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EMBRIYOLARIN FISH YONTEMi IiLE GENETIK ANALIZi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Klinik Embriyoloji programi. Yiksek Lisans Tezi. istanbul

2017.

Amagc: Bu calismada onceki uygulamalarinda kromozom anormalligi olan
ve IVF sonuglari basarisiz olan geng hastalarda yogunluk gradiyent ile veya
PICSI ile secilmis spermler kullanilarak elde edilen embriyolarda aneuploidi

oranlarinin karsilastirilmasi amaglandi.

Materyal ve metod: Bu calisma U.K.C.F.A. IVF merkezinde uygulamasi
yapilan, énceki uygulamalarinda kromozom anormaligi saptanan 27 hastanin
embriyo biopsisi sonucu elde edilen verilerin analizi ile yapimigtir.  Bu
calismaya PCO, endometriosis ve ileri kadin yasi faktorli hastalar ve akraba
evliligi dahil edilmemistir. 27 hasta Uzerinde yapilan bu ¢calismada toplam 471
oosit kullaniimigtir. Bunlardan 236 adet oosit gradyen metodu ile secilmis
spermlerle déllenmis, 235 adet oosit ise PICSI yontemiyle secilen spermlerle
dollenmigtir. Calismada 223 blastokist gelismis ve bunlardan 97’si gradyen
yontemi ile elde edilen spermlerle ICSI yapilmis 129'una PICSI yontemi ile
elde edilen spermler kullanilarak ICSI yapilmistir. Elde edilen blastokistlere
trofektoderm biopsisi yapilmis ve FISH yontemi ile 13, 18, 21, X ve Y
kromozomlari incelenmistir. Sonugclarin degerlendiriimesi icin student’s t-testi,

Chi-Square, Kruskal Wallis testi ve Mann Whitney U testi kullanilimigtir.

Bulgular: Kadinlardan OPU (oosit pick-up) yontemi ile toplanan oositlerin
(471) ortalama degerleri 21,8 + 5,0 (utxo)'dir. Dentdasyon (ayiklama) islemi
sonrasi elde edilen M2 (metafaz Il) matir oosit ortalama degeri 17.4 + 3,9
(uxo)'dur. Ortalama sperm konsantrasyonu 54,1(milyon) mi/sayi £32,4 (u+0),
total motilite 50,4%%12,4(ptc)'dir. Gradyen yodntemiyle elde edilen

spermlerin ortalama konsantrasyonu 21,9 ml/sayi (milyon)t11,2 (u+o), total

XVi



motilite 77,6(%)+9,3(p+o)’dir. PICSI yontemiyle segilen spermler ile yapilan
ICSI'nin, gradyen yontemiyle secilmis spermlere gore gelisen embriyolarda
2PN (pronukleus) oranlari anlamlh farkli goérGimustir. (p=0,003) Embriyo
gelisim takibinde ikinci gin embriyo hicre sayisi >=4, blastomerde tek
cekirdek varhgi, embriyo fragmantasyonu ve blastomer parlakhgi incelenmis
ve anlamli bir fark gézlenmemistir. (p=0,346, p=0,100, p=0,717, p=0,297) .
Uglincl glin embriyolarinda her iki grup karsilastirildiginda hiicre sayisi >=8
oldugu durumda, blastomerde tek c¢ekirdek varligi, fragmantasyon ve
blastomer parlakhigi degerlerinin istatistiki anlamhligi  bulunmamistir.
(p=0,383, p=0,341, p=0,487, p=0,932). Embriyolardan blastokist geligimi
gOsterenlere yapilan trofektoderm biyopsisi sonrasi FISH yontemiyle 13, 18,
21, X ve Y kromozomlarinda anéploidi oranlari incelenmis, Gradyen veya
PICSI ile segilen spermlerle yapilan ICSI iglemi ile elde edilen blastokistlerin
kromozom anomalisi agisindan her iki grubun farkli olmadidi
gOrulmustir(p=0,065). 27 hastaya yapilan saglikli embriyo transferinde
gebelik oranlari gradyen yontemiyle secilen spermlerle elde edilen veya
PICSI islemiyle secilen spermlerle elde edilen embriyo transferi islemi ile

karsilastinldiginda istatistiki olarak anlamli bir fark goralmemistir (p=0,075).

Tartisma: Bu calismada elde edilen sonuglar PICSI ile ve gradyen ydntemi
ile segilen spermler ile elde edilen embriyolarin aneuploidy oranlarinin ve
gebelik oranlarinin benzer oldugunu gostermistir. Calismanin elde edilen
sonucuna bagh olarak PICSI yoénteminin yararinin tartismali olabilecegi
kanisina variimigtir. Calismanin bu nedenle genis hasta gruplarinda

tekrarlanmasi uygun bulunmustur.

Anahtar  kelimeler: PICSI, Gradyen, kromozom, FISH, ICSI
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ABSTRACT

Kal N.S, The chromosomal evaluation of Embryos using the FISH
method where embryos obtained are produced with the use of ICSI and
sperm are selected on basis of gradient and PICSI and the evaluation of
its overall effects on infertility. Yeni Yiizyil Universitesi, Health Sciences

Institute, Clinical Embryology Program, Masters Thesis. Istanbul, 2017.

Purpose: In this study, it was aimed to compare the aneuploidy rates of
embryos obtained with density gradients or PICSI-selected sperm in young

patients with chromosome abnormality related to Y chromosome in the past.

Material and Methods: This work was carried out by U.K.C.F.A. IVF center,
embryo biopsy of 27 patients diagnosed with Y chromosome abnormality in
family history was performed by analysis of the results obtained. PCO,
endometriosis and advanced female age-related patients and relatives
marriage were not included in this study. A total of 471 oocytes were used in
this study on 27 patients. Of these, 236 oocytes were fertilized with selected
sperm by gradient method and 235 oocytes were fertilized with sperm
selected by PICSI method. In the study, 223 blastocysts were developed and
ICSI was performed using sperm obtained by PICSI method for 129 and
gradient selection for 97 embryos. Obtained blastocysts were biopsied with
trophoectoderm and 13, 18, 21, X and Y chromosomes were examined by
FISH method. Student's t-test, Chi-Square, Kruskal Wallis test and Mann

Whitney U test were used to evaluate the results.

Results: The mean value of oocytes collected from women by OPU (oocyte
pick-up) method is 21.8 £ 5.0 (u = ). The mean value of the M2 (metaphase
[I) mature oocyte obtained after the experiment (extraction) is 17.4 + 3.9 (u

o). The mean sperm concentration is 54.1 (million) ml / number + 32.4 (u %
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o), total motility is 50.4 + 12.4 (v = 0). The average concentration of the
spermatozoa obtained by the gradient method 21.9 ml / number (in millions)
* 11.2 (b = 0), total motility 77.6 (%) £ 9.3 (4 = 0), respectively. PICSI is
made with the selected sperm in the ICSI method, gradient method with the
selected sperm in the developing embryo by 2PN (pronuclei) had significantly
different rates. (P = 0,003) were examined in the second day of embryo
development and the embryo cell number >=4. There was no statistically
significance (p = 0,346, p = 0,100, p = 717, p = 0,297). in the blastomer
nucleus, fragmentation and blastomer brightness values on the third day
when the number of cells >=8. There was no statistically significance (p =
0,383, p = 0,341, p = 0,487, p = 0,932) After that trophoectoderm biopsy to
show the development of the blastocyst from embryos FISH method with 13,
18, 21, examined aneuploidy in the X and Y chromosomes, gradient or PICSI
and were found not to be different as chromosomal the blastocyst obtained
made icsl'yl with the selected sperm (p = 0,065). 27 patients were seen
made healthy embryos Transfer Man in pregnancy rates gradient with the
selected PICS sperm with made ICSI treatment methods a significant
statistical difference compared to ICSI transactions with the selected sperm

(p = 0.075).

Discussion: The results of this study showed that the
aneuploidy and pregnancy rates of embryos obtained with PICSI and
gradient method sperm were similar. It has come to the conclusion that the
benefit of the PICSI method may be controversial, depending on the outcome
of the work. For this reason, it was found appropriate to repeat the study in

large study groups.

Key words: PICSI, Gradient, Chromosome, FISH, ICSI.
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1-GIRIS VE AMAG

infertilite tedavisinde son yillarda biiyiik gelismeler olmustur. Bu
gelismelerin en basinda ileri dizeyde erkek faktorli inferitlite olgularinda
uygulanan laboratuvar yéntemleridir. intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
(ICSI) yonteminin kesfinden sonra ileri erkek infertilite sorunlarinda biyuk bir
basari saglanmis oldu®. Bununla beraber tibbi genetik alaninda meydana
gelen gelismeler seks kromozomlarina bagh genetik hastaligi bulunan
ciftlerin saghkh bebek sahibi olmasina yonelik olarak ileri analiz yontemleri
ortaya cikarmistir. Bu yontemlerden Floresan in situ hibridizasyon (FISH)
yontemi belirli sayida kromozomun anoéploidi durumlarini incelemede basarili

bir yontem olarak bilinmektedir®.

Klasik ICSI yontemiyle spermler morfolojik ve motilite yoéntinden
incelenebilmekte ve uygulama yapiimaktadir. Ancak spermlerin morfolojik
yonden uygun olmasi kesin olarak matir olduklarini gostermedigi
bilinmektedir®. Matlirasyonunu tamamlayan spermin DNA hasari varligi az
olmakta ve bu kalitede spermlerle yapilan ICSI iglemi sonrasi dodllenme,
embriyo gelisimi ve blastokiste gidisi ok daha basarili oldugu bilinmektedir.®
Spermde DNA kirigi oraninin normalden fazla olmasi fertilizasyon oranlarinin
dismesine neden olmaktadir. Ayrica embriyo gelisimi anlamli derecede
bozulmakta, DNA hasarindaki artislar gebelik sansi azalmakta veya dusuk
oranlarini artirmaktadir( 4). infertil erkeklerde DNA hasarinin normal
erkeklere oranla daha fazla oldugu bilinmektedir®. Sperm analizinde normal
morfoloji, hareketliik ve sperm sayisinda anormalik saptanan spermlerin
DNA hasar orani da yuksektir (4). Sperm DNA kiriklarinin (DFI: DNA
fragmantasyon indeksi) saptanmasinda  degisik  genetik  testler
uygulanmaktadir. Yapilan calismalar saglikh bir gebelik bekleniyorsa hasarl
DNA icermeyen sperm sayisinin yani DFI'nin %30’un Uzerinde olmasi

gerektigini gostermektedir®,
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PICSI yontemiyle sperm seg¢imi yonteminin matirasyonunu tam
olarak tamamlamis spermlerin  kullaniimasina olanak sagladigina
inaniimaktadir(5). Spermlerin akrozom bdlgesinde bulanan reseptorler,
oositlerin  kimulis oosforus da bulunan baglanma reseptorlerine
badlanirlar(5). Bu baglanmayi saglayan spermlerin olgun, yiksek DNA
batinligune, dogal kromozomal andploidi frekansa sahip ve dogal dollenme
yetenegine sahip oldugu bildiriimektedir®). PICSI petrisinin belirli bolgelerinde
hyaltironik asit bulunmakta ve bu bdlgelere baglanan spermlerin matur

oldugu diusunulmektedir.

FISH genetik analiz yontemiyle belirli sayidaki kromozomlar
anoploidi yéninden incelenebilmektedir. Bu calisma Infertil olgularda,
yogunluk siralayici (gradyen) ve PICSI ile secilmis spermler ile elde edilen

embriyolarin anoploidi yonunden incelemesi amaglamis bir calismadir.

Yiksek lisans tezimin kaynak taramasinda infertil olgularda,
yogunluk siralayicisi (gradyen) ve PICSI ile secilmis spermler ile elde edilen
embriyolarin FISH (floresan in situ hibridizasyon) yontemi ile genetik analiz
ile ilgili karsilastirmali herhangi bir ¢alisma bulunamamigtir. Bu nedenle bu
calismada infertil olgularda, yogunluk siralayicisi (gradyen) ve PICSI ile
secilmis spermler ile elde edilen embriyolarin FISH (floresan in situ

hibridizasyon) yontemi ile genetik analizinin kargilastirilmasi amaclanmistir.

2-GENEL BILGILER

2.1. INSAN UREME HUCRELERI

insanlar da tireme sisteminin olusumu X ve Y kromozomlarinin

varhgiyla belirlenir ve bu kromozomlar cinsiyet tayinini saglar.

Primordial gonadal kabartilar alt torasik ve Ust lumbar bolgelerin

posterior duvarinda geligir ve her iki cinste de farklilasmamis mezengimal
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doku testis ve ovaryumlarin esasini olusturur. Gebeligin yaklasik 6.
haftasinda, gelismekte olan gonadlar erkek ve disi embriyolarda birbirine
benzer ve 7-10 giin boyunca seksuel olarak farklilasmamis olarak kalir. Bu
periyotta, genital kabartiy1 ¢evreleyen prizmatik koélom (germinal) epitel
hiicreleri gonadlari olusturmak Uzere kolonlar haline bu farklanmamis dokuya
yayilir ve primitif seks kordonu olarak adlandirilirlar. Boylece gonadlarda
anahtar rol oynayan morfolojik degisiklikler meydana gelmeye baslar ve bu
degisikliklerin olusmasinda Y kromozomununda bulunan seks belirleyici
bdlge (SRY) geninin bulunup bulunmamasina baghdir. Bu morfolojik

degisiklikler asagidaki yapilarin olusmasiyla sonuglanir®,
Genital kanallar

Wolff kanali = erkekte sekillenir; vaz deferens ve epididimisin

oncusuddr.

Muller kanali = diside sekillenir; tuba uterinalar, vajinanin Ust

b6lUmU ve uterusun 6ncusuddr.

X ve Y Uzerindeki genlerin varligin cinsiyetin belirlenmesine ve
bunlarin gelisimi Uzerine etkilidir. Bununla beraber hormonlarin da gelisim

Uizerine etkisi mevcuttur(®,

2.1.1 Oosit Geligimi

Disilerde oosit gelisimi embriyonik dénemde baslar. Disi
embriyolarda, iki X kromozomu igeren primordial germ hucreleri genital
kabartilardan primordial gonada go¢ ederek oogonia adini alirlar. Primordial
germ hucreleri gonadal kabartiya ulastiginda (yaklasik 20-30. ginlerde)
oogoniumlar sinirli bir sure mitoz ile bolunerek ¢ogalirlar. Mezonefrozdaki
hdcreler ovaryan medullayi olusturmak Uzere yayilirlar ve germ hicrelerini de
kortekse dogru iterler. Erkek embriyolarda spermatogoniumlar pubertenin

bagslamasina kadar mayoz boélinmeye girmezlerken disi embriyolardan
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gebeligin yaklagik 12. haftasinda, (ilk trimesterin sonunda) oogoniumlarda ilk
mayoz bélinme gergeklesir. insanda, 8. haftada 600.000 civarinda olan
oogonium populasyonu 16-20. haftalarda 6-8 milyona kadar ¢ikar. Bu evrede
artik oogoniumlar primer oosit olarak bilinir ve mitoz ile bdlunerek
¢ogalmazlar. Folikul igine girmeyen oositler dejenere olur ve dogumda,
overlerin icerdigi oosit sayisi 1-2 milyon kadardir. Bu donemde artik
ovaryumlarin  yapisi oosit ve oositle ilgili hucrelerle tamamen

olusturulmustur®),

Oogoniumlar 1. mayoza girdikten sonra, profaz I'in diploten
evresinde kalirlar. Kromatid degis-tokusu (kromatid Exchange) ve diakinezis
(croosing over) gercgeklestirdikten sonra ise profaz I'in geg evresine gecerler.
Oositler pubertede ovulatuvar sikluslarin baslamasina kadar bu evrede
kalirlar: mayozun yeniden baslamasini saglayan gelisim evreleri puberteden

sonra antral follikilinln secimine kadar tamamlanmaz®).

Primordial follikiller duraksama evresinde, gelismeye baglamak
icin sinyal bekleyerek 50 yil kadar kalabilirler. Puberteden sonra, bir miktar
primordial follikll her gun segilerek buylimeye baslar ve U¢ evreyi kapsayan
gelisme sulrecine girerler: primer veya preantral, sekonder veya antral folikdl

olusur®).

XX kromozoma sahip embriyo ilk evrelerinde ovaryum geligsim
baslar. Gelisen ovaryumda germ htcreleri bu bélgede mitozla ¢cogalirlar ve
belirli sayiya gelen hicreler mayoz I'e girerler ve duraksarlar. Bu duraksama
ergenlik evresine kadar devam eder. Bdylece belirli sayida oosit sabit bir
rezerv olusturur. Oositlerin FSH etkisiyle follikll gelisimi baslarlar. Gelisen
oositlerin teka interna hicrelerinde dstrojen salgisini artirir ve kanda belirli bir
dizeye kadar yukselmesi FSH Uzerine negatif feedback etkisi olugturur, ayni
anda LH uzerine pozitif feedback etki olusturur. LH seviyesi yikselmesi ile

gelisen graaf follikul icerisindeki oosit mayoz II'nin metafaz |l evresine girer
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ve duraksar. LH degerinin en ylksek oldugu noktada ovaryumda ovulasyon
sekillenir ve oosit atilir. Atilan oosit tuba uterinanin infindibulum denen
yapisinin yardimiyla tuba uterinanin igine alinir. Digi Ureme kanalina girmis
olur. Ureme kanalindaki oosit kanal iginde bulunan mikrovilluslar yardimiyla
kanal igerisinde ilerler. Eger kanal icerisinde tuba uterina’nin ampulla
bolgesinde fertilizasyon gerceklesirse oosit yarida kalan mayoz Ilyi
tamamlar(9,10). Sayet fertilizasyon gerceklesmez ise endometriumdan
salgilanan prostaglandin F2 alfa etkisiyle korpus Iluteumdan salgilanan
progesteronu (prostaglandin f2 alfa ovaryum beslenmesini saglayan damarlar
Uzerine baski etkisi saglayarak korpus luteum etkisini ortadan kaldirir)
engeller. Kalinlagsan endometrium oositler beraber vajinadan atilir. Boylece
FSH(progesteron FSH’1 baski altinda tutar) etkisi tekrar artmaya baslar.
Sayet fertilizasyon gerceklesir ve endometriyuma tutunursa progesteron
miktar1 artar gebeligin ilerleyen evrelerinde progesteron korpus luteumdan

endometriyuma devreder®19),

2.1.2 Testis Ve Spermatozoon Geligimi

Erkeklerde testis gelisimi embriyonojenik dénemde baslar.
Embriyonojenik dénemde primordial germ hiicrelerinin mezonefroz da genital
kabartlyl olusturmak Uzere toplanmasindan sonra; kélom epiteli erkekte
disidekinden daha hizli ¢ogalir ve medullar mezensimin derinlerine dogru
nifuz ederek testis kordonlarini olusturur(10). Bdylece iki farkli testikuler
bdlmesi sekillenir: Testikiler kordonlar ve interstisyel bélge SRY gen
ekspresyonu sertoli hicrelerinin farklanmasini baglatir ve gelisen sertoli
hiicreleri de testikiler kordonlarin sekillenmesi icin gerekli olan buylime

faktoriind, fibroblast biytme faktort 9'G (FHF-9) salgilart0),

Fotal yasamin 16-20. haftalarinda sertoli hiicreleri ve sakin olan

prospermatogoniumlar seminifer kordonlarin bazal membrani Uzerine
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bulunur. Testisler puberteye kadar blyumeye devam eder ve pubertenin

baslamasiyla birlikte boyutlari hizla artar().

Leydig hucrelerinin endokrin sekresyonunun baglamasiyla
birlikte intratibuler sertoli hucrelerinin boyutlari buyur ve aktiviteleri 6nemli
Olcide artar. Kordonlardaki prospermatogonium hcreleri artik seminifer
tubulleri doseyen spermatogenetik hucreler olarak tanimlanir ve bu hicreler

mitoz ile bolinmeye baglarlar©),

Gelisimin  devaminda testislerin  skrotum igcine inmesi
gerekmektedir. Onceleri embriyonun Ust lumbar bolgesinde gelisen testisler,
fotal yasam sirasinda abdominal bosluk boyunca pelvis kenarina dogru
hareket ederler. Testislerin asagi dogru hareketinde leydig hucrelerinin
salgilandigi hormonlar etkilidir ve iki ligament de bu igleve katilir: Bu
ligamentler testisin Ust kutbundaki stspensoér ligament ve alt kutbundaki
gubernakulum ligamenttir. Fotisin boyu uzadikga suspensor ligament
degismez, ligamentlerin testislerin hareketine bu sekildeki mekanik katilimiyla
testisler pelvise yerlesir(11). Gebeligin 25-28. haftalarinda testisler inguinal
kanal boyunca pubik kemigin Uzerinden hareket ederek 35-40. haftalarinda
skrotuma ulagirlar. Testislerin vucut boslugunun disindaki pozisyonundan
dolay! isilan vacut isisindan yaklasik 2°C daha dusuktir ve bu deger

spermatogenezis icin optimaldir(?,

Gelisimini tamamlamis testisler yaklasik 200 mm. uzunlugunda
seminifer tibdl igerirler ve testis volimunun blyuk bir kismini olusturan bu
tubuller spermatogenezisin  gergeklestigi  yapilardir.  Spermatogenezis

baslamasi puberteyle baslar®D.

Spermatogenezis sureci, her biri 6zel germ hicrelere tipiyle

baglantili olmak tzere g evrede incelenebilir:

1. Proliferasyon (spermatositogenezis): Spermatogonia
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2. Reduksiyon (indirgenme) bolinmesi (mayoz): Spermatositler
3. Farklilasma (spermiogenezis): Spermatidler

Puberteden sonra seminifer tibdllerin germinal epitelindeki
kaynak hucreleri (tip A spermatogonium) aralklarla DNA'larini ikiye
katlayarak mitoz ile bolundrler. Her bir mitoz bolinme iki kardes hucreyi
olusturur: Bu iki kardes hucrelerden biri tip A spermatogonium digeri ikinci tip
hiicre olan tip B spermatogoniumlardir. ikinci grup hiicre limene daha yakin
olan bolimlere hareket eder ve mayoz boélinme gegirerek farkhlasmaya

baslar(?),

Limene yakin olan bdlumdeki, hicreler iki mayoz bolinme
gecirerek once kardes sekonder spermatositleri meydana getirir ve sonucta
dort tane erken spermatid olusur. Bir seri fakhlasma evrelerinden gecilerek
mayoz bolinme (rediksiyon boélinmesi) ile 46 kromozomlu diploid kaynak
hicreden (spermatogonium) 23 kromozom igeren haploid gemetler meydana
gelir. Birinci mayoz sonucunda tip B spermatogoniumlar (2n:2c) primer
spermatositleri (1n:2c) olustururlar. Bu hicreler de tekrar bollinerek sekonder
spermatositleri (1n:1c) meydana getirirler. Sekonder spermatositler bu evreyi
hemen gecerek ikinci mayoz bolinmeyi tamamlarlar ve olugan yeni hucreler
spermatid olarak isimlendirilir. Bu hucreler artik spermatozoonlari (1n:1c)
meydana getirmek Uzere maturasyon sirecinden (spermiogenezis) gegerler

(12) (Sekil 1)

Spermatidlerin farklilagsmasi dort evrede gercgeklesir:
1. Golgi evresi
2. Kep evresi
3. Akrozom evresi

4. Matlrasyon evresi

26



Spermatid cekirdegi haploid kromozom seti icerir. Terminal
farkhlasmanin uzun bir evresi olan spermiogenezise girildiginde, otozomlar
az miktarda rRNA, mRNA ve protein sentezlenemeye devam ederler. Bu
evrede yuvarlak spermatidler yogunlasmis bir cekirdek ve kuyrugu olan, uzun
spermatidlere doénusurler. Bu hicreler mitoz veya mayoz ile tekrar
bdlinmezler, ancak digi genital kanallarindan gecgerek oositi fertilize edebilme
fonksiyonunu kazanabilmeleri igin degisikligi ugramalari gerekir®?, Bu
farkhlasma sureci bircok tirde 2 hafta kadar devam eder ve belirgin evreleri

vardir:

1. Spermatid DNA’si hayli yogunlasmis olur ve somatik histonlarin

yerini proteinler alir.

2. Oosite penetrasyon icin gerekli enzimleri iceren bir kese olan

akrozom, golgi membranlarindan geligir.

3. Sitoplazmik yeniden dizenlemeyle mitokondriyum ve motilite ile

ilgili kontrol mekanizmalarini iceren parcga (mid piece) sekillenir.
4. Hucrenin hareketliligi saglayan flagellum (kuyruk) olusur.
5. Sitoplazmanin fazlasi sertoli hiicrelerince absorbe edilir.

Sperm morfolojik degisimi muhtemelen sertoli hcreleri
tarafindan dizenlenir ve spermatogenezis ilerledikge hucreler tubl limenine
dogru hareket eder. Spermatogenezis boyunca hucrelerin gelisme hizi
bellidir ve hormonlar gibi dis faktérlerden etkilenmezler. Depolanan mMRNA
translasyonunun zamanlanmasi en oOnemli kontrol noktasidir: 6rnegin,
protamin 1 geni spermatidlerde kopyalanir ve sonugta olusan mRNA’larin
sadece birka¢ saat veya birka¢ glin depolanmasi ise zamanlanmanin iyi

belirlendigi, gegici bir gegis kontrol programinin varligini gésterir3),
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Sekil 1: Spermozoonlarin seminifer tip epididimis ve Ureme yolundaki gelisim evreleri.
(Keber R, Rozman D, Horvat S. Sterols in spermatogenesis and sperm maturation. J
Lipid Res. 2013 Jan;54(1):20-33.)

Memeli spermleri testisten ayrildiklarinda henliz oositi fertilize
edebilecek kapasitede degildir. Bu 06zelligi, epididimis boyunca ilerlerken
kazanir ve spermlerin gecirdigi bu surece epididimal maturasyon adi verilir.
Epididimis (i¢ bolime ayrihr: Ust 1/3 kismi olusturan kaput epididimis silli
yalanci cok katl epitelle doselidir ve duktuli efferentesler sekillendirir. Vas
eferens tubulleri birleserek korpus epididimisin tek bir kivrintili tabulini
olusturur ve bu bdlgede epitel sil icermez, kauda epididimise dogru muskuler
tabaka olugur, tubul limeni daha genigtir ve ejekulasyondan once spermler

bu bolgede depolanir4),

Spermler epididimisin farkli bolgelerinden gecerken, sperm
basinin zona pellusida ile iliski kurabilecek ozelliklerin kazanabilmesi igin
negatif yuklenmenin artmasi gerekir. Oosite baglanma ve birlesme
gerceklesmesinde islevsel oldugu gosterilen antijenlerin birgogu, testiste

sentezlenir. Bu antijenler epididimisin belli bir bodlgesinde, biyokimyasal
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modifikasyonla veya hlcresel lokalizasyonlarini degistirerek veya her iki yolu

birden kullanarak aktive olurlar4,

Kuyruk aktivesi igin gerekli olan tim morfolojik degisiklikler
spermiogenezis sirasinda gergeklesmesine karsin; testikiler spermler
yikandiktan sonra fizyolojik sollsyon igine alinsa bile, esas olarak immotildir.
Spermler kaput epididimisden gecerken hareket etmeye baslar ve kauda
epididimise ulastiklarinda ileri hizda hareket yetenegi kazanirlar. Matlrasyon
sirasinda, spermler endojen metabolik rezervlerini tikettiklerinden fruktoz gibi
eksojen kaynaklara gereksinim duyarlar ve bu sirada sitoplazmik droplet

atilirs),

Ozetle testislerde gelisimi baslayan spermler en son
maturasyonlarini epididimiste tamamlarlar bodylece dollenme yetenegi
kazanirlar. En son olarak prostata ve glandila vesikilosadan gelen sivilarla

ejekulat olarak ejekulasyonla atilirlar.

2.2. UREME HUCRELERININ LABORATUVAR ORTAMINDA
DEGERLENDIRMESI

Disi ve erkek gamet hucreleri farkl yapi ve 6zelliklere sahiptir.
Sperm ve oositlerin laboratuvar ortaminda degerlendiriimesi konusunda

farkhilhiklar vardir.

2.2.1. Oositlerin Laboratuvar Ortaminda Degerlendirilmesi

in vitro ortamlarda oositlerin degerlendiriimesi icin oncelikle
oositlerin inavazif yontemlerle ovaryumlardan (oosit toplama) alinmasi
gerekmektedir. Ancak normal siklus Uzerinde bu yontemle ¢ok az sayida
oosit elde edilmektedir. Oncelikle ovaryumdaki follikiiller hormonlar
yardimiyla tetiklenir ve ¢ok sayida oosit gelisimi saglanir bu igleme kontrolli
overyan hipersitimulasyon denir. Boylece ¢ok sayida oosit invazif yontemle

toplanir ve laboratuvar ortaminda degerlendirmeye alinir.
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Laboratuvar ortaminda dogrudan oositlerin degerlendiriimesi
yapilamaz. Cunku oositlerin ¢evresinde bulunan kimulls hicreleri oositlerin
tam olarak gorinmesini engeller. Bunun icin ©ncelikle oositlerin bu
hicrelerden temizlenmesi gerekmektedir. Bu isleme oosit ayiklanmasi

(dentidasyon) denir.

Temizlenen oositler artik degerlendirmeye hazirdir invert

mikroskop altinda oositler morfolojik yonden degerlendirilir.

2.2.1.1. Kontrolli Ovaryen Hipersitimulasyon

Ovaryen stimulasyon sadece adet kanamasinin olmamasi
(amenore) ve yumurtlamanin hi¢ olmamasi (anovulasyon) durumlarinda degil
tubal, erkek faktorli ya da nedeni bilinmeyen infertilite olgularinda da
kullaniimaktadir. KOH (Kontrolli Ovaryen Hipersitimilasyon) konsepti IVF
pratiginden dogmustur. Uterusa birden fazla embriyo verilerek gebelik hizinin
arttiginin anlasiimasiyla, iyi kalitede yumurtalarin secilebilmesine imkan
verecek ve mumkidn oldugunca cok follikilin elde edilebilecegi KOH
protokolleri 6nem kazanmigtir. KOH protokollerinde amac¢ 6ncu folikullerin

esik noktasini azaltarak dominant follikiil secim islemini bertaraf etmektir(6),

2.2.1.2. Oosit Toplama (Oosit Pick Up-OPU)

Kontrollii ovaryen hiperstimulasyonla birden fazla oosit gelisimi
saglamasindan sonra oosit toplam islemi yapilir. Buda follikullerin OPU ignesi
yardimiyla genel anestezi altina ultrason rehberliginde vajinal prob

kullanilarak yapilan invazif bir ydéntemdir.(Resim 1)
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Resim 1: Kontrollu Hipersitimulasyonla gelistiriimis follikillerin ultrason altindaki gérintusu.

(U.K.F.C.A tiip bebek kayitlarindan alinmistir.)

Bu yontemde hasta 6nce genel anestezi altina alinir. Anestezi
altindaki hasta vajinal prob yardimiyla overleri kontrol edilir ve gelisen
follikiiller gozlemlenir. OPU ignesi ile vajinanin yan duvarindan ultrason
rehberliginde girilir ve ovaryumlarda olusan folliktller igne yardimiyla icleri
bosaltilir. Bosalan follikuller tuplere aktarilir ve ayni anda embriyoloji
laboratuvarina getirilir. Burada mikroskop altinda incelenerek oositler

kiimalts hicreli bir sekilde toplanirt?),

Gelisim gozlenen yeteri boyuttaki tum follikilerin toplama islemi
tamamlandiktan sonra hasta genel anesteziden c¢ikarilir ve iki saat dinlenme

ile kontrol altinda tutulur.

OPU iglemi ile elde edilen oositler belirli bekleme suresi
sonrasinda kimyasal ve fiziksel oosit ayiklama (denldasyon) islemi yapilir ve

oositler degerlendirmeye hazir hale gelirler8).
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Oositlerin degerlendiriimesi oositin maturasyonu ve Kkalitesi
yonudnden ele alinir. Olgun ve iyi kaliteli oositler embriyo olusumu, gebelik
sansi ve saglikh dogumu olumlu yoénden etkiledigi bilinmektedir. Oosit
matlirasyonu ntkleer ve sitoplazmik maturasyon olarak iki grupta

degerlendirilir®),
Oosit ¢cekirdek matirasyonun belirli 6zellikler;

Germinal vezikil: Oosit iginde gekirdek zari yikimlanmamis oosit mayoz II'nin

profaz | evresinde kalmis durumdadyir.

Metafaz I Oosit i¢i ¢ekirdek zari yikilmig ancak oosit metafaz Il evresine
girmemistir. Kutup cisimcigi (Polar body) oosit disinda perivitellin aralga

atilmamisgtir.

Metafaz Il: Matir oosit olarak bilinir. Oosit zona pellisida ile oosit zari
arasinda bulunan previtellin araliginda kutup cisimcigi gézlenmesidir.(Resim

2)
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Resim 2:1-Germinal Vezikil safhasinda oosit 2- Metafaz | oosit 3- Metafaz Il (Matur oosit) 4-
Dejenere oosit (U.K.F.C.A tup bebek kayitlarindan alinmisgtir.)

Morfolojik yonden oosit degerlendirmesinde normal olarak kabul
edilen bir oositin zona pellisudasinin kalinligi 6.0 - 7.0 um, kutup cisimcigi
5,0-7,0 um capinda ve oositin ortalama buyukligu 120-130 pum c¢apinda
olmaldir (19). Sitoplazmik matirasyon degerlendirmesinde oositin
sitoplazmasinin i¢ci homojen, parlak bir gorintiye sahip ve oval sekilde
olmasi normal olarak kabul edilir. Diger turla farkli sekillerde bulunmasi
oositte morfolojik yonden anormal olarak kabul edilir. Oositlerin cekirdek,
sitoplazmik ve morfolojik yonden degerlendirmesi ve iyi kalite olmasi IVF
uygulamalarinda 6nemli bir unsurdur. Cunkd kaliteli oositlerde déllenme,
klivaj, blastokist gelisimi, gebelik olusumu ve saglikh dogum Uzerine 6nemli

etkileri oldugu bilinmektedir(19),

2.2.2. Spermatozoonlarin Degerlendirilmesi

Spermlerin androloji laboratuvarinda incelenmesi igin dncelikle
elde edilis seklinin bilinmesi gerekmektedir. Normal ejekulasyonla elde
edilecek spermin dogru bir sonug¢ verebilmesi icin ilk olarak 6rnek verecek
Kisinin belirli bir stre cinsel perhiz (3-7 gin) yapmasi gerekmekdir.
Ejekllasyonla alinacak sperm steril bir kaba toplanmalidir. Analizi yapilacak
sperm laboratuvar ortaminda makroskobik ve mikroskobik olarak
degerlendirilir. Makroskobik incelemede renk, koku, ph, viskosite ve volim
parametreleri dikkate alinir. Mikroskobik incelemede hareket, sayi, morfoloji

ve sperm digl hiicrelerin incelemesi yapilir?9).

Spermatozoonlarin  mikroskop altindaki morfolojisi 3 ana
bolimden olusur. Bu bdlimler bas, orta kisim ve Kkuyruktur.
Spermatozoonlarin bas bdlgesinde genetik materyali bulunduran c¢ekirdek ve
on ug¢ kisimda da akrozom bulunmaktadir. Akrozom oositin zona pellusida ve

korona radiata’'yi delmeye ve spermatozoonun oositin igine girmesini
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saglayan (akrozin, hiyaluronidaz vb.) enzimleri bulundurur. Spermatozoonun
orta kisim bdlgesi ise ¢ekirdege baglanmis proksimal sentriyol ve aksonem’e
kaynaklik eden distal sentriyo’den meydana gelmistir. Spermatozoonun
kuyruk bolimd; orta, ana ve son parcadan olusmaktadir. Orta parcanin,
spermatozoon  kuyrugunun boyun bolgesinden sarmalimsi  dizilmis
mitokondriyal kilifin sonuna kadar gittigi ve 9+2 yerlesimde mikrotubuller

aksonem santralini olusturdugu bilinmektedir@d, (Sekil 2)

Annulus (son halka) G¢ bolimdnin altinda bulunan yogun bir
halkadir ve orta parganin esas pargaya donustigu bdlge oldugu
bilinmektedir. Esas parga annulustan uzanir ve mitokondriyal sarmal icermez.
Merkezi aksonemin digi yogun lifler ve bir fibréz kilftan olusur.
Spermatozoon kuyrugu inceldikge, dista bulunan lifler ve fibréz yapi biter.

Son parca, sadece plazma zari ile sarilmig 9+2 mikrotibuler aksonemden

olusturD),
sperm zari
boyur
b i ‘]
kuyruk —
— mitakondri
,/—“'- — \;.\ sentriol
/ \\ v cekirdek
S —— akrosom
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!Bafglanma
pargasi
ODF
Boyun
halkas PM

Sekil 2: Spermatozoon ¢izimi; Memeli sperminin ultrastriktirel yapisinin ¢izim ile
gosterilmesi (A) Memeli sperm flagellumu dért kisimdan yapilmistir: Basa baglanma kismi,
orta kisim, esas kisim ve son bdlge. Orta kisim sonunda esas kisim baslar ve annulus ile
ayrilir (B). Sematik enine kesitte orta kisimda plazma membrani (PM) ve mitokondriyal alan
icinde(MS)sematik cizimde plazma membrani (PM) ve mitokondriyal bdlge (MS) 9 cift
mikrotubul bulunur, aksonem yapisini olusturur. Mikrotubuller arasinda radyal baglantilar
dynein kollarini olusturur (DA).Ayrica merkezi ¢ift mikrotubul yer alir. Esas kisimda fibr6z
proteinlerin olusturdugu bir tabaka yer alir. Fibréz alan son kisimda gorilmez. (Turner RM.
Tales from the tail: what do we really know about sperm motility? J Androl. 2003 Nov-
Dec;24(6):790-803.)

Normal bir morfolojiye sahip spermatozoonun doéllenme ve

embriyonun gelisimi icin dnemli bir faktor oldugu bilinmektedir(®),

2.2.2.1. Semen Analizi

Ejakulattan sperm hazirlamasi veya yikamasi IVF'de en dnemli
igslemlerden biridir. Dogru yapilmis sperm analizi ve hazirligi IVF basari
sansini oldukga arttirir ve ICSI isleminde oldukga kolaylk saglar. Ejakilatin
yikanip hazirlanmasi igin degisik yontemler bulunmaktadir, bu yontemlerden
hangisinin tercih edilecegi ise ejakulatta yapilan ilk inceleme ile belli olur. Bu
ilk incelemeye bazal de@erlendirme denir. Ejakulatin hazirlanmasinda
Kullanilacak yontem hastalara gore degisebilecedi gibi ayni hastanin farkh

zamanlarda alinan 6rnek durumlarina goére de degisebilmektedir. Ornek
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vermek gerekirse; daha o6nce yapilmig olan semen analizinde, hacmi ve
konsantrasyonu yiksek bulunan bir ejakilatin Ul islemi igin tamami

kullanilirken ICSI islemi igin kiiglik bir kismi kullanilabilir9),

Sperm hazirlamasinda temel iki yontem vardir: Yikama ve
dogrudan yuzdirme ya da yogdunluk siralayicisi (gradient) yontemleridir.
Ejakulatin yikanmasinda farkl kaltir solusyonlari kullanilabilir. HTF (human

tubular fluid) soltisyonu bu amagla kullanilmaktadir?®, (Tablo 1)

Bir erkegin semen analizine dogru karar vermek icin her biri
arasinda 7 gunden az ve 3 haftadan uzun olmamak Uzere en az 2 6rnek
incelenmelidir. Ornekler alinmadan 6énce erkek 48 saatten kisa ve 7 ginden
uzun olmamak Uzere cinsel perhizli olmalidir. Yapilan bu analizler

sonuglarina bakildiginda gok fazla fark olursa analizler tekrarlanmalidir(?®,

Tablo 1: Dunya saghk 6rguti 2010 semen kriterleri (Diinya Saglik orgiitii 2010)

Parametre En disiik Referans
Semen volumi (ml) 1.5
Sperm konsantrasyonu (108/ml) 15
Total sperm sayisi (10%ejakiilat) 39
Progressive motilite (PR, %) 32
Total matilite (PR +NP, %) 40
Vitalite (canh spermler, %) 58
Sperm morfolojisi (NF, %) 4
DH* >/=7.2
Lokosit* (108/ml) <1
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2.2.2.2.Yikama ve dogrudan ylizdiirme metodu

Semen 1,5-2 kat volim icerecek sekilde HTF sollsyonu ile
karistirilir. 1500 rpm de santrifijlenir. Ustte kalan supernatan atilir ve islem
bir kez daha tekrarlanir. Supernatan uzerine 45 derecelik egimle 1 ml HTF
solisyonu yavasca eklenir, 30-45 dakika sonra st faza yuzen spermler

alinarak kullanihr9,

2.2.2.3. Yogunluk siralayicisi (Gradient) Yontemi

Yogunluk siralayici (Gradient) yontem anormal spermler ile
sperm digi hicrelerin ara fazlarda kalamasi ve normal hareketli spermlerin
dibe cokmesi prensibine dayanir. Bu amagla kullaniimak Uzere silan kapli
silika partikilleri iceren sperm igin fizyolojik sayilabilecek degisik yogunlukta
solusyon preparatlar vardir. Tabakalar hazirlanirken en yodun olan her
zaman en alta olacagindan normal spermde santriflj sirasinda bu en yogun
tabakaya goc¢ eder ve ¢okelti olusturur. Semende bulunan diger bilesenler ve
anormal spermler yogunluk farkindan dolayl daha az yodun olan Ust
katmanlarda kalir ve boylece normal morfolojiye sahip sperm ejakilattan
ayrilmis olur. Gradient yontemi, semende hareketli sperm/toplam sayi
oraninin dugtk oldugu, sperm disi hucre sayisinin yuksek oldugu
durumlarinda ve anormal sperm orani yuksek olan olgular da 0zellikle
kullaniimaktadir. Rutin kullanimda iki tabakali gradient kullanimi yeterli

olmaktadir@9,

2.2.2.4. Sperm konsantrasyonunun Makler® sayma kamarasi ile 6lgiimu

Sperm sayl ve hareket degerlendirmesinde Makler® sayma
kamarasi énemli bir kolaylik saglamaktadir. 4 pl semen Makler® kamarasinin
gerekli bdlgesine konur. Hava kabarcigi olusturmadan uzeri kapatilir. Isik
mikroskobunda x20 objektif ile 10 kare sayilir ve sonu¢ milyon olarak ifade

edilir. Sperm sayisi ¢ok duglkse tim saha sayilmalidir. Sirasiyla ileri dogru
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hizli ve yavas hareketli sperm sayilir daha sonra yerinde hareketli ve
hareketsiz spermler sayilir. Sayim ne kadar gecikirse kamaranin sayim
bdlgesi disinda bulunan spermler sayma bdlgesine dogru hareket ederler bu

durumda yanlig sonuglara neden olur. Bu nedenle sayim mimkun oldugunca

hizli gergeklestiriimelidir®?. (Resim 3)

Resim 3: 1-Makler kamarasi gorseli, 2-kontraks mikroskop altinda makler kamarasi

goriuntisi (U.K.F.C.A. tiip bebek laboratuvarinda alinmigtir)

2.2.25. Kruger Kriterlerine Dayali Sperm Morfolojik (sekilsel)

Degerlendirme

infertilite tedavisinde normal morfolojiye sahip sperm
hicrelerinin  secilmesi, infertilite tedavisinde son derece Onemlidir.
Spermatoozonlarda morfolojik degderlendirme kruger krlterlerine gore
yapllmaktadir. Buna gore bas, akrozom, g¢ekirdek, boyun, kuyruk ve orta
parca anormalikleri degerlendiriimektedir. Diff quick, hematoxylin veya
giemsa boyalari ile boyanan spermler immersion (x100) objektifinde incelenir,
akrozom ve cekirdek anomalileri ile orta kisim ve kuyruk anomalileri sayilir,

yaklasik 200 sperm sayilarak normal morfoloji orani elde edilir3).
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2.2.3.IVF (in vitro fertilizasyon) Yontemi

Bu yontemde ilk saglikli dogum 1978 yilinda gergeklesmistir.
Yontem temel olarak kadinin ovaryumlarindan alinan oositler ile erkekten
alinan spermin laboratuvar ortaminda ayni ortamda birakilarak dollenmelerini
saglamak ve olusan zigotu anne rahimine transfer etmek Uzerine

kurulmustur4),

Bu yontemde kadindan elde edilen oosit gevresine 100,000
adet sperm konur ve bodylece oosit ile 1 adet spermin birlesmesi saglanir.
Doéllenme gerceklesmesinden sonra embriyo gelisimi takip edilir ve 3. veya 5.
gln embriyo annenin rahimine kateter yardimiyla transfer yapilmasi tGzerine

dayanmaktadir®4,

Bu yontemin basarisini, erkekten elde edilen sperm Kkalitesi
onemli derecede etkilemektedir. DUsuk sayida ve kalitedeki sperme sahip

infertil ciftlerinde yontem basarisi diistktir@®,

2.2.4.I1CSl (intrastoplasmik sperm enjeksiyonu) Yontemi

Gunumuzde en yaygin kullanilan ve 1993 yilda ilk uygulandigi
glnden itibaren sperm kaynakli infertilitede dnemli bir basariya sahip olan bir

yontemdir.

Yontem mikromanipulator denen bir cihaz yardimiyla sperm ve

oositin dogrudan kontrollii olarak birlestirmesi Gzerine dayalidir).
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Resim 4: Mikromanuplatér resmi (U.K.F.C.A. tiip bebek laboratuvarinda alinmistir
TE300410709, Nikon® )

Bu yontemin prensibi; kadin ovaryumun’dan invazif yontemle
gerekli buyuklige erismis follkullerden oositler toplanir. Toplanan oositlerin
dig bolgesinde bulunan kumulus hucreleri uzaklastirilir. Olgun (mayoz 2'nin
metafaz 2 evresindeki oositler) ve normal morfolojiye sahip yumurtalar ICSI
islemi icin kullanilmaya uygundur. Diger taraftan yumurtay! dolleyecek olan
spermler gerekli yilkama islemi yapilarak hazirlanir ve mikromanupilatore
bagli invert mikroskop altinda oosit ve spermler gerekli kurallara uygun olarak
igne yardimiyla birlestirilir. Her bir yumurtaya bir adet sperm enjeksiyonu

yapilmasi gerekmektedir(®),

Bu yontem siddetli oligospermi, astenospermi ve teratospermi
hastalari icin dnemli bir basari saglamistir. Boylece sperm kaynakh infertilite

basarisizligi cok dnemli derece ortadan kaldiriimigtir.

2.2.5.PICSI YOntemi

PICSI yodntemini ayiran en 6nemli fark islemin 6zel PICSI

petrisinde  yapiimasidir.  Yontem presip olarak spermlerin  dogal
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fertilizasyonda kumdulus hucrelerinin - matriksinin temel birleseni olan
hyalironan baglamlanmasina dayalidir. Kimdulds ylzeyinde bulunan bu
birlesene spermlerin baglanmasi onlarin olgun, yuksek DNA butlinligine

sahip, dogal kromozomal yapiya sahip ve dogal dolleme yetenegi oldugu

bildiriimektedir@"),

Resim 5: 1. PICSI petisi gorintisi, 2. PICSI petrisinin sperm hyalurunan baglanma
goruntiisi. (ORIGIO®)

Bu yontemin genel prensibi olarak 6zel olarak uretilmis PICSI
petrisinin belirli yerlerinde hyallironan birleseni bulunmaktadir. ICSI iglemi igin
hazirlanan spermler bu petri Uzerindeki 6zel yerlere konulur. Petri Uzerine
ICSI islemi igin gerekli hazirliklar yapilir ve mikromanuplatérde sperm segimi
bu 6zel yerlere tutunmus olan spermler arasinda yapilir. Secilen bu spermler

ile oositlerin igine sperm enjeksiyonu yapilmasidir®?”). (Resim 5)

Bu yontem sayesinde olgun sperm sec¢imi saglandigi
disundlmektedir. Segilen spermlerin  DNA  butunlGginin  maksimum

olduguna inanilmaktadir®?,
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2.3.IN VITRO ORTAMDA EMBRIYO GELISiMi

2.3.1. D6llenme ve Prontkleus Skorlanmasi

ICSI isleminden 14-16. saat sonrasinda fertilizasyon kontroli
yapilir. Oosit sitoplazmasinda iki pronukleusun goértlmesi fertilizasyonun
gerceklestigini gosteren en o6nemli bulgudur. Pronikleuslarin morfolojik
Ozellikleri embriyo kalitesinin belirlenmesinde dnemli bir katkisinin oldugunu
belgeleyen calismalardan sonra pronikleus goérinimi embriyo secim

kriterleri arasinda yer almistir®®. (Resim 6)

RESIM 6: 1.tek pronukleus 2. iki pronukleus 3. ¢oklu pronukleus (U.K.F.C.A. tiip bebek
laboratuvarinda alinmistir)

Pronukleuslarin yerlesim ve buyuklUklerinin yani sira pronuklear
gelisim sirasinda olusan gekirdekcik dncullerinin (NPB) sayisi, buyukligu ve
dagilimi da embriyoner gelisim ile iligskilendirilmistir. NPB’ler pronikleuslarin
birbirlerine komsu yuzlerinde dizgin kolonlar olusturacak bigimde siralanmis

olmali veya her iki PN’da da dag@inik olarak bulunmalidirlar(®),
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2.3.2.Embriyo Béluinmesi ve Degerlendirmesi

Zigot olusumu sonrasinda embriyo bdlinme evresi baslar. Bu
evrede; erken bolinme, bolinme hizi, blastomerlerin sekli ve buyukligunin
degerlendiriimesinin yani sira embriyonun implantasyon potansiyelini 6nemli
Olcide etkileyen fragmantasyon orani ve c¢oklu c¢ekirdek (multintkleus)

varhgi ile degerlendirilmelidir(?,

Erken Béliinme: in vitro fertilizasyon (IVF) uygulamalarindan inseminasyon
veya ICSI sonrasinda fertilize olan embriyolarin bir boliminin 23-28.
saatlerde ilk mitoz bolinmeyi gerceklestirerek iki hlcreli embriyoya
donlistiglu gbzlenmis ve bu embriyolarin gelisim ve implantasyon
potansiyellerinin ylksek oldugu belirtiimigtir. Rutin olarak yapilan 25-26. saat
g6zlemlerinde zigotlarin iki hucreli evreye ge¢mesi kadar pronukleuslarin

gorulmedigi dénem de (pronuklear breakdown) zigotun gelisim potansiyelinin

ylksek oldugu seklinde degerlendirilmelidir®.

Resim 7: 1-4 hicreli embriyo 2. Gin embriyosu 2-8 hicreli 3. Giin embriyosu (U.K.F.C.A.
tup bebek laboratuvarinda alinmistir)

Béliinme Hizr: iyi kalitedeki embriyolarin 2. giinde (42- 44. saatleri) 4-5, 3.
ginde de (66-68. saatler) 6-8 blastomerli olmasi gerekir. Bu bdlinme hizi
ideal olarak kabul edilir. Bundan hizli veya yavas olmasi embriyonun

blastokiste gidisi diistirmektedir®?. (Resim 7)
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Blastomer Biiyiikliigii: Esit olmayan hucresel bolunme de embriyo kalitesi
ve embriyoner gelisim kapasitesi hakkinda bilgi vericidir. Blastomerleri esit
olmayan embriyo transferiyle elde edilen implantasyon ve gebelik oranlarinin
dusuk olmasi; iki kardes hlcre arasinda hayati onemi olan mRNA,
mitokondri, protein ve hucre organellerinin esit paylasilamadigindan

kaynakladigi distniimektedir0),

Fragmantasyon: Embriyo sec¢im kriterleri arasinda bolinme hizi ve
blastomer buyukligunidn yanisira fragmantasyon derecesi de yer almaktadir.
Fragmantasyon  miktari, dagihmi  ve embriyo hacmine  orani
derecelendirilerek embriyo kalitesini belirlemektedir. Programlanmis hucre
oliminden (Apopitozis) kaynaklandidi bilinen ve embriyoner gelisimin her
evresinde go6zlenen bir durumdur. Fragmantasyon miktari <%20 olan
embriyolarda implantasyon oraninin  belirgin  olarak  dustrmedigi

g6zlenmistir9).

Coklu  Cekirdek(Multinukleasyon):  Embriyoyu = meydana  getiren
blastomerler arasinda birden fazla sayida nuklels icermesi durumudur.
Multinikleer blastomeri olan embriyolarin andploidi ve protein sentezinde de

sorun oldugu gbzlenmistir9).

2.3.3.Blastokist Degerlendirmesi

Blastosist gelisiminden once embriyonun 4. gun ozelliklerinin
bilinmesi gerekir. Embriyo, 3. ginde 6-8 blastomerlidir ve 4. ginde
kompaktlasma evresine girmesi beklenir. Kompaklasma embriyoyu olugturan
blastomer sinirlarinin secgilemedigi, embriyonun kompakt bir yapi olusturdugu
donemdir. Her ne kadar laboratuvar uygulamalarinda erken veya geg¢
donemde kompaktlagan embriyolarla kargilagilsa da genellikle embriyoner

gelisimin 4. gliniinde, gergeklesmesi gereken bir olgudur®?,
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Embriyolar kompaktlasmay: izleyen 5. gunde ¢ok daha farkli
bir gérinim aldigi goézlenir ve bu dénemde embriyo blastokist olarak
tanimlanir. 4. gun sonu veya 5. gunde kompakt embriyonun i¢ kisiminda
bosluklarin  (kavitasyon) olustugu go6zlenir®d., Zamanla bu bosluklar
birbirleriyle birleserek embriyo icinde blylk bir bosluk meydana getirirler
(blastosel) ve bu donemden itibaren embriyoner hiicreler de farklilagsma
gozlenir: Trofoektodermal hucreler ve embriyoyu olusturacak olan i¢ hicre
kitlesi gelisimi gézlenir. Trofoektodermal hicreler embriyoyu distan kesintisiz
olarak saran, birbirleriyle iligkili tek katli yassi hiicrelerden olusmustur. ic
hiicre kitlesi ise blastoselin ortasinda, birbiriyle iligkili, poligonal hticrelerden

meydana gelir?),

Blastokist gelisimine devam ederken blastosel boslugu genigler
ve bu sirada zona pellusida (ZP) giderek incelir. Blastokist transferi
uygulamalarinda blastokistin kalitesi de yukarida tanimlanan hucrelerin
varhgi ve ozellikleriyle blastosel boslugunun geniglemesi ve ZP’nin incelmesi

ile degerlendirilir2),

Blastokist gelisimi dinamik bir olaydir. ZP’nin incelmesiyle
trofoektodermal hicreler fitiklasmaya baslar ve embriyo ZP’den ¢ikmaya
baglar buna hatching adi verilen bu gelisme zamanla daha da ilerleyerek

embriyonun ZP’dadan tamamen ayriimasiyla sonuglanir (total Hatching) 2.

IVF’de blastokist transferi uygulamalari son 15 yilda yayginhk
kazanmig olsa da teorik bilgilerle birlestirildiginde yukaridaki gelismeleri

gormek artik hemen her laboratuvarin rutin bulgulari arasinda yer almaktadir.

Blastokist transferinde de blastokist kalitesini belirlemek tzere
siniflandirmalar gelistiriimistir ve bu asamada trofoektodermal hicreler, ic
hiicre kitlesi, blastosel boslugunun buyukligu ve ZP’nin kalinhgi dikkate

alinmaktadir®?,
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Erken blastokist: Blastosel embriyo hacmini yarisindan daha kuguktur (1)

(32),

Blastokist: Blastokist embriyo hacminin yarisindan daha buyuk bir alani

kapsar (2) (32,

Geniglemis blastokist (expanded blastocyst): Blastokist hacmi erken

blastokistten daha blytktir ve ZP incelmeye baglamistir (3) G2,

Zonadan c¢ikmaya baslayan blastokist (Hatching blastokist): Blastokist

zonadan ¢ikmaya baslamistir (4) G2,

Tamamen zonadan kurtulmus blastokist (Hatch blastosist): Hatching

tamamlanmis ve zona pellusida embriyo ytizeyinden siyrilmistir (5) 2,

i¢ hiicre kitlesi:

Sikica bir araya gelmis poligonal hiicrelerden olusan bir hiicre kitlesi (A) G2
Gevsekge bir araya gelmis az sayida hiicre iceren i¢ hticre kitlesi (B) 32,
Cok az hiicreye sahip i¢ hticre kitlesi olarak siniflandirilir (C) 2,
Trofoektodermal hiicreler:

Kesintisiz, tek katli yassi ve c¢ok sayida hucreden meydana gelmis

trofoektoderm (A) (32,
Gevsek diizenlenmis, az sayida hicre iceren trofoektoderm (B) ©¢2).

Cok az sayida ve buyuk hucrelerden meydana gelmis trofoektoderm (C)

olarak siniflandirilabilir®?. (Resim 8)
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Resim 8: 1- CM Kalite blastosist, 2- 1 Kalite blastosist, 3- 2 Kalite blastosist, 4- 3BC Kalite
blastosist, 5-4AB Kalite blastosist, 6- 6CB Kalite blastosist (Hatcing blastosist) (U.K.F.C.A.
tiip bebek laboratuvarinda alinmistir.)

Embriyo secim kriterleri sadece transfer edilecek embriyolarin

belirlenmesinde degil dondurulacak embriyolarin se¢iminde de kullaniimasi

gereken bir skorlamadir@4),

2.4.PGT ( Preimplantasyon Genetik Tant)

Ebebeynlerden bir veya her ikisi birden bir mutasyon veya
dengeli kromozom anomalisi tagiyorsa, bu ciftlerin embriyolarina anomalilerin
gecip gecmedigini 6grenmek amaciyla implantasyon dncesinde embriyolara

yapilan testlerin genel tanimidir.

Embriyolarin implantasyon oncesi bu genetik tani yontemleriyle
saglkh bebek dogumu amaclanmistir.
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2.4.1.Kromozomlar

insan kromozomlarinin sayisinin 46 oldugu Tjio ve Levan
tarafindan 1956 yilinda, insan somatik hiicre kltirlerinde gosterilmistir(3),
Bugun ise insan kromozomlarinin sayisinin kesin 46 oldugu bunlarin 44‘Gnan
otozomal kromozom ve diger ikisinin cinsiyet kromozom oldugu belirlenmigtir.
Cinsiyet kromozomlari kadinda XX, erkekte ise XY kromozomlari

bicimindedir(®®),

2.4.1.1.Kromozomlarin islevleri

1) Kromozomlar, organizmanin genetik yapi taslari olan genleri tasirlar. Bu
yluzden kromozomlarda meydana gelen sayisal ya da yapisal bozukluklar

organizmada biytk hatalar olustururlar®).

2) Kromozomlar hlicre bolinmesi sirasinda, ¢ok sayida olan genleri, dizgin

ve kolay bir sekilde yavru hlicreye aktaran paket gorevi yaparlar(6).

3) Kromozomlar, birbirine yakin olan bagli genlerin bu baglihgini koruyacak
bicimde yavru hucreye gegisini saglarlar. Bu olay genetik yapidaki belirli

ozelliklerin strekliligi igin gereklidir©®),

2.4.1.2.Kromozom Morfolojisi

46 tek ya da 23 ¢ift olan insan kromozomlari mikroskop altinda,

hiicre bolinmesinin metafaz evresinde kolaylikla gorulebilmektedir?),

DNA yapilari histon proteinleriyle sariimasiyla kromatin yapilari
olusur. Kromatin, DNA'nin hicre bolinmesi esnasinda sentezlenen, protein
bir zarf ile paketlenerek sentromer ile birbirine tutturulmus iki kopyasindan
her biridir. Kromatidlere ayni zamanda es kromozomlar da denir. Kromozom
eslenmesi sonucunda olusurlar ve iki kromatit bir araya gelerek kromozomu
olusturur. Mitoz bolunme esnasinda her bir kromatin profaz evresinde

eslenerek yeni olusacak hucrelere yonetici molekuller olarak gecerler ve
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bdylece her iki hucre de ayni kalitsal ozelliklerine sahip olur. Telomer, bir
kromozomun ucunda, kromozomun sonunu bozulmadan veya komsu
kromozomlarla kaynagsmadan koruyan tekrarlayan nukleotid dizilerinin bir
bolgesidir. Kromozom replikasyonu sirasinda, DNA'y1 kopyalayan enzimler
cogaltiimalarini bir kromozomun sonuna kadar sirdiremez, bu nedenle
telomerler her gogaltiimada kromozomun sonu kisalir. Sentromer, Kromozom
uzerinde ig ipliginin tutundugu nokta. Kromozomlarda kardes kromatitleri bir

arada tutan kisima verilen addir(38),

Kromozomlar, sentromerin kromozom kollari ile iligkisi
g6zoénune alinarak siniflandiriimaktadir. Sentromer, kromatidleri tam ortadan
birbirine baglayarak olusuyorsa metasentrik. Bir ucana daha yakin oldugunda
submetasentrik, tam ucta oldugunda ise akrosentrik kromozom tipi olarak

degerlendirilir®?).

2.4.1.3.Kalitsal Hastaliklar Genetigi

PGT ile Uc grup hastaligin tanisi koyulabilir:
1-Tek gen hastaliklari

2-Uglu tekrar hastaliklari

3-Kromozomal anomallikler

Tek gen hastaliklari, otozomal (kromozom 1-22) veya seks
kromozomlarinin (X ve Y) etkiliyebilmektedir. Tek gen hastaliklari otozomal
resesif, otozomal dominant ve X'e bagh gegcislidirler. Ucli tekrar hastaliklari
kromozom Uzerinde baz ciftlerinin Ugli tekrarinin artigindan kaynaklanan
hastalik grubudur. Translokasyonlar ve inversiyonlar gibi kromozomal
anormalilikler fetusun dengesiz kromozom vyapisinda olmasina neden

olabilir®9),

Kromozomlar egler halinde bulundugundan genlerin iki kopyasi

mevcuttur. Bir istisna olarak erkeklerdeki cinsiyet kromozomlari X ve Y olarak
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bulunmaktadir. Genetik olarak aktarilan hastaliklarin buyik bir ¢ogunlugu
belirli bir gendeki mutasyondan kaynaklanmakta olup bu durum genin inaktif
veya bozuk olmasina yol agar. Mutasyon, genin bir veya her iki kopyasinda
bulunmasina gore hastaligin olusmasida kalitimin tipine baghdir. Hastaliga
neden olan mutasyonlar gendeki bazlarin tek birindeki bir degisiklik veya
daha karmagik degigikliklerden kaynaklanabilmektedir. Bu degisiklik baz

dizisindeki delesyon, yer degistirme veya insersiyon olabilir(?),

2.4.1.4 Kromozomal Anormallikler

Batin kromozomlar iceren anomallikler genellikle dlimculdar.
Turner Sendromu (XO), Klinefelter Sendromu (XXY), gibi cinsiyet
kromozomlari veya Down Sendromu (21. Kromozomdan 3 kopya bulunmasi)

hayatla bagdasan hastaliklar arasindadir®?,

En sik gorulen kromozom anormaligi, iki kromozomun Kirilip
kargi kromozomda yeniden birlestigi kromozom translokasyonudur.
Kromozomlar halen dengeli ise genetik materyalin timi vardir ve hasta
dengeli translokasyona sahip olarak tanimlanir. Dengeli translokasyon
tasiyan hastalarin birgogunun Ureme denemelerinde gametlerde dengesiz
kromozom  bilesenleri  goérllerek anormal kromozomlu (dengesiz
translokasyon) embriyo olusumu gergeklesir. Bu ylzden dengeli
translokasyon tagiyicilarinda, tekrarlayan dusuk, anormal kromozomlu ¢ocuk

dogumu veya infertilite gorilebilirG?).
Kromozom anormalikleri;

A)Yapisal kromozom anormalikleri
B)Sayisal kromozom anormalikleri
Olmak Uzere iki grupta incelenirler.

A)Yapisal Kromozom Anormalikleri
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Kromozomlarin yapisal olarak degismesiyle ortaya g¢ikan
anomalliklerdir. Temel olarak 6 farkh tlrde yapisal kromozom anormaligi

bulunmaktadir“9),

-Delesyonlar: Kromozomun yapisindan bir parcanin kaybolmasidir. Bilinen
ornekleri; kromozom 4'Un kisa kolunda bir parganin kaybolmasiyla meydana
gelen Wolf-Hirschhorn sendromu ve 11. kromozomun ug¢ (terminal) kisminda

meydana gelen delesyon ile gorilen, Jacobsen sendromudurt0),

-Duplikasyonlar: Bir kromozomun bir pargasinin kendini eslemesiyle, fazla
genetik materyal olusturmasiyla sonuglanan duzensizliklerdir. Bloom

sendromu ve Rett sendromu 6rnek olarak gosterilebilir0),

-Translokasyonlar: Bir kromozomun ya da kromozom parcasinin diger bir
kromozom ile birlesmesiyle meydana gelen diizensizliklerdir. iki gesidi vardir.
Resiprokal translokasyonlarda iki farkli kromozomdan parcgalar karsilikh
degisir. Robertsonian translokasyonlarda, butun bir kromozom digerinin
sentromerine birlegir. Bu yalnizca, 13, 14, 15, 21 ve 22. kromozomlarda

gorulur®o),

-inversiyonlar: Kromozomdaki bir kismin kopup, ters déniip daha sonra

tekrar ayni yere birlesmesiyle meydana gelen diizensizliklerdir9).

-Ring kromozomlar: Kromozomun bir pargasinin kopup, daha sonra halka
seklinde kendiyle birlesmesiyle meydana gelen duzensizliklerdir. Genetik

materyal kaybi olmadan ya da olarak gergeklesebilir),

-izokromozom: Normalde bir kromozom boyuna (longiitidinal) bélindugi
halde, kromozomun (transvers) enine boélinmesidir. Boyle bir boélinmede,
replikasyon sonucunda uzun kolun duplikasyonu olmaktadir. Genellikle bu tar
olay sentromerin Gzerinde enine bdlinme seklinde bir yol izlemektedir. En sik
gorulen X izokromozomdur. Bu tar bolinme olayinda klinik anormalik, kisa

kolun monozomisi ve uzun kolun trisomisi bigcimindedir. Y izokromozomu
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canli dogumlarda goéruldugu halde diger kromozomlarin izokromozomu

spotan disik ile sonuglanmaktadir®0),

-Sentrik fragment: Genellikle rutin karyotip sirasinda rastlanan kugik ek,
metasentrik fragmentlerdir. Bazen ailesel ve ana-babalarda ya da atalarinda
mayoz sirasinda olusan sentrik fizyon ve translokasyon sonucunda
meydana gelmektedir. Sentrik fragment yalnizca repetetiv olarak ribozomal
DNA icermektedir. Klinik bir problem vermez. Bazen transkribe genlerin

varligi cocuklardaki anomalilerle iligkili olabilir9).
B)Sayisal Kromozom Anormalikleri

Kromozomlarin sayisal anormaligi iki 6nemli temel mekanizma

ile meydana gelmektedir:

a)Kromozomlarin ayrilamamasi (non disjunction olayl): Kromozom
anormaliklerini meydana getiren mekanizmalardan en 6nemlisi mayozda
gametlere az ya da ¢ok sayida kromozom gitmesidir. Bu durum ya mayoz ya
da mitoz bolinmede olabilir. Meydana gelen bu olayin sonunda kromozom
anoploidisi olusmaktadir. Nedeni ileri anne-baba yasi, viral enfeksiyonlar,

kimyasal ajanlar ve radyasyondur®9).

b)Kromozomlarin anafazda geri kalmasi (Anafaz lag olayi): Kromozomlar

kutuplara gekilemezler. Ya kaybolur ya da bir tarafa katilirlar9).
Kromozomlarin sayisal anormaligi 2 tipi seklinde olabilir. Bunlar:

OPLOIDI: Bu durumda kromozom sayisi 0 organizma tiirii icin normal olan
haploid sayisinin tam katlari biciminde artmaktadir. Ornegin: insanda haploid
say! 23'tur, diploid say! ise 46'dir. Haploid sayinin 3 kat artmasi ile triploidi
olusmaktadir. (bu durumda total kromozom sayisi 69 dur) 4 kati artmasi

halinde tetraploidi olusurken kromozom sayisi 92 olmaktadir®b,

Genelde bu katlar seklindeki artisa poliploidi denmektedir.
Poliploidinin  nedeni hicre c¢ekirdedi bdlundugu halde sitoplazma
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bolinmesinin gergceklesmemesinden meydana gelmektedir. Yani sitokinez
olmamaktadir. Buna en iyi o0mek endoreduplikasyon olayidir.
Endoreduplikasyon olayinda kromatidler bolundugu halde hiucrede bolunme
olmadigindan, sentromerlerden bitisik 4-8 kromatid bir arada ayni hicrede
gorulmektedir. Poliploidiye en iyi 6rnek insan kot huylu timor dokusunda ve
spontan dugsuk materyalinde gosterilmistir. Haploid sayisini "n" olarak

gosterirsek, tirploidi 3n, tetraploidi 4n'dir. Oploidi tip kromozom anormalikleri

yasamla bagdasmazlar®?,

ANOPLOIDI: Kromozomal bozukluklar arasinda en sik gériileni ve en énemli
olanidir. Klinik olarak tani konan tum gebeliklerin en az %3-4’Unde
bulunmaktadir®d). Temel kromozom sayisinin katlari kadar olmayan artma ya
da eksilmelere andploidi denir. Yani, diploid kromozom setindeki bir veya
birden fazla kromozomun eksik veya fazla olmasidir. Homolog
kromozomlardan birinin eksikliginde o kromozomun monozomisi, bir
kromozomun fazlaliginda ise kromozomun trizomisi denir. Bir kromozomdan
iki tane fazla olamasi durumunda ise ilgili kromozomun tetrazomisi denir.
Insan sitogenetik uygulamalarinda, andploidi olgularina 6ploidi olgularindan
daha sik rastlanmaktadir®), Buna bagli olarak pek ¢ok kromozomal
hastaligin nedeni andploidiye dayanmaktadir. Bagka bir ifadeyle andploidi,
fiziksel gelisim geriligine veya zeka gelisim geriligine ya da ikisine yol acan ve
fazla veya eksik kromozomlardan kaynaklanan bir hastalik durumudur.
Déllenme esnasinda, anodploidi sikligr yaklasik %10 olarak disuniimektedir.
Andploidik anormal doéllenmelerin buyuk ¢ogunlugu, kendiliginden dugsuk ve
dogum oncesi Oolume bagh olarak elimine edilmektedirler. Her ne kadar,
nedenleri ¢ok iyi anlasilmis olmasa da, anéploidinin hdcre bolunmesi
sirasindaki kusurlardan kaynaklandigr dusunulmektedir. Bu kusurlar iki yolla

olusmaktadir?:
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1)KROMOZOM AYRILMAMASI: Bolunme evrsinde, kendini iki katina ¢ikaran
kalitsal madde ya da kromozomlar, metafaz evresinde hicrenin orta
duzleminde toplanirlar ve sentromerlerinden uzunlamasina ikiye bolunurler.
Bundan sonra, olusan yarimlar ayri kutuplara giderler ve bu sekilde bélinme
olayr tamamlanir. Ancak, bir veya daha fazla kromozom uzunlamasina
bolinmez ve normalde yarimlardan birinin bir kutba, oOtekinin diger kutba
gitmesi gerekirken bu gerceklesmez. Bodylece, bir kutba iki yarim birden
giderken diger kutba kromozom gitmez. Bu olaya, kromozom ayrilmamasi

denir2),

Bu olay, hem mitoz bélinme de hem de mayoz bdlinmede
gorultr. Fakat bolinme turine gore ortaya c¢ikan sayi farkli olur. Mitoz
bdlinmedeki kromozom ayrilmamasi, dollenmeden sonraki evrelerde olacak
olursa, kusurun ortaya c¢iktigi zamana bagli olarak, kisinin hucrelerinin
kromozom sayisi bir kisminda normalden fazla, bir kisminda normalden az
olacaktir. Yani, kisinin hucrelerinin bir kismi monozomik bir kismi trizomik

olacaktir. Boylece kiside mozaik olacaktir*?.

Kromozom ayrilmamasinin en ¢ok goruleni ve en énemli olani,
mayoz hucre bolunmesi sirasinda ortaya c¢ikanidir. Kromozomun ikiye
boluntp her birinin ayri kutuplara gidememesi sonucu, hlcrelerden birinde
s6z konusu kromozom hi¢ bulunmaz iken diger hucrede bir yerine iki tane
bulunur. Buna karsilik, hucre bdolunme kusuru sonucu ilgili kromozomu
tasiyan gamet normal gametle birlesecek olursa, o zaman meydana gelecek
zigotta normale gore bir kromozom eksik olacaktir. Boyle bireylere

monozomik bireyler denir2),

MOZAISIZM: Ayni zigottan kaynaklanan bir organizmada, kromozom sayilari
birbirinden farkl birden ¢ok hiicrenin bulunmasi durumuna mozaisizm denir.
Mozaisizmin nedenler; mitoz bélinmedeki kromozom ayrilamamasi ya da

kromozomlarin anafazda geri kalmasidir. Vucut hicrelerinde ortaya ¢ikan bu
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durum, kiginin hucrelerinin degisik sayida kromozom icermesine neden olur.
Aslinda, mozaisizmin derecesi kisinin yasiyla ters orantilidir. E§er, zigotun
erken evresinde anormalik ortaya c¢ikarsa mozaiklik derecesi fazla gec¢
evrelerinde ya da dogumdan sonra ortaya ¢ikarsa mozaiklik derecesi az

olur®3),

Sik rastladigimiz  mozaik hastalar 46, XX/47,XX,+21
seklindedirler. Normal hicre serisinin varligi klinik belirtilerde hafiflemeye yol
acmaktadir. Anormal hucre serisi gonadla sinirlanmig ise bazen normal

bazende anormal ¢ocuk olusumu birbirini izleyebilir(gonadal mozaisizm)“4),

Kromozom mozaizmi, zigot olusumundan sonraki olaylardan
kaynaklanir. Cinsiyet kromozom mozaizmi en yaygin olanlaridir. Bunlar: n/n-
1 (XX/X veya XY/X), n-1/n+1(X/XXX veya X/XXY) seklinde gérilebilirler. ilk
iki sekli, ilk zigot bolunmesi ile ortaya g¢ikarken Uguncusu sekli daha sonra
ortaya c¢ikar. Trizomi 21 mozaizmi orta derece siklikta goralir. Kromozom 18,
13 ve 8 mozaizmleri, kromozom 21’den daha az gorullrler. Diger otozomal

kromozom mozaisizmleri cok ender olarak gorultrler®®.

Mozaizme benzeyen bir bagska olgu da kimerizim'dir.
Kimerizmin, mozaizmden farki kromozom sayilari degisik htcrelerin, iki veya
daha fazla zigottan kaynaklanmasidir. Diger bir ifadeyle, kiside birden fazla
zigottan kaynaklanmis iki ya da daha ¢ok genotipin ya da hucrenin
bulunmasina kimerizm denir. Ornegin: ayr cinsiyetten olan c¢ift yumurta
ikizlerinde dogumdan hemen sonra kromozom analizi yapilacak olursa, ikiz
eslerinden birinde hem XX hem de XY kromozomlari igeren hicreler
bulunabilecektir. Cunki plasenta araciligi ile bu ikizler arasinda intrauterin
kan transflzyonu olabilmektedir. Ayni durum, dogum 6ncesi kan uyusmazligi
sakincalarini gidermek Uzere yapilan kan nakillerinde de

gorulebilmektedir®4.
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2)KROMOZOMLARIN ANAFAZDA GERIDE KALMASI: Anafazda geri kalma,
aslinda kromozom ayrilamamasina benzer bir surectir. Normal olarak,
kromozomlarin sentromerlerinden uzunlamasina ikiye ayrilip kutuplara
cekildikleri anafaz evresinde, bazen kromozomlardan biri geri kalir. Hareket
etmekte ge¢ kalan bu kromozom, ya esinin (homolog) bulundugu yavru
hicreye katillir ya da bolinme sirasinda ortadan kaybolur. Egder esinin
bulundugu hicre de kalacak olursa, bir hiicrede kromozomdan bir yerine iki
tane bulunurken, diger hucrede o kromozomdan hi¢ bulunmayacagi igin
sonu¢ bakimindan kromozom ayrilmamasina benzer bir durum ortaya ¢ikmig
olacaktir. Eger, sitoplazmanin bolinmesi sirasinda kaybolacak olursa
hicrelerden biri normal kromozom sayisina sahip olurken digerinde bir

kromozom eksik olacaktir3),

2.5. GENETIK ANALIZ YONTEMLERI

insan DNA’sinin veya RNA’sinin protein, metabolikler gibi ilgili
artnlerin; kalitsal genotipi, mutasyonu, fenotipi ve Kkaryotipi belirlemeye

yonelik kullanilan yontemlerdir®®),

2.5.1. Kromozomal analiz yontemleri

2.5.1.1.CGH (comparative genomic hybridization): Bu teknik ile 23
kromozomun tamamini incelenmesine imkan saglamaktadir. CGH genellikle
72 saatte sonug verebilmektedir. Bunu yani sira CGH array ve microarray

yontemiyle 24 saatte sonug alinmaktadir%).

2.5.1.2.SNP (Single nuklotid polimorfizm): 23 kromozom ciftini analiz eden
bir diger tekniktir. Array CGH ve SNP yontemleri yeni teknikler olup 23

kromozomun tamamini inceleme olanagi saglamaktadir®),

2.5.1.3.FISH (fluorescent in situ hybriditation): Sitogenetik ve molekuler
genetik tekniklerini bir araya getiren bir tetkiktir. Genomda istenilen hedef

DNA boélgesinin floresan veren DNA veya RNA problari ile boyanarak “in situ”
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olarak goOzlenmesine imkan taniyan molekuller sitogenetik bir yontemdir.
interfaz hicre cekirdeginin ve metafazdaki kromozomlarinin
deg@erlendirmesini saglar. Yontemin temelinde, goérintilenmesi hedeflenen
DNA bolgesi komplementer florokromlar ile (floresans veren molekiiller)
isaretlenmis olan tek iplikcikli (oligonukleotid) DNA dizileri kullanilir. Bu
florokromlarla isaretlenen DNA dizilerine Prob denir. Morfolojik olarak
korunmus kromozom preparasyonlara, fikse edilmis hdcreler ya da doku

kesitlerine uygulanabilmektedir®>),

Klinik  sitogenetikte sayisal ve yapisal anormaliklerin,
mikrodelesyon sendromlarin, Kriptik translokasyonlarin, marker
kromozomlarin  tanimlanmasinda, tumor gelisiminde ortaya c¢ilkan

anormaliklerin tanimlanmasinda, gen haritalamada kullanilan bir tekniktir®),
FISH prosudurt genel olarak su basamaklardan olusur:

-Hedef DNA (metafaz kromozomu ya da interfaz nukleusu) ve prob

hazirlanirs),

-Hedef DNA ve prob birlikte ya da ayri ayri yliksek isida denatlre edilir.(72-
75 C) DNA'nin gift zincirli yapisi agilarak tek zincirli hal alir).

-Hedef DNA ve prob 37C°de hibridizasyonu saglanir. (siire probun tipine
gore degisir: 1-16 saat).Bu asamada problar hedef kromozom Uzerindeki

komplementeri olduklari bolgeye ya da bolgelere baglanir®9).

-Hibridizasyon suresi bitince nonspesifik baglanmalardan ve artefaktlardan
(kirliliklerden) kurtulmak icin gesitli sicakliklarda ve ¢esitli yogunluklardaki tuz
ve deterjan turevi maddelerle yikama iglemi yapilir=Posthibridizasyon

yikama*9).

-Kromozomlar kontrakst olusturan bir renkle (6rnegin; DAPI=4’-6-diamidino-

2-phenylidole/ antifede) boyanarak gortnir hale getirilir®),

-Floresans mikroskopta incelenir®®,
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-Hedef kromozom ya da kromozom bdlgesine ve amaca bagli olarak

kullanilan gesitli problar vardir:

a-Tum kromozom boyama problar (kromozom painting prob)
Kromozom ya da kromozom kollarinin identifikasyonu igin kullanilan

problardir),

b-Sentromere 6zel problar: Sentromer yakinindaki alfa satellit bolgesine
0zgu problardir. Sadece 13/21 ve 14/22 kromozomlari sentromerik bolgelerini
homolog dizilere sahiptirler. Ayirt edilebilmeleri icin ekstra bir prob ile

kombine edilirler®>,

c-Lokus 6zel problar=tek gen problandir: Delesyon ya da duplikasyonlari
tespit etmek ve gen lokalizasyonunu belirlemek icin kullanilan bir gen/lokus

bolgesine 6zgli problardir. TUmor genetiginde siklikla kullanihirs),

d-Telomerik problar: Kromozomlarin terminal bdlgelerini tanimlayan
problardir. Hucre yaglanmasi (senescence), kromozomal yeniden
dizenlenmeler ve delesyonlarin arastiriimasinda kullanilir. Her kromozoma

0zgl telemerik problar bulunmaktadir®>),

2.6. EMBRIiYO BiYOPSISi

Hlcre biyopsisi oosit ya da embriyolardan lg¢ farkli asamada
yapilir.
1. Oosit/zigot (kutup cisim-polar body biopsisi)
2. 6/8 hucreli klivaj agamasindaki embriyo (klivaj asamasi biyopsisi)

3. Blastokist agamasindaki embriyo (blastokist biyopsisi)

2.6.1. Kutup cisim-Polar Body Biyopsisi

Polar body biyopsisi embriyo biyopsisindeki etik problemleri
asmak igin gelistirilmistir. Polar body biyopsisi ilk kez KF’in belirlenmesinde

kullaniimistir ancak krosing-over sebebiyle bazi olgularda ikinci polar body’ye
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ihtiyag duyulmustur. Polar body biyopsisi eger PGT igin yapilacaksa mutlaka
1. ve 2. Polar body’de ihtiyag vardir#6),

2.6.2. Klivaj Biyopsisi

Erken embriyo bdlinme asamalarinda (4 hicre) biyopsi
yapilmasi embriyo gelisimine zararh olabilir. Bunun nedeni de i¢ hicre kitlesi
trofektoderm oranini degigtirebilmektedir. Boylece embriyo biyopsisi igin
kullanilan baslica strateji 3. glnde 6-8 hlicre asamasindaki embriyoya

biyopsi yapilmasidirt6),

Klivaj asamasinda embriyo biyopsisinde bazi zorluklar
cikabilmektedir: insan embriyonik hiicreleri son derece kirilgandir ve kolayca
parcalanabilmektedir. Biyopsi islemi sirasinda bdyle bir sey olursa ¢ekirdek
kaybolabilir ve baska bir hucre alinmak zorunda kalinir. 8 hiicre ve morula
asamalari arasinda kompaktlasma olur ve kompaktlasma suresince
hicrelerarasi interseluler etkilesimi arttirmak igin birbirleri Gzerine gegip ayirt
edilemezler. Biyopsi boyle bir agsamada yapiliyorsa bitisik blastomerler arasi
gugli bir bag oldugundan blastomerin ¢ikariimasi zordur. Kompaktlasmis
embriyodan hudcrenin ¢ikarilmaya c¢aligsilmasi hdcrenin parcalanmasiyla
sonuclanabilmektedir. Zona pellusidanin dinamiginin ve kalinhginin hastalar
arasi farkhlik gostermesi, biyopsi islemi suresince bazi problemlere neden
olabilmektedir. Pek ¢ok olguda ¢ok sayida sperm zona pelusida ile etkilesime
girer ve bu yuzden PCR tekniginde sperm kontaminasyon riskini azaltmak

icin ICSI teknigi uygulanmaktadir“6),

insanda IVF tedavi sikluslarinda embriyo kriyoprezervasyon

rutindir ve dondurulmus embriyo transferi sikluslarinda blastomerlerin %50’si
hasarlanabilmektedir ve embriyolarin halen canli fetis olusturabilme
potansiyeli vardir. Bazi hucrelerinin dondurma ¢b6zme ile hasarlandigi
dondurulmus embriyo transferini takiben fetal anormaliklerde artis olmadigi
rapor edilmistir. Embriyo biyopsisinin  etkisini inceleyen g¢alismalar
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gostermigstir ki 8 hucre safhada 2 hucrenin alinmasi embriyo metobolizmasi
veya gelisim igin zararli degildir ve embriyo canliliginin %90’nin Gzerinde
oldugu etkili bir iglemdir. ESHRE PGT konsorsiyumu’nun verilerine gore

biyopsilerinin %97’si basarilidir46),

PGT sonrasi biyopsi yapilmis embriyolardan elde edilen
gebelikler Uzerinde galigiimistir. Biyokimyasal ve ultrason o6lgimleri, kontrol
ve bu gebelikler arasinda anlamh gelisimsel farkllik bulunmadigini
gOstermistir.  Dogumlarda, bebek dogum agirliklari normal olarak

belirlenmisgtire).

2.6.3. Blastokist Biyopsisi

Blastokist biyopsisi 5. veya 6. giinde yapilabilmektedir. Bu iglem
fetisln gelisecedi i¢ hlcre Kkitlesini etkilemeden dis trofektodermin dis
katmanina vyapilmaktadir ve daha fazla sayida hidcre alinabilmesi
saglamaktadir. Bu durum analiz i¢in bir avantajdir. Daha fazla hicrenin analiz
edilmesi monogenetik hastaliklarin tanisinda faydahdir. Ancak gebeliklerin en
az %1’inde embriyonun kromozom durumunun plasentadan farkli oldugu,
plasental mozaisizm goérildigunden, trofekdoderm hicreleri (TE) genetik
olarak i¢c htcre Kkitlesinden farklilagabilmektedir. Yapilan calismalarda
blastokistin yuksek kromozomal mozaisizmi olabilecedini gostermektedir.
Blastokist biyopsisi sonrasi vitrifikasyon islemi tani icin daha fazla sire

tanimaktadire,

Blastokist biyopsisi baglica sinirlanmasi, az sayida embriyonun
blastokist asamasina ulagmasidir. Kuiltur kosullarindaki gelismelerle elde
edilen blastokist sayisinin artmasina ragmen PGT’nin basarili olabilmesi ve
transfer edilebilen normal embriyonun bulunabilmesi i¢in yuksek sayida
embriyoya ihtiya¢ vardir. Embriyolar blastokist agsamasina kadar kulture
edildiginde durum bdyle olmayabilir. Bu da yontemin en o6nemli

dezavantajidir#®),
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3.GEREC VE YONTEM

3.1.GEREC

Kullanilan Gerecler: Bu projede hassas terazi (Shimadzu®), otomatik
pipetler (Eppendorf®), 37°C inkiibatér (Esco® miri multi room incubator,
XQ1), CO2 inklbatért (Thermo®), Azot tanki(MVE®), buzdolabi ve derin
dondurucu (Panasonic®), santrifij(Thermo®), isi blogu, invert Mikroskop
(Leica®), sperm sayma kamarasi (Makler®), , pH metre(Thermo®), Falcon®
centre-well petrisi (Ref:353653), Falcon® 10 ml steril serolojik pipet
(Ref:L161010), Falcon® 25 ml steril serolojik pipet (Ref:L161025), Falcon®
15 mllik steril tupler (Ref: 14-959-15), Nunc™ sterii 60 mm petri
(Ref:150340), Falcon® 100 mm petrisine (Ref: 352006), Falcon® konik
tabanlh 15 mllik tipe (Ref:14-959-53A), Sunlight® denidasyon pipeti
(Ref:SDF130), Falcon® steril yuvarlak tabanli 5ml tupe (Ref:14-959-5),
Sunlight® holding pipeti (Ref: SHP-70S-xx), ORIGIO® biyopsi pipeti (ref:
MBB-FP-M-30), Thermo® Superfrost lam (Ref:4951PLUS4), Sunlight ICSI
pipeti (Ref: SIC-45V-xx), ORIGIO® PICSI petrisi (Ref: BCT-PICSI-20),
falcon® ICSI petrisi (Ref: 353655), Mikromanipilatdr (TE300410709, Nikon®)

ve laminer kabin(K-system®) kullanildi.
Kimyasallar

BD® PBS (Fosfat tamponlu tuzlu su) (Ref:BA-257204.01) ,
Tween 20(Ref: p9416, Sigma®), 1N HCL (Ref: 193155, Sigma®).

Standart Soltuisyonlar

ORIGIO® Flushing medium 101U/ml heparin (Ref: 10765060),
Sage® one step medium’la (Ref: 67010060A), Vitrolife® parafin oil (Ref:
10029), Lifeglobal® hiyaltrtinidaz (Ref: LGHY-010), Lifeglobal AllGrad® 90%
(Ref: AG90-100), Lifeglobal AllGrad® 45%(Ref:AG45-100), Lifeglobal®
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AllGrad Wash (Ref: GALW-100), Lifeglobal® clinical grade PVP (Ref: LPVP-

001), Sage® quinn’s advantage hepes (CaMg serbest) (ref:4100-12).
Calismaya alinan gruplar ve o6zellikleri

Bu g¢alismada U.K.F.C.A tap bebek merkezine 2015-2016 yillari
arasinda infertilite sikayetiyle basvuran hastalar lzerinde retrospektif olarak
yapilmigtir. Bu giftlerin erkek partnerlerinin Y kromozomuna bagli andploidi

gegmisi bulunmaktadir. Calisma toplam 27 hasta Uzerinde yapilmigtir.

Calismada PCO ve endometriosis gibi faktorli hastalar ¢alisma
digi birakilmiglardir. Serum 0Ostradiol(e2) ve prolaktin diizeyleri normal olan
24-35 yas arasindaki hastalara OPU (oosit pick up) islemi yapilmistir.
Hastalardan ortalama 13 ve 34 oosit elde edilmistir. Bu hastalardan elde
edilen oositler, oosit deniidasyonu (oosit soyma) islemi sonrasinda 9 ile 26
arasinda hasta basina degdismekle beraber metafaz Il oosit elde edilmigtir.
Toplam 471 oosit Uzerinde c¢alisiimistir. Hastalara embriyo trasferleri
blastoksit gelisim gdsteren ve FISH sonrasi kromozom andploidisi olmadigi

bilenen embriyolar yapiimigtir.

Her bir hastadan elde edilen M2 matur oositler iki esit grup

seklinde ayriimistir.

1.grup: 27 hastanin her birinden elde edilen M2 matur oositlerin yarisina

gradyen yontemiyle segilmis spermlerle ICSI yapildi.

2.grup: 27 hastanin her birinden elde edilen M2 matir oositlerin yarisina

PICSI yontemiyle secilmis spermlerle ICSI yapildi.

3.2. KONTROLLU OVARYUM HIPERSTIMULASYONU

Normal bir kadinda overlerde bulunan folukuller puberte
doneminden sonra her mestural dongude hormon etkisiyle 1 tanesi geligir ve
gelisen follUkull icerisinde artan Ostradiol’'un pozitif geri bildirim etkisiyle LH

salgisini artirir ve folukdl yirtiimasina neden olur. Yirtilan bdlge de 6nce
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korpus hemorejekum sonra ise korpus luteum olugur. Yirtilan folukilden 1
adet oosit infindibulum yardimiyla tube uterinanin igerisine alinir. Tuba
uterina icerisindeki oosit, dollenme gerceklesmez ise uterusa gecer ve adet

kanamasi ile birlikte vajinadan disariya atilir.

Kontrolli ovaryum hiperstimulasyonda amac birden fazla
folukalun ayni anda geligtiriimesini saglamaktir. Boylece OPU (Oocyte Pick-

Up) ile gok sayida oosit elde edilmesi saglanmaktadir. (Resim 9)

W18 (63.1:83.1 8)
~lApdomen oo
Rt Lt
W (@) % Stenosis
(X) Volume
(C) Angle
W (V) Renal Volume
@ (8) A8 Ratio
(N) Aorta Diameter
(M) Renal Length

Worksheet Direct Rep.

Resim 9: Kontrollu Hipersitimilasyonla gelistirilmis folliklllerin ultrason altindaki gériintisa.
(U.K.F.C.A tiip bebek kayitlarindan alinmigtir.)

27 hastaya kontrolli ovaryum hiperstimulasyon saglamak
amaclyla adetlerinin 2. guinunde ultrasonografisi yapildi ve kan dstrodiol
dizeyi bakildiktan sonra yumurtaliklari uyarici igne Follitropin BETA
(Puregon®) baslandi. igneler her giin ayni saatte subkutan olarak hastalara
uygulandi. 3 gunde bir hasta vajinal ultrasonografi yapilarak 6nde giden
folukuller olculdi ve folikullerin 13-14mm’ye ulastiginda veya kan Ostrojen
seviyesi 600pg/mlI’nin Ustune ciktiginda Setroreliks (Cetrotide® 0.25 mg)
subkutan olarak gunde 1 kez vyapildi. Araliklarla hastalara yapilan

ultrasonografide hastalarin folekilleri 22-23 mm geldiginde hastalara HCG
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(insan koryonik gonodotropin) (Pregnyl®) ignesi uygulandi ve HCG

ignesinden 35 saat sonra hastalara OPU iglemi yapildi.

3.3.0PU (Oocyte Pick-Up)

OPU igleminden bir gin édnce embriyoloji laboratuvarinda OPU
islem icin gerekli hazirhklar yapildi. OPU iglemi sirasinda gelecek olan
yumurtalari toplamak igin oncelikle toplama petrisi hazirligi i¢cin Falcon®
centre-well (Ref:353653) petrisi orta kismina ve cgevresinde ORIGIO®
Flushing medium 10IU/ml heparinden (Ref: 10765060) Falcon® 10 ml steril
serolojik pipet (Ref:L161010) yardimiyla ikiser ml kondu ve 37 C°ye
ayarlanmig etuve kaldirildi. Fertilizasyon petrisi hazirligi Nunc™ steril 60 mm
petri (Ref:150340) icerisine Sage® one step mediumla (Ref: 67010060A) 500
pl 2 adet damla ve 40 pl 4 adet damla yapildi ve damlalarin Gstli tamemen
Vitrolife® parafin oil (Ref: 10029) ile Falcon® 25 ml steril serolojik pipet
(Ref:L161025) yardimi ile kaplandiktan sonra %5 CO2 ve 37 C°ye ayarli
inklbatore kaldirildi. Kultlr petrisi hazirh@i icin Nunc™ 60 mm petriye Sage®
one step medium ile 25 pl olacak sekilde 2 adet yikama ve 8 adet kultlr
damlasi yapildi ve Uzerleri 25 ml steril serolojik pipet yardimiyla Vitrolife®
parafin oil ile tim damlalar kapanacak sekilde kapladi ve %5 CO:2 ve 37

C°ye ayarli inkubatore kaldirildi. (Resim 10)
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Resim 10: 1- Toplama Petrisi (falcon® centre-well petrisi orta kismina ve gevresinde
ORIGIO® Flushing medium ile 101U/ml heparin) 2- Fertilizasyon Petrisi (Nunc™ steril 60
mm petri icerisine Sage® one step medium’la 500 pl 2 adet drop ve 40 ul 4 adet) (U.K.F.C.A
tip bebek kayitlarindan alinmistir.)

OPU islemi yapilacagi gun hasta anestezi altina alindi ve
hastalar vajinal ultrasongrafi probu yardimiyla OPU ignesi ile folUkullerin igleri
aspire edildi ve Falcon® 15 ml'lik steril tipler (Ref: 14-959-15) ile embriyoloji
laboratuvarina getirildi ve tipler Falcon® 100 ml petrisine (Ref: 352006)
bosaltildi. Laminar flow icerisinde bulunan stereo mikroskop altinda steril
cam pastor pipet ile granilosa ve kiimulis hicresi igeren oositler toplandi ve
toplama petrisi olan center-wellin dis kismina konuldu. OPU islemi
tamamlandiktan sonra toplanan oositler centre-well'in orta kisminda yikandi.
Yikama iglemi tamamlanan oositler tekrar fertilizasyon petrisinin 500 pl
damlalarin birinde yikandi ve sonra diger 500 pl diger damlaya kondu ve %5

CO2 ve 37 C°ye ayarl inkubatoére kaldinidi.

3.4. OOSIT DENUDASYON

Dis hucre kitlesi ile beraber toplanan ve fertilizasyon petrisine

kaldirilan oositler iki saat boyunca bu petri icerisinde bekletildi.

Denudasyon, oositlerin  gevresinde  bulunan  kumulis
hicrelerinin uzaklastinimasidir. Bu islem kimyasal ve fiziksel olarak iki
asamada yapilmamaktadir. Bu iki asama ayri ayri degil ayni anda yapilan bir
isledir. Bu islem icin oositlerin beklemesinin birinci saatinde Nunc™ 60mm
petri icerisine ORIGIO® Flushing medium ile 10 1U/ml heparinden 300 pl
blyik bir damla yapildi bu damlanin icerisine 100 pl Lifeglobal® hiyalriinidaz
(Ref:LGHY-010) eklenir. Bu damla kimyasal dentidasyon islemi i¢in kullanilir.
Bu damlanin cevresine 40 ul olacak sekilde 4 adet yikama ve fiziksel
denudasyon damlalari olugturuldu. Petri Gzerinde bulunan damlalarin Gzerleri

tamemen Vitrolife® parafin oil ile Falcon® 25 ml steril serolojik pipet yardimi
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ile kaplandiktan sonra 37° C°ye ayarli etuve kaldirildi ve bir saat kadar

Isinmasi beklendi. (Resim 11)

Resim 11: Nunc™ 60mm petri icerisine ORIGIO® Flushing medium ile 10 1U/ml heparin’den
300 pl blylk bir drop yapildi bu drobun icerisine 100 pl Lifeglobal® hyaluronidase gevresine
40 pl olacak sekilde 4 adet yikama ve fiziksel denidasyon droplar. (U.K.F.C.A tip bebek
kayitlarindan alinmistir.)

iki saatin dolmasindan sonra steril cam pastor pipet yardimiyla
fertilizasyon petrisinde bulunan dis hicre kitleli oositler denidasyon
petrisindeki kimyasal dentidasyon bolimiine kondu ve steril cam pastor pipet
yardimiyla pipetlenerek hiyanilidaz enziminin etkisi ile oositlerin etrafini
saran kimdualus hucrelerinin pargalanmasi saglandi. Artik 2 veya 3 katl
korona radiata hucre katmani ile kalan oosit petride bulunan diger yikama
damlasina denudasyon pipeti yardimiyla toplandi burada yikanan oositler
hiyanilidaz etkisinin dejeneratif etkisini azaltmak amaciyla diger damlalara
aktarnildi.  Sunlight® denudasyon pipeti (Ref:SDF130) ile pipetlenen
oositlerlerin cevresinde bulunan son kat korona radiata hlcreleride
uzaklastiriidi, boylece fiziksel dentdasyon islemi de tamamlandi.
Denudasyon islemi sonrasinda yalnizca zona pellisuda kapl oositler

birakildi.
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Zona pellisuda zari ile kalan oositler 4 sinif Gzerinde ayrildi. Bu
siniflardan 3 tanesi bdlinme evresi 1 tanesi dig etkilerle ilgilidir. Oositler
metafaz I, metafaz |, germikal vezukll ve dejenere olarak ayrildi ve steril
cam pastor pipet yardimiyla fertilizasyon petrisinin yikama damlalarinda
yikandi ve diger droba aktarildi ve %5 CO2 ve 37 C°ye ayarl inkubatore
kaldiridi.

3.5. KESINTILI DANSITE GRADYAN YONTEMI (Gradient Yontemi)

Kesintili dansite gradyanlari; iyi kalitede spermlerin secilmesini,
spermlerin diger hucre tipleri ve hucre dokuntulerinden ayirt edilebilmesini
saglayabilir. Yuzdirme teknigine gore standardize edilmesi daha kolay
oldug@u icin, daha tutarli sonuclar vermektedir. IVF ve ICSI i¢in sperm eldesi

amaciyla bu teknik kullanilir.

Bu yontem, dansite gradyanlarina gore seminal plazmanin
santrifijlenmesini kullanir. Bu yontemde, kolloidal silika kapli silan igeren
dansite gradyanlari, hicreleri dansitelerine gore ayirir. Ayrica, hareketli
spermler yuzerek gradyan materiyali icinden gecip tUpun dibinde yumusak bir
pellet olusturur. En yaygin bigcimde kullanilan basit iki asamali kesintili dansite
gradyan hazirlama yontemi, tipik olarak % 45 (v/v) dansiteli Gst katman ve %
90 (v/v) dansiteli alt katmandan ibarettir. Dansite gradyani santrifujlemesi
kullanarak hazirlanan sperm preparatlari; genellikle hucre dokuntuleri,
kontamine edici IOkositler, germ disi hicreler ve dejeneratif germ
hicrelerinden arinmis yuksek derecede hareketli spermlerin elde edilmesini

saglamaktadir.

Semenlerin  iglenmesi i¢cin  uygun dansite gradyanlari
hazirlamaya yonelik bir dizi ticari darun mevcuttur. Bu Uurlnler Ureticinin
Onerilerine goére kullanilmahdir. Prosedure iliskin direktiflerden herhangi bir
sapma kanitlara dayanmalidir. Dansite gradyan medyumlarinin gogu, yapisal

olarak dusuk osmolaliteye sahip goreceli yuksek molekuler kitleli bilesenleri
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icerdigi icin, genellikle kadin dreme yolu sivilariyla izoozmotik bir kultlr

medyumunda hazirlanirlar.

Hasta parnerlerine oncelikle semen analizinin verilmesi i¢in bu
amacla hazirlanmis 6zel semen analizi odasina alindi. Bu oda uygun sekilde
dizayn edilmigtir. Hasta partneri analizi vermesi icin steril 6zel bir kap verildi
bu kap hastanin yaninda acilidi ve hastanin bilgileri kabin Gzerine yazildi ve

hastaya teslim edilirken gerekli kurallar hastaya bildirildi.

Hastanin vermis oldugu semen oOrneg@inin bulundugu kap

androloji laboratuvarina gerekli evrakla birlikte teslim edildi.

Teslim edilen semen ornegi tipik olarak yari kati koagule kitle
seklindedir. Oda sicaklhiginda birka¢ dakika icinde genellikle likefiye olmaya
(incelmeye) baslar. Bu sirada sivi iginde heterojen topaklardan olusan
karisim gorulecektir. Likefaksiyon devam ederken semen daha homojen ve
hemen hemen su gibi bir hale gelir. Son evrelerde yalnizca kuguk
koagulasyon alanlari kalir. Numunenin tumd oda sicakliginda genellikle 15
dakika icinde likefiye olur, bu durum nadiren 60 dakika veya daha uzun

zaman alabilir.

Likefiye olan semen oncelikle makroskopik agidan incelendi.

Burada semen kokusu, rengi ve volumine bakildr.

Makraskobik inceleme sonrasinda semen analizi mikroskobik
olarak incelenir. Burada Makler® Sperm Sayma Kamerasina 10 pl semen
ornegi damlatildi ve 1sik mikroskopunda 20’lik buylatme ile kamara Uzerinde
bulunan kareler sagdan sola dogru 10 tanesi Uzerine de bulunan hareketli ve
hareketsiz tum spermler sayildi. Cikan sayi milyon ile ¢arpildi bdylece semen
orneginin 1 ml icerisindeki toplam sayisi bulunur. Bulunan sayi ile ayni
karelerdeki hareketsiz spermler ayri olarak sayildi ve hareketli spermlerle

orantilanarak hareketlilik ylizde olarak belirlendi®®?.
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Resim 12: Falcon® konik tabal tiip igerisinde 0,5 ml ejekilat, 0,5 ml %45 gradyen, %90
gradyen (U.K.F.C.A tiip bebek kayitlarindan alinmistir.)

Makroskobik ve mikroskobik olarak incelenen semen kesintili
dansite gradyen ile hazirlamak igin steril Falcon® konik tabanli 15 ml’lik tiipe
(Ref:14-959-53A) Falcon® 10 ml steril serolojik pipet ile 6nce Lifeglobal
AllGrad® 90% (Ref: AG90-100) 1ml olacak sekilde tabana kondu. Bunu
tzerine tlp 45° tutularak ve iki katman karismayacak sekilde Falcon® 10 ml
steril serolojik pipet yardimi ile Lifeglobal AllGrad® 45%(Ref:AG45-100) 1 ml
olacak sekilde ikinci kat olacak sekilde konik ttipun igine eklendi. Konik tipin
Uzerine yine 45° tutularak Falcon® 10 ml steril serolojik pipet ile
kopurtilmeden karistiriimis semen 6érnegi 1 veya 2 ml olacak seklide tipun
Uzerine eklendi. Boylece konik tip icerisinde 3 kat seklinde bir yapi olustu.
Bu tip dengeleyici tliple beraber santrifuje kondu ve 15-20 dk 300-400 g'de

santrifijlendi. (Resim 12)

37 C° etuvde bekletilen Lifeglobal® AllGrad Wash (Ref:GALW-
100) Falcon® steril yuvarlak tabanli 5ml tiipe (Ref:14-959-5) Falcon® 10 ml
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steril serolojik pipet ile 3 ml olacak sekilde medium eklendi. Santirifuj iglemi
biten semen 6rnedi 3 mllik sterii cam pastor pipet yardimiyla diger
katmanlardan bulunan vasati ¢cekmeden dikkatli bir sekilde konik tupun
tabaninda toplanan pellet alindi ve Lifeglobal® AllGrad Wash iceren Falcon®

steril yuvarlak tabanli 5 ml'lik tipun igerisine karistirilarak kondu.

Hazirlanan yeni tup amaci pelet icerisinde bulunan ve
spermatozoon’lari silika kapl silanlardan temizlemektir. Hazirlanan tip 5-7 dk
200-300 g’de santruflje edildi. Santrufij islemi sonrasinda tup igerisineki st
vasat serolojik pipet yardimiyla uzaklastirildi. Boylece semen ICSI islemi igin

hazir hale geldi.

3.6. GRADYEN ILE SECILMiS SPERMLER ILE ICSI

Denudasyon isleminden iki saat sonra ICSI islemi yapilir. ICSI
islemi metafaz Il evresindeki oositlere igne yardimiyla sperm enjekte edilmesi
islemidir.

Dentidasyon igleminin bir saat sonrasinda falcon® ICSI petrisi
(Ref: 353655) hazirligi yapildi. Falcon® ICSI petrisine ORIGIO® Flushing
medium ile 10 IU/ml heparinden 5 pl 4 adet ICSI damlacigi 10 ul 4 adet
yikama damlasi ve 1 adet 15 pl sperm havuzu hazirlandi. Ayni petri Gzerine
Lifeglobal® clinical grade PVP (Ref:.LPVP-001) ICSI mediumundan 3 pl PVP
havuz yapildi ve Uzerlerine tamemen Vitrolife® parafin oil ile 10 ml steril
serolojik pipet yardimi ile kaplandiktan sonra 37 C°ye ayarli etive kaldirild
ve bir saat kadar isinmasi beklendi. PVP (Polyvinylpyrrilodone) sperm

hareketi yavaslatmaya ve rahat islem yapmaya olanak saglar. (Resim 13)

Denudasyon isleminden iki saat sonra Nikon® invert mikroskop
manupulator hazirlandi. Manipulatore Sunlight holding pipeti (Ref: SHP-70S-
xx) ve ICSI pipeti (Ref: SIC-45V-xx) takildi.
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Steril cam pastor pipet yardimiyla fertilizasyon petrisinde
bulunan metafaz Il evresindeki (matir) oositler ICSI petrisinde yikama
damlasinda yikandi ve ICSI damlalarina dagitildi. ICSI petrisinin androloji
laboratuvarinda hazirlanan spermlerden steril cam pastor pipet ile 2 pl alindi
ve sperm havuzuna kondu. ICSI petrisi hazirlanan mandplatérin tGzerine

yerlestirildi.

Resim 13: ICSI petrisi (U.K.F.C.A tiip bebek kayitlarindan alinmigtir.)

ICSI ignesi ile sperm havuzundan normal morfoloji ve harekete
sahip spermler secildi. Secilen spermler PVP havuzuna kondu. Burada
spermin boyun ve bas kismina dokundan kuyruk béylesi ile boyun bolgesinin
arasina ICSI ignesi ile surme hareketi yapilarak spermin hareketsizligi ve
karakteristik Z gorunumu saglandi. Bu iglemin yapilis nedeni spermlerin
akrozom reaksiyonun baslamasini saglamaktir. Hareketsizligi saglanan
spermler ICSI ignesinin igine tek tek cekildi ve ICSI damlasinda bulunan
metafaz Il evresindeki oositlerin yanina gelindi. Holding pipeti yardimiyla
oositler tutuldu ve metafaz Il evresindeki oositlerin karakteristik polar body
mikroskop altinda ICSI ignesi yardimiyla saat 12 veya 6 yoninde ayarlandi
bunun amaci oositlerin polar body bdlgesine yakin kisimlarinda ig ipliklerinin

varhgidir. ICSI ignesinin bunlara zarar vermesini 6nlemek icin bu islem
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yapilir. Ayarlanan oositler holding pipeti ile sabitlendi. ICSI ignesinin
icerisinde bulunan sperm ignenin u¢ kismina getirildi ve oositin tam orta
kisimdan ICSI ignesi ile girildi ve oositin orta noktasina kadar ilerlendi ve
yavasgga oositin sitoplazmasindan oositte karakteristik dalgalanma gérulene
kadar yavasca ICSI ignesinin icine ¢ekildi. Sitoplazmanin ICSI ignesi icine
cekilmesindeki amag¢ oositin metafaz evresinin tamamlama uyarisinda
bulunmak ve Ca++ reaksiyonun baglamasini saglamaktir. igeri gekilen
sitoplazma ile sperm oositin igine birakilirdi ve ICSI ignesi oositin iginde
cikarildi. Bu islem metafaz Il evresindeki oositlerin tamamina uygulandi. ICSI
islemi sonrasinda steril cam pastoér pipet yardimiyla oositler bir giin 6nceden
hazirlanan kultir petrisinin yilkama damlasinda yikandi ve petrinin diger
damlalarina tek tek dagitildi. Oosit iceren kiltur petrisi %5 CO2 ve %6 O:2

gazlari ile ayarlanmis ESCO® miri benchtop inkiibatortine konuldu

3.7. PICSIILE SEGILMiS SPERMLER iLE ICSI

Denudasyon isleminden iki saat sonra PICSI ile segilmis
spermler ile ICSI islemi yapilir. ICSI islemi metafaz Il evresindeki oositlere

spermlerin igne yardimiyla sperm enjekte edilmesi iglemidir.

Dentidasyon igleminin bir saat sonrasinda ORIGIO® PICSI
petrisi (Ref: BCT-PICSI-20) hazirh@ yapildi. ORIGIO® PICSI petrisine
ORIGIO® Flushing medium 10lU/ml heparinden 5 pl 6 adet ICSI ve oosit
yilkama damlasi yapildi. PICSI petri Gizerinde bulunan 3 adet ok hizasina 5 pl
ORIGIO® Flushing medium 10IU/ml heparin ile sperm havuzu yapildi. Ayni
petri Gizerine Lifeglobal® clinical grade PVP ICSI mediumdan 6 pl PVP havuz
yapildi ve Uzerlerine tamemen Vitrolife® parafin oil ile 10 ml steril serolojik
pipet yardimi ile kaplandiktan sonra 37 C°ye ayarh ettive kaldirnldi ve bir

saat kadar 1sinmasi beklendi.(Resim 14)
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Resim 14: PICSI petrisi (U.K.F.C.A tiip bebek kayitlarindan alinmigtir.)

PICSI petrisi Uzerinde bulunan oklarin u¢ kisminda PICSI
petrisine 6zel olan ve spermlerin baglanmasini saglayan hiyanulidaz bolgesi

bulunmaktadir.

Denlidasyon isleminin iki saat sonrasinda Nikon® manupilator

hazirlandi ve maniplatére Sunlight® holding pipeti ve ICSI pipeti takilidi.

Steril cam pastor pipet yardimiyla fertilizasyon petrisinde
bulunan metafaz 1l evresindeki (matir) oositler PICSI petrisinde yikama
damlaciginda yikandi ve ICSI damlaciklarina dagitildi.  Androloji
laboratuvarinda hazirlanan spermden steril cam pastor pipet ile 2 pl alindi ve
PICSI petrisinde bulunan 3 adet sperm havuzuna kondu. PICSI petrisi

hazirlanan invert mikroskop Uzerine yerlestirildi.

ICSI ignesi ile sperm havuzundan normal morfoloji ve baglanma
bdlgesine baglanmis spermler segildi. Segilen spermler PVP havuzuna
konur. Burada spermin boyun ve bas kismina dokundan kuyruk boylesi ile
boyun bdlgesinin arasina ICSI ignesi ile sirme hareketi yapilarak spermin

hareketsizligi ve karakteristik Z gérinimu saglandi. Hareketsizligi saglanan
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spermler ICSI ignesinin igine tek tek cekildi ve ICSI damlaciginda bulunan
metafaz Il evresindeki oositlerin yanina gelindi. Holding pipeti yardimiyla
oositler tutuldu ve metafaz Il evresindeki oositlerin karakteristik polar bady
mikroskop altinda ICSI ignesi yardimiyla saat 12 veya 6 yonunde ayarlandi.
Ayarlanan oositler holding pipeti ile sabit tutulur. ICSI ignesinin igerisinde
bulunan sperm ignenin u¢ kismina getirildi ve igne ile oositin tam olarak orta
kisimdan icine girilirdi ve oositin orta noktasina kadar ilerlendi ve yavasca
oositin sitoplazmasinda oositte karakteristik dalgalanma gortlene kadar ICSI
ignesinin icine ¢ekildi. ICSI ignesi igine ¢ekilen sitoplazma ile sperm oositin
icine birakilirdi ve ICSI ignesi oositin iginde c¢ikarildi. Bu islem metafaz Il
evresindeki oositlerin tamamina uygulandi. ICSI islemi sonrasinda steril cam
pastor pipet yardimiyla oositler bir gin énceden hazirlanan kuiltir petrisinin
ylkama damlaciginda yikandi ve petrinin diger damlaciklarina tek tek
dagitildi. Oosit igeren kultur petrisi %5 CO2 ve %6 Oz gazlar ile ayarlanmis

ESCO® miri benchtop inkiibatoriine konuldu.

3.8. EMBRIYO GELISiMi

Oositlere ICSI isleminin yapildi§i gin 0. Gin olarak kabul edilir.
Oositlerin fertilizasyon durumlari 1. gunde incelenir ve bu inceleme ICSI
isleminden 16-18 saat sonra yapilir. Embriyolar 5 glin boyunca takip altinda
tutulur. 5. gln ya transfer yapilir veya vitrifikasyon yontemiyle dondurulur.
Embriyolar bu donemlerde farkh isimler alirlar. Farklh isimler almasiyla
beraber 5 gunlik sire boyunca embriyo morfolojik degisimlerle beraber
gelisim gosterir. Saat bazinda incelediginde ICSI iglemi 0. saat olarak kabul
edilir ve 120 saat slrer. 0-4 saatleri arasinda fertilizasyon 4-10 saatleri
arasinda DNA sentezi ve DNA yeniden programlanmasi 30-72 saatleri
arasinda genom aktivasyonu 72-120 saatleri arasinda ise transkripsiyon,

kompaksiyon, ekspansiyon ve farklilasma baslar(®?),
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3.8.1. Birinci Glin Embriyo Degerlendirme

Erken embriyolarin degerlendiriimesinde morfolojik olarak
siniflandirma gézlem yoluyla mikroskoplarda oda isisi kosullarinda yapilir.
Bunu icin birinci gin pronukleus (PN) varhgr ve 2. Kutup cismi gozlenir.
PronUkleus sperm ve oosit nukleuslarinin gozlenmesidir ve ideal olarak
1.ginde 2 adet pronukleus gozlenir. 2. Kutup cismi metafaz Il. evresinin
tamamlanmasiyla az bir sitoplazma ile beraber previtellin araliga kuguk bir

yap! atilmasidir ve ideal olarak 2 adet kutup cismi gozlenir.

ICSI isleminin yapildigin gin 1.gun i¢in embriyo gelisimnin 2.
gununde de 3. gun igin kultur petrisi hazirlandi. Kontrol edilen embriyolar 1.
gun ve 3. gun birer gun oOnce hazirlanan petrilere aktarma yapilarak
degistirildi.

Kultar petrisi hazirh@i igin Nunc™ 60 mm petriye Sage® one step
mediumla 25 pl olacak sekilde 2 adet yikama ve 15 adet kiltir damalcigi
yapildi ve Gzerleri 10 ml steril serolojik pipet yardimiyla Vitrolife® parafin oil ile
tim damlaciklar kapanacak sekilde kapladi ve %6 CO2 ve 37 C°ye ayarl

inkUbatore kaldirildi.

1.gun embriyolar ICSI’den 16-18 saat sonra sicak zeminli invert

mikroskopta tek tek kontrol edildi.

PN ve 2. Kutup cismi bulunan embriyolar belirlendi. Belirlenen
embriyolar steril cam pastor pipet yardimiyla bir gun onceden hazirlanan

kultlr petrisine aktarildi.

Aktarma igleminde yikama damlalarinda embriyolar yikandi ve

diger damlalara tek tek dagitildi.

Embriyo igceren kultlr petrisi %6 CO2 ve %5 O2 gazlari ile

ayarlanmis ESCO® benchtop inklbatoriine konulur.
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3.8.2. ikinci Giin Embriyo Degerlendirme

2. ve 3. gunde embriyolarin blastomer sayisi, blastomerlerde
nikleus varligi, embriyoda fragmantasyon varligi ve ylzde olarak derecesi,
blastomerlerin bolinmesinin simetrikligi ve blastomerlerin sitoplazmasinin

renk tonu olarak degerlendirilir. Bu degerlendirme kisaltmalar kullanilarak

yapilir.

2.gun embriyolar sicak zeminli invert mikroskopta tek tek

kontrol edildi ve embriyolarin ilk klivaj (bélinme) gbézlendi.

Embriyolarda blastomer sayisi, blastomerlerde nukleus varlig,
embriyoda fragmantasyon varligi ve ylzde olarak derecesi, blastomer
bolunmesini simetrikligi ve blastomer sitoplazmasinin renk tonu olarak

degerlendirildi.

Petri aktarmasi yapilmadan ayni petri %6 CO2 ve %5 O2 gazlari

ile ayarlanmig ESCO® benchtop inkiibatoriine konuldu.

3.8.3. Uglincii Giin Embriyo Degerlendirme

3.gun embriyolar sicak zeminli invert mikroskopta tek tek
kontrol edildi ve embriyolar blastomer sayisi, blastomerlerde nucleus varlgi,
fragmantasyon varli§i ve yluzde olarak derecesi, blastomer bdllinmesinin

simetrikligi ve blastomer sitoplazma renk tonu olarak degerlendirildi.

Degerlendirilen embriyolar yerlerini ayni kalacak sekilde steril
cam pastor pipet yardimiyla bir gin 6nceden hazirlanan kultir petrisine
aktarildi. Aktarma isleminde yikama damlaciklarinda embriyolar yikandi ve

diger damlalara tek tek dagitildi.

Embriyo iceren kultlr petrisi %6 CO2 ve %5 O2 gazlar ile

ayarlanmis ESCO® benchtop inklbatoriine konuldu.
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3.8.4. Besinci Glin Embriyo Degerlendirmesi

Blastokist siniflandirmasi ICM (ic hicre Kkitlesi), embriyo ici

kavite ve kaviteyi saran trofektoderm hicrelerinin degerlendirmesini kapsar.

Buna gore blastokist gelisimi ve gérinum 1’den 6’ya kadar farkli
sayllarla numaralandirihr. 1 blastokistin kavitesi embriyonun toplam
goruntinin yarisinda az oldugunda 2 blastokistin kavitesinin embriyonun
toplam goruntusinin vyarisindan fazla oldugunda 3 embriyonun iginin
kaviteyle kapl oldugunda 4 kavite geniglemesiyle zonanin ince bir yapi
almasi 5 ve 6 embriyonun hatch (zonadan embriyonun kurtulmasi)

yapmasina gore siniflandirilir®2),

ic hiicre kitlesinin siniflandirmasinda A, B ve C harfleri kullanilir.
Buna gore: A ¢ok sayida i¢ hucre kitlesi siki bir sekilde paketlenmigdir. B i¢
hicre kitlesi gevsek sekilde gruplanir. C i¢ hilcre kitlesi ¢ok az olarak

g06zlenirG2),

Trofektoderm hicrelerinin siniflandirmasinda A, B ve C harfleri
kullanilir. Buna gore: A trofektoderm hucrelerinin birgogu uyumlu bir tabaka
olustururlar. B trofektoderm hucreleri az bir kismi epitelyal bir gérinime

sahiptir. C trofektoderm hiicreleri bliyik ve az sayidadir®?,

5. guiin sicak zeminli invert mikroskopta embriyolar tek tek
kontrol edildi ve blastokist agsamasina gelmeyi basaran embriyolar ICM

kalitesi, blastokist gelisimi ve trofektoderm durumuna goére degerlendirildi.

Blastokist agamasina gelen embriyolar embriyo biyopsisi igin
tekrar %6 CO2 ve %5 O2 gazlan ile ayarlanmig ESCO® benchtop

inktbatorine konuldu.

3.9. TROFEKTODERM BIiYOPSISI

FALCON® ICSI petrisi lzerine Sage® quinn’s advantage

hepesten (CaMg serbest) (ref:4100-12) 5 pl olacak sekilde blastokist sayisi
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kadar damlacik olusturuldu. Sonrasinda bu damalciklarin Gzeri 10 ml steril
serolojik pipet yardimiyla Lifeglobal® parafin oil ile kaplandi. Hazirlanan bu
petriye biopsi petrisi denir. Biyopsi petrisi 37 C° isiya ayarlanmis etlve

kaldirilarak 1sinmasi i¢in bir saat beklendi.

blastokist biyopsisi 6ncesi mikromanipilatéorin sag koluna
ORIGIO® biyopsi pipeti (ref: MBB-FP-M-30) sol koluna ise ORGIO® holding
pipeti takildi. Bir saat beklemeden sonra cam pastor pipet yardimiyla kultar
petrisinden ©nceden belirlenen embriyolar alindi ve biyopsi petrisinde

bulunan damlaciklara tek tek yerlestirildi.

Biopsi petrisi embriyolar ile birlikte sicak zeminli invert
mikroskop yerlestirildi. invert mikroskopta bulunan lazer objektif (HAMILTON
THORNE ZILOS-tk) ile embriyolarin zonalarina delik agildi ve agilan bu
delikten her bir embriyodan ¢ekirdegi gozlenen trofektoderm hicreleri biyopsi
pipeti yardimiyla ICM’e (i¢ hicre kitlesi) zarar vermeden ¢ikarildi ve her bir
trofekdoderm hucresi kendi bulundugu embriyonun yaninda birakilir. Biyopsi
isleminden sonra biyopsi petrisinde bulunan embriyolar sicak zeminli sterio
mikroskop altinda kultar petrisine numaralandirilarak steril cam pastor pipet
yardimiyla aktarildi. Biyopsi petrisinde bulunanan numarali damlaciklarda her

bir blastokistin trofekdoderm pargasi fiksasyon icin hazirlandi.

3.9.1. Trofektoderm Fiksasyonu

Oncelikle cam kalemiyle fiksasyon igin Thermo® Superfrost lam
(Ref:4951PLUS4) cizildi ve numaralandirildi. Biyosi petrisinde, trofekdoderm
parcalarinin bulundugu damlaciklarin mediumu numara sirasiyla BD® PBS
(Fosfat tamponlu tuzlu su) (Ref:BA-257204.01) ile degistirildi. PBS’in iginde
bulunan trofektoderm pargalari lam Uzerindeki numaralarina uygun sirayla
spreading solusyonu yardimi ve steril cam pastor pipet kullanilarak hipotonik
olarak patlatihdi ve cekirdeginin fikse edilmesi saglandi. Bu islem soguk

zeminde sterio mikroskop altinda yapildi. Lam Uzerine fikse edilmis
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trofektoderm g¢ekirdeklerinin goérinimune goére kagit Uzerinde Dbelirtildi.
Fiksasyonun son asamasi olarak Uzerinde trofektoderm c¢ekirde@i bulunan
lam sirayla bes dakika PBS ve ikiser dakika %70, %85 ve %100’'luk alkolde
bekletildi. Sonra lam kurutulup cekirdekler invert mikroskopta tekrardan

kontrol edilidi ve FISH analizi icin Genetik Laboratuvarina génderildi.

4-BULGULAR

Bu calisma toplam 27 hasta Uzerinde yapildi. Bu hastalarin yas
ortalamasi 29,2+3,1 (Range:23-34) olan hastalardan toplam 588 yumurta
elde edildi. Bunlardan 471 adet oosit m2 (matafaz 2) asamasinda matur
oosittir bunlarin 236 adedi’ne gradiyen yontemiyle secilen spermlerle ICSI,

235 adedi’'ne ise PICSI yontemiyle segilmis spermlerle ICSI islemi yapilmigtir.

27 hastanin toplam oositleri ortalamasi 21,8 + 5,0 (uxo), m2
(metafaz 2) matlr oositleri 17,4 £ 3,9(pto), m1 (metafaz 1) oositler 1,7 +
1,8(ux0), gv (germial vezikul) oositler 1,7 £ 1,4(uto), dj (dejenere) oositler
0,5 + 0,9(uxo) olarak degerlendirildi. Bu hastalarin %37'sinde m1 (metafaz
1) (10 hasta) %30'unda gv (germinal vezikil) (8 hasta), %74'Unde d]
(dejenere) (20 hasta) oosit bulunmamaktadir.(Tablo 2)

Tablo 2: Calisma grubu hastalarinin oosit daglimi ortalama durumlari M2 (metafaz 2), M1

(metafaz 1), GV (germial vezikil), DJ (dejenere) oositlerdir.

OOSIT BILGILERI pto

Toplam oosit 21,8+5,0
M2 17,4+ 3,9
M1 1,7+1,8
GV 1,7+14
DJ 0,5+0,9
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Calisma grubundaki 27 hastanin eslerinden 3-7 gin arasi cinsel pehriz
sonrasi sperm ornedi alinmigtir Alinan spermlerin bazal degerleri sperm
volumi 2,2+0,8 (u+o), sperm sayisi 54,1+32,4 (u+o) ml/sayi (milyon), sperm
motilitesi 50,4+12,4 (uxo) (%), sperm morfolojisi 7,1+1,1(u+0) (%) ortalama
degerleri gozlenmistir. Bu degerler WHO (dinya saghk orgutd) 2010 yili

semen analizi degerleri igin normal olarak degerlendiriimektedir®?. (Tablo 3)

Tablo 3: Calisma grubundaki hastalarin esinde elde edilen sperm 6rneklerinin bazal

ve gradyen ile yikama sonrasi ortalama degerleri.

SPERM OZELLIKLERI pto (BAZAL) | p+o (YIKAMA SONRASI)
ml/sayi (milyon) 54,1+32 .4 21,9+11,2
Motilite 50,4+£12,4 77,6+9,3
Morfoloji 7,1+1,1 12,8+2,2
Volim 2,2+0,8

Calisma grubundaki hastalarin eglerinden elde edilen sperm
orneklerinin  tamami gradyen sperm ylkama yontemiyle yilkanmis ve
hazirlanmistir. Spermleri ylkama sonrasi ortalama degerleri sperm sayisi
21,9411,2 (uxo) ml/sayi (milyon), sperm motilitesi 77,6+9,3 (u+o) (%), sperm

morfolojisi 12,8+2,2 (u+o) (%) dederleri gdzlenmistir. (Tablo 3)

Hastalardan OPU (oosit pick up) sonrasi toplam 471 adet M2
(metafaz2) ile islem yapilmistir. Her hastadan elde edilen matur oosit iki grup
olarak calisiimig ve hasta basina matur oositler esit olarak gradyen ile

secilmis spermlerle ICSI ve PICSI yontemiyle secilmis spermler ile ICSI
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yapiimiglardir.Bu iglem sonrasi embriyolar 5 giin boyunca zigot gelisimi takip
edilmistir. 1. gun ICSI iglemlerinde yaklagsik 16-18 saat sonra oositlerin iki
pronukleus (2PN) kontrolu yapilmistir. Gradyen ile secilen spermlerle
yapilan ICSlI'den 83.0%’'de 2 PN gozlenirken PICSI ile secilen spermlerde
88.9%’da 2PN gdzlenmistir. Bu dogrultuda p=0.003 dederi ortaya ¢ikmistir.

Iki galisma grubunda anlaml bir fark gérulmustir.(Tablo 4)

Ikinci gin embriyo degerlendirmesinde embriyolarin hiicre
bélinmesi, blastomerlerde c¢ekirdek varhgi, fragmantasyon orani ve
blastomerlerin renk gorinumu dikkate alinmigtir. Buna gore ikinci gun igin
gradyen yontemiyle secilmis spermlerle yapilan ICSI ve PICSI yontemiyle
secilmis spermlerle yapilan ICSI'den elde edilen embriyolarda hticre sayisi 4
hiicre ve Ustl olarak p=0,346, blastomerlerde cekirdek gdzlenme p= 0,100,
embriyo icinde fragmantasyon p=0,717 ve blastomerlerin parlaklik gériinimu
p=0,297 olarak belirlenmistir. Bu dogrultuda ikinci ginde embriyo

degerlendirmesi gelisimi arasinda anlamli bir fark gériimemistir.(Tablo 4)

Uclincii gin embriyo degerlendirmesinde de iknici giinde
embriyo degerlendirmesindeki parametreler dikkate alinmigtir. Buna gore
uguncl gun embriyo gelisimi igin gradyen yontemiyle secilmis spermlerle
yapilan ICSI ve PICSI yontemiyle secilmis spermlerle yapilan ICSI
isleminden elde edilen embriyolarda hicre sayisi 8 hucre ve Ustu olarak
p=0,383, blastomerlerde cekirdek go6zlenme p= 0,341, embriyo icinde
fragmantasyon p=0,487 ve blastomerlerin parlaklik goérinima p=0,932
olarak belirlenmistir. Bu dogrultuda Uguncu gunde embriyo degerlendirmesi

gelisimi arasinda anlaml bir fark gérilmemistir.(Tablo 4)
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Tablo 4: Calisma grubunda bulunan hastalarin birinci giin embriyo ddllenmesi ve ikinci,

uclincu glin embriyo gelisimlerinin parametrelerinin ylzdelik degerleri: ki-kare ve p degerleri.

EMBRIYO _EMBRIYO ICSI PICSI | Chi-Square p

GUNU DEGERLENDIRME

1.gun | 2PN 83,0% | 88,9% 11,37 0,003
FF+DJ 17,0% 11,1%

2.gun Hucre sayisi >=4 75,9% 71,8% 0,88 0,346
Hucre sayisi<4 24,1% 28,2%

3. gln Hucre sayisi >=8 54,0% 58,3% 0,76 0,383
Hicre sayisi<8 46,0% 41,7%

2.gun | Cekirdek yok 28,0% | 30,7% 4,59 0,100
Tek cekirdek 69,9% | 69,3%

3.gun | Cekirdek yok 28,9% | 24,6% 0,89 0,341
Tek ¢ekirdek 71,1% 75,4%

2. gln Fragmantasyon: O 84,9% 87,1% 0,66 0,717
Fragmantasyon >20 | 15,1% 12,9%

3.giln Fragmantasyon:0 85,1% 82,4% 1,44 0,487
Fragmantasyon >20 14,9% 17,6%

2.gun Acik renk 99,5% | 100,0% 1,09 0,297
Koyu renk 0,5% 0,0%

3.giun Acik renk 99,4% 99,5% 0,07 0,932
Koyu renk 0,6% 0,5%

Hastalarin embriyo gelisimleri besinci gunde blastokist
degerlendirmesi yapildi. Toplam 471 matir oosite yapilan islem sonrasinda
bunlardan 226 tanesi beginci gun trofektoderm biyopsisi igin uygun
blastokisti. 236 adet oosit gradyen yontemiyle secilmis spermlerle ICSI iglemi
yapihmistir. Bunlardan 97 adet blastokist gelismis ve bunlara trofektoderm
biyopsisi yapilmistir. 235 adet oosit ise PICSI yéntemiyle secilen spermler ile
yapilan ICSI islemi sonrasi besinci gin 129 adet blastokist gelismi
g6zlenmistir. Her iki yontemle segilmis spermler ile elde edilen blastokistler
trofektoderm biyopsisi yapilmis ve FISH (florasan in situ hibridizasyon)
yontemiyle kromzomlarin genetik analizi yapilimistir. iki grup arasinda
anlaml bir fark gériilmemistir (p= 0,065).(GRAFIK 1)
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Grafik 1: Trofektoderm biyosisi sonrasi FISH ile kromozomlarin genetik analizi yapilan
hastalarin normal kromozom ve anormal kromozom grafigi

Trofektoderm biyosisi yapilan ve saglikli genetik analize sahip
olan blastokistler transfer edilmistir. Hastalara yapilan transfer sonrasi
gebelik bilgileri toplanmigtir. Elde edilen veriler dogrultusunda iki yontem
arasinda hastalarin dogum oranlarinda anlamli bir fark goérilmemigtir.

(p:0,075)

m|CSI mPICSI

DOGUM NEGATIF DUSUK

Grafik 2: FISH sonrasi saglikli blastokistlerin transfer sonrasi gebelik oranlari karsilastirmali

grafigi.
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5-TARTISMA

Yapmis oldugumuz calismada gradyen ve PICSI yontemiyle
secilmis spermlerle yapilan ICSI sonrasi elde edilen embriyolarin genetik
olarak degerlendirmesi yapilmistir. Bu c¢aligma toplam 27 hasta Uzerinde
yapildi. Bu hastalarin yas ortalamasi 29,2+3,1 (aralik:23-34) dir ve goéruldagu
gibi geng hasta grubu ile galisilmistir. Bu hastalardan toplam 588 oosit elde
edildi. Bunlardan 471 adet oosit m2 (matafaz 2) ( %80) matir oosittir.Hasta
grubunda ovulasyon indiksiyonuna yanit gok normal gérunmektedir. Toplam
oositlerin 236 adedi ile gradyen yontemiyle secilen spermlerle ICSI, 235
adedi ile PICSI yontemiyle secilmis spermlerle ICSI islemi yapilmistir (Tablo
2).

infertil ciftleri saglikli bebek sahibi yapmak ve Klinik olarak
basari oranlarini artirmak igin birgok ¢alisma yapilmaktadir. Sperm secimi bu
calismalarin basinda gelmektedir. Sperm secimi yontemlerinden en
onemlilerinden biride PICSI yéntemi oldugu distnilmektedir. infertilite
sorunu olan erkeklerde anéploidi oraninin yuksek oldugu bilinmektedir. PICSI
yontemiyle sperm secimi sonrasi elde edilen embriyolarin genetik olarak
normal olacadi dusuntlmektedir. PICSI ydntemiyle secilmis spermlerle
yapilan ICSl ile klasik ICSI yontemi tizerine son yillarda yapilan bir galismada
PICSI yontemiyle secilen spermlerin klasik ICSI yontemine gére anlaml
oranda fertilizasyon sagladigi gorulmustir. Gebelik kayiplarinin da PICSI
yontemiyle secilen spermlerle elde edilen embriyo trasferlerinde anlamli
oranda distugu bildiriimistir®”.Bu calismada gradyen secimi ile gradyen +
PICSI secimi sonrasi uygulanan ICSI| ydnteminde elde etti§imiz bulgular,
fertilizasyon’'un anlamli bir sekilde PICSI ydnteminde arttigini géstermistir

(Tablo 4 ,p=0,003).

Genis c¢apli yapilan baska bir ¢calismada 91 inferitilite tedavisi

goren Gift icin uygulanmistir. Hyaluronan baglanma testinin oosit
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dollenmeside ve biyokimyasal gebelik Gzerine dnemli dizeyde etkisi oldugu
g6zlemistir. ICSI yontemi kullanilarak gercgeklestirilen c¢alismada oosit
dollenmesi anlamli dizeyde artarken biyokimyal gebelik orani azaldigi
g6zlenmistir®. Bunu yani sira diger bir galismada hyaltironan baglanma testi
gebelik potansiyeline daha iyi bir yaklasim saglayan objektif, standardize
edilebilir bir test oldugu dusinllmektedir®®). Benzer baska bir gcalismada ICSI
yontemi ile IVF yontemi hyalironan baglanma testi yonunden
kargilastiriimistir. Temel amac nedeni bilinmeyen infertil ciftlerde déllenmeye
bagh olup olmadigi ve bunun hyalironan baglanma testiyle egale
edilebilmesi  Gzerine  yapilmistir.  Ancak anlamli  bir  degisim
gbzlenmemistir®® Bu c¢alisma sonuglari da fertilizasyon ile ilgili bizim

¢alismamizi dogrulamaktadir.

Baska bir calismada ise hiyaluronik asit (HA) icerikli sperm slow
medium kullanilarak sperm secimi ile ICSI yapilirken diger taraftan PICSI
yontemiyle sperm secimi yapilarak ICSI yapilmistir. Bu ¢alisma sonrasinda
iyi kalite embriyo elde edilme orani PICSI yontemiyle secilmis spermlerle
yapilan ICSI anlamli olarak yiksek oldugu goriimustir®D. Baska bir
calismada ise hyallronik asit (HA) baglama testi uygulanan hastalara yapilan
ICSI iglemi sonrasi dollenme, embriyo kalitesi ve canli dogum oranlarina
bakilmigtir. Hyalironan baglanma testi ile yapilan ICSI islemi sonrasi
dollenme, embriyo kalitesi ve canli dogum oraninin arttigi gézlenmigstir®d
Bizim calismamiz gradient secimi ile gradient +PICSI uygulamasiyla se¢im
yontemleri arasinda ;2. Ve 3. Gun blastomer sayisi agisindan, nikleasyon
agisindan, fragmentasyon ve blastomer parlakhdi agisindan kisacasi embriyo
morfolojisi agisindan istatistiki bir farklilik olmadigini gosterdi (Tablo 4).5. gun
yapilan trofoektoderm biyopsisi sonuglari da PICSI yénteminin kromozomal

aneuploidi’leri azaltmadigini gosterdi (grafik 1,p=0,065).
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Sperm hazirlanmasinda uygulanan yontemlerin  swim-up
(sperm ylUzdurme) ve gradyen (sperm yogunluk siralayici ydontem) ile elde
edilen spermlerin mattrasyonu yonidnden hyalironan baglanma testi ile
karsilastirmasinda higbir fark gézlenmemistir®3. Bu nedenle galismamizda

gradyen ydntemiyle secilmis spermler ile ICSI yontemi uygulanmistir.

Sperm sec¢im yontemlerinin geleneksel ICSI yontemiyle secgimi
ile hyalironan baglayici yontemle secimi Uzerine yapilan c¢alismada
spermlerin sperm akridin turuncu florasanla boyanmasiyla DNA batinltkleri
kargilastiriimistir. Geleneksel ICSI segilen spermler ile PICSI yontemiyle
secilen  spermlerin DNA  bGtunlGga baglaminda higbir  fark

gbzlenememistir®4.

Yapilan bir bagka calismada akrozomal enzim kusuru oldugu
bilinen ciftlere IVF yontemiyle doéllenme gerceklesmezken ICSI yontemi
uygulandiginda déllenme gergeklesmistir. DusUk hyalurinidaz enzim aktivitesi

olan ciftlerde basari orani ICSI yontemiyle arttigi gozlenmistir®),

Sperm hyallironan baglanmasinin déllenmeyi olumlu yénde
etkiledigi ve basariy arttidigi bildirilmigtir. Yapilan bir calismada hyalironan
baglanmasinin 6énemli bir faktér oldugu dollenme ve embriyo gelisimini

olumlu etkiledigi diistinilmektedir®8).

Embriyolojik donemde embriyolarin genetik incelenmesi igin
bilinen ve en yaygin uygulanan yontemlerden biride FISH (florasan in situ
hibrititasyon) yontemidir. Preimplantasyon genetik tani yontemlerinden biridir
ve belirli sayida kromzom incelemesinde o6nemli bir basariya sahipitir.
Yapilan bir galigmada embriyolara andploidi oranlari Gzerine FISH yontemiyle
ayni embriyolara birden fazla blastomer biyopsisi yapildi ve anlamli olarak
sapma gozlenmedi. Embriyolardan 13, 16, 19, 21, 22, X ve Y kromozomlari

Uzerine yapilmistir ve FISH yonteminin basarili oldugu bildirilmistir®?).
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Kromozomal anoéploidiler Uzerine yapilan c¢alismalardan bir
bagkasindan oligoastenospermatozooa (OAT) hastasi erkeklerin perifer
kanda karyotip analizi yapilmis ve normal oldugu gdézlenmistir. Ayni
hastalarin spermleri FISH yontemiyle 13, 18, 21, X ve Y kromozomlari
incelenmigtir. Kontrol grubu normal sperme sahip ve periferik kanda karyotip
analizi normal olan erkeklerle karsilastinimis ve OAT hastalarinin
spermlerinin kromozomal olarak kontrol grubundan andploidi orani daha
yUksek oldugu bildirilmistir®®. Yapilan bagka bir calismada tekrarlayan
gebelik kayiplari veya tekrarlayan implantasyon yetersizliklerinde anormal
spermlerin kromozomal andploidi olgularinin genetik yonden incelemelerinde

FISH yontemi 6nemli olciide destek vermektedir®?),

Calisma grubundaki 27 hastanin eslerinden 3 gun cinsel pehriz
sonrasi sperm ornegdi alinmis alinan spermlerin bazal degerleri sperm volumu
2,2+0,8 (pxo), sperm sayisi 54,1+32,4 (uxo) ml/sayr (milyon), sperm
motilitesi 50,4+12,4 (uxo) (%), sperm morfolojisi 7,1+1,1(u+0) (%) ortalama
degerler gozlenmigtir. Bu degerler WHO (dinya saghk orgutid) 2010 yih
semen analizi de@erleri igin normal olarak degerlendiriimektedir?. (Tablo 3)
ikinci giin embriyo degerlendirmesinde embriyolarin hiicre bdliinmesi,
blastomerlerde ntkleasyon, fragmantasyon orani ve blastomerlerin renk
goérunumu dikkate alinmigtir. Buna gore ikinci gun icin gradyen yontemiyle
sperm secimi ile ICSI ve PICSI yontemiyle sperm secimi ile ICSI yapilan
oositlerden edilen embriyolarda hlcre sayisi 4 hlcre ve Ustlu olarak p=0,346,
blastomerlerde cekirdek gbzlenme p= 0,100, embriyo iginde fragmantasyon
p=0,717 ve blastomerlerin parlakhk gorunimu p=0,297 olarak belirlenmigtir.
Bu dogrultuda ikinci ginde embriyo degerlendirmesi gelisimi arasinda

anlamli bir fark oldugu gértimemistir. (TABLO 4)

Uclincli gin embriyo degerlendirmesinde de ikinici giinde

embriyo dederlendirmesinde ayni parametreler dikkate alinmigtir. Buna gore
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uguncu gun embriyo gelisimi icin gradyen yontemiyle sperm secimi ile ICSI
ve PICSI yontemiyle sperm secimi ile ICSI yapilan oositlerden edilen
embriyolarda hucre sayisi 8 hucre ve uUstu olarak p=0,383, blastomerlerde
cekirdek gozlenme p= 0,341, embriyo icinde fragmantasyon p=0,487 ve
blastomerlerin parlaklik gorunumu p=0,932 olarak belirlenmistir. Bu
dogrultuda Ug¢unct gun embriyo gelisimi degerlendirmesinde iki yontem

arasinda anlaml bir fark oldugu gorulmemigtir.(Tablo 4)

Hastalarin embriyo gelisimleri besinci guninde blastokist
degerlendirmesi yapildi. Toplam 471 matir oosite yapilan islem sonrasinda
bunlardan 226 tanesi besinci gun trofektoderm biyopsisi icin uygun
blastokisti. 236 adet oosit gradyen yontemiyle secilmis spermlerin ICSI islemi
yapihmistir. Bunlardan 97 adet blastokist gelismis ve bunlara trofektoderm
biyopsisi yapilmistir. 235 adet oosit ise PICSI yontemiyle secilen spermler ile
yapilan ICSI islemi sonrasi besinci gin 129 adet blastokist gelismi
gozlenmistir. Her iki yontemle segilmis spermler ile elde edilen blastokistler
trofektoderm biyopsisi yapilmis ve FISH (florasan in situ hibridizasyon)
yontemiyle kromozomal genetik analiz yapilmistir. Ve gradyen yontemiyle
secilen spermler ile PICSI yontemiyle secilen spermler arasinda p= 0,065
sonucu ortaya ¢ikmistir. Bu sonug¢ dogrultusunda iki yontem arasinda FISH

yontemiyle genetik analizinde anlaml bir fark gdézlenmemistir .

27 hastaya yapilan saglikli embriyo transferinde gebelik oranlari
gradyen yontemiyle segilen spermlerle yapilan ICSI isleminin PICSI iglemiyle
secilen spermlerle yapilan ICSI islemine oranla istatistiki olarak fark

gorulmemistir (p=0,075).

Ludvico Parmegiani ve arkadaslarinin 2010 da yaptiklari
retrospektif bir calismada geleneksel teknik ile PICSI yontemi kiyaslanmis ve
HA baglanma yontemi ile daha fazla iyi kaliteli embriyo geligtigini ve

gebeliklerin istatistiki olarak anlamli bir yikselme gdsterdigini agikladilar (60).
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Yine Renata F.Erberelli ve arkadaslari (2017) erkek faktorlu infertilitede HA
baglanmasi gostern spermlerin segiminin klinik gebelik oranlarini artirdigini
gOsterdiler ( 61) . Literatlr bulgularinda HA secimi ile yapilan ICSI iglemi
sonuglarinin  yararlari  veya higbir etkisinin  bulunmadigi  konusu
tartismalidir.Hiyaluronik asit spermler icin dogal fertilizasyon ortaminda
bulunmasi gereken bir ajan olmasi agisindan embriyo gelisiminde zararl bir
etkisi de ortaya konmamistir ( 62). Bizim bulgularimiz sperm parametrelerinin
normal oldugu kosullar ile sinirlandinlabilir. Gergekten de bu tlr sperm
seciminin erkek faktorli olgulardaki basarisindan s6z edilmektedir.
Arastiricilar ortaya ¢ikmasi olasi gorulen genetik anomalileri elimine edecegi
konusunda pozitif disinmelerine karsin, bizim ¢alismamiz hiyaluronik asit
baglanmis spermlerin seciminin genetik anomali oranini degistirmedigini

gOstermisgtir.

Sonu¢ olarak, elde ettigimiz bulgulara goére Hyaluronik asit
baglanma yonteminin aciklanamayan infertil olgulardaki basarisinin tartismal

oldugunu ileri surebiliriz.
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