
edilmektedir. Calistigimiz grupta annelerin yaglar1 22 ile 41 arasinda idi ve bu grubun yas
ortalamasi 30.80 + 6.24 olmas1 nedeniyle grup geng adaylarindan olusmaktaydi.

Benkhalifa M. ve arkadaslar1 yavas gelisen embriyolar icin en 6nemli nedenin
kromozom bozuklugu oldugunu belirtmislerdir (62). Yaptigimiz ¢alismada FISH yontemi
sonuglarina gore yavas gelisim gosteren 33 embriyonun 25 tanesi (% 75) anormal
cikmustir.
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Gelisimin duraksamasindaki bir diger neden ise apoptoz ile aciklanabilir. Normal
stirecte apoptoz ilk olarak blastosist evrede, baskin olarak da ICM hicrelerinde gorulir.
Apoptozun ICM hicreleri Gzerindeki bu segici etkisi canli olusum asamasinda genetik
yapmin korunmasini saglamaya yoneliktir (43). Ciinkii fetustaki organ olusumu bu
hicreleri kdken alarak meydana gelir. Embriyoda apoptoz siklikla meydana gelmesine
ragmen ¢ok siirli kesimlerde olusur ve ancak birkag hiicre 6lirken gozlemlenebilir (43).
Embriyodaki apoptozun islevi bu kadar Onemli iken blastormerlerdeki kontrolsiiz
apoptozun embriyolarda yavas gelisime ya da gelisimde duraksamaya yol agabilecegi
konusunda diisiindiirebilir. Bizim c¢aligmamizda da yavas gelisen 33 embriyoda % 54
oraninda TUNEL (+) embriyo gozlenmistir.

PGT, normal embriyoyu segebilmek adina c¢ok etkili bir yontemdir ancak hasta
acisindan olduk¢a maliyetli oldugundan erken se¢im kriterleriyle iliskisi incelenmistir (29).
Baart BE ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada embriyo gelisim siireci ile embriyonun
anomalitesi arasinda bir iliski bulunmadigini gostermislerdir. Yumurta hiicresi toplandigi
ginden biyopsi gunune yani 3. gine kadar embriyolarin gelisimi takip edildiginde,
embriyo her ne kadar 1. gunden itibaren yiiksek kalitede gelisim gosterse de biyopsi
sonuglari anormal ¢ikmis ya da yavas gelisim gosteren, gelisimi duraksayan embriyolar
normal ¢ikmistir. Bu ¢alismada 4. glin embriyosuna yapilan biyopsilerle, ayn1 embriyolarin
5. ve 8. gunlerinde yapilan biyopsilerinde, 8. gline gidildikge embriyonun normal ¢ikma
sans1 artmistir. Ancak embriyo 4. giin 1. kalitede olsa dahi biyopsi sonrast 5. gin
duraksayan embriyolarda anormal ¢ikma yiizdesi olduk¢a fazladir (71). Bizim calisma
grubumuz yavas gelisen Ve ayni zamanda biyopsi yapilan embriyolardan olustugu igin 3.
gunden 5. gline iyi bir embriyo gelisimi izlenememistir.

Tum bunlara 6neri olarak; erken secim Kkriterlerinden ziyade, maddi olanaklar
yuziinden PGT yapilamayacaksa 5. gln transferine gidilebilir.

Kromozomal agidan anormal hiicrelerin varlig1 blastosist gelisimini engellemese de
4.glinden 5.gline gegislerde gelisimi duraksayan embriyolar olabilir. Evsikov, Verlinsky ve
arkadaslar1 bu durumu, eger morula asamasinda andploid hiicre sayisi belli bir kritik
degere ulasirsa biitiin embriyo kendi kendine elenerek duraksadigi seklinde agiklamislardir.
Ancak kritik degerin altinda andploid hiicreye sahip embriyolarin ileri agamalara ve
blastosiste gidebileceklerini belirten arastirmacilar, 4. ginden 5. giine gegislerdeki

duraksayan embriyolarin diglanabilecegi yoniinde goriis belirtmislerdir (68).
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Voullaire L. Vanneste E. ve Wells D., Delhanty JD. yaptiklar1 ¢aligmalarda tim
kromozomlarin taranmasina imkan taniyan karsilastirmali genomik hibridizasyon
(comparative genomic hybridization, CGH) yontemini kullanarak, yariklanma donemi
embriyolarinda yiksek oranda yapisal anomalilerin varligimi gostermislerdir (63, 64, 65,
67). Erken secim kriterlerinin yerine kullanilabilecek bir diger segenek olarak onerilen

CGH yontemi ile tim kromozomlarin analizinin saglanmast mimkn olabilir.
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8. SONUC

Calismamizda, 20 hastadan elde edilen 182 embriyo erken sec¢im kriterleri agisindan
degerlendirildiginde 149 embriyo kaliteli embriyo olarak kabul edilmistir. Bu embriyolara
yapilan PGT sonuglarina gore %42 oraninda andploid embriyo tespit edilmistir. Caligma
grubumuza dahil edilen yavas gelisen embriyo sayisi ise 33 olarak belirlenmistir (Sema 1).

TUNEL testi kullanilarak 33 embriyo iizerinde yaptigimiz apoptoz analizinde 18
embriyoda (%54) apoptoz tespit edilmistir. FISH yontemi ve TUNEL testleri agisindan
kiyasladigimizda yontemler arasinda anlamli bir iliski bulunamamistir. FISH yontemi
sonucu anormal ¢ikan 25 ornekte TUNEL testi sonuglart 14 embriyoda (+) iken 11
embriyoda (-) olarak tespit edilmistir (Tablo 6). Buna karsilik FISH y0ntemi sonucu
normal ¢ikan 8 embriyonun 4’inde TUNEL (+) iken diger 4’tinde TUNEL (-) bulunmustur
(Tablo 6).

Bu sonuglara gore yavas gelisen ve andploidi gosteren embriyolardaki apoptozun, yavas
gelisen ancak andploidik olmayan embriyolardaki apoptoza gore trend olarak daha fazla
oldugu tespit edilmistir.

Ancak gruplara ait degerlerin sayisal azlig1 sebebiyle istatistiksel degerlendirmeler
anlamhilik diizeyine ulasamamistir. Bu sebeple ileriki ¢alismalarda, yavas gelisen
embriyolarin sayisinin arttirilmas: planlanmaktadir. Bunun yanisira ayni embriyoya
gelisimin farkli gilinlerinde yapilacak ardisik biyopsiler ile genetik taninin dogrulugu

kesinlestirilebilir.
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