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OZET

Noninvaziv Preimplantasyon Genetik Tarama Ydntemleri: Umuda Yolculuk

Amag: Preimplantasyon genetik tan1 (PGT), embriyolarin uterusa yerlestirilmeden 6nce genetik anomalileri
embriyo asamasinda tespit etmek igin gergeklestirilen bir uygulamadir. Caligmamizin amaci, genetik analiz
icin invaziv bir yontem olan biyopsi isleminin yerine noninvaziv yontemlerin uygulanabilirligini ve rutinde

kullanilabilirligini aragtirmaktir.

Yontem: Arastirmamizda Kocaeli Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Tiip Bebek Unitesinde
infertilite nedeniyle tedaviye baglayip PGT onerilen ve bu islemi kabul eden hastalarimizin embriyolari
kullanilmuistir. Délleme ve embriyo gelisimlerini takiben 3.giin PGT islemine tabi tutulabilecek embriyolar
secilerek DNA analizi i¢in blastomer biyopsisi yapilmis, embriyolarin 5. giin sonunda arta kalan atik kiiltiir
medyumlar1 da alinarak, bu 2 materyal DNA eldesi i¢in genetik analize yollanmigtir. Ayni1 embriyoya ait
blastomer biyopsisi ve atik medyuma ait DNA analizleri NGS yontemi ile 24 (22+X+Y) kromozomun

taranmasiyla karsilagtirilmig, genetik analiz sonug¢lariin korelasyonuna bakilmistir.

Bulgular: Calismamizda toplam 49 adet 6rnek analize alinmistir. Bunlardan 48 tanesinde blastomer biyopsisi
(%97.9) ve atik kiiltiir medyumundan (%97.9) DNA elde edilebilmistir. Amplifikasyon sonrasi ortalama DNA
orani 21.9 ng/ul’ dir. 47 adet amplifiye edilmis 6rnegin 38 tanesi (%80.8) genel ploidi durumu bakimindan
(6ploid/andploid) uyum gostermektedir. 45 adet andploidik blastomerin atik medyumunun 37 tanesinde
(%82.2) andploidi bakimindan uyum goézlenmistir. 45 adet andploidik blastomerin 16’sinin atik medyumunda
en az 1 adet ayn1 kromozomal anormallik gozlenmistir (%35.5). Calismamizda 5.giin atik kiiltiir medyum
duyarlilig1 0.82, 6zgiilliigii 0.5, pozitif prediktif deger 0.97, negatif prediktif deger 0.11, tanisal dogruluk degeri
0.81 olarak bulunmustur.

Sonug: Bulgularimiz ¢ogu arastirmayi destekler niteliktedir. Ornekler arasi ploidi korelasyonlar: yiiksek
oranda uyum gosterse de ayn1 kromozoma ait anormallik orami diigiik bulunmustur. Yapilacak bircok ek
calisma ile materyal ve analiz yontemlerinin gelistirilerek uygulanabilirligin artacagini diistinmekle birlikte,

bu yontemin gelecekte rutin olarak kullanilmasini imit etmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Preimplantasyon Genetik Tan1, Blastomer Biyopsisi, Atik Kiiltiir Medyumu, NGS



ABSTRACT

Noninvasive Preimplantation Genetic Screening Methods: A Journey to Hope

Objective: PGS is a process for examining the genetic structures of embryos developed during placement into
the uterus. The aim of this study to invastigate the applicability and routine use of noninvasive methods instead

of biopsy which is an invasive method for genetic analysis.

Method: In our research, we will use the embryos of our PGS recommended patients at Kocaeli University
Hospital 1\VVF Unit who started treatment due to infertility and accepted this procedure. After fertilization and
embryo development, the embryos that could be subjected to PGS treatment were selected on the 3 day and
blastomer biopsy was performed for DNA analysis. At the end of the 5" day of the embryos, the spent embryo
culture media were taken and these two materials were sent to genetic analysis for DNA extraction. Genetic
analysis of the same embryos derived from blastomer biopsy and spent embryo culture media will be compared

with the NGS method using a 24 (22 + X + Y) chromosome scanning.

Results: A total of 49 samples were analyzed. In 48 of these, DNA was obtained from blastomer biopsy
(%97.9) and spent culture media (%97.9). The average DNA ratio after amplification was 21.9 ng / pl. Of the
47 amplified samples, 38 were consistent in general ploidy status (euploid / aneuploid). In 37 out of 45 cases
of blastomer aneuploidy (%82.2), the spent culture medium concordantly was evaluated as aneuploid. At least
one chromosomal aberration was found concordant in 16 out of 45 embryos (%35.5) found to be aneuploid by
both blastomer and culture media analysis. Day 5 cell free DNA in spent culture media sensitivity and
specificity were 0.50 and 0.82 respectively. Positive predictive value and negative predictive value were 0.97

and 0.11, respectively. The diagnositic accuracy value is 0.81.

Conclusions: Our findings support most of the research. The ploidy correlations between samples were highly
consistent, but the same chromosome abnormality rate was low. Many additional studies will improve the
applicability of materials and analysis methods and we hope that this method will be used routinely in the

future.

Keywords: Preimplantation Genetic Screening, Blastomer Biopsy, Spent Embryo Culture Medium, NGS.
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1. GIRIS

1.1 Infertilite Nedir?

Infertilite, ¢iftlerin haftada iki giin diizenli cinsel iliskide bulunmasina ragmen bir y1l
slire ile korunmaksizin gebe kalamamasi durumudur (Kisnis¢i ve ark. 1996). Gun gegtikce
infertilite oranlarinda artis gézlenmektedir. Giiniimiizde tireme ¢agindaki ¢iftlerin yaklasik
% 15’inde infertiliteye rastlanir. Nedenleri ve siklig1 toplumdan topluma farklilik gosterir.
Ciftlerde infertilitenin %40-50’sinden kadin, %30-40’1ndan erkek sorumludur. %10-15’inde
ise acgiklanamayan faktor olarak bilinen giiniimiizdeki mevcut standart tanisal testler ile
aciklanamayan infertilite gozlenir (Kisnisgi ve dig. 1996, Shoham ve dig. 1991).

Overlerdeki oosit sayist ilk olustugu andan itibaren atrezi siirecine girerek progresif
olarak azalma egilimi gosterir. Disi fetuslarda gebeligin 20. haftasinda oosit sayis1 5-7
milyon iken, dogumda 1-2 milyona, puberte déneminde 300.000-500.000’e, 35-37 yasindan
sonra 25.000’°e, menopoz doneminde ise yaklasik 1.000’e diiser (Committee on Gynecologic
Practice of American College, 2008).

Hem erkeklerde hem kadinlarda fertilite yasla beraber azalir. Fertilitenin yasa bagh
diismesi kadinlarda daha belirgindir. 30’lu yaslardan sonra kadinlarda fertilite belirgin
derecede diisiis gosterir. Erkeklerde ise semen parametrelerinde bozulma 35 yasindan sonra
saptanabilir. Fakat 50 yasindan 6nce belirgin bir diisiis gozlenmemektedir (Dunson ve dig.
2004).

Beslenme tarzi ve yagam bigimi fertilite lizerine etkilidir. Cok zayif veya ¢ok sisman
kadinlarda fertilite belirgin olarak azalir. Sigara, asir1 alkol ve kafein tuketimi, medikal ve
cevresel toksinler fertiliteyi olumsuz etkilemektedir (Practice Committee of American
Society for Reproductive Medicine, 2008).

Infertilitenin artis gostermesiyle olusan talebe bagli olarak yardimli iireme
tekniklerinde son 20 yilda 6nemli gelismeler olmustur. Teknolojinin ilerlemesiyle analiz

imkanlar1 artmis, aragtirmacilarin da bu konuya yénelmesine yol agmustir.

1.2. infertilite Nedenleri

Diinya Saghik Orgiitiiniin yaptigi cok merkezli bir c¢alismada, infertil ciftlerin
%38’sinde kadin faktori, %20’sinde erkek faktorii, %27’sinde hem erkek hem kadin
faktorii, %15’inde ise agiklanamayan infertilite gézlenmektedir (Combhaire ve dig. 1987).



Cizelge 1.1. Infertilite Nedenleri

Infertilite Nedenleri

Kadin Faktori % 38
Erkek Faktori % 20
Erkek ve Kadin Faktori % 27
Aciklanamayan Infertilite % 15

1.2.1. Kadin Infertilitesi ve Nedenleri
Ovulatuar bozukluklar en sik goriilen kadin infertilitesi nedenidir. Diger nedenleri de

Cizelge 1.2°de belirtilmistir. Bunlar tiim nedenlerin %81 ini olustururlar (Boyraz 2013).

Cizelge 1.2. Kadin Infertilitesi Nedenleri
Kadin Infertilitesi Nedenleri

Ovulatuar Bozukluklar % 25
Endometriyozis % 15
Tubal Tikanikliklar % 11
Tubal Patolojiler % 11
Pelvik Adezyonlar % 12
Hiperprolaktinemi %7

1.2.1.1. Ovulatuar bozukluklar:
Kadina bagli infertilitenin en ¢ok goriilen nedenidir. Ovulasyon; hipofiz hipotalamus,

ve over dongiisiiniin dengesiyle ¢aligir. Bu aksin herhangi bir asamasindaki bozukluk sonucu
ovulatuar bozukluklar olusabilir. Anovulasyon, amenore ve adet diizensizlikleriyle kendini
gosterir (Hoff ve dig. 1983, WHO 1980). Her ay diizenli oosit atilamadigi igin anovulasyon
infertilite veya oligoovulasyon ile sonuglanir. Her ay diizenli adet goren, bulanti, memede
hassasiyet ve dismenore gibi menstrual semptomlari olan kadinlar tipik olarak ovulatuardir.
Endokrin hastaliklar ovulatuar bozukluga yol acarak infertiliteye neden olur (Boyraz 2013).

Prolaktinoma en sik goriilen hipofizer tiimordiir. Kanda prolaktin seviyesinin
artmasina neden olur. Gebelikte, laktasyon sirasinda ve stres ile konsantrasyonu fizyolojik
olarak yiikselir. Ayrica renal hastaliklarda, hipotiroidizm ve dopamin antagonisti gibi
ilaclarla patolojik olarak yikselebilir. Hiperprolaktinemi, gonadotropin salgilatici hormon

salinimini1 bozarak ovulatuar disfonksiyona neden olur (Melmed ve dig. 2011).



Infertil hastalarda en sik goriilen nedenlerden biri de tiroid hastaliklaridir. Hipotiroidi
ve hipertiroidi seklinde kendini gosterir. Hipotiroidili kadinlarda primer veya sekonder
infertilite sikl1g1 %6.2 olarak bulunmustur. Hipertiroidili kadinlarda ise prevalans %5.8’dir
(Joshi ve dig. 1993).

Polikistik over sendromu (PCOS), ovulatuar fonksiyon bozuklugu ile ilgili bir diger
hastaliktir. Tanisinda Rotterdam kriterleri kullanilir. Klinik 6zellikler agisindan genis bir
spektruma sahip heterojen bir hastaliktir (Rotterdam 2004). Buna gore hiperandrojenizmin
klinik veya biyokimyasal bulgulari, oligo-anovulasyon ve ultrasanografi ile overlerdeki
polikistik over goriiniimii bulgularindan en az 2 tanesinin bulunmasi ile PCOS tanis1 konulur.
Bu hastaligi tanimlayan ultrasonografi kriteri; ¢ap1 10 mm’den kiigiik 12 veya daha fazla
subkapsiiler yerlesimli overyan kistlerin olmasidir (Balen ve dig. 2003). PCOS prevalansi
yeni Rotterdan kriterlerinin kullanimi ile %18 olarak bulunmustur. Bu hastalarin %601
fertildir (March ve dig. 2010, Brassard ve dig. 2008).

Prematir overyan yetmezlik, over nedenli infertilitenin diger bir nedenidir. Normal
over fonksiyonlarinin 40 yasindan 6nce bozulmasidir. 35 yasinda kadinlarin 1/250’sini
etkiler. En sik goriilen semptomlar; adet diizensizligi, vajinal kuruluk ve sicak basmasidir.
Disiik ostradiol seviyesi, tanisi artmus folikiil uyarici hormon (FSH) ve diisiik antimilleriyan
hormon (AMH) seviyesi ile konulabilir. Herediter ve otoimmiin nedenlerden dolay1
etyolojide rol oynayabilir. Fakat ¢ogu kadinda nedeni bilinmemektedir (Unuane 2011).
1.2.1.2. Uterin faktorler

Uterin nedenlerin temelini mekanik veya endometrial reseptivitede azalmaya bagl
implantasyon basarisizlig1 olusturur. Konjenital malformasyonlar, intrauterin adezyonlar,
miyomlar ve endometrial polipler uterin anormalliklerdendir. Monoklonal timaérlerden olan
miyomlar, uterusun diiz kasindan koken alirlar.

Infertilite ile miyomlar arasindaki iliski tartismalidir. Miyomlarin fertiliteyi etkileme
mekanizmalari; ovum ve sperm transportunu engelleyen bozulmus uterin kontraktilite,
tiiplerin interstisyel kismini tutan kornual tikanma ve fokal endometrial iilserasyona neden
olan bolgesel kan akiminda azalmadir (Vollenhoven ve dig. 1990). Uterin anomaliler
genellikle gebe kalabilme potansiyelini etkilememektedir. Gebelik kayiplar1 ve obstetrik
komplikasyonlarla iligkilidir. Yapilan ¢alismalarda fertil ve infertil kadinlarda uterin septum
sikliginin benzer ve yaklasik %1 oldugu fakat tekrarlayan gebelik kaybi olanlarda daha
yiiksek oldugu (%3-5) bulunmustur. Uterin septum, tiim konjenital uterin anomaliler
icerisinde en sik goriilen obstetrik komplikasyonlarla ve reprodiiktif yetersizlik ile iliskili

olan anomalidir (Homer ve dig. 2000).



Intrauterin adezyonlarda en sik goriilen semptomlar; amenore, hipomenore,
dismenore gibi menstriiel bozukluklar ve infertilitedir. Patofizyolojisi travma sonrasi
endometrium fonksiyonunda bozulma ve damarlanmadir (Al-Inany 2001). Etyolojide
gebelik kaybi, postpartum veya istemli gebelik sonlandirmasi nedeniyle yapilan kiiretaj
islemleri 6nemli yer tutmaktadir. Diger nedenler arasinda enfeksiy6z veya kronik
inflamatuar durumlar, submiik6z miyomlar i¢in yapilan miyomektomi islemi sayilabilir
(Westendorp ve dig. 1998). Infertil kadinlar arasinda endometrial polip siklig1 %3-5’dir (La
Torre ve dig. 1999). Endometriozisi veya anormal uterin kanamasi olan kadinlarda
prevalanst daha yiiksektir. HSG (histerosalpingografi) veya TVUSG (transvajinal
ultrasonografi) ile taninabilirler (Kim ve dig. 2003).

Endometriozis; endometrial bez ve stromanin endometrium diginda ektopik olarak
bulunmasidir. infertil kadinlarin %20-40’1nda gériilen, infertilitenin ve pelvik agrimin eslik
ettigi benign bir hastaliktir. Infertilite ile giiclii bir iliski gosterir. Endometriozis ile iliskili
infertilitede, ovulasyon sonrasi ovum yakalanmasini engelleyen ya da inhibe eden, pelvik
adezyonlara bagli bozulmus adneksiyel anatomi, oosit gelisimi veya erken embriyogenezin
engellenmesi, salgilamis oldugu sitokinlerle azalmis endometrial reseptiviteye yol agmasi
sorumlu mekanizmalar olarak agiklanmaktadir (Cramer ve Missmer 2002, D'Hooghe,
2003).

1.2.1.3. Tubal-peritoneal faktorler

Tubalarda veya peritoneal bolgede hasar veya tikaniklik sonucu meydana gelen sik
goriilen infertilite anomalilerindendir. Kadin infertilitesinin %30-35 oranindan tubal ve
peritoneal faktorler sorumludur (Miller ve dig. 1999).

Tuba uterina’larin igindeki sivinin aktivitesi, motilitesi ve tiip icindeki epitel
hiicrelerinin silier aktivitesindeki hasar infertiliteye zemin hazirlamaktadir (Kavlak ve
Saruhan 2002).

Tubal faktorlerin etkisiyle sperm ve oositin transportu bozularak infertiliteye neden
olur. Bu infertilitenin en sik nedeni; pelvik inflamatuar hastaliktir (Westrom 1995). Diger
stk nedenler ise; daha Once gecirilmis ameliyatlara baglh yapisikliklar ve ciddi
endometriozistir. Tiipiin distal kisminin obstriiksiyonu hidrosalpinks ile sonuglanabilir.
Hidrosalpinks sperm ve oositin transportunda bozulma olusturur. Bu duruma ek tubal
icerigin endometrial kaviteye retrograd akimi sonucu embriyonun implantasyonunda
bozulmaya neden olur. IVF (in vitro fertilizasyon) basaris1 hidrosalpinksin ¢ikarilmasi ile
artar (Strandell ve dig. 2001). Bu nedenle IVF’den Once salpenjektomi yapilmasi

hidrosalpinksi olan tiim kadinlara onerilir (Johnson ve dig. 2010).
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1.2.1.4. Servikal ve immunolojik infertilite

Servikal mukus ejakilattan spermleri yakalayarak anormal morfolojili spermleri
filtre eder, diger seminal proteinleri ayirir ve sperm i¢in rezervuar gorevi yapar. Bu sekilde
spermin canli kalma siiresini uzatir (Eggert-Kruse ve dig. 1995). Servikste ve servikal
mukusta meydana gelen bozukluk, sperm gegisini etkileyeceginden infertiliteye neden
olmaktadir.

Menstriiel siklus boyunca steroid hormon seviyelerinde degisikliklere bagli olarak
servikal mukusun yapisinda degisim olmaktadir. Ostrojen, folikiiler faz boyunca servikal
mukus iretimini, akiskanligim1 ve miktarin1 artirarak sperm gecisine olanak saglar.
Progesteron ise servikal mukus akigskanligini1 ve iiretimini azaltarak sperm gegisine engel
olur. Servikal mukustaki siklik degisiklikler, gebelik olasiliginin ovulasyona yaklastik¢a
artmasin1 agiklar (Chretien 2003, Katz ve dig. 1997, Katz 1991). Ovulasyona yakin
donemlerde incelir ve 12-72 saatlik zaman diliminde spermin iletimi kolaylasir (Akyiiz
2003, Kavlak 2002).

Serviks enfeksiyonunda ya da inflamasyonunda spermlerin yapisi degisebilir ve
penetrasyonu zorlasabilir. Immiinolojik infertilite yoniinden degerlendirmek igin, sperm
kompleman bagimli immobilizasyon, antisperm antikorlarin tanisinda sperm agliitinasyon,
miks agliitinasyon testleri gibi ¢ok ¢esitli testler mevcuttur. Bu testler, fertilizasyon basarisi
diisiik olan giftlerde IVF yerine dogrudan intrastoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI)
yapilmast igin yol gdsterici olabilir ( Forti ve Krausz 1998). Infertilite iizerine servikal
faktoriin etkisi post koidal test adli klasik bir yontemle degerlendirilebilir. Test servikal
kanaldan alinan, 3-4 giinliik cinsel perhiz sonrasi yapilan, servikal mukus ve spermlerin

incelenmesidir (Aksu 2006).

1.2.1.5. Genetik nedenler
Infertil ciftlerde anormal karyotip analizi bulunma ihtimali genel populasyondan

daha yiiksektir. Kadinlarda infertilite ile iliskili en sik goriilen andploidi 45, X (Turner
sendromu), erkeklerde 47, XXY (Klinefelter sendromu)’dur (Clementini ve dig. 2005).
1.2.2. Erkek Infertilitesi ve Nedenleri

Erkek infertilitesi nedenleri dort ana grupta incelenebilir:

 Testikiiler hastaliklar (Y kromozomu mikrodelesyonlarini da igeren primer
testikuler defektler): %30-40

* Post testikuler nedenler (sperm transport problemleri): %10-20

* Hipotalamik hipofizer hastaliklar: %1-2



« Idiopatik (belirlenebilir bir nedenin bulunamadig1 ve normal semen analizine sahip

erkekler): %40-50
1.2.2.1. Testikuler nedenler:

Gelisimsel ve konjenital hastaliklar infertil erkeklerin 6nemli bir kismindan
sorumludur. Klinefelter sendromu primer hipogonadizmin ve erkek infertilitesinin en sik
nedenlerinden biridir. Bu hastalarda genellikle kicuk testisler ve hemen her zaman
azospermi bulunur. 1/500-700 siklikta goriiliir.

Y kromozomu mikrodelesyonlari, azospermi ve ciddi oligosperminin genetik
nedenlerindendir (Ferlin ve dig. 2007). % 20 kadar infertil erkekte Y kromozomunun uzun
kolunda mikrodelesyon vardir ve bunlarin ¢ogu azospermik faktor (AZF) olarak
isimlendirilen Yq11 bolgesindedir. AZF bolgesi 3 boliimden olusur: AZFa, AZFb ve AZFc.
AZFa ve AZFb bolgelerinin delesyonu azospermiye ve ciddi spermatogenezis defektine
neden olur. Bu erkeklerin germinal hiicre matirasyonunda arrest gorilebilir. AZFc
bolgesinin delesyonu azospermiden oligospermiye degisen fenotipe neden olarak
infertiliteye neden olur (Krausz ve Degl'Innocenti 2006, Kuroda-Kawaguchi ve dig. 2001).
Y kromozomu delesyonlar1 sadece azospermide veya idiopatik oligospermide degil vas
deferensin obstriiktif lezyonlari, kriptoorsidizm ve varikosel gibi testikiiler disfonksiyonun
belirlenebilir diger nedenleri olan hastalarda da saptanabilir (Foresta ve dig. 1999).

Kriptoorsidizm, fetal gelisim siirecinde testislerin skrotuma inemeyisinden kaynakli
anomali olarak tanimlanir. Bunun sonucunda testis inguinal kanalda, abdomende veya diger
ektopik lokasyonlarda olabilir. Bilateral veya unilateral kriptorsidizm testikiiler tiimor
riskinde artis ve spermatogeneziste bozulma ile iligkilidir (Rajfer ve dig. 1986). Testikiler
inme siireci testosteron aktivitesindeki veya sekresyon konjenital bozukluklarda daha sik
goriiliir, androjen bagimli bir siiregtir.

Varikosel, skrotumda panpiniform pleksus venlerindeki dilatasyon olarak tanimlanir.
Sol spermatik venlerde daha diisiik kan akimina bagli olarak sol tarafta saga gore 10 kat daha
yuksek oranda varikosel gorulir (Howards 1992). Varikosel ameliyati sonrasi infertilitenin
diizelmesi ve hangi mekanizma ile infertiliteye neden oldugu tartismalidir. Saglikli erkek
bireylerde bile %10-15 oraninda bulunan varikosel, infertil erkeklerde daha yiiksek oranda
bulunur (Pryor ve Howards 1987).

Postreseptor anomalilere bagli konjenital androjen insensitivitesi veya androjen
insensitivitesi olan erkekler nerdeyse her zaman infertildir (Griffin 1992). Normal seksuel
diferansiyasyon ve spermatogenez icin androjen ve normal fonksiyonel reseptor gerekir.

Androjen reseptor geninde polimorfizm erkek infertilitesi ile iligkili olabilir. Normal fertil
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erkeklerde kisa triniikleotid CAG tekrar1 yiiksek sperm diretimi ile iliskilidir (von
Eckardstein ve dig. 2001).

Psodohermafroditizm, 5-alfa rediiktaz eksikligine sahip erkeklerde goriilen, ciddi
hipospadias, kiigiik fallus, zayif prostatik sekresyon ve kriptorsidizm gibi mekanik
problemlere bagli olarak goriiliir (Johnson ve dig. 1986).

Nadir gorulen erkek infertilitesi nedenlerinden biri de FSH reseptér gen
mutasyonlaridir. Bu hastalarda diisiik serum inhibin B konsantrasyonu ve sperm sayisi,
yuksek serum FSH konsantrasyonu vardir (Tapanainen ve dig. 1997).

Ostrojenin alfa reseptériinde inaktivasyona neden olan mutasyonu olan erkeklerde
sperm motilitesi diisiiktiir; ancak sperm sayis1 normaldir (Smith ve dig. 1994).

Edinsel testikiiler hastaliklar infertiliteye neden olabilir. Viral orsit, ozellikle
kabakulak, infertilitenin i1yi tanimlanmis nedenlerindendir. Kabakulak orsiti yetiskin
erkeklerin % 15-20°sinde gorullrken prepubertal erkeklerde nadir gorulir. Bu erkeklerin
bazilarinda iskemi, germinal hiicre hasar1 veya infeksiyona bagli olarak infertilite goriiliir.
Klamidya ve gonore ve gibi seksiiel gecisli hastaliklar da orsite neden olabilir. HIV (insan
immiin yetmezlik viriisii) ile enfekte erkeklerde normal sperm parametreleri olabildigi gibi
diisiik sperm motilitesi ve infertilite de olabilir (Umapathy 2005).

Bircok ila¢ leydig hiicre disfonksiyonuna veya spermatogenezde bozulmaya neden
olarak infertiliteye neden olabilir. Bunlar arasinda en 6nemlisi klorambusil ve siklofosfamid
gibi alkilleyici ilaglardir. Antiandrojenler de testikiler aktiviteyi veya androjen uretimini
bozarak testikiiler disfonksiyona neden olabilir. Iyonize radyasyon spermatogenezi bozar
(Rowley ve dig. 1974).

Sigara igmenin sperm sayisi lizerine etkisi ile ilgili ¢aligmalarin meta analizinde,
sigara igen erkeklerde diigiik sperm sayist olma ihtimalinin daha fazla oldugu, sperm DNA
kirikliklarina neden olarak infertilitenin artabilecegi goriilmiistir (Vine ve dig. 1994).
Yiiksek testikiiler 1s1 uzun siirdiigiinde germ hiicrelerinde apoptozisi artirarak infertilite ile
iligkili olabilir. Spinal kord yaralanmasi, varikosel ve uzun siireli sauna kullanimi yiiksek
testikiiler 1siya neden olarak infertilite ile iliskili olabilir (Kandeel ve Swerdloff 1988, Lue
ve dig. 1999).

Normal fertil bir erkekte giinde 120 milyon adet sperm yapilmaktadir. Erkeklerin
infertilite olgularina bakildiginda iireme ¢agindaki yaklasik %90 kadar erkegin infertilite

nedeninde bozulmus spermatogenez vardir (Bernard ve dig. 2002).



Cizelge 1.3. Infertiliteye neden olan testikiiler hastaliklar

Konjenital Hastahklar

Klinefelter sendromu (XXY)

Y kromozom delesyonlari
Varikosel

Kriptorsidizm

Konjenital anorsi

Mytonik distrofi

5a Rediiktaz eksikligi

Androjen insensitive sendoromu

Edinsel Nedenler

Viral orsit (kabakulak, arbovirus)

Epididimo-orsit (gonore, klamidya)

Graniilamatdz orsit (lepra ve tiiberkiiloz)

[laglar (alkilleyici ajanlar, alkol, antiandrojenler, ketokonazol, spironolakton, histamin 2
reseptdr antagonistleri)

Travma hipertermi

Iyonize radyasyon

Gevresel toksinler (Karbon distlfid kadmiyum, fitootrojenler)

Immiinolojik hastaliklar (Poliglandiiler otoimmiin hastaliklar1 igeren)

Torsiyon

Sistemik Hastaliklar (Renal yetmezlik, hepatik siroz, kanser, serkoidoz, orak hcreli
anemi, vaskiilit, ¢olyak hastaligi)

1.2.2.2. Post testiktler nedenler (sperm transport problemleri) :

Sperm transportunda ve maturasyonunda epididimisin ¢ok 6nemli rolii vardir. Matiir
spermlerin epididimisten Uretraya transportunda vas deferens gorevlidir. Vas deferenste ve
epididimde meydana gelen problemler infertiliteye neden olabilir. Bunlar posttestikuler
nedenlerdir. Epididim obstriiksiyonu, yoklugu ve disfonksiyonu testikiiler sperm tiretimi
normal olmasina ragmen infertiliteye neden olur (Stillman 1982). Vas deferensin bilateral
ligasyonu, obstriuksiyonu infertiliteye neden olabilir. Obstriiksiyon klamidya, tuberkiloz,
gonore gibi enfeksiyonlardan kaynaklanabilir. Vas deferensin konjenital yoklugu infertil
erkeklerin % 1-2’sinde goriiliir. Cogunda kistik fibrozis transmembran regiilator gen (CFTR)
mutasyonu vardir (Patrizio ve dig. 1993). Siliya fonksiyonunu ve yapisini etkileyen primer

siliyer diskinezi, heterojen genetik bir hastaliktir (Munro ve dig. 1994, Zariwala ve dig.

2007).



1.2.2.3. Hipotalamik-hipofizer hastaliklar:

Gonadotropin veya GnRH eksikligine yol agan tiim hipofizer veya hipotalamik
hastaliklar infertiliteye neden olabilir. Bu hastaliklar konjenital, sistemik ve edinsel
hastaliklar olarak 3 grupta incelenir.

e Konjenital idiopatik hipogonadotropik hipogonadizm: izole gonadotropin
eksikligi ile karakterize klinik durumdur. Ilave olarak ¢ogu hastada renk korliigii,
orta hat yiiz defektleri, renal malformasyonlar, isitme problemleri ve kriptorsidizm
bulunur. Hipogonadizmin altinda yatan neden GnRH salinimindaki defektidir (Spratt
ve dig. 1987).

e Gonadotropin sekresyonunda anormallige yol acan diger genetik nedenler:
Prader-Willi sendromu, Laurence-Moon-Biedl sendromu, Familyal Serebellar
Ataksi sendromu ve Lowe (Okiloserebral distrofi) sendromunu igeren multiorgan
genetik sendromlardir (52).

Hipogonadotropik hipogonadizm, gonadotropin alt Unitesinde mutasyon sonucu
goriilen bir hastaliktir. FSH beta geni promoter bolgesinde meydana gelen tek niikleotid
polimorfizmi sonucu daha diisiik sperm konsantrasyonu, kiiciik testis voliimii ve daha diisiik
FSH dizeyi saptanmustir (Castro-Magana ve Angulo 1990, Grigorova ve dig. 2010).

GnRH analoglar1 ve psikotrop ilaglar, GnRH veya gonadotropin salinimini inhibe
ederek sekonder hipogonadizme ve infertiliteye neden olabilir.

Testikiler tumorden veya 0strojen tedavisinden dolay1 6strojen artis1 gozlemlenebilir
(Veldhuis ve Dufau 1987). Androjen artis1, anabolik steroidlerin kullanimina, testosteron
veya diger konjenital adrenal hiperplazi, adrenal veya testis bezdeki tiimdre bagl asirt
androjen liretimine bagli olabilir (Griffin ve dig. 1996, Freeman 1991).

Obezite erkeklerde total testosteron, diisiik serum gonadotropin, hipogonadotropik
hipogonadizm ve serbest testosteron diizeyleri ile iligkilidir. Obezite serum total testosteron
konsantrasyonunda azalmaya neden olur (Hammoud ve dig. 2006). Vicut Kitle indeksi ve
sperm kalitesi ters iligkili olabilir (Kort ve dig. 2006).

Erkek infertilitesinin degerlendirilmesi hikaye-anamnez, fiziksel muayene, semen
analizi, genetik testler ve endokrin testler basamaklarini icermektedir.

Degerlendirme ayrintili bir 6ykii alinarak bagslanir. Viicut killanmasi, pubertal
gelisim, kabakulak orsiti, kronik hastaliklar, testis veya skrotal ameliyatlar, infeksiyonlar,
sekstiel gecisli hastaliklar, iliski siklig1 ve ila¢ kullanim1 sorgulanmalidir.

Fizik muayenede klinik bulgularina odaklanilmalidir. Bunlarin infertilite ile iliskisi

sorgulanmali, androjen eksikliginin olup olmamasi tespit edilmelidir. Olabilecek androjen
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eksikliginin klinik bulgular1 yasa bagli olarak degisir. Erken gebelikte androjen eksikligi
cinsiyet belirsizligine, gebeligin ilerleyen haftalarinda eksikligi mikropenise, ¢ocukluk
caginda pubertede gecikmeye, eriskin yasta ise seksiiel fonksiyonda azalmaya ve seks
karakterlerinde deformasyona sebep olur.

Erkek infertilitesinin degerlendirilmesinde en 6nemli parametre olan semen analizi,
semen volimi, ph o6l¢limii, agliitinasyonun degerlendirilmesi, sperm konsantrasyonu,
motilitesi ve morfolojisinin degerlendirilmesi, sperm l6kosit sayisinin ve immatiir germ
hiicrelerin degerlendirilmesini igerir.

-pH; 7.2 - 8.0 aras1 dagilim normal kabul edilir.

-Aglutinasyon; 10 sperm/agglutinat altinda olmalidir.

-Koagulasyon: Semenin sivi halden semisolid hale ge¢mesidir. Koagiilasyon
olmadiginda vas deferensin ve seminal vezikiil yoklugundan siiphelenilir.

-Likefaksiyon: 5-20 dakika i¢inde koagiile olan semen prostatdan yapilan proteolitik
bir enzim olam fibrinolizinle likefiye olur. Bu nedenle likefaksiyon normal prostat islevinin
bir gostergesidir.

-Viskosite: Likefiye olan semenden bir pipet ile damla yontemiyle olculir. Pipete
¢ekilen semen damlatilarak olusan iplik¢igin boyu Ol¢iiliir. 20 mm’ye kadar normal, 20-40
mm arasi hafifce artmis, 40-80 mm arasi oldukca artmis ve 80 mm {istii ise ¢ok artmuistir.
Artmig viskozite prostatta, genital traktusda veya seminal vezikilde olan bir enfeksiyonu
gosterir.

-Koku: Prostat sekresyonu olan sperminin oksidasyonu ile olur. At kestanesi agaci
cigegi kokusuna benzetilir. Normalden sapmasi1 enfeksiyon gostergesidir.

Semen Ornegi 2-7 glinluk bir cinsel perhiz sonrasi alinmalidir. Analizin giivenilirligi
acisindan farkli zamanlarda en az 2 sperm 6rnegi alinmalidir.

Diinya Saglk Orgiitinin (WHO 2010) belirledigi standart semen analizinin
degerlendirilmesinde en diisiik sinir degerler su sekildedir;

* En az 3-7 glnliik cinsel perhiz sonrasi semen voliimii i¢in en diisiik referans limit
deger 1.5 ml’ dir.

 Sperm konsantrasyonu: 15 milyon spermatozoa/ml

* Total sperm sayisi: 39 milyon spermatozoa/ejakiilat

« [leri hareketli sperm oran1: %32

* Total hareketli sperm orani: %40

» Morfoloji: %4 normal morfoloji (Cooper ve dig. 2010).
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Diisiilk semen voliimiiyle birlikte azoospermi ve oligozoospermi genital trakt
obstriiksiyonunu gdsterir. Sperm motilitesi mikroskopik olarak degerlendirilir ve progresif
motil, nonprogresif motil ve immotil olarak siniflandirilir.

Semen anormalliklerinin tanimlari;

e Aspermia: Hig ejakiilatin olmamasi

e Lokositospermia: Ejakiilatta beyaz kiire olmasi

e Hematospermia: Ejakiilatta kan olmasi

e Hiperspermia; Ejakiilat voliimiiniin 6 ml’ den yiiksek olmast

e Hipospermia: Ejakiilat voliimiiniin 1 ml” den diisiikk olmasi.

e Azoospermia: Ejakiilatta hi¢ sperm olmamasi

e Oligozoospermia: 1 ml’ deki sperm sayisinin 15 milyondan diisiik olmasi
e Asthenozoospermia: Zayif motilite ve/veya ileri dogru hareketlilik olmasi.
e Teratozoospermia: Normal sekilli sperm yiizdesinin azalmis olmasi

e Nekrozoospermia: Supravital boyama ile tiim spermlerin 6lii olmasi.

e (Globozoospermia: Yuvarlak basli akrozomsuz sperm olmasi.

Genetik Testler Genetik Mutasyonlar ve Seks Kromozomu: Yaklasik %10-18 infertil
erkekte Y kromozomu mikrodelesyonu vardir. AZFa veya AZFb bdlgelerinin komplet
delesyonu Sertoli Cell Only Sendromuna ve azoospermiye neden olur. Sperm
konsantrasyonunun 5 milyon/ml nin Ustlindeki erkeklerde bu delesyon nadir gorulir (De
Kretser ve dig. 1999). AZFa veya AZFb bolgelerinin komplet delesyonlarinda genetik tani
onem arz eder. Cinkd, Y kromozomu mikrodelesyonlar1 babadan ogula intrastoplazmik
sperm enjeksiyonu ile gecebilir (Page ve dig. 1999). Hastada ciddi oligozoospermi ve
azoospermi varsa 0 zaman Y kromozom delesyon testi Onerilmektedir (McLachlan ve
O'Bryan 2010).

Endokrin Testler: Endokrin degerlendirmede bakilmasi gereken 6ncelikli hormonlar
FSH, luteinize edici hormon (LH) ve serum testosteron seviyeleridir (Sokol 2009). Serum
LH konsantrasyonu sperm sayisi diisiik olan erkeklerde androjenik steroidlerin ve eksojen
anaboliklerin kullanimi diistiniilmelidir. Serum FSH ve LH konsantrasyonu yiliksek, serum
testosteron konsantrasyonu diisiikse primer hipogonadizm tanisi konulur. Diisiik serum
testosteron konsantrasyonu ve normal veya diisitk serum LH konsantrasyonu olan erkeklerde
ise serum prolaktin diizeyi ol¢iilmelidir. Eger hastada tiim bu hormonlar ve sperm hacmi

normal; fakat azoospermi mevcutsa obstriiktif azoospermiden stiphe edilmelidir.
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1.2.3. Actklanamayan Infertilite

Kadin ve erkeklerin fertilite testlerinin normal olmasina ragmen gebeligin
olugmadigi durumlari ifade eder ve %15 oraninda goriiliir.

Bu hastalarda; bilateral tubal aciklik, ovulasyonun objektif kanitlar1 ve normal uterin
kavitenin varlhigi, yeterli overyan rezervin oldugu ve semen analizinin normal oldugu
gosterilmelidir. Ayni zamanda tanis1 konulamayan sperm veya oosit fonksiyon
anormallikleri, fertilizasyon veya implantasyon bozukluklari da agiklanamayan infertilite
kapsamina girmektedir (Practice Committee of the American Society for Reproductive,
2008).

Aciklanamayan infertilitenin etiyolojisi tam olarak aydinlatilamamis olsa da
hormonal, genetik ve ¢evresel parametreleri igeren multifaktoriyel bir etyolojisinin oldugu
diistiniilmektedir. DNA fragmantasyonu ve oksidatif stresin agiklanamayan infertiliteye
etkisi azimsanmayacak derecede biiyliktir (Abid ve dig. 2008, Twigg ve dig. 1998,
Tremellen 2008).

Literatiirde bu hastalara ampirik medikal tedavi veya yardimci ilireme yontemleri
(YUT) 6nerilmektedir (Schiff ve dig. 2007).

Fiziksel degerlendirilmelerinin yan1 sira psikolojik agidan da hastalar
degerlendirilmeye alinmalidir. Clnki; psikolojik nedenler de agiklanamayan infertiliteye
sebep olabilir (Kizilkaya 1992, Oguz 2004, Orshan 2008).

1.3. Preimplantasyon Genetik Test Nedir?

Preimplantasyon genetik testler, hastaliga sebep olan kromozomal bozuklugu veya
geni gebelik olugsmadan dnce test ederek saglikli embriyolarin transfer edilmesi islemleridir.
Embriyolarda ortaya ¢ikabilecek potansiyel kromozomal anomalileri belirlemek amactyla in
vitro fertilizasyon yontemleri kullanilarak uygulanir. "Implantasyon Oncesi Genetik Tan1"
veya "Preimplantasyon Genetik Tani1 (PGT)" adi verilir (Celik 2011).

Preimplantasyon genetik tan1 (PGD) ve preimplantasyon genetik tarama (PGS)
yontemlerini kapsar. Bu yontemler ile farkli gelisim asamalarindaki embriyolar transfer
oncesi dénemde kromozomal olarak incelenir (Brezina ve dig. 2012, Brezina ve Kutteh
2015) ve andploidi gosteren embriyolar elimine edilebilir (Chen ve dig. 2015, Dahdouh ve
dig, 2015). Bu yontem kullanilarak yapilan embriyo transferlerinde saglikli euploidik
embriyolar bilindigi i¢in gebelik oranlar1 %30’ a kadar artis gostermektedir (Yang ve dig.
2012).
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1.3.1. Tarihge
Dinyada ilk defa Alan Handyside ve arkadaslar1 (1989) tek hiicre-polimeraz zincir

reaksiyonu (single cell-PCR) teknigi kullanilarak X kromozomuna bagl bir hastalik i¢in
PGT yontemi uygulamis olup, 1993 yilinda floresan in situ hibridizasyon (FISH) teknigi PGT
yontemleri ile kombine edilerek (Griffin ve dig. 1994, Munne ve dig. 1993) Verlinsky ve
arkadaslar1 (1995) tarafindan infertilite tedavilerinde basar1 sansini arttirict bir yontem
olarak kullanilmistir. Bu caligmalarin onciiliigiinde PGT, gelisen yardimli iireme ve tanisal
teknikler sayesinde diinya ¢apinda uygulanabilirligini her gecen giin arttirmaktadir (Simpson

2010, SenGupta ve Delhanty 2012).

1.4. Embriyonal Analiz Yontemleri ve Genetik Materyalin Kaynag:

Preimplantasyon genetik tani isleminde genetik analiz i¢in embriyonun genetik
materyali gereklidir. Biyopsi islemi, embriyonik deoksiribonikleik asit (DNA) elde etmenin
invaziv teknigidir.

PGT islemi 3 farkli gelisim evresinde uygulanabilir; (Bak. Cizelge 1.1.)
1-Doéllenme Oncesi ve sonrasi donemde oositlerden polar hiicre analizi, (Bak. Cizim 1.1.A)
2-Boliinme asamasinda blastomer analizi, (Bak. Cizim 1.1.B)
3-Blastokist donemde trofektoderm dokusu (trofoblast hicreleri) analizi (Bak. Cizim 1.1.C)
(Milachich 2014).

1.4.1. Polar Cisim Biyopsisi

Polar cisimler (PB), oosit hiicresinin olgunlagmasi ve fertilizasyonu sonrasinda atilan
yan urunlerdir (Gardner 2007). Polar cisim biyopsisi (Bak. Cizim 1.1. A) diger biyopsi
cesitlerine gore daha az invazivdir. Zona pellusida iizerinde delik agilmasi genellikle
temassiz olarak lazer yontemi ile gergeklestirilirken, mekanik olarak klasik kismi zona
diseksiyonu (Cieslak ve dig. 1999) veya kimyasal asit Tyrodes soliisyonu kullanilarak da
gerceklestirilmektedir (Grifo ve dig. 1994). Polar cisim hicrelerinin biyopsisinde lazer ile
disseksiyon i¢in en uygun zaman aralig1 enjeksiyondan 4 ila 6 saat sonrasidir. Ciinkii birincil
polar cisim zamanla dejenerasyona gider ve diisiik hibridizasyon gézlemlenir. Ayni zamanda
bu evrede kortikal graniil reaksiyonu da dengelenmis olur. ikincil polar cisim hiicresinin
ideal biyopsi zamani enjeksiyondan 8-16 saat sonra olmalidir. 6 saatte kadar bu hiicrede
mayotik igcik kalintis1 kalabilir bu sebeple biyopsi oositin eniikleasyonuyla sonuglanabilir
(Montag ve Ven 2010).

Polar cisim biyopsisi sadece maternal kaynakli andploidi ve mutasyonlarin teshisinde
uygulanabildiginden dolay1 dezavantajlidir (Salvaggio ve dig. 2014). Avantajli yoni ise;

embriyonal gelisime katkida bulunmayan hiicreler olmasindan Gtiirli embriyoya zarar
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vermemesi, diger iki yontemde karsilasilabilecek mozaisizm probleminin dislanabilmesi ve
de embriyo transferi 6ncesi genetik analizler i¢in zaman kazandirmasidir.

Ayrica PB biyopsisinde mitoz kaynakli andploidiler ve/veya gelisimin ileri
basamaklarinda olasi diizeltilecek olan mayotik hatalar ve paternal faktorler gozden kagmis
olacaktir. Mayoz-1’de meydana gelen kardes kromatitlerin erken ayrilmasi durumu, mayoz-
2’de dengelenebilmektedir. Boyle vakalarda PB biyopsisi yanlis taniya neden olur ve
reprodiiktif olarak saglam olan embriyolarin transferini engellemis olur (Forman ve dig.
2013).

Bu sebepten 6tiirli PB biyopsisi, diger biyopsilere gore tanisal kesinliginin olmamasi

ve maliyetinden 6tiru daha az tercih edilmektedir.

1.4.2. Klivaj Evre Blastomer Biyopsisi

Pratik bir yontem olup, tiim endikasyonlar i¢in uygulanabilir olmasindan dolay1
tercih edilir.

Fertilizasyondan yaklasik 68-72 saat sonra alti ile sekiz hiicre arasindaki
embriyolardan bir veya iki hiicrenin ¢ikarilmasiyla (Bak. Cizim 1.1. B) hem paternal ve hem
maternal kaynakli genetik degerlendirmeler elde edilebildiginden yaygin olarak kullanilir
(ESHRE PGD Consortium, 2002). Klivaj evre biyopsisi igin zona pellusidanin tirod asit,
lazer veya mekanik yollar ile delinmesi gereklidir (Eldar-Geva ve dig. 2014).

Biyopsi ile iki hiicrenin embriyodan c¢ikarilmasi embriyoyu negatif yonde
etkileyebilir (Dahdouh ve dig. 2015). Fakat blastomerler totipotent oldugundan kiitle
korunur ve fetusu bozmaz. Embriyo bu durumu rahatlikla tolere edebilir (ESHRE PGD
Consortium 2016). Diger bir problem ise; klivaj donemi embriyolarin %50'sine yakin bir
kisminda goriilen mozaisizmdir (Otani ve dig. 2006).

Bunun yani sira, kullanilan biyopsi teknikleri ve laboratuvar ¢aligsanlarinin tecriibesi,
biyopsi sonrasi embriyo gelisiminde ¢ok dnemli rol oynar (Kahraman ve dig. 2000).

Klivaj asamasi embriyolarinda segmental andploidi goriilme sikliginin klinik
yayginlig1 heniliz net degildir. Embriyonik hiicreler hiicre dongiisiiniin G1, G2 veya GO
fazindan ziyade direk olarak mitozdan sentez fazina gecer (Ramos ve dig. 2014). Bu durumla
birlikte replikasyon ile asenkronizasyon ger¢eklestiginde ¢ok diisiik de olsa FISH, aCGH ve
PCR bazli yontemlerde yanlis pozitif andploidik sonug verebilir (Werner ve dig. 2014, Gutierrez-
Mateo 2011, Capalbo ve dig. 2015).

Blastomer biyopsisi sirasinda bazi zorluklarla karsilagilabilir. Bunlar; embriyonun
erken kompaktlagsmasi, embriyo igeriginde yiiksek diizeyde fragmantasyon olmasi ve

membranin asir1 kirllgan olmasi seklinde olabilir.
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Blastomer biyopsisi, ileri maternal yas, tekrarlayan diisiikler, maternal/paternal
otozomal resesif/dominant tek gen hastaliklarinda, HLA doku tipleme, translokasyon
tastyiciligy, tekrarlayan implantasyon basarisizliklar: ve siddetli erkek faktOrii gibi genis bir
endikasyon grubuna uygulanabilir (Celik 2011).

1.4.3. Trofektoderm Biyopsisi

Embriyo gelisiminin 4. giiniinden itibaren integrin, kaderin ve selektin gibi hiicre
adezyon molekiillerinin ekspresse edilmesiyle kompaktlagma sonrasi kavitasyon baslar.
Embriyonun igi sivi dolmaya baslayarak blastosist formasyonu olusur (Montag dig. 2010).
Blastosist formasyonunda i¢ hiicre kitlesi (IHK) ve trofoektoderm (TE) hiicreleri ad1 verilen
iki yapilanma mevcuttur. Bu hiicreler blastosist gelisimini ilerlettikge belirginlesir.

Laboratuvar kiiltiir ortamlarinin ve kullanilan medyumlarin embriyonun ihtiyacin
karsilayabilecek sekilde gelistirilmesi, 5. giin blastokist evresi transferlerinin artmasina
olanak vermistir.

Bir seferde birkag trofoblast hiicresinin alinabilmesi ve analiz edilebilmesi
bakimindan PGT islemlerinde en yaygin olarak kullanilan biyopsi ¢esididir (Bak. Cizim 1.1.
C) (Stern ve dig. 1999). Kisitlayicr faktorii; genetik analiz sonucu bakimindan dar bir zaman
araligt olmasidir. Fakat dondurma/¢ozdiirme yontemlerinin giivenilir bir sekilde
uygulanabilmesi, bu sorunu ¢6ziimlemistir.

Ayni sekilde 5. gline giden embriyolarin sayica sinirliligi da analiz yapilacak embriyo
sayisint kisitlamaktadir. Bu durum anormal veya gelisimi duracak embriyolarin biyopsi
islemi yapilmadan elenmesi agisindan avantaj olusturur (Celik 2011).

Trofektoderm dokusunun biyopsisi ile kritik olmayan hiicreler alinmasi blastokistin
IHK ’ne zarar vermemesi bu yéntemin diger bir avantajidir. i¢ hiicre kitlesinin fetal dokulara
doniismesinden dolay1 islem sirasinda miimkiin olduk¢a bu bdlgenin karsi tarafindan biyopsi
islemi uygulanmalidir (Yang ve dig. 2012).

Preimplantasyonel gelisim sirasinda blastokist asamasina gelen embriyolar heterojen
morfoloji gdsterebilirler. Trofektoderm hiicrelerinin fetusu olusturacak IHK' deki hiicrelerle
ayni genetik yapiy1 tagimayabilir (mozaik embriyo). Bu durumda biyopsi yapilan hiicreler
embriyo hakkinda dogru bilgiyi vermeyebilir.

Mozaik embriyolarin kendi normalizasyonlarini sagladigi "self correction” (kendini
dizeltme) mekanizmas:t mevcuttur. Bu mekanizma ile normal hiicrelerin IHK'sini
olusturmak {izere embriyonun i¢ tarafinda tutulmasi, anormal hiicrelerin ise; plasentay1

olusturacak trofektoderm bdlgesine yonlendirilmesi gergeklestirilebilir (Magli ve dig. 2009).
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Bu embriyolarin morfolojik olarak degerlendirilmeleri veya gelisimsel oranlari ile
andploidi oranlar1 arasinda korelasyon olmadigi gosterilmistir. Bu nedenle bu evreyi
yakalayan embriyodan, kalite kriterlerine bakilmaksizin biyopsi alinmasi gerekmektedir
(Capalbo ve dig. 2014).

Polar cisim biyopsisinin aksine klivaj donemi ve trofoektoderm biyopsisinde hem

maternal hem paternal kaynakli genetik bilgi analizi yapilabilmektedir (Stern ve dig. 1999).

POLAR HUCRELER TROFOBLAST HUCRELERI

I¢ HUCRE KITLESI

Cizim 1.1: Polar cisim biyopsisi (A), 8-10 hiicreli boliinme asamasinda embriyoya
uygulanan blastomer biyopsisi (B), blastokist asamasinda embriyoya uygulanan
trofektoderm biyopsisi (C).

Cizelge 1.4. Biyopsi segenekleri ve bunlarin PGT i¢in karsilastirmalari

0.-1. GUN POLAR 3. GUN 5.-6. GUN
CisiMm BLASTOMER TROFOEKTODERM
Sadece maternal -Cinsiyet tayinleri -Cinsiyet tayinleri
kaynakli -Dengeli -Dengeli
ENDIKASYONLAR | -Dengeli translokasyonlar translokasyonlar

translokasyonlar -Tek gen hastaliklar1 | -Tek gen hastaliklar

-Tek gen hastaliklar1 | -Mayotik ve mitotik | -Mayotik ve mitotik

-Mayotik hatalar hatalar hatalar

-HLA doku tayini -HLA doku tayini

-Tek embriyo transferi
-Basarisizlikla

sonuglanmis PB ve
blastomer biyopsileri
-Oosit toplanmadan | -3. Giin ICSI sonras1 | -5. Gln

hemen sonra 66-72 saat -Yavas gelisen

ZAMANLAMA -1.ci PB i¢in ICSI -3. Giin evresine ge¢ | embriyolarda 6. Gin
sonrasi 2-6 saat ulastiginda -Nadiren 7. Gin
-2.ci PB igin ICSI -Nadiren 4. Giin

sonrasi1 8-16 saat
-Her iki PB i¢in ICSI
sonrasi 8-12 saat

-Embriyo gelisimi -TUm -Daha fazla sayida

etkilenmez endikasyonlarda hiicre alinabilir ve test
AVANTAIJLAR -Genetik analiz icin | -Taze embriyo edilebilir

genis zaman araligt | transferi icin yeterli [ -TUm endikasyonlarda

saglanir zaman aralig1 -Mozaisizm gorulme

-Maternal gegisli saglanir siklig1 azalir

hastaliklarda
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-Normal ve dengeli
kromozom
ayriminda

DEZAVANTAJLAR

-Ikinci bir biyopsiye
ihtiyac duyulabilir
-Sadece mayotik
hatalar tespit
edilebilir, mitotik
hatalar tespit
edilemez

-Sadece maternal
gecisli
mutasyonlarda
kullanilabilir

-PB’ lerin kigiik
olmasindan kaynakli
dejenerasyon
ihtimali olabilir

-Mozaisizmden
kaynakli tan1 hatasi
olabilir

-Genetik analizin 24
saatten fazla stirme
ihtimalinden kaynakli
kriyoprezervasyon
gerekliligi dogabilir
-6. Gln embriyo
transferine gidilmesi
gerekebilir

-Yavas gelisimden
kaynakl1 biyopsi 6.
Gune ertelenebilir

- gelisim
bozuklugundan
kaynakli iptal olabilir
-Kriyoprezervasyon
gerekliligi

HLA: Insan Lékosit Antijeni, PB: Polar Cisimcik, ICSI: Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu

(Xu ve Montag 2012).

1.5. Kromozomal Anomaliler

Sayisal ve yapisal anomalileri veya her ikisinin de birlikte oldugu durumlari

kapsamaktadir. Yenidoganda yaklasik olarak 1/200 olarak gozlenir. Kromozomal anomaliler

iki ana grup altinda incelenir:

1.5.1. Sayisal Kromozomal Anomaliler:

1.5.1.1. Oploidi

23 kromozom cifti iceren diploid hicreler (2n=46) normal hicreler olup, 23
kromozomun katlarinin bulunmasi durumuna &ploidi adi verilir. 23 kromozoma haploid (n),
lic katina triploid (3n), dort katina ise tetraploid (4n), daha fazla n kromozom katinin
bulunmasina poliploidi ad1 verilmektedir (Yirmibes 2007, Nussbaum ve dig. 2005).
1.5.1.2. Anoploidi

“n” kat1 kadar olmaksizin, daha az veya fazla kromozom bulunmasi durumuna
anoploidi adi verilir. Andploidinin hiicre boliinmesi esnasinda homolog kromozomlarin
ayrilamamasi (non-disjunction) veya ‘anafazda geri kalma’ nedeniyle ortaya ¢iktigi
diistiniilmektedir. Tek bir kromozom fazlaligina ‘trizomi’, kaybina ise ‘monozomi’ adi

verilmektedir (Yirmibes 2007).
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1.5.1.3. Miksoploidi (Mozaisizm, Kimerizm)

Iki sekilde aciga ¢ikmaktadur:

Mozaisizm; Bir dokuda genetik olarak farkli ancak tek bir zigottan meydana gelen
en az iki farkli hiicre dizisinin varligina denir.

Kimerizm; Do6llenmis olan iki adet yumurtanin birlesmesi ve iki zigot arasinda hiicre
degisimi sonucunda meydana gelmesine denir (Nussbaum ve dig. 2005, Tobias ve dig.
2014).

1.5.2. Yapisal Kromozomal Anomaliler

Kromozomlarin kirilip anormal bigimde tekrar yapismasindan kaynaklanmaktadir.
Translokasyonlar, delesyonlar, duplikasyonlar, inversiyonlar, insersiyon gibi bircok alt
gruba ayrilir (Bak. Cizim 1.2) (Yirmibes 2007, Nussbaum ve dig. 2005, Tobias ve dig. 2014,
Alqgallaf ve dig. 2013).

1.5.2.1. Translokasyonlar

Kromozom materyalinin kromozomlar arasinda transferidir. Resiprokal ve
Robertsonian translokasyon adinda iki tipi vardir:

A. Resiprokal translokasyon: Kromozomlarda meydana gelen kirilmalar sonucunda
olusan kromozom materyalinin karsilikli degisimine denir. Bu degisimler sirasinda
kromozomun materyal kayb1 olmadigindan dolay: translokasyon dengeli bir seklinde olur.

B. Robertsonian translokasyon: Iki akrosentrik kromozomun (13, 14, 15, 21 ve 22)
sentromere yakin bolgeden ya da sentromeri lizerinden kirilip birbiri ile birlesme durumuna
denir.
1.5.2.2. inversiyonlar

Iki bolgeden kirilan bir kromozomun kirilan par¢asinin 180 derece donerek
yapismasi sonucu olusur. Eger kirilmalar sentromerin iki yaninda olmus ise “perisentrik
inversiyon”, ters donen segment kromozomun bir kolunda olusuyor ise “parasentrik
inversiyon” denir.
1.5.2.3. Delesyonlar

Kromozom herhangi bir boliimiiniin kaybina “delesyon” adi verilir.
1.5.2.4. Duplikasyonlar

Kromozomun ek bir kopyasinin bulunmasina verilen isimdir (Karkucak 2016).
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Cizim 1.2. Yapisal kromozom anomalilerin gosterimi. Alqallaf ve dig. (2013)’den
alimmustir.

Eopyva Sayim Ay Eshie Dediimler

1.6. PGT Isleminde Kullamilan Yontemler
1.6.1. Tek Huicre Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz enzimi kullanilarak DNA molekiiliinii birbirini takip eden zincir
reaksiyonlarla ¢ogaltmaya yarayan yontemin tek hiicrede uygulanmasina "tek hiicre- PCR"
yontemi adi1 verilir. Amplifikasyon basarisizligi denilen ilgili gen bolgelerinde cogalmanin
gerceklesmemesi ve alellerden birinin ¢ogaltilmamasindan kaynaklanan Allel Drop Out
(ADO) tanida hataya sebep olabilir. ADO oran1 polar hiicrelerde yaklasik %10,
blastomerlerde %10-20 arasinda bildirilmektedir (Fiorentino ve dig. 2005).

1.6.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz enzimi kullanilarak DNA molekiiliinii logaritmik ¢ogaltmaya yarayan
yontemdir. “Denaturasyon” adi verilen DNA molekiilii zincirlerinin birbirinden yiiksek 1sida
ayrilmasi, eslesen bolgelere primerlerin baglanmasi (annealing), polimeraz enziminin baz
dizileri ekleyerek ilgili bolgeyi sentezlemesi (synthesis) ve sentezlenen molekiiliin uzamasi
(extension) asamalarindan olusur. Sentezlenen DNA fragmani bir sonraki dongiide kalip
olarak kullanilir ve her dongiide molekiil sayis1 ikiye katlanir.

PCR tekniginde karsilasilabilen amplifikasyon basarisizligi, allel drop out (ADO) ve
kontaminasyon gibi sorunlar analizin hatali ger¢ceklesmesine neden olabilir. Amplifikasyon
basarisizligiyla karsilagsma orani bu teknikte %10’lara kadar ¢ikabilir (Fiorentino ve dig.
2006). ESHRE PGD raporlarina gére ADO oran1 kontrol altinda tutulmali ve orant %10’
dan diisiik olmahdir (Harton ve dig. 2011). ADO heterozigot embriyolarda sorun
yaratmaktadir. Genetik hastalik dominant oldugunda, ADO’dan etkilenen allel tam
bozukluguna neden olur. Genetik hastalik resesif oldugunda ADO’dan etkilenen normal allel
de tanida hataya neden olabilir. Bu durumlar PCR tabanli molekiiler tekniklerin kullanimini

etkiler.
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1.6.3. HLA (Human Lokosit Antijeni) Doku Tayini

Tek gen hastaliklar1 i¢in yapilan PGT islemi tan1 yontemi olmasinin yani sira, HLA
uyumlu embriyo secimi ile beraber yapildiginda bir tedavi yontemi olarak kullanilmaktadir.
HLA uyumlu bir embriyo bulma sansinin oldukg¢a diisiik olmasi (%25) ve mutasyon
analiziyle de birlikte bu ihtimalinin yaklasik %18' ¢ kadar diismesi tedavideki basariy1
sinirlayan en biiyiik etmendir (Celik 2011). HLA tiplemesi yapilan hastalarda HLA uyumlu
bir embriyo bulundugunda ve de transfer edilebilecek kalitede saglikli embriyo gelistiginde
Iyi oranda gebelik ve implantasyon basarisi elde edilmistir (Kokkali ve dig. 2005).

1.6.4. FISH Teknigi

Kromozomlar iizerindeki spesifik DNA sekanslarini tanimlamak, andploidi, X
kromozomu gecisli hastaliklarda ve translokasyonlar i¢in PGT’de en ¢ok kullanilan
tekniklerin basinda gelmektedir. Kromozomlarda meydana gelen anormallikleri saptamaya
yarar (Wu ve dig. 2004). Ayn1 anda bir cok kromozom degerlendirmesi yapilabilir. Ozellikle
15 kromozom ¢iftine kadar tek gen analizinde kullanilir (Mackie ve Scriven 2002).

Biyopsi uygulanan materyalin cam lama fiksasyonu, floresan isaretli prob
aplikasyonu sonrasi denatiirasyon, hibridizasyon, hibridizasyon sonrast baglanmayan
problarin uzaklastirilmasi i¢in yikama, kontrast madde (counterstain) uygulamasi ve analiz
asamalarindan olusur.

Fiksasyon ve analiz asamalari FISH yonteminde kritik 6neme sahiptir. Analiz
sirasinda iyi goriintii elde etmek, uygun hibridizasyon tekniklerinin uygulanmasina, iyi bir
fiksasyona ve de hiicrenin durumuna baglidir. Aksi takdirde hibridizasyon sorunu ve sinyal
alamama ile sonuglanabilir (Wilton ve dig. 2009). FISH teknigiyle kromozomlardaki
translokasyon sonucunun hatali ¢itkma orani yaklasik %6 civarinda tespit edilmistir (Li ve
dig. 2005).

1.6.5. Karsilasirmali Genomik Hibridizasyon (CGH) ve array-CGH (aCGH)

Yontemi

Smirli sayida kromozomun incelendigi FISH yoOntemine alternatif olarak
karsilastirmali  genomik hibridizasyon (CGH) yontemi (Bak. Cizim 1.3) PGT' de
uygulanmistir. Bu ydntem embriyolarda tim kromozomlarin incelenmesini miimkiin
kilmigtir (Celik 2011). Analiz sirasinda iyi bir goriintii elde etmek, iyi bir fiksasyona,
hiicrenin durumuna ve dogru hibridizasyon teknigine bagl olarak degigir. CGH' da referans

DNA'lar farkli boyalarla isaretlendikten sonra lama sabitlenmis metafaz kromozomlari

20



yurdtilerek hibridizasyona birakilir ve tiim genom aktivasyon (WGA) yontemlerinden
birinin kullanilmasiyla kromozomlar ¢ogaltilir.

Array tabanli bir sistem olan, CGH ile ayni1 prensibe dayanan, array-CGH yonteminin
gelistirilmesi ile islem siiresi CGH yontemine gore kisalmis, 48 saate kadar indirilmistir.
CGH yonteminden farkli olarak metafaz kromozomlarin yerini oligoniikleotidler alir.
Coziinlirliigiiniin daha yliksek olmasi diger yontemlere gore bu teknigi avantajli hale
getirmistir. Fakat analizi daha zor ve de daha pahali bir yontemdir (Sermon ve dig. 1996).

Array karsilastirmali genomik hibridizasyon yonteminde de embriyonik DNA
amplifikasyonu i¢in tiim genom amplifikasyonu (WGA) yapilarak DNA referans alinir.
WGA ile serbest embriyonik DNA’nin amplifikasyonu ag¢isindan FISH ve PCR yontemleri
gibi tercih edilebilir. Ayn1 zamanda ¢oklu amplifikasyon saglamasi agisindan genis ¢apli
genom analizi saglanmis olur (Zong ve dig. 2012). WGA’y1 takiben iki renk ile florosan
yaymast yapilir. Yaklasik 4000 kadar DNA marker1 genom boyunca yerlesir ve microarray
boyunca yayilir. Hibridize olmus DNA’nin florosan gegirgenligine dayanarak bilgisayar
bazli analizler yapilir. Referans DNA ile embriyonik DNA’nin kopya sayist kiyaslanir
(Theisen 2008).

Tekrarlayan implantasyon basarisizliklarinda ve diisiiklerde CGH y6ntemi anoploidi
acisindan giivenilir bir yontemdir (Traversa ve dig. 2011). Bununla birlikte bu yontemin
dengeli translokasyon ile inversiyon ayirt etmede ve bazi ploidi durumlarini ayirt etmede

yetersizlikleri mevcuttur.

Cizim 1.3. CGH ve array CGH yontemlerinin karsilastiritlmasi (http://www.implen.de
sayfasindan alinmustir).
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1.6.6. Yeni Nesil Dizileme (NGS)

DNA’nin i¢indeki milyonlarca kiiciik fragmanlarin sekanslamasinda kullanilan bir
yontemdir. Yiiksek c¢oziintirliikte inceleme yapilabilmesi sebebiyle FISH, CGH ve array
CGH yontemlerinde tespit edilmesi gi¢ olan kuglk o6lgekli parsiyel veya segmental
anoploidlerin tespit edilebilmesi yoniinden hata oraninin daha diisiik olmasi sebebiyle diger
yontemlere gore avantajlidir. Embriyolarda 24 kromozomun detayli incelenmesinde yaygin
olarak kullanilmaya baslanmistir.

Tiim genomlarin amplifiye edilmesiyle baslar. Ardindan DNA fragmanlarina ayrilir.
Fragmanlar adaptorle kaynasir ve barkodlama sistemi olusur. Optik bazli sekanslama
islemini takiben MiSeq platformu i¢in PCR asamasi uygulanir. Kalite kontrol sistemi
yapildiktan sonra data BlueFuse software (Illumina) sistemi ile analiz edilir. MiSeq
platformu tiim kromozomlardaki andploidi ve mitokondriyal kopya sayisin1 tanimlamak i¢in
kullanilir. MiSeq platformu iizerindeki Illumina VeriSeq genom analizi tiim kromozom
anoploidilerini ve %50nin zerindeki mozaisizmleri tespit etmede kullanilir (Brezina ve
dig. 2016).

Bu yontem ile embriyolardan alinan tek bir hiicrede ayni anda sayisal (andploidiler)
ve yapisal (translokasyonlar) kromozomal problemlerin tespiti, HLA tiplemesi ve tek gen
hastaliklarinin analizi yiiksek dogrulukla yapilabilir. Bu sayede anne rahmine embriyo

transferi sonrasi saglikli gebelik elde etme ihtimali yliksek oranda artmis olur.
1.7. PGT Endikasyonlari
1.7.1. Genetik Gegisli Hastaliklar

Tek bir gende meydana gelen mutasyon veya hasar sonucu olusan tek gen
hastaliklari; otozomal resesif, otozomal dominant, X kromozomuna bagli resesif ve
dominant, Y kromozomuna bagli ve mitokondrial kalitimla ge¢is gosterebilmektedir.

Ornegin; tilkemizde akraba evliliklerinin sik olmasi nedeniyle beta-talasemi olarak
bilinen otozomal resesif gecis gosteren Akdeniz anemisi gibi hastaliklarin daha embriyo
asamasinda preimplantasyon tanisinin yapilmasi ve ilgili kromozom bdlgesinin
tanimlanmasi biiyiikk 6nem arzetmektedir.

Tiim diploid insan hiicreleri 22 otozom ve 1 gonozomdan olusan 23 ¢ift kromozom
igerir.

Kromozomlardaki sayisal bozukluga andploidi denir. Trizomi gibi fazla veya

monozomi gibi eksik sayida kromozom igeren, kistik fibroz, orak hiicre anemisi gibi genetik
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gecisli konjenital hastaliklarda PGT yontemi uygulanmasi saglikli bireylerin olusmasi
acisindan onemlidir (Celik 2011).
1.7.2. Tekrarlayan implantasyon Basarisizhklar (TIB)

3 veya daha fazla denemenin ardindan, iyi kalitede embriyo transferine ragmen
basarisizlikla sonuglanan denemeler tekrarlayan implantasyon basarisizliklar: (TIB) olarak
adlandirilir (Harton ve dig. 2010). Bu taniy1 gosteren ciftlere tedavideki basarty: arttirmak
ve gebelik kayiplarini azaltmak amaciyla andploidi taramasi yapilir.

Bu hasta grubuyla yapilan PGT caligmalarinda, oldukga yiiksek oranda andploidi
tespit edilmistir. Bu andploidilerin ¢gogu 3 veya daha fazla kromozomu igeren kompleks ve
sayisal anomalilerdir (Zhang ve dig. 1992).

1.7.3. Tleri Maternal Yas

Elde edilen oosit sayisinin azlig1 maternal yasin ilerlemesine bagl olarak mayotik
bOlinme sirasinda rekombinasyon mekanizmasindaki  bozukluk kromozomlarin
ayrilmamasina veya kardes kromatidlerin erken ayrilmasina neden olmaktadir. 37 yas ve
tizeri cogu PGT merkezinde ileri maternal yag kapsamina girmektedir.

1.7.4. Erkek Infertilitesi

Normozoospermi olgularina gore, oligoastenoteratozoospermi (OAT) ve non-
obstriiktif azoospermi (NOA) olgularinda (sirayla %62 ve %69) artmis kromozomal anomali
saptanmigtir (Vrettou ve dig. 2004). Bunun gibi ciddi erkek faktoriine sahip ciftlerin
embriyolarina andploidi gozlenme orant oldukca yiiksek oldugundan genetik analiz
Onerilebilir (Silber ve dig. 2003).

1.7.5. Aciklanamayan infertilite

Aciklanamayan infertilitenin nedenlerinden biri de kromozomal anormalliklerdir.
Erkek veya disi bireylerin translokasyon, delesyon, insersiyon tagima ihtimali mevcuttur.
Benzer sekilde oosit veya spermde andploidi goriilme olasiligindan dolayr bu endikasyonu
goOsteren hastalara PGT 6nerilebilir.

1.8.  Non-invaziv Preimplantasyon Genetik Tam Yontemleri

Preimplantasyon donemi embriyolarin genetik iceriginin ortaya ¢ikarilmasi igin
invaziv teknikler (Shamonki ve dig. 2016) kullanilsa da embriyonun bir veya birkag
hiicresinin alinmasindan dolay1 (biyopsi) embriyonal hasar olabilmektedir (Fragouli 2013).
Bunun yani sira embriyo biyopsileri 6zel ekipman, iyi egitimli personel, uygun zaman ve
maddiyat gerektirir. Bu nedenle daha az invaziv teknikler gelistirilerek embriyonal hasar,

maliyet ve is yiikiiniin en aza indirgenmesi amaclandigindan dolay1 daha giivenli olacag:
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diisiiniilen non-invaziv preimplantasyon genetik tarama yontemleri ortaya ¢ikmistir. (Farra
ve dig. 2018).

Ozellikle son yillarda artan anne yas1 ve cevresel faktorler nedeniyle genetik
anomaliler artmis, saglikli embriyo elde etme orani diisiise ge¢mistir (Hassold ve Hunt
2001). Bunedenle saglikli ve gebelik olusturabilecek embriyolarin se¢imi 6nem kazanmistir.
Transfer edilecek embriyolarin se¢iminde invaziv teknikler disinda daha az invaziv teknikler
olan time-lapse analizi, polar cisim biyopsisi, proteomiks, metabolomiks yontemleri de
kullanilabilir (Feichtinger ve dig. 2017).

DNA eldesi blastokistin icindeki blastos6l sivisindan ve embriyonun iginde
bulundugu atik medyumdan miimkiin oldugundan bu iki yontem biyopsilere gore daha az
invazivdir. /n vitro’da gerceklesen bu ydntemler, prenatal evrede non-invaziv olarak
gerceklesen anne kanindan kromozomal analizin analogudur (Handyside 2016).

Bu yontemlerden ilki blastosentez islemiyle blastosdl sivisinin alinarak embriyonal
DNA’nin elde edilmesi islemidir. Trofoektodermin bazolateral kisminda Na*/K* adenozin
trifosfat iyonlarinin aktivasyonuyla ozmotik gradiyent olusur (Barcroft ve dig. 2004). Bu
mekanizma ile transmembran kanallarin arasindan embriyo i¢ine siv1 birikmesi gergeklesir
(Barcroft ve dig. 2003). Blastosdl sivist PCR teknigi ile amplifiye edilmis kiiclik miktarlarda
DNA i¢ermektedir (Palini ve dig. 2013). Blastosol igerigindeki DNA ile embriyonik ploidi
yiiksek oranda uyum icermektedir (Magli ve dig. 2016). Trofoektoderm biyopsisi bir kag
hiicrenin alinmasina kiyasla embriyoya daha az zarar verici bir yontemdir (Feichtinger ve
dig. 2017). Embriyo vitrifikasyonundan 6nce dondurmayla birlikte olusacak kristal
formasyonunun embriyo blastokist membranina zarar vermemesi adina kollaps yontemiyle
blastosol sivisi genellikle uzaklastirilir (Mukaida 2016).

Blastosol sivisina benzer olarak embriyonun i¢inde bulundugu atik medyum da
embriyonun DNA icerigi hakkinda bilgi verir (Palini ve dig. 2013). Yapilan birka¢ Oncii
calismada atik medyumda tespit edilen DNA’nin embriyonun boliinmeye bagladigi erken
bolinme evresinde (2.-5. giin arasi) sekrete edildigi diistiniilmektedir. Bu nedenle, erken
boliinme evresi DNA analizlerinde atik kiiltiir sivisi ile trofoektoderm biyopsisi sonuglarinin

korelasyon gosterdigi belirtilmistir (Wu ve dig. 2015).
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2. AMAC

PGT,; tekrarlayan tedavi basarisizliklari, tekrarlayan disiikler, ileri anne yasi
olgularinda ve genetik bozukluk tasiyan bir embriyo nedeni ile olusmus bir hamileligin
sonlandirilmasi durumunu 6nlemek amaciyla tiip bebek iinitelerinde siklikla basvurulan bir
yontem olup kromozomal hastalik tasiyan (sayisal ve yapisal kromozom anomalileri, tek gen
hastaliklari, X’e bagli gegis gosteren hastaliklar vb.) bir ¢ocugun diinyaya gelmesi
sonrasinda karsilasilabilecek fiziksel ve psikolojik problemlerin 6niine gegilmesine yardime1
olmaktadir.

Genetik tarama ic¢in gerekli DNA eldesi preimplantasyon donemi embriyolarinda
biyopsi islemi ile yapilir. Fakat, biyopsi invaziv bir igslemdir. invaziv bir islemin meydana
getirebilecegi risklerden kaginmak genetik analizi daha anlaml kilacaktir. Bu durumu goz
ontinde bulundurarak ¢alismamizda, blastomer biyopsisi yapilacak olan embriyolarin non-
invaziv yontem olan embriyonun Kkiiltiire edildigi attk medyumundan serbest embriyonik
DNA elde ederek NGS (Yeni Nesil Dizileme, Next Generation Sequencing) yontemiyle
kromozom analizi yapmay1 ve biyopsi sonucuyla karsilastirarak korelasyon olup olmadigin
gormeyi amagladik.

Boylece invaziv tekniklere ihtiya¢ duyulmadan non-invaziv yéntemler kullanarak
olas1 embriyo hasarinin dnlenebilecegini umut etmekteyiz. Hedefimiz bu konuda basariya
ulasarak non-invaziv yontemleri rutinde de uygulanabilir hale getirmektir. Arastirmamizin
sonunda elde edecegimiz bilgiler hem bir doktora tezinin olusturulmasina katkida bulunacak

hem de etki guicl yuksek bilimsel dergilerde makale olarak yayinlanacaktir.
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3. YONTEM

3.1. Hasta Se¢imi ve Veri Toplanmasi

Bu ¢alismanin Etik Kurul Onay1, Kocaeli Universitesi Non-invaziv Etik Kurul’undan
“2017/275" nolu karar numarasi ile karara baglanmistir.

Kocaeli Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Tiip Bebek Unitesi’ne tedavi
icin bagvuran hastalar PGT agisindan degerlendirilerek kriterleri kargilayanlara PGT islemi
anlatilarak onerilmistir. Sadece yontemi kabul eden hastalar arastirmaya dahil edilmistir.

PGT onerilen hasta kriterleri;

1. lleri maternal yas (Feichtinger ve dig. 2017),
2. Erkekte sperm sayisinin az ve sperm yapisinin bozuk olmasi (Vrettou ve dig. 2004),
3. Iki ve daha fazla tiip bebek islemi uygulanmasina ragmen gebelik elde edilememis
ciftler (Zhang ve dig. 1992),
Erken gebelik kayiplar1 ve diisiikleri olan ¢iftler (Magli ve dig. 2016),
Genetik veya kalitsal bir hastalik tagiyicilig1 bulunan ¢iftler (Yan ve dig. 2014),
Genetik hastalig1 olan ¢ocuk veya ¢ocuklara sahip olan ciftler (Palini ve dig. 2013),

Genetik gecis gosteren hastaliklarin tanimlanmasi (Palini ve dig. 2013),

O N o 0 bk

Aciklanamayan infertilite tanisina sahip hastalar seklinde olacaktir.
3.2. IVF Protokolt
3.2.1. Sperm Toplanmasi

3-5 gunlik cinsel perhizle gelen hasta eslerinden islem giinii sperm 6rnegi alinarak
yaklasik 20 dakika beklenerek spermin likefiye olmasi saglanmistir. Semen parametreleri,
Diinya Saghik Orgiitii 2010 (WHO) klavuzuna gére degerlendirilmistir (Cooper ve dig.
2010).

Ejakulattaki hareketli sperm sayisinin tiim sayiya orani yiiksek ve sperm dis1 hiicre
sayist diisiik ise “Swim-up” sperm yikama teknigi, sperm dis1 hiicre sayis1 yiiksek ve sperm
sayist az ise “Gradient” sperm yikama yontemi kullanilmigtir.
3.2.1.1. Swim-up (yukar: yizdirme) yontemi

Likefaksiyon sonrasinda elde edilen 0,5 ml’lik 6rnek pipete edilerek homojen bir
karisim elde edilmistir. 1 ml kiiltiir s1vist bu karigimin {izerine yavasca birakilmis, 2 ayri
katman olusumu saglanmistir. Spermlere yiizebilecekleri maksimum yiizey saglamak icin
konik dipli tiipe 45 derece egim verilerek %5 CO, ihtiva eden inklbatore (Sanyo, Panasonic

Biomedical Europe) yerlestirilir ve 1 saat 37° C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
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yaklagik 0,7 ml sividan dikkatli bir sekilde pipetle ¢ekilerek orta boy kiiltiir disine (Nunc,
Thermo Fisher Scientific) iizeri yaglanarak (Ovoil, Vitrolife) yayilmistir. Délleme isleminin
yapildigi kiiltiir kabina aktarilmak iizere ICSI islemine kadar bekletilmistir (Agarwal ve dig.
2001).

3.2.1.2. Gradient yontemi

Bu yontem; Nycodenz, Percoll, Ficoll, albimin ve slkroz polimerleri gibi
malzemelerle gradientler olusturup santrifiij yardimi ile sperm hiicrelerinin bu sivi
kolonlardan siizdiiriilmesi esasina dayanir (Baker ve dig. 1993).

Konik dipli steril 14 ml hacimli tiipe (BD, Falcon) sperm yikama soliisyonu
(SpermAir, Gynemed) ile hazirlanmis %90 konsantrasyonda toplam 1 ml gradient soliisyonu
(SpermGrad, Vitrolife) konularak Uzerine 1 ml %50’lik konsantrasyonundaki gradient
soliisyonu tiip kenarindan yavasca akitilarak eklenmistir. Tabakalar olustuktan sonra, oda
1s1s1na getirilen tiip lizerine en fazla 2 ml semen eklenerek 1800rpm’de 20 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant kismi atilarak dipte kalan 0.5 ml 6rnek tekrar 1ml
sperm yikama soliisyonu ile 1800rpm’de 8 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonras1 dipte kalan 0.5 ml disindaki kisim tiip disina alinarak, dipte kalan
ornegin lizerine 0.2 ml sperm yikama soliisyonu eklenerek kiiltlir kabina yayilmus, iizeri
parafin yagiyla kaplanarak fertilizasyon isleminde kullanilmak {izere hazir hale getirilmistir.

Gradiyent isleminde bol yikama s1visinin kullanilmasindaki amag; silika partikiillerin

uzaklastirilmasini saglamaktir.

3.2.2. Oosit Toplanmasi ve Embriyo Kiiltiirii

Detayli 6zgegmis, laboratuvar ve radyolojik incelemeler sonucunda folikiil
gelisimlerini takiben catlatma ignesi vuran hastalardan 34-36 saat sonra ultrason esliginde
transvajinal olarak oosit toplama islemi (OPU) yapilmis ve es zamanli olarak esinden sperm
ornegi alinarak hazirlanmistir.

Toplanan oositler fertilizasyon medyumunda (G-1VF, Vitrolife) %5 O2, %6 CO:2 ve
37 9C igeren inkibatorlerde (Sanyo, Panasonic Biomedical Europe) hiyaz (oosit ayiklama)
islemine kadar bekletilmistir. Aragtirma esnasinda tiim kiiltiir kaplar1 Laminar Air Flow (IVF
Tech) kabini altinda parafin yag ile kaplanarak (Ovoil, Vitrolife) hazirlanmigtir. Tampon
ozelligi icermeyen medyumlar (G-IVF ve GTL, Vitrolife) en az 4 saat dnceden hazirlanarak
inkiibasyon ortaminda gazlanmasi saglanmustir.

Oosit toplama isleminden 1 saat sonra 1:9 oraminda Gamet Buffer (COOK)

soliisyonu ile seyreltilmis hiyaliironidaz enzimi ile (HY ASE 10-X, Vitrolife) enzimatik ve
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mekanik olarak oosit ¢evresindeki kumulus hiicreleri ayiklanmig, délleme islemine kadar
inkiibatorlerde bekletilmistir. Oosit toplama isleminden 2-3 saat sonra ICSI ile MII oositler
fertilizasyon iglemine tabi tutulmustur. Oositler ¢oklu kiiltiir sivisina alinarak (1 dropta 3
oosit olacak sekilde, 60ul G-TL, tek asamalt medyum) inkiibatorlere kaldirilmistir.
Dolleme isleminden 16-18 saat sonra fertilizasyon kontrolii yapilarak fertilize olan,
2 pronukleus iceren oositler (2pn) kiiltiir ortaminda takip edilmistir. Zigottan blastosist

gelisimine kadar olan embriyo gelisim evreleri Cizim 3.1’de gosterilmistir.

. got (1. giin) 2.gln 3.gln 4. glin 5. glin
(82-86. saat) (90-100. Saat)

| 5. gin ‘ 5- 6. gun
(110-120. saat) (120-140. Saat)
Cizim 3.1. Zigottan blastosiste kadar embriyo gelisim evreleri

3.3. Biyopsi Islemi

PGT islemi yapilacak embriyolardan 3. giinde klivaja ugrayanlar Gardner ve
Schoolcraft kriterlerine gore segilerek (Gardner ve dig. 1999), etlivde (Shel Lab, Cornelius,
USA) yaklasik 20 dakika 1sinmis olan HSA (Vitrolife) ekli PGT medyumuna (G-PGD,
Vitrolife) her bir dropta 1 adet embriyo olmak {izere alinmistir. Ardindan assisted hatching
islemi ile lazer (Octax Laser Shot) kullanilarak zonada delik agilmistir. Bu islem biyopsi i¢in
blastomer alinmasinin disinda embriyo tarafindan iiretilen serbest embriyonik DNA’nin da
medyuma karigmasint miimkiin kilmistir.

Dolleme islemlerinden farkli olarak biyopsi pipeti (TPC, Origio) kullanilmis, 6 hiicre
ve daha fazla blastomer ihtiva edenlere biyopsi islemi uygulanmistir. 6 blastomerli
embriyolardan bir, 6 hiicreden daha fazla blastomer barindiran embriyolarda ¢ekirdek¢igin

net gozlenmedigi durumlarda iki, diger durumlarda bir adet blastomer ¢ikarilmustir.
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Onceden hazirlanip inkiibasyonu tamamlanmis olan G2 (Vitrolife) kiiltiir kabina
biyopsi islemi biten embriyolar 25 pl’lik tekli kiiltiir droplarina aktarilarak inkiibasyon
ortamina geri kaldirilmistir. Genetik analize yollanmak {izere biyopsi ile alinan blastomer
hiicreleri steril fosfatla tamponlanmis tuz soliisyonu (PBS) iceren droplarda yikanarak 2,5uL
PBS igeren 0.2 mI’lik PCR tiiplerine aktarilmistir.

Assisted hatching islemi ile biyopsi yapilan ve 3.gilin 25ul’lik tekli kiiltiir ortamina
alan embriyolar (GTL-Vitrolife) 5.gline kadar inkiibe edilmistir. Ayni embriyolar 5.giin
vitrifikasyon yontemi ile dondurma kiti (Vitrolife) kullanilarak, her bir yiikleme gerecine
(McGill Cryoleaf, Origio) tek embriyo yiiklenerek dondurulmus ve -196 °C’de sivi azot
icerisinde saklanmistir.

Icerigindeki DNA’ nin 5. giine kadar atik medyuma gegmesi beklenilerek, 5. giinde
embriyonun i¢inde gelistigi kiiltiir medyumlarindan 10ul alinarak PCR tiiplerine aktarilmas,
genetik analize yollanmak iizere buzdolabi +4 °C bolmesinde bekletilmistir.

3.4. Genetik Analiz

Bu ¢aligmada, her bir embriyoya ait iki farkli tipte DNA kaynagi kullanilmistir.
Kullanilacak besiyeri, biyopsi malzemeleri ve gerekli diger tiim sarf malzemeler DNA
kontaminasyonu agisindan test edilmis ve onaylanmis {iriinlerden seg¢ilmistir.

Steril sartlar altinda elde edilen {iriinler yine steril sartlar altinda hazirlanmig olan 0.2
ml’lik DNA igermeyen PCR tiipleri igerisine aktarilmistir. Bu ornekler, soguk zincir
kurallarina uyularak merkezimizden ilgili genetik laboratuvarma (GENETIKS, Istanbul)
transfer edilmistir.

Materyal: Sekans ve kiitiiphane hazirlamak i¢in gesitli ticari kit, soliisyon ve cihazlar
bulunmaktadir. Bizim NGS PGT i¢in kullandigimiz kitler, soliisyon ve cihazlar sunlardir:

1. DNA Kiitiiphane Hazirlig1 ve NGS ekipmanlart:

a. DNA fragmantasyonu icin VWR marka sonikator.

b. Kiitiiphanenin kantitatif validasyonunu kontrol etmek amaciyla
kullanilan cihaz: Invitrogen tarafindan iiretilen, Qubit florometre.

c. DNA amplifikasyonu i¢in 1siticili kapagi bulunan standart PCR cihazlari
(Agilent Sureselect, Biorad, Verity, vb.).

d. Sekans cihazi olarakta: Illumina illumina MiSeq Next Generation
Sekans cihazi kullanilmaktadir.

2. Kit ve reaktifler
a. Illumina tarafindan iiretilen VeriSeq PGD Kkit,

b. AgenCourt AMPure XP; Beckman Coulter,
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c. Qubit dsDNA High Sensitivity assay Kkiti,
3. Bilgisayar donanimi
a. NAS (aga bagli dosya depolama) en az 20 terabaytlik bilgi depolamaya
yonelik alani olan,
b. Windows isletim sistemli workstation tipi bilgisayar. (12 ¢ekirdekli
islemci ve 128 gb minimum ram)
c. Windows igletim sistemi.

4. Bilgisayar yazilimi:

a. Illumina tarafindan iiretilen BlueFuse Workflow Manager v1.3 programi
ve Illumina Blue Genome BlueFuse Multi Analiz Programi

Metod: WGA (Tim Genom Amplifikasyonu): PicoPlex veya SurePlex WGA
kitlerinden biri kullanilarak {tireticinin 6nerdigi protokol takip edilmistir. Embriyonik
gelisimin 3. giiniinde tek veya iki blastomer dnce ‘Lysis’ islemine tabi tutulmus, ardindan
tiim genom amplifikasyonu ile polimeraz zincir reaksiyonu uygulanmustir.

Sablon Hazirligi: Komplementer DNA’dan olusan niikleik asitleri kullanarak
kiitliphanenin hazirlanmasi ve kiitliphanenin amplifiye edilmesine dayanir. Kiitiiphaneler
kullanilacak olan DNA’nin fragmente edilmesi ardindan yapiskan uglarinin adapter
molekiillerle kapatilmasi ile hazirlanir. Kiitiiphane hazirlandiktan sonra ise; klonal
amplifikasyon ile sekanslanmaya hazir hale getirilir. Bunun i¢in materyal i¢erisinde verilen
0zel tasarlanmis kitler kullanilmis olup fiiretici firma tarafindan verilen agamalar sirasiyla
takip edilmistir.

Sekanslama ve Goruntileme: Amplifiye edilmis kiitiiphaneden sekanslarin dizi
bilgisini olusturmak i¢in llumina MiSeq kullamlmstir. Kiitiiphane fragmentleri sablon
olarak kullanilarak yeni DNA sentezine katilirlar. Bu esnada sekans sirasinda yikama ve
temizleme islemleri her niikleotit sekasi esnasinda gergeklestirilerek sekans sirasinda
baglanan niikleotitin ¢esidinin ortaya c¢ikarilmasi saglanir. Niikleotitler yeni sekansa
eklendik¢e dijital olarak sekansin kaydi saglanir. Bu amagcla genellikle nikleotitlerde
bulunan florosans 1gimalar kullanilmaktadir.

Data Analizi: Sekans tamamlandiktan sonra islenmemis veri mutlaka birden fazla
programla formatlanmalidir. Bu asamalarda sekanslanmada okunan adaptor sekanslarin
cikarilmamasi, diisiik kaliteli okumalarin diizeltilmesi, orantilanmasi ve sekansin uygun
dogrultuda haritalandirilmas: gerekmektedir. Bu amagla materyal kisminda paylasilan

programlardan yararlanilmistir. Ardindan analize uygun hale gelen data anoploidiler i¢in
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[Ilumina Blue Genome BlueFuse Multi Analiz Programinda karsilastirma yapilarak taranir

(Nagy ve Worman 2018, Grada ve Weinbrecht 2013).

3.5. Deney Sonuclarinin Degerlendirilmesi ve istatistik

Calismamizda 49 adet 6rnegin blastomer biyopsisi ve bunlarin atik medyum DNA
analiz sonuglar1 kromozomlarin ploidi durumuna goére Oploidi ve andploidi seklinde
degerlendirilmistir. Ayn1 ornege ait her iki DNA kaynaginin genetik analiz sonucunda
kromozomal ploidi durumu ayniysa uyumlu, farkliysa uyumsuz olarak degerlendirilerek
oranlandirilmistir. Analize alinan tiim atitk medyum Ornekleri i¢in duyarhilik, 6zgiilliik,
pozitif prediktif deger (PPV) ve negatif prediktif deger (NPV) hesaplanarak ploidi durum

tespiti yapilmistir. Sonucu ¢ikmayan 6rnekler analiz dist birakilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamizda toplam 49 adet 6rnek analize alinmistir. Bunlardan 48 tanesinde
blastomer biyopsisi (%97.9) ve atik kiiltiir medyumundan (%97.9) DNA elde edilebilmistir.
Amplifikasyon sonrasi ortalama DNA oram1 21.9 ng/ul olup en diisiik DNA miktar1; 3.1
ng/ul, en yiiksek DNA miktar1 ise; 70 ng/ul olarak bulunmustur (Cizelge 4.1). 47 adet
(%80.8) genel ploidi
(6ploid/andploid) uyum gostermektedir (Cizelge 4.1).

amplifiye edilmis Ornegin 38 tanesi durumu bakimindan

Cizelge 4.1. Blastomer ve atik kiiltiir medyumundan amplifiye edilen DNA ve analiz

sonugclari

Atik Kiiltiir Atik Medyum Sivis1 Ploidi
Embriyo Medyumu Blastomer Biyopsisi Ploidi | Sonuclar
Miktar: Sonuclari
(ng/ul) . .
6.64 MONOZOMI 1 MONOZOMI 2
1.
TRiZOMI 3 TRiZOMI 5,7,16,18,21
29.6 MONOZOMI 1p,15p MONOZOMI
2. ' . 3,5,12,13,14,21,X
TRiZOMI
30,4q,5p,6q,7p,12p, 13,14 | TRIZOMI
2,6,8,9,15,16,18,20
38.2 MONOZOMI 1,12,16,19 MONOZOMI 1
3.
TRiZOMI 2,4,7q,8q,13q TRIZOMI 2,5,6
13.6 OPLOIDI OPLOIDI
4,
19.9 MONOZOMI 7 MONOZOMI 7
5.
TRIiZOMI 13
21 TRiZOMI 12, | TRiZzOMI 8
6. 14,15,19,20,21
14 TRiZOMI 7,21 TRiZOMI 14
7.
6 MONOZOMI MONOZOMI 2,14
8. 2,7,12,15,20,X _ -
TRiZOMI 5,13
TRiZOMI 6,9,18,22
10.2 MONOZOMI 18 MONOZOMI 7
9.
8.96 MONOZOMI 1,3,14 TRizOMI 21
10.
TRiZOMI 5,6,9,13,20,21
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5.62 MONOZOMI X MONOZOMI 2,4,11,21, X
11.
TRiZOMI
3,8,9,12,14,16,18,22
16 MONOZOMI 5 ve X MONOZOMI 5,7,8,9, X
12.
6.72 TRIiZOMI 22 TRiZOMI 9
13.
3.1 TRiZOMI 21 MONOZOMI 5,21
14,
TRiZOMI 16
7.78 MONOZOMI X MONOZOMI 2, X
15.
6.38 MONOZOMI X MONOZOMI 2,22, X
16.
TRiZOMI 13
13.8 TRIZOMI 2,6,14,15 OPLOIDI
17.
10.3 OPLOIDI TRizOMi 8,11,13,15,X
18.
13.7 MONOZOMI 1 MONOZOMI 2,7
19.
TRiZOMI 5P
20.2 MONOZOMI 3,12 MONOZOMI 10, X
20.
TRIZOMI 16,21 TRiZOMI 3
19.1 TRIZOMI 21 OPLOIDI
21.
11.7 MONOZOMI X OPLOIDI
22.
15.9 MONOZOMI 4 OPLOIDI
23.
TRIZOMI 1
15.6 MONOZOMI 16 OPLOIDI
24,
TRIiZOMI 8
52 TRIiZOMI 4 OPLOIDI
25.
MONO 3,12,13,22
50.2 TRiZOMI 17,12,21 OPLOIDI
26.
MONOZOMI
3q,8.9p,10q,18q
17.9 TRIZOMI 20q TRIZOMI 6
27.
27.6 TRiZOMI 3q,5q,6q,9p,18q | MONOZOMI 19
28.

MONOZOMI 13
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46 TRiZOMI TRiZOMI 6,12,13,20,21
30. 2p,20,7p,9q,11q,12p .
MONOZOMI 2,5,8,X
MONOZOMI 19,15q
29.4 TRizOMi TRiZOMI 3p,3q
31. 5p,7,8,9,10,12q,18,21
35.8 TRiZOMI 21 MONOZOMI 4q
32.
TRiZOMI 2p,16
44.6 TRiZOMI 15 MONOZOMI 3,6
33.
TRiZOMI 15
19.6 TRizOMI 13,15 MONOZOMI X
34.
27.2 TRiZOMI 13 MONOZOMI 19
35.
MONOZOMI 19,22
42.8 ADOP OPLOIDI
36.
5.04 MONOZOMI 2,8,15 MONOZOMI
37. ' . 3,7,13,14,18,21
TRiZOMI 6q,12q,13q
TRiZOMI 2,4,5,9,20,22
11.3 MONOZOMI 9,19p,20 MONOZOMI 9
38.
TRiZOMI TRiZOMI 8,16
2q,59,11q,12q9,4q,16
67 TRiZOMI 15 TRiZOMI 15
39.
70 TRIZOMI 12q TRIZOMI 12q
40.
MONOZOMI X
7.24 TRiZOMI 22 TRiZOMI 4,15
41.
MONOZOMI 9
3.94 OPLOIDI TRiZOMI 8,11,13,15,X
42.
4.5 MONOZOMI 1 MONOZOMI 2,7
43,
TRIZOMI 5P
5.84 MONOZOMI 2,X MONOZOMI 2,X
44,
41.2 MONOZOMI 8 MONOZOMI 6
45,
53 TRizOMI 14 TRiZOMI 4
46.
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38.2 MONOZOMI 19 MONOZOMI 19
47.
- MONOZOMI 1,15 ADOP
48.
TRIZOMI 8,18
8.6 TRIiZOMI 21 TRiZOMI 21
49,

45 adet anoploidik blastomerin atik medyumunun 37 tanesinde (%82.2) andploidi
bakimindan uyum goézlenmistir (Cizim 4.1 ve Cizim 4.2, Cizim 4.3 ve Cizim 4.4, Cizim 4.5
ve Cizim 4.6, Cizim 4.7 ve Cizim 4.8).

Blastomer

Copy Mumbe ~ | | Chromosomal Position

4.00
360

320

220
2.40
2.00
1.80

1.20

0.=0

0.40

n ° > » 2 ® O T T R R R T St

Cizim 4.1. Blastomerde saptanmis Monozomi 2 ve Monozomi X (44.embriyo).

Atik Kiiltiir Medyumu

Copy Mumbe | Chromosomal Position

4.00
3.60
320

2.80
2.40
2.00
1.60
1.20

0.80
0.40

Cizim 4.2. Atik kiiltiir medyumunda saptanmis Monozomi 2 ve Monozomi X
(44.embriyo).
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Blastomer

Copy Mumbe ~ | | Chromaosomal Position

.00
3.60

3.20

2.80
2.40
2.00
1.60
1.20

0.s0
0.40

LI D B S

Cizim 4.3. Blastomerde saptanmis Monozomi 19 (47.embriyo).

Atik Kiiltiir Medyumu

Copy Numbe ~ | | Chromosomal Position

4.00
3.60
320

280
240
zoo ¥
160
120

020
0.40

4 LR A A B S B

Cizim 4.4. Atik kiiltiir medyumunda saptanmis Monozomi 19 (47.embriyo).

Blastomer

Copy Numbe ~ | | Chromosomal Position

4.00
3.60
3.20

2.80
2.40
2.00
1.60
1.20

0.80
0.40

W

Cizim 4.5. Blastomerde saptanmis Trizomi 21 (49.embriyo).
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Atik Kiiltiir Medyumu

Copy Numbe ~ | | Chromasomal Position

.00
260
3.20

280
240 : I
2.op SEEEEh e
1.60
1.20

0.80

0.40

~ q a = o @ A @ R T ORI Tt

Cizim 4.6. Atik kiltiir medyumunda saptanmig Trizomi 21 (49.embriyo).

Blastomer

Copy Numbe ~ | | Chremosomal Position

4.00
2.60
3.20

280
2.40
200 1%
160
120

0.50
0.40

Cizim 4.7. Monozomi 8 saptanmis blastomer ( 45.embriyo).

Atik Kiiltiir Medyumu

Copy Numbe ~ | | Chromosomal Position

4.00
360
320

280
240 -
200 40
1.60

1.20

020
0.40

n a IS u o N T S G g o

Cizim 4.8. Monozomi 6 saptanmis atik kiilttir medyumu ( 45.embriyo).
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2 Adet dploidik embriyonun 1’inin atik kiiltiir medyumunda (%50) 6ploidi agisindan
uyum gozlenmistir (Cizim 4.9 ve Cizim 4.10). Kalan embriyolar atik kiiltiir medyumlariyla
ploidi bakimindan uyumsuzdur (Cizim 4.11 ve Cizim 4.12, Cizim 4.13 ve Cizim 4.14).

Blastomer

Copy Numbe ~ | | Chremosomal Position

.00
260
220

2.80
2.40
200

1.60
120

0.20

0.40

L & L= 13 @ k=] A L) > ]

77
{;
i
¥
5
s
e
&
e
-
<

II_

Cizim 4.9. Oploidik blastomer (4.embriyo).
Atik Kiiltiir Medyumu

Copy Numbe v || Chromosomal Position

4.00
3.60
320

220
2.40
2.00 &

1.60
1.20

0.50
0.40

. q o = % s A % e B D R e D RPN

Cizim 4.10. Atik kiiltiir medyumunda saptanmis 6ploidi (4.embriyo).

Blastomer

Copy Numbe ~ || Chromosomal Position

4.00
2.60
220

z.20
2.40
2.00
1.60

1.20

020
0.40

n 9 L ™ ° @ A ® 2 N N R R R REPeP T

Cizim 4.11. Trizomi 21 saptanmis andploidik blastomer (21.embriyo).
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Atik Kiiltiir Medyumu

Copy Numbe ~ | | Chromeosomal Position

4.00
3.60
320
2.80
240
2.00
1.60
1.20
o.z0
0.40

n a4 a S e [ A Y Sy K

7
7
i
2
i
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LA
&
T
%
‘Sf
‘IL

Cizim 4.12. Oploidik atik kiiltiir medyumu (21.embriyo).

Blastomer

Copy Numbe | | Chromosomal Position

400
360
220
280

1.60
1.20
0=
0.40

240 {
200 %

Veaxis = 2.08

3 K-axizs = 3-134573665
R e
4
~ a4 o u 5 & A B 8 S N S e b b e AP + A

Cizim 4.13. Monozomi 16 ve Trizomi 8 saptanmis blastomer (24.embriyo).

Atik Medyum

Copy Mumbe | | Chromosomal Position

4.00
3.60
220
z.20
2.40
2.00
1.60
1.20
0.50
0.40

3 &+ =] L] L] L] A L] L] Rl
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Cizim 4.14. Oploidik atik kiiltiir medyumu (24.embriyo).
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45 adet anoploidik blastomerin 16’sinin attk medyumunda en az 1 adet aym
kromozomal anormallik gozlenmistir (%35.5). Sadece 1 adet embriyonun blastomer
biyopsisi sonucu embriyo Oploidik ¢ikmasina ragmen, atik kiiltiir sivisinda andploidi tespit
edilmistir. 8 adet embriyonun blastomeri andploidik olmasina ragmen atik kiiltiir medyumu
normal saptanmustir (Bak. Cizim 4.11 ve Cizim 4.12, Bak. Cizim 4.13 ve Cizim 4.14).

49 ornekten toplanan blastomer biyopsilerine baktigimiz zaman tek kromozoma ait
40 adet farkli kromozomal bozukluk saptanmis, bunlarin 33 tanesi de ayn1 sekilde farkl atik
medyum orneklerinde saptanmistir.

Calismamizda 5.giin atik kiiltiir medyum duyarlihigi 0.82, 6zgiilligi 0.50, pozitif
prediktif deger 0.97, negatif prediktif deger 0.11, tanisal dogruluk degeri 0.81 olarak
bulunmustur. Negatif kontrol acisindan bakilacak olursa, icinde embriyo bulunmayan taze
kiiltlir medyumundan elde edilen dort sivinin  higbirinde DNA amplifikasyonu

gozlenmemistir.
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5. TARTISMA

PGT, in-vitro fertilizasyon (IVF) islemleri sonucu saglikli embriyolarin teshisi igin
yaygin kullanilan bir yontem olup (Brezina ve dig. 2012, Brezina ve Kutteh 2015, Yan ve
dig. 2014) embriyo seciminde andploidi gosteren embriyolar1 elimine etmek igin
kullanilmaktadir (Yang ve dig. 2012, Forman ve dig. 2013, Scott ve dig. 2013, Chen ve dig.
2015, Dahdouh ve dig. 2015). Bu yontem kullanilarak yapilan embriyo transferlerinde
saglikli 0ploidik embriyolar bilindigi i¢in gebelik oranlar1 %30’ a kadar artis gostermektedir
(Yang ve dig. 2012).

Son 20 yildir gelisen yardimli {ireme ve tanisal teknikler sayesinde PGT diinya
capinda uygulanabilirligini her gecen giin arttirmaktadir (Simpson 2010, SenGupta ve
Delhanty 2012). Ozellikle dogabilecek cocuklari kalitsal olarak risk altinda olan giftler icin
onerilmektedir (Palini ve dig. 2013, Brezina ve dig. 2012, Brezina ve Kutteh 2015, Yan ve
dig. 2014).

Avrupa Ureme Tibb1 ve Embriyoloji Dernegi (ESHRE) nin PGT toplantis verileri
gostermistir ki, PGT sayesinde transfer basina gebelik oranlar1 son on yilda %26 oraninda
anlaml1 derecede artmustir (Harper ve dig. 2012).

Saglikli embriyonun teshisi ve transferi gebelik basarisi i¢cin ¢ok dnemlidir. Bunun
icin FISH, PCR, aCGH ve NGS gibi bazi sitogenetik yontemler uygulanmaktadir (Munne
ve dig. 1998a, Munne ve dig. 1998b; Verlinsky ve dig. 1999, Franssen ve dig. 2011).

Uzun yillar hiicrelerin genetik icerigini tespit etmek i¢in hiicre boliinmesinin interfaz
asamasinda kromozomal dengesizligini gosteren FISH teknigi kullanilmistir. Fakat erken
evre embriyolarin bazen mozaik hiicre yapisinda olabilecegi ve bu durumun embriyonun
gelecekteki genetik icerigini dogru sekilde yansitmayabilecegi Ongoriilmiistir. PGT
baglangicta FISH teknigi ile tek blastomer biyopsilerinde genellikle X,Y,13,18 ve 21.
kromozomlarin tayininde kullanilsa da 9 kromozom sonrasi analizlerde bu teknik sinirh
kalmistir. Diger yontemlere gore eski bir yontem olmasina kars1 hala bazi translokasyon ve
inversiyon olgularinda tek secenek olarak kullanilmaktadir. Ustelik delesyon biiyiikliigii 15
MB’1n altinda olmasi durumunda telomerik problar kullanilarak uygulanan FISH teknigi
PGT yontemi i¢in uygun olacaktir. Aksi halde normal genetige sahip olarak goériinen
embriyonun aslinda normal olmadigi riski ile karsilasilmis olunabilir. Benzer sekilde yer
degistiren pargalarin bir veya ikisinin telomerik bolgede olmasi durumunda da aCGH

ve/veya NGS yontemi yerine FISH yontemi kullanilmasi gereklidir (Iwarsson ve dig. 2000,

41



Malmgren ve dig. 2002, Munne ve dig. 1994, Munne ve dig. 1995, Harper ve dig. 1995,
Delhanty ve dig. 1997, Iwarsson ve dig. 1999, Wells ve dig. 2000).

Embriyoloji laboratuvarlarinin ve genetik analiz metodlarinin zaman igerisinde
gelisip evrimlesmesinden dolayr FISH ve PCR gibi protokollerinin kisilerin sahsi
uygulamasina bagli oldugu protokoller, laboratuvar sartlarinin bulundugu durum,
validasyonu ve de zaman kaybetmemenin 6nem arz etmesinden dolay1 meydana gelebilecek
kisitliliklardan korunmak amaciyla aCGH kromozom haritalandirmasi gibi daha giivenilir
ve gelismis gen amplikasyon teknikleri uygulanmaktadir (Handyside ve dig. 2010, Treff ve
dig. 2010, Alfarawati ve dig. 2011, Tan ve dig. 2013, Fiorentino ve dig. 2011, Natesan ve
dig. 2014, Wells 2014, Gutierrez-Mateo ve dig. 2011, Alfarawati ve dig. 2011, Munne 2012,
Vanneste ve dig. 2011, Colls ve dig. 2012, Deleye ve dig. 2015). Bu yontem ile 24
kromozomun detayli taranmasiyla klivaj asamasindaki embriyolarda yaklasik % 75 oraninda
mozaiszm goriilme ihtimali vardir (Wells ve Delhanty 2000). Yaklasik %72 geni kapsayan
coklu amplifikasyon teknigi kullanilarak %36 oraninda geni kapsayan PCR bazli yontemlere
kars1 daha genis kapsam barindirmaktadir (Voet ve dig. 2013). Ayrica maliyeti NGS
yontemine gore daha diisiiktiir. Mozaisizm her iki yontemle de tespit edilebilir ve 24
kromozomun detaylar belirlenebilir (Magli ve dig. 2016). aCGH teknigi ile kromozomlarda
anoploidi taramasi yapilabilir fakat genomdaki yapisal bozukluklar1 yansitmaz (Brezina ve
dig. 2016). aCGH yo6ntemi ile anormal hiicre oran1 %50’ den fazla oldugu zaman mozaisizm
tespit edebilir (Mamas ve dig. 2012). Aksine Christodoulou ve dig. (2016) calismalarinda
yapisal anomalilerdeki sapmalarimin her zaman PCR ve FISH teknigiyle tespit
edilemeyecegini sOyleyerek aCGH ile 133 anormal embriyodan 48’ inde parental kaynakli
yapisal anomali gozlemlediklerini belirtmislerdir. Parental kaynakli olmayan 78 andploidik
durum tespit ederek bu 6zelligi gosteren embriyolarin canli doguma sebep olabilecek
embriyolar olsa dahi mozaik olan embriyolara transfer islemi uygulanmamastir.

NGS yontemi, PGT islemlerinde yeni kullanilmaya baglayan, aCGH y&ntemine gore
yiiksek dogruluk saglayan, ayni1 anda bircok DNA yodnteminin analiz edilmesini saglayan,
13-16 saat kadar siire alan daha detayl1 bir kromozom analiz yontemidir (Kung ve dig. 2015;
Wells ve dig. 2014). Bu sebepten &tiirii bircok ¢alismada oldugu gibi biz de kendi
calismamizda DNA analizlerimizde bu yontemi tercih ettik (Zhang ve dig. 2016, Fiorentino
ve dig. 2014, Lukaszuk 2015, Sachdev ve dig. 2017). Yapilan randomize kontrollii calismada
mozaisizm tespit etmek icin coklu anoploidik hiicre dizilerinde NGS ve PCR Karsilastirilmas,
NGS’ nin % 17 kadar az bir orana sahip andploidik hiicreleri bile belirleyebildigi sonucuna

varilmistir (Sachdev ve dig. 2016). Fakat farkli analiz kriterlerinden dolay1 laboratuvarlar
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arasinda blastosist biyopsilerinde mozaisizm agisindan farkli oranlar belirtilebilir (Sachdev
ve dig. 2017). Benzer bir ¢alisma ile Lukaszuk ve dig. (2015) NGS’in klivaj asamasinda tek
blastomer alinarak andploidi taramasi i¢in uygulanabilirliligini desteklemislerdir.

Son zamanlarda yapilan klinik ¢aligmalarla aCGH yontemi, tek gen mikroarray
analizi, PCR ve NGS yontemleri ile DNA tarama yontemlerinin yelpazesi bir hayli
genislemistir. Boylelikle daha iyi kalitede daha az degiskene bagli ve daha gilivenilir genetik
analiz degerlendirilmeleri yapilabilir (Zhang ve dig. 2016, Lukaszhuk ve dig. 2015, Lam
2013). Bu tekniklerle yapilan PGT’nin canli embriyo se¢iminde faydali olabilecegi ve bu
sebeple implantasyon oranini arttirarak daha yiiksek gebelik oranlari elde edilmis, diisiik
insidansini azaltmada faydali olabilecegi belirtilmistir (Scott ve dig. 2013).

PGT ile ilgili kullanilan yontemlerde hangi hiicreye ait biyopsinin tercih edilecegi ve
bu islemin diizglin yapilabilmesi en 6nemli ve kritik noktalardan biridir. Embriyologun bu
konuda egitimli ve yetenekli olmasi, mikromaniiplasyon, assisted hatching, takip ve biyopsi
islemlerini en 1yi sekilde yapabilmesi bununla birlikte kullanilan malzeme ve ekipmanlarin
uygun olanlarinin seg¢ilmesi, laboratuvar sartlarinin ve kalite kontrol sistemlerinin diizgiin
olarak ayarlanmasi en dnemli hususlardandir.

Birincil ve ikincil polar cisim hiicreleri degerlendirildiginde bu hiicreler embriyonal
gelisim icin gerekli degillerdir. Biyopsileri, blastomer veya trofoektoderm hiicre
biyopsilerine gore en az invaziv olan yontem dahi olsa embriyonun genel genetik durumunu
yansitmadigindan sadece maternal faktoriin 6nem arz ettigi durumlarda tercih edilir
(Salvaggio ve dig. 2014).

Klivaj doneminde embriyolar embriyonik genom aktivasyonunu iceren dinamik bir
siiregtedir. Fare embriyolarinda kavitasyon agsamasina kadar embriyo totipotent ozellik
gosterir. 5. yariklanmadan sonra totipotensi 6zelligi kaybolmaya baslar. Bunlarla birlikte son
20 yildir yapilan calismalar blastomerlerin 10 hiicreye kadar farklilasma 6zelligi
gostermedigi yoniindedir. Bu sebeple blastomer biyopsisi sirasinda 1 veya 2 hiicrenin
cikarilmasi esit gelisim potansiyeli gostererek embriyonal gelisimde herhangi bir olumsuz
etkisi bulunmamaktadir (Xu ve Montag 2012). Ayrica biyopsi esnasinda 2 blastomer
¢ikarilmasi allel drop-out (ADO) oraninmi diisiireceginden ve mozaisizmin daha net teshisi
acisindan uygun olabilir. Bu sekilde biyopsi yapilarak saglikli ¢ocuklar meydana geldigi
gozlenmistir (Mastenbroek ve dig. 2007). Blastomer biyopsisi i¢in en uygun zaman dilimi
dollendikten 66-70 saat sonraki zaman dilimidir. Bu evrede embriyolarin hiicre sayis1 6 ile
10 arasindadir. Bu dongiiden sonra embriyo blastomerleri arasinda hiicre membran

proteinleri ve kalsiyum/magnezyum kaynakli baslayan kompaktlagsma, biyopsi islemini
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zorlastiracagindan (Nikas ve dig. 1996), calismamizda bu zaman dilimleri arasinda biyopsi
yapmaya dikkat ettik. Kalsiyum ve magnezyum ihtiva etmeyen biyopsi sollisyonunda
yaklagik bes dakika onerildigi sekilde bekleterek (Goossens ve dig. 2008) hiicreler arasi
kompaktlagmay1 inhibe ederek islemi miimkiin olan en kisa siirede, ¢evresel faktorlerden
etkilenmeyecek sekilde gerceklestirdik. Ciinkii; embriyo, kualtir medyumuna geri
kaldirildiginda kompaktlagsma yeniden baslar.

Goossens ve dig. (2008), Xu ve Montag (2012) ¢alismasina paralel olarak, iki
blastomer biyopsisinin yapilmasiyla canli dogum oranlarinda bir degisiklik olmadigim
belirtmistir. Fakat daha sonrasinda yaptiklar1 ¢alismada bu verilerin tersine bir hiicrenin
cikarilmasindansa ayni anda iki hiicrenin ¢ikarilmasinin daha zay1f embriyo kalitesine zemin
olusturdugu ileri siriilmiistiir. Tek hiicre biyopsisinin klinik verilerinin iki hiicre
¢ikarilmasindan daha iyi sonu¢ verdigi baska ¢aligmalarla da dogrulanmis, ayrica genetik
imkanlarin gelismesiyle iki hiicre biyopsisinin de bir geregi kalmamistir (Fragouli ve Wells
2012, Fiorentino 2012). Tek bir hiicre alinarak mutasyon analizi ve tek gen bozukluklarina
bakilabilir, yeterli sayida kromozom kopyalanip degerlendirilebilir. Miimkiin olan en az
sayida biyopsi hiicresinin alinmasinin embriyoyu daha az hasara ugrattig1 bilinmektedir.
Nitekim klivaj asamasindaki blastomer ve blastosist asamasindaki trofoektoderm
hiicrelerine biyopsi uygulanmasinin implantasyon oranlarini diisiirdiigii gézlenmistir (Cohen
ve dig. 2007, Zhang ve dig. 2016).

Calismamizda yiizden fazla hiicreye sahip 5. giin embriyolarindan 4 veya 5 hiicre
alimmasindansa, totipotent 6zellikte olan en az 6 hiicreli 3. giin embriyolarindan 1 veya 2
hiicre alinmasinin embriyonun igerigini daha 1yi yansittigina inanmaktayiz. O sebeple 3. giin
embriyo biyopsisini tercih ettik. Datalara baktigimizda blastosist biyopsisi ve verileri daha
cok calisilmis oldugundan biz de ¢alismamizda 3. giin embriyo ve sonuglarini
degerlendirmek istedik. Blastomer biyopsisinin bir diger avantaji da taze transfer tercih
edilecegi takdirde zaman kazanci saglayabilmesidir. Boylelikle vitrifikasyon islemine gerek
kalmayabilir. Fakat bazi aragtirmalar 5. glin embriyolarinda daha fazla fakat daha az hacimde
hiicreye biyopsi yapildig1 i¢in i¢ hiicre kitlesi (IHK) nin zarara ugrama ihtimalini daha diisiik
gormektedir (Xu ve dig. 1999). Lukaszuk ve dig. (2015) ¢alismalarinda klivaj asamasinda
normal ¢ikan embriyo oranini sadece %35.3 olarak bularak, klivaj asamasinda segmental
andploidi durumunun klinikle iliskisinin heniiz net olmadigini belirtmislerdir.

Bir bagka blastomer biyopsisi ¢alismast da Majumdar ve dig. (2016) tarafindan
yapilmis, 38 yas istii ilerleyen maternal yas, 2’den fazla basarisiz IVF denemesi olanlar ve

2’den fazla diislik yapan hasta endikasyonlar1 segilerek en az 4 adet 1yi kalitede embriyoya
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sahip olan diisiik over rezervli hastalar ¢aligilmistir. 3. glin PGT yapilan hasta grubu ve PGT
yapilmayan kontrol grubu seklinde hastalar gruplandirilmis, sirasiyla implantasyon oranlari
%63.2 ve %26.2 (P=0.001), klinik gebelik oranlar1 ise %73.3 ve %36.7 (P=0.006) olarak
PGT yapilmayanlara gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Cogul gebelik oraninda da
PGT yapilanlarda %31.9° dan %9.1° e uzanan keskin bir diisiis gézlenmistir. Bu ¢alismada
embriyo morfolojisinin geleneksel secilmesinden ziyade 24 kromozom taramasinin
istatistiksel olarak klinik gebelik oranlarim1 daha fazla arttirdigini belirtmistir. Fakat
bilinmektedir ki diisiik over rezervli veya ilerleyen maternal yasa sahip hastalarda daha az
sayida oosit elde edildiginden dollenme ve klivaja ugrayan embriyo sayisinda diisiis
gozlenebilir. Bu durum da genetik analiz yapilmasini zorlastirarak invazivite agisindan az
sayida olusan embriyolari riske atabilir.

Bir diger calismada blastomer biyopsisi yapilip taze transfer gerceklestirilen 45 hasta
ve biyopsi yapilmayan 53 kontrol grubu hasta kiyaslanmig, NGS ile biyopsi yapilan grupta
implantasyon orani ve gebelik orani daha yiiksek bulunmus, her iki grupta da NGS ile sadece
1 hastada diisliik gozlenmistir. Diisiik riskinde anlamli derecede bir fark gézlenmemistir.
Yine de NGS ydntemiyle normal genetik icerikteki embriyo tespit edildiginden bu embriyo
transferlerinin diisiik oranini azalttig1 bilinmektedir. Goriilen diisiiklerin nedeni olarak taze
siklusta kontrollii ovaryan stimiilasyonu ile uterusun etkilenmesinden kaynakli oldugu
diigiiniilmektedir (Shapiro ve dig. 2014, Develioglu ve dig. 1999, Nikas ve dig. 1999, Mirkin
ve dig. 2004).

Zamanlama olarak transfer uygulanacak giine genetik sonuglar ¢ikmasina ragmen
¢ogu arastirmaci tarafindan kabul goren, hiperstimiilasyonun olumsuz etkisinin aza
indirgenmesi bakimindan embriyolarin dondurulup endometriyumun sonraki siklusta en iyi
sekilde hazirlanarak transfer edilmesi bakimindan, blastosist asamasindaki embriyolarimiz
dondurulmustur (Papanikolaou ve dig. 2019, Chen ve dig.2015, Gorodeckaja ve dig. 2019).
Datamizda amplifikasyon basarisizligina ugramis 6rnek orani oldukca diisiiktiir (%2). Aksi
durumda embriyonun tekrardan ¢ozdiriiliip biyopsi yapilabilmesi miimkiindiir. Biyopsi
islemine giden genetik materyal ihtiva eden hiicre sayis1 arttik¢a analiz basaris1 da dogru
orantili bir sekilde yiikselmis olur. Fakat tekrardan ¢ozdiiriiliip biyopsi yapilip yeniden
dondurma isleminin embriyoyu negatif yonde etkilemesi ihtimalini arttirir (Christodoulou
ve dig. 2017).

Yenidogan 6liim oranlar1 ve konjenital anomaliler ele alindiginda 3. giin biyopsisi
yapilan embriyo datalar1 ile biyopsi yapilmayan embriyolardan meydana gelen gocuklar

arasinda herhangi bir fark gézlenmemistir (Nekkebroeck ve dig. 2008, Harper ve dig. 2012).
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Embriyo kiiltiir ortamlarinin gelismesiyle blastomer biyopsisinin akabinde
trofoektoderm biyopsisi de miimkiin hale gelmistir. Alinabilecek trofoektoderm hiicre
sayisinin daha fazla olmasi ve daha az hasar olusturmasindan dolay: diger biyopsilerden
daha avantajli olarak kabul edilir. 6. giin blastosist transferinin 5. giin transferinden daha
disiik klinik gebelik oranina sahip oldugu ve de 5. gilin biyopsinin allel drop out ve
amplifikasyon basarisizligini diisiirdiigii bilinmektedir. (Kokkali ve dig. 2007). Bu goriise
paralel bir diger calismada, trofoektoderm biyopsisinde amplifikasyon basarisizligina
ugrama orani yaklasik %1 veya %2 olarak belirtilmistir. Sonu¢ alinamamasi durumunda
dondurulmus blastosistin ¢cozme islemini takiben tekrar biyopsi yapilabilmesi yoniinden de

olumsuz bir yonii bulunmamaktadir (Handyside 2016).

Randomize kontrollii caligmalar trofoektoderm biyopsisi yapilmamis gruptan iki
embriyo transferi yapilmasindansa, biyopsi yapilip analize gitmis bir embriyo transferi
arasinda benzer gebelik sonuclari oldugunu belirtmislerdir. Bu nedenden Otiirii biyopsi
islemi ayn1 zamanda tek embriyo transferi ile c¢ogul gebelik komplikasyonlarin
onlemektedir (Forman ve dig. 2012).

Kuznyetsov ve arkadaslar1 (2018) NGS yontemi ile 35 hastadan elde edilen 47
embriyonun tiim kromozom kopya sayisi ve tek gen acisindan degerlendirdiklerinde
trofoektoderm ve tim blastosist uyumunu %87.5 ve %96.4 olarak bulmus, benzer bir
calismada Li ve dig. (2018) tarafindan yapilarak bu oran Kuznyetsov ve dig. (2018)’nin
calismasindan daha diisiik olarak %45 ve %50 oraninda bulunmustur.

Baz1 prospektif caligmalar 3. giin blastomer biyopsisi ile trofoektoderm biyopsisini
FISH teknigi ile kiyaslayarak canli dogum oranlar1 arasinda anlamli bir fark
gozlemlememistir (Shamonki ve dig. 2016). Bu verilere zit olarak 9 adet prospektif kontrollii
randomize galigma bu yaklagimi yalanlamig, FISH tekniginin zayif giivenilirlik ve dogruluk
payt oldugunu ve 3. giin iki hiicre biyopsisinin ayrica zararli olabilecegini belirtmistir
(Forman ve dig. 2013).

Son birkag yilda arastirmacilar embriyonik genom degerlendirmeleri i¢in noninvaziv
PGT teknikleri tizerinde yogunlagmaktadir (Cohen ve dig. 2013, Hammond ve dig. 2016, Lu
ve dig. 2016, Assou ve dig. 2014, Wu ve dig. 2015). Bu teknikler diisiik maliyetli, yiiksek
¢oziinlirliige sahip, etkili ve noninvaziv olmalidir ki invaziv tekniklerin yerini alabilsin
(Handyside 2016). Yardimli iireme tekniklerinde invaziv tekniklerden kaginmak basariy1
arttiracak ve muhtemel riskleri azaltacaktir. Bu zamana kadar time lapse (Adamson ve dig.

2016, Liu ve dig. 2016, Motato ve dig. 2016), atik kiltir medyumundaki metabolitler (Uyar
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ve Seli 2014, Sakkas 2014 Bellver ve dig. 2015, Rodgaard ve dig. 2015), proteomiksler
(Katz-Jaffe ve dig. 2009, Nyalwidhe ve dig. 2013, Benkhalifa ve dig. 2015) ve mikro RNA
(Cuman ve dig. 2015, Kropp ve Khatib 2015, Rosenbluth ve dig. 2013) gibi embriyonun
canliligi adma yapilan baz1 ¢aligmalar tam olarak basartya ulasamamistir. Son 5 yilda
noninvaziv prenatal genetik tarama ile Ozellikle ge¢c 1. ve erken 2. trimester dénemi
gebeliklerinde yaygin olarak goziiken kromozomal anormallikler teshis edilebilmektedir
(Chiu ve dig. 2011, Ehrich ve dig. 2011, Sehnert ve dig. 2011, Palomaki ve dig. 2011, Sparks
ve dig. 2012, Palomaki ve dig. 2012, Bianchi ve dig. 2012, Norton ve dig. 2012, Dan ve dig.
2012, Bianchi ve dig. 2014).

Bu konuyla ilgili 6n plana ¢ikan DNA kaynaklari embriyonun i¢inde bulundugu atik
kaltdr sivisi (Stigliani ve dig. 2013, Stigliani ve dig. 2014, Assou ve dig. 2014, Wu ve dig.
2015) ve de blastosist formasyonunun i¢inde bulunan blastosél sivisidir (Palini ve dig. 2013,
Gianaroli ve dig. 2014, Tobler ve dig. 2015, Magli ve dig. 2016). Boylelikle biyopsi
isleminin olas1 invaziv riskleri elimine olabilir.

Yapilan birka¢ oncii ¢alismada atik medyumda tespit edilen DNA’nin embriyonun
boliinmeye bagladigi erken bolinme evresinde (2.-5.glin arasi) sekrete edildigi
diisiiniilmektedir. Shamonki ve dig. (2016) c¢alismasinin gbézlemleri sonucunda serbest
embriyonik DNA embriyonik gelisimin erken evrelerinde salinmaya baslar. 5. giinde bu
miktar 3. giinden 6nce olan miktarla hemen hemen aynidir ve 5. glinde azalmaya baslar. Bu
nedenle ¢aligmamizda 3. giin ve 5. giin dahil, bu giinler arasinda atik medyum sivisina gegen
DNA ile blastomer biyopsisi sonuglarinin ploidi durumu bakimindan korelasyon gosterip
gostermeyecegine baktik. Calismamizin kisitliliklarindan biri Feichtinger ve dig. (2017) nin
gozlemledigi gibi yaklasik %20 kadar embriyo icerigini atik medyumuna yansitamamis
olabilecegidir. Bu durum da analiz sayisini azaltabilmektedir.

Assou ve dig (2014)’te yaptigi galismada, 3. 5. ve 6. giin embriyolarinda PCR teknigi
uygulanarak atitk medyumda DNA elde edilebilmis fakat bunlarin kiyaslamasi
yapilmamustir. Ayrica atik medyumda Y kromozomunda bulunan bir gen olan Testis spesifik
protein Y (TSPY) 1 genine bakilmis, boylelikle cinsiyete baglh tasiyict hastaliklarda PGT’
nin  kullanilabilecegini  belirtmiglerdir. Bu c¢alismanin  smirliliginda  medyumun
kontaminasyon agisindan degerlendirilmeyisi, fertilizasyon yontemi olarak ICSI mi, IVF mi
tercih edildigi, eger IVF ise spermlerin herhangi bir kontaminasyon olusturup
olusturmadiginin, bu sebeple Y kromozomunun tespit edilip edilmediginin bilinmemesidir.
PCR bazli amplifikasyon tekniginin daha dar kapsamli genomlarin analizlerinde tercih

edilebilir oldugu belirtilmistir (Voet ve dig. 2013). Stigliani ve dig. (2013) 6nceki ¢alisma
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ile benzer olarak Y kromozomuna bakmis, aCGH yontemi ile kiiltiir sivisinda sadece iki
ornekte kromozomu tespit edebilmis fakat toplam Ornek sayisi belirtilmemistir. ICSI
yontemi uygulanmis embriyolarin atitk medyumunda Y kromozomu bulunup bulunmadigina
dair genis ¢apli bir arastirma yapilmalidir.

Wu ve dig. (2015) ¢alismalarinda 3. giin biyopsisi yaparak kan hastaligi olan talasemi
genine bakmis, 413 embriyoya yapilan blastomer biyopsisi ile bu 6rneklerin atik medyumlari
karsilagtirilmigtir. Bu iki veri arasinda %82.1 oraninda uyumluluk gézlenmistir. Diger
taraftan bu biyopsi yapilan embriyolarin 128 tanesi 6. giine kadar takip edilerek 6. giin atik
medyumlar1 tekrar toplanmis talasemi geninde %88 oraninda, daha Onceden tanisi
yapilmamis 74 embriyoda ise % 91 oraninda atitk medyumunda uyumluluk gézlenmistir.
Allel drop out orani her iki grup i¢in yaklasik %12 oraninda benzer bulunmustur. Bunun
yant sira blastomer biyopsisi yapilmayan 61 blastosistin kiiltiir medyumlar
degerlendirilerek 4. ve 6. gilinlere nazaran gen agisindan en yiiksek uyumluluk 5. giinde tespit
edilmistir. 5.glin attk medyum uyumlulugunun 3.giinden yiliksek c¢ikmasimin nedeni
muhtemelen kiimiilatif DNA oraninin 5.giin daha yiiksek olmasidir. Bu sebeple biz de
calismamizda 5.giin atitk medyumundan DNA analizi gerceklestirdik. Fakat caligmanin
otorleri tespit edilen DNA’larin salt embriyonal kaynakli olup olmadigini, medyum
tazelenmeden kumulus hiicrelerini uzaklastirmak gibi ekstra Onlem alsalar dahi
bilememektedirler. Benzer olarak Xu ve digerlerinin (2016) ¢alismasinda, assisted hatching
islemi ile 5. giine kadar kiiltlire edilmis atitk medyum ile blastosist biyopsisi kiyaslanmis,
sonuclar arasinda yliksek oranda korelasyon bulunmustur. Konuyla ilgili bir diger ¢alisma
Liu ve dig. (2017) tarafindan yapilmis, andploidi taramasi igin beta talasemi IVSI1654
mutasyonuna bakilarak atik kiiltiir ve embriyo biyopsileri kiyaslanmistir. Atik kiiltiir
medyumu o6rnekleriyle, o6ploidi uyumu %90, andploidi uyumu ise %72.7 oraninda
gbzlenmistir. Bu ¢alismalarin sonucu olarak embriyo kiiltiir medyumlarinin PGT analizleri
i¢cin potansiyel kaynaga sahip oldugu, noninvaziv olmasindan kaynakli faydali bir sekilde
kullanilabilecegi fakat genetik materyalin salt embriyoya dair olup olmadigini belirlemek ve
klinikte de kullanimini saglamak amaciyla daha fazla arastirma yapilmasi gerekliligi
belirtilmistir.

Benzer olarak Shamonki ve dig. (2016) 25-42 yaslar1 arasindaki 7 hastadan elde
edilen 57 embriyonun trofoektoderm hiicreleriyle, bunlarin atik medyumunu toplayarak
DNA elde etmis ve karsilagtirmigtir. Atitk medyuma embriyolar konulmadan 6nce saf
medyum analiz edilerek herhangi bir hiicreye veya embriyoya maruz birakilip

birakilmadigina bakilmis, kontaminasyon var mi1 diye DNA analizi yapilmis ve herhangi bir
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DNA kaynagi bulunamamistir. 57 atik medyum 6rneginin 55 inde 2-642 ng/ul miktarinda
DNA tespit edilmistir. En yiiksek 6 O0rnegin DNA miktar1 52 ile 642 ng/pl arasinda
bulmuslardir. Arastirmanin sonucu olarak trofoektoderm hiicre biyopsisiyle atik
medyumdan DNA analiz sonuglar1 benzerlik gostermistir. Bu teknik giivenilir olsa bile,
PGT’nin canli dogum oranini arttirdigina dair bir data yoktur (Mastenbroek ve dig. 2014).
Bununla ilgili test edilen 6rnek sayisi azdir. Fakat yine de attk medyumun DNA eldesi igin
kullanilabilecegi ve trofoektoderm biyopsisiyle benzer sonug verebilecegi, sonu¢ olarak
DNA eldesiyle, amplifikasyonun ve testlerinin gelismesine bagli olarak biyopsiye gerek
duymadan genetik tarama yapilabilecegi yoniinde umut vaad ettigi kanisina vartlmistir.

Ho ve dig. (2018) c¢alismalarinda 3.giin ve S5.glin embriyolarinin atik
medyumlarindaki DNA miktarlarina bakarak ploidi durumuna, cinsiyet kromozomuna,
assisted hatching sonrasi olusan DNA miktarina ve morfolojiye gére DNA miktarim
kiyaslamiglardir. 3. giinde 41 embriyodan 40’inin atik kiiltiir medyumundan DNA elde
edilebilmis (%97.6), sadece 16 (%39) 6rnekte kromozomal analiz i¢in yeterli kopya sayisi
elde edilebilmistir. 5. giinde 41 embriyonun 40’min attk medyumundan DNA elde
edilebilmis, bunlarin 33’ii (%80.4) okunabilmistir. Ploidi ve cinsiyet kromozomu uyumu da
sirastyla 3. giinde %56.3 ve %81.2, 5. giinde ise %65 ve %70 olarak bulunmustur. En yiiksek
DNA miktarina embriyonun 3. giinii ulasilsa da (ortalama 111ng/ul), en yiiksek korelasyona
5. giinii (ortalama 105ng/ul) ulasilabilmistir. 40 adet 6rnegin 5.giin atik medyum andploidi
uyumlulugu i¢in duyarhilik 0.80, 6zgiilliik 0.61, pozitif prediktif deger 0.47, negatif prediktif
deger ise 0.88 olarak bulunmustur. Asissted hatching zamani ve embriyo morfolojisi
arasinda DNA miktar1 ile herhangi bir uyum goézlenmemistir. Calisma sonucunda atik
medyumlarindaki DNA eldesinin invaziv teknik kullanmamak adina optimize edilerek
kullanilmasinin bir segenek oldugu belirtmistir.

Calismamizda maksimum DNA eldesi i¢in assisted hatcing islemi ile 3.giin biyopsisi
yaparak embriyolarimizi 5.giine takip ettik. 5.giinde 49 embriyonun 48’inin atik
medyumundan ve ayni sekilde 48’inin biyopsi drneginden DNA elde edilebildik (9%97.9).
Analizi ger¢eklesmemis 6rnek orani oldukga diisiik olmakla birlikte blastomer ve bunlarin
5.glin atik medyumlar1 arasinda ploidi uyumlulugu %80.8 olarak tespit edilmistir. Atik
medyum anéploidi uyumlulugu i¢in duyarlilik 0.82, 6zgiilliik 0.50, pozitif prediktif deger
0.97, negatif prediktif deger ise 0.11 olarak bulunmustur. Bu yonleriyle ¢alismamiz
bahsedilen diger arastirmalarla paralel sonu¢ vermektedir. Ploidik durum uyumlulugu
bakimindan atik kiiltiir medyum sivisi, embriyonun durumu bakimindan tahmin edilebilir

sonug verse de, calismamizda 45 adet anoploidik blastomerin sadece 16’sinin atik kiiltiir
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medyumunda en az 1 adet ayn1 kromozomal anormallik gozlenmistir (%35.5). Bu c¢alisma
bize blastomer biyopsisi ile noninvaziv atik kiiltlir sivis1 arasinda ploidik uyumlulugun
yuksek oranda belirlenebilir olmasina karsi, blastomer ile atik kiiltlir sivisi arasinda ayni
kromozomal anormallik bulunup bulunmadigini belirleyemeyecegimizi gostermistir. Bunun
icin daha detayli yontemler ve analiz metodlar1 gelistirilmeli, biyopsi olmadan sadece bu
noninvaziv yontemin su an i¢in uygulanmasinin yeterli olmadigim diisiinmekteyiz. Fakat
ileride atik kiiltiir medyumu gibi noninvaziv tekniklerin tek bagina kullanilabilmesinin umut
vaad ettigi agiktir.

Feichtinger ve dig. (2017) tarafindan da calismamiza benzer olarak atik kiiltiir
medyumunda ploidi uyumluluguna bakilmis, farkli olarak polar cisim biyopsisi ile atik
kiltdr medyumu karsilastirilmustir. 22 adet atik kiiltiir medyum 6rneginden 18 tanesinin
DNA’s1 amplifiye edilebilmis, bunlarin 13 tanesinin (%72.2) genel ploidi durumunda
(6ploid/andploid) uyum gozlenmistir. Polar cisim biyopsisi sonucu andploidi ¢ikan 15
ornegin 11’inde, kalan 3 dploidik polar cisim 6rneginin 2’ sinde sirasiyla %73.3 ve %66.7
olmak iizere atik medyum uyumlulugu goézlenmistir. Polar cisim ile atik medyumlari
arasinda 15 embriyonun 10 tanesinde en az bir adet ayni kromozomal anormallik
gozlenmistir (%66.6). Calismada en diisiik elde edilen DNA miktarini, 6.7 ng/pl, en yiksek
DNA miktarimi da 41 ng/ul bularak ortalama DNA miktar1 17.4 ng/ul olarak tespit
etmislerdir. Hem iyi hem kotii kalitedeki embriyolardan DNA elde edilebilmistir. Kaltar
stvisina atilan embriyonik hiicrelerin embriyonun igerigini genel olarak yansitabilecegine
isaret eder. Ciinkii embriyonun andploidik igerigini genellikle disart attigi, embriyonun bu
anormal hiicreleri elimine etmeye calistig1 diisiiniilmektedir. Bu ¢alismaya gére hem bizim
calismamiz gibi hem de Shamonki ve dig. (2016) gibi noninvaziv teknik olarak atik kiiltiir
stvisindan DNA elde edilebilecegi fakat 6zellikle invaziv biyopsi yontemleriyle birlikte
uygulanmasi gerekliligi belirtilmistir.

Bir 6nceki aragtirmaya benzer olarak ¢calismamizda amplifikasyon sonrasi ortalama
DNA oranint 21.9 ng/ul olmak iizere en diisiik DNA miktarin1 3.1 ng/pl, en yiiksek DNA
miktarini ise 70 ng/ul olarak belirledik (Bak. Cizelge 4.1). Assou ve dig. (2014) ise her bir
ornekte 27 ng/ml ve lizerindeki DNA miktarini atik kiiltiir medyumunda okuyabilmislerdir.
Kuznyetsov ve dig. (2018) ile Liu ve dig. (2018) embriyo atik kiiltiir medyumu ile blastosol
stvisint kombine etmis, sonu¢ olarak tiim genom amplifikasyonu bakilarak atik kiiltiir
medyumunda %97.5, blastosolde ise %100 oraninda DNA verimi elde etmistir. Bu ve bizim

calismalarimizdaki gibi genetik igerigi az olan 6rneklerden DNA analizi yapilabilecek
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yontemler gelistirildigi takdirde noninvaziv yontemlerin basarisi da artacaktir (Hammond ve
dig. 2016).

Son aragtirmalar noninvaziv yolla atik medyumdan niiklear ve mitokondriyal DNA
elde edilebilecegi yoniindedir (Stigliani ve dig. 2013, Assou ve dig. 2014, Wu ve dig. 2015).
Kiiltiir medyumundaki DNA kaynagi bilinmemekle birlikte embriyo kalitesi hakkinda
yararl bilgi verecegi diisiiniilmektedir (Stigliani ve dig. 2013, 2014). Medyum igerisindeki
genetik materyalin embriyonun canliligina dair bir marker olarak sayilamayacagindan
bunlarin belki de maternal veya paternal kontaminasyondan kaynakli hiicrelerden gelmis
olabileceginden dolayr PGT agisindan bu durum tartismalidir. Eger daha ¢ok arastirma
yapilip genetik icerigin kaynagi bilinirse, belki de bu veriler klinik agidan kullanima
gecmede fayda saglar.

Stigliani ve dig. (2013) 2. giiniinde olan 166 embriyonun, 3. giiniinde 634 klivaj
asamasindaki embriyonun atik medyumunun DNA ihtiva edip etmedigine bakmis ve %99
oraninda DNA tespit ettiklerini belirtmislerdir. 326 06rnekte nuklear DNA %63,
mitokondriyal DNA ise %99 oraninda tespit edilmistir. Boylelikle atik medyumda niiklear
DNA’ dan ¢ok mitokondriyal DNA igeriginin oldugunu gériilmektedir. Bu durumun nedeni
preimplantasyon donemi embriyolarinda mitokondriyal DNA’nin kopya sayisinin fazla
olmasi olabilir. Kumulus hiicre kontaminasyonu etkisi olabilse de bilinir ki preimplantasyon
dénemi embriyolarin kumulus hiicrelerinde mitokondriyal DNA kopya sayisi ciddi derecede
diistiktiir (Cree ve dig. 2015). Bu ¢alismada ayn1 zamanda mitokondriyal DNA ‘nin kopya
sayisinin yiiksek olmasinin embriyonun fragmantasyon diizeyinin yiiksek olmasindan
olabilecegini belirtmislerdir. 35 yas {Ustii hastalarda fragmantasyon diizeyi arttigindan
mitokondiyal DNA goriilme olasiliginin da arttigin1 belirtmislerdir. Ayni arastirmacilar 3.
giinden blastosist agamasina giden 605 adet atik kiiltiir sivisinda mitokondriyal ve niiklear
DNA oranina bakmiglar, bunlar1 blastosist kalitesine gore degerlendirmislerdir. Bulgular ilk
calismaya zit olarak, mitokondriyal DNA oraninin niiklear DNA’dan yiiksek olmasi, klivaj
asamasindaki embriyolarin blastosist asamasina daha iyi ilerledigine yoneliktir. Fakat yine
de atik medyumdaki mitokondiyal DNA seviyesi ile embriyo kalitesi arasindaki iliski
belirsizdir. Buna ek olarak 94 embriyoya 3. giin transferi uygulamislar, mitokondiyal DNA
oraninin niiklear DNA oranindan daha yiiksek olanlarda implantasyon oraninin arttigini
belirtmislerdir (Stigliani ve dig. 2014). Lane ve dig. (2017) tarafindan yapilan bir baska
calismada, 3. giine gore 4. ve 5. gilinlerde atik medyumdaki andploidi oraninin arttigini, bunu
da embriyodaki maternal DNA orani ve hiicre sayisimin artmasiyla gergeklesebilecegini

belirtmislerdir. Bu ¢alismalar degerlendirildiginde mitokondriyal DNA diizeyinin embriyo
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fragmantasyonu, yariklanmasi ve implantasyonuyla iligkili olabilecegine deginilmistir.
Bunun i¢in kiiltir medyumunun embriyo barindirmayan halinin niikleik asit
kontaminasyonu ac¢isindan iyi degerlendirilmesi gerekliligine dikkat ¢ekilmistir. Su an igin
3. gun ve 5. giin embriyosunda bulunan mitokondriyal ve niiklear DNA miktar1 herhangi bir
calismada kiyaslanmamustir. Boyle bir calisma preimplantasyon donemi embriyolarin
durumunu belirlemek adina faydali olabilir (Stigliani ve dig. 2013 ve 2014). Niiklear ve
mitokondriyal DNA digsinda ayn1 zamanda miRNA ¢esitleri de atik kiiltiir medyumunda
tespit edilmistir. Bunlardan 2 ¢esit miRNAnin trofoektoderm orijinli olduklart ve 6ploidik
embriyolarin implantasyonunda gorev aldiklar1 diigiiniilmektedir (Capalbo ve dig. 2015).

Embriyolarin i¢inde bulundugu kiiltiir ortamlarinin gelismesi ve gesitlenmesiyle
kullanilan medyumlar da laboratuvarlarin tercihine gore degiskenlik gostermektedir. Bazi
laboratuvarlar fertilizasyon isleminden transfer islemine kadar embriyolar1 tek asamali
kiiltir ortaminda muhafaza edebilecek kiiltir medyumlarin1 tercih ederken, bazi
laboratuvarlar ise ikinci giinden sonra kiiltiir ortamini tazelemeleri gereken medyumlari
tercih ederler. Ayrica defektif embriyonik hiicreler kiiltir medyumunda aktif tamir
mekanizmas: sayesinde elimine edilebilir. Bu durum da embriyonun ploidik durumunu
dengede tutmaya yardimcidir (Farra ve dig. 2018). Bu konuyla ilgili Feichtinger ve dig.
(2017) tek asamal1 kiiltiir ortaminda blastosiste giderek DNA verimine bakmus, kiiltiir
medyumu degisiminin maternal kontaminasyonu engelledigini fakat tek asamali
medyumlarda daha ¢ok serbest DNA elde edilecegine dikkat ¢ekmislerdir.

Atik medyumdan DNA taramasi yapabilmek hastalara biiylik bir avantaj
saglayacaktir. Embriyolarin ¢oklu kiiltiir yerine tekli kiiltiire edilmeleri gerekliligi daha fazla
kiiltiir kab1, malzeme, yer kullanilmasina ve daha fazla is yiikiine sebep olabilecek olsa da
bunlar kiiciik diizeyde dezavantajlardir.

Atik medyum ve blastosol sivist gibi az invaziv yoOntemler ele alindiginda
arastirmacilarin ortak diisiincesi DNA eldesi i¢in potansiyele sahip olduklar1 fakat DNA’nin
asil orjininin dikkate alinip belirlenmesi gerektigi yoniindedir. Atik medyumdan DNA
analizi isleminin giivenilebilirligi icin DNA toplama yontemi, DNA amplifikasyonu ve
tarama yontemleri gibi bircok 0Onemli basamak optimize edilmelidir. Gelecekteki
arastirmalar potansiyel kontaminasyon kaynagini belirlemeye yonelik olmalidir. Cilinkii
DNA kaynagimi belirlemek, yanlis pozitif amplifikasyon ortaya g¢ikmamasi agisindan
onemlidir. Ikincil esas soru da eger DNA tamamen embriyodan kdken aliyosa, bunun

embriyonun igerigini tamamen yansitip yansitmadigr yoniinde olmalidir. Bunlara yanit
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olarak DNA saliniminin mekanizmasi aydinlatilmali, blastosol sivisiyla atik medyumun
korelasyonuna da bakilmalidir.

Hammond ve dig. (2017) yaptiklar1 ¢aligmanin sonucu olarak kontrol gruplarinda
bile disi ve erkege ait niikleik asit iceriginden kaynaklanan DNA kontaminasyonu varligina
dikkat ¢ekmistir. Denudasyon yontemi ile kumulus hiicrelerinin ayrilmasi maternal DNA
kontaminasyonunu en aza indirgemis olur. Feichtinger ve dig. (2017) ICSI islemi yapilmis
22 Dblastosistten maternal kontaminasyon sebebiyle amplifiye edilebilir DNA elde
edememistir. Ustelik maternal kontaminasyon yanlis &ploidi sonuglarina neden olmaktadir.
Kontaminasyon faktorii degerlendirildiginde Hammond ve dig. (2016) atik medyumda
kontamine olmus DNA bulunma riskinin blastos6l sivisindan daha yliksek olarak
gbzlendigini belirtmistir. Bu durumun nedenleri olarak medyum i¢indeki insan serum
albimininin (HSA) nukleik asit kontaminasyonu, kumulus hicrelerinin maternal veya
paternal kaynakli kontaminasyonu ve sperm veya polar cisim kaynakli olabilecegini
belirtmislerdir.

(Calismamizda tiim oositlerimize en yaygin ve garanti fertilizasyon yontemi olan ICSI
islemi uygulanmistir. Baz1 aragtirmalar belki de spermin inseminasyonu sirasinda paternal
kaynakl1 bir kontaminasyon meydana gelebilecegini ileri siirmiistiir (Stigliani ve dig. 2013,
2014, Wu ve dig. 2015). Ayni1 sekilde her ne kadar ICSI yontemi 6ncesi kumulus hiicrelerini
enzimatik ve mekanik yolla temizlesek bile az miktarda da olsa zonaya yapismis kumulus
hiicreleri kalabilir. Bunlar da kiiltiir medyumunda maternal kontaminasyona neden olmus
olabilir (Hammond ve dig. 2016). O sebeple ayiklama islemi yaparken mumkiin oldukca
kumulus hiicrelerinden arindirmaya 6zen gosterdik. Ustelik {iciincii giin medyumlarini
tazeleyerek bu durumun olusturabilecegi dezavantajlar1 da boylelikle en aza indirgemeye
calistik. Bir giin 6nceden hazirlanip gazlanmig olan siviyla degistirdik. Bunu yapmamizdaki
amag; embriyolarin ihtiyacini daha iyi karsilamak, oksidatif strese ugrama olasiligini
azaltmaktir. Bu islemden sonra tazelenmis sivi igerisinde embriyolara lazer yardimiyla
assisted hatching islemi uygulandi. Assisted hatching yapmamizdaki amac; blastomer
biyopsisini gergeklestirmektir. Bunun disinda 6zellikle kalin zona pellusida 6zelligine sahip
hastalarda zonay1 incelterek embriyonun blastosist asamasina gelmesini kolaylastirmak
zaten embriyoloji laboratuvarlarinin rutininde de uygulanmaktadir (Wang ve dig. 2016,
Chimote ve dig. 2013). Ho ve dig. (2018) assisted hatching yapilarak medyumdaki DNA
miktarinda artisin  katalizlenmedigini  belirtmistir. Calismamizda tiim embriyolara
biyopsiden &tiirii hatching islemi yapildigindan yapilmayanla arasinda karsilagtirma

yapilamamis, bu faktér degerlendirilmemistir.
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Magli ve dig. (2016) bahsedilen onceki ¢alismalardan farkli olarak noninvaziv
yontem olarak blastosol sivisimt kullanmis, bununla polar cisim ve trofoektoderm
hicrelerinin analiz sonuglarini kiyaslamistir. Blastosdl ile trofoektoderm arasindaki genetik
uyumlulugu %97.1, tek gen uyumlulugunu da %98.4 olarak bulmuslardir. Polar cisim ile
blastosol karsilastirildiginda ploidi durumunu ve kromozom uyumlulugunu sirastyla %94 ve
%97.9 olarak, ayni sekilde blastomer ile blastosol karsilastirildiginda bu uyumluluklarin
strastyla %95 ve %97.7 olarak bulmustur. Bu arastirmanin sonucu olarak tipki daha az
invaziv olan atik medyumdan DNA eldesi gibi blastosdlden DNA eldesi, blastosistin ploidi
ve kromozom durumunu yansitmasi ag¢isindan trofoektoderm hiicre biyopsisi ile
kiyaslandiginda anlamli veri vermesi agisindan énem arz eder. Sonug olarak bu ¢alismada
eger klinik uygulamalarda blastosol biyopsisi gelistirilirse kromozomal analizlerde DNA
eldesinde atik medyum gibi blastosentez yontemi de tercih edilebilecek bir DNA kaynagi
haline gelebilecegi kanisina varilmistir.

Blastosdl eldesinin zor olmasi ve az miktarda DNA elde edilmesi nedeniyle analizin
gerceklesememesi blastosentez ¢aligmalarinin basarisini diistiren nedenlerdir (Hammond ve
dig. 2016). Blastosoldeki fragmantasyondan otiirii kontaminasyon gerceklesebilir, diisiik
miktarda DNA elde edilebilir bu da analizi olumsuz yonde etkileyebilerek amplifikasyon
basarisizhigina neden olabilir (Gianaroli ve dig. 2014, Tobler ve dig. 2015). Ilerlemis
fragmantasyon istenmeyen morfolojik bir goriintiidiir. Bu durum ayni zamanda embriyo
kalitesini diistirerek IVF basarisizligina da neden olur (Chavez ve dig. 2012). Zhang ve dig.
de (2016) blastosoldeki DNA miktar1 ile embriyo morfolojisi arasinda herhangi bir
korelasyon gozlemlememislerdir. Ayrica blastosdlde i¢ hiicre kitlesi ve trofoektoderm hiicre
apoptozlar1 yiiksek oranda olabilir (Gianaroli ve dig. 2014). Blastosdl ile trofoektoderm
hiicrelerinin uyum gostermesi degerlidir. Gelecekte de c¢alismamizi bu sekilde
genisletebiliriz. Blastos6liin embriyo igerigiyle yiiksek oranda ploidi uyumu gosterdigi
bircok calismada belirtilmistir (Magli ve dig. 2016, Gianaroli ve dig. 2014, Tobler ve dig.
2015). Bu sebeple bu teknigin daha 6n planda tutulmasi faydali olacaktir. Zira hali hazirda
ekspanse veya hatching olmus blastosistlerden blastosdl aspire edilerek yapilan kollaps
islemi vitrifikasyon 0ncesi embriyolarina rutin olarak uygulanmaktadir (Mukaida ve dig.
2006). Blastosol kavitesinin kollapsiyla dondurma sonrasi sag kalim oranini arttirdigi fikrini
destekleyen baska arastirmalar da mevcuttur. Taze siklus transferlerine gore dondurulup
¢oziilen embriyo transferlerinin implantasyon basarisi daha yiiksektir (Youssry ve dig. 2008,

Zhu ve dig. 2011). Blastosist igindeki serbest DNA’ nin kaynagi heniiz bilinmemekle birlikte
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muhtemelen gelisen embriyonun olii hiicrelerinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir
(Handyside 2016).

Gianaroli ve dig. (2014) 51 blastosistten blastosol ve trofoektoderm htcrelerini
alarak ikisini karsilagtirmig, blastosoliin yiiksek oranda embriyonun ploidik durumunu
yansittigini belirlemislerdir. Bu calismada 39 blastosdlde DNA tespit edilmistir. Bunlarin
38’inde bu iki yap1 ploidi durumu bakimindan benzerlik gosterir (%97.4). Karsilagtirilan 39
blastosol ve trofoektoderm biyopsisinin 32’inin tamaminda, 6’sinda kismi, 1’ inde de hig
uyumluluk gézlenmemistir. Tek gen agisindan da degerlendirildiginde bu ¢alismada %96.6
oraninda (904/936) uyum gozlenmistir. Kromozom bagina blastosdl; polar cisim ile %93.5,
blastomer ile %94 oraninda uyum gdstermistir. Ayn sekilde yine bu calismada blastosolii
alman 51 blastosistin 37’sine polar cisim biyopsisi, 14 iine de blastomer biyopsisi islemi
uygulanmistir. Blastosol analizi yapilan 30 blastosistin polar cisimlerinin 21’inin hepsinde,
7’sinde kismi, 2’sinde ise hi¢ uyumluluk gozlenmemistir. 9 adet embriyonun yapilan
blastomer biyopsisinde 8 blastosol sivisinin tamaminda, 1’inde ise kismi uyumluluk tespit
edilmistir.

Blastosol sivist PCR ile ¢cogaltilabilen az miktarda serbest embriyonik DNA miktarina
sahiptir (Palini ve dig. 2013). Yapilan ii¢ ¢alismada polar cisim veya trofoektoderm biyopsisi
ile blastosol sivisi karsilastirildiginda blastosdl sivisindan elde edilen DNA’nin embriyo
kromozom sayisini yansitilabilecegi belirtmistir (Magli ve dig. 2016, Tobler ve dig. 2015).
Fakat atitk medyumdaki gibi blastosldeki DNA kaynagi da henliz tam olarak
aciklanamamustir (Assou ve dig 2014, Wu ve dig. 2015). Tobler ve dig. (2015) bu konuyla
ilgili ¢alismasinda mozaik embriyolarin anormal yapidaki hiicrelerini blastosol kavitesine
dokerek ploidi profilini belirleyebileceginden bahsetmislerdir. Oploidik blastosistlerin
blastosollerinde andploidik nukleus bulundugunu bunun da klivaj evresinde blastomerin
dejenerasyonuna bagli meydana gelebilecegini belirtmislerdir. Blastosdldeki DNA atiklari
belki de hiicre iletisiminde gorevlidir. Bazi arastirmacilar da apoptoz kaynakli oldugunu
diisinmektedir. Farklilasmakta olan trofoektoderm ve i¢ hiicrelerin cekirdeklerinin
boyanmasiyla hiicre igerigindeki DNA miktarinin ayni1 zamanda bu hiicrelerin apoptoza
ugramasi sonucu oldugu tespit edilmistir (Handyside 1986). Blastosol kavitesindeki 6l
hiicreler komsu trofoektoderm veya i¢ hiicre Kkitlesi tarafindan fagositoz yoluyla
sindirilebilir. Kollaps ve takiben geri ekspansiyonla birlikte 6lii hiicreler veya onlarin
DNA'’s1 medyuma karigabilir. Eger bu hiicreler dominant olarak i¢ hiicre kitlesinden kdken
aliyorsa, fetusun igerigini de yansitmis olacaktir. Buna ragmen mozaik embriyodaki

anoploidik hiicrelerin elimine edilip edilmedigi hala bir tartisma konusudur (Handyside
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2016). Embriyo oploidik halde olursa genetik icerigi de biliniyorsa gebelik olusturma
ihtimalini %30 oraninda arttirabiliriz (Yang ve dig. 2012).

Mozaisizm, embriyoda iki veya daha fazla hiicre popiilasyonunun farkli genotiplerde
olmasi1 anlamina gelir. Embriyonik mozaisizm; fertilizasyon sonrasi genellikle ikinci veya
ticlincii bazen ise ilk yariklanmadan sonra mitotik hatadan dolay1r meydana gelir. Mozaik
embriyolardan andploidik mozaik: iki farkli andploidik genotip barindiran, hiicrelerinin
%100’tiniin anormal oldugu mozaisizm tiiriidiir. Diploid-andploidi: bir populasyona sahip
hiicreler oploidik, diger popiilasyona sahip hiicreler andploidiktir. Diploidi-anoploidi
durumu klivaj agamasinda kromozomal ayrilmada meydana gelen hatadan dolay1r olusur.
Ikinci yariklanmada meydana gelen anormal hiicre oram iigiincii yariklanmada meydana
gelen anormal hiicre oranindan biiyliktiir (Munne ve dig. 1994). Erken embriyo dénemi
hatalar1 genellikle mitozdan, fertilizasyon inaktivasyonundan kaynaklanir. Mozaisizm
diploid embriyoda anafaz safhasinda gecikme, mitotik ayrilmamadan, kromozom
yikimindan ve DNA duplikasyonundan once hiicre boliinmesinden dolay1 gelisebilir
(Mantzouratou ve Delhanty 2011, Mantikou ve dig. 2012). Bu sebeplerden Klivaj
asamasinda mozaisizm goriilme ihtimali daha fazladir (Wells ve Delhanty 2000).
Embriyonik genom aktivasyonu ligiincii yariklanmadan sonra meydana gelmiyosa hiicre
boliinmesi gergeklesmez ve embriyo blastosist asamasina ulagsamaz. Yaklasik %50 oraninda
embriyo klivaj evresinden sonra kendini tamir etme mekanizmasiyla “self-correction”
blastosist asamasinda Oploidik halde gelir (Santos ve dig. 2010). Bu durum bazi
mekanizmalarla agiklanabilir. Bunlar; andploidik hiicrelerin apoptoza ugramasi, andploidik
hiicrelerin diploidik hiicrelere gore boliinmeyi yavaslatmasi veya Oploidik hiicrelerin i¢
hiicre kitlesinde gelismesi olabilir (Delhanty 2013). Calismamizda blastomeri andploidik
fakat attk medyumu 6ploidik ¢ikan O6rneklerin nedeni belki de erken fazda gerceklesen
mitotik hasar veya kontaminasyon kaynaklidir (Magli ve dig. 2016).

Anormal embriyo transferleri tekrarlayan implantasyon basarisizliklarina, diisiiklere,
fiziksel veya mental dogumsal anomalilere neden olmaktadir (Franssen ve dig. 2011, De
Krom ve dig. 2015). Sachdev ve dig. (2017) 9 farkli IVF merkezinin 192 adet donér oositi
tizerinde yaptigi calismada NGS yontemi ile mozaisizm oran1 %17 ile %47 arasinda tespit
edilmistir. Ayrica tanimlanamayan laboratuvar kosullarinin blastosistlerde mozaisizmi
arttirabilecegi yoniindedir. Mozaisizmin embriyolarin implantasyon oranlarini diisiiriirken
(Maxwell ve dig. 2016) diisiik oranlarini da yiikselttigi bilinmektedir (Fragouli ve dig. 2011).
Mozaisizme embriyonun ilerleyen evrelerinde erken evre embriyoya gore daha seyrek

rastlandig belirtilmistir (Xu ve Montag 2012). Otozomal monozomiler genellikle yasam
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evresine ulasmazlarken, bazi trizomiler ulasabilirler fakat bunlarda da fiziksel ve biligsel
anormallikler gortlme ihtimali ¢ok yiiksektir. Mozaisizmin baslica nedenlerinden olan
kromozomal ayrilmamadan kaynaklanan embriyonik mozaisizm; monozomik ve trizomik
hiicre popiilasyonlart seklinde kendini gosterebilir. NGS yonteminde bunlar tespit edilerek
bu iki hiicre popiilasyonuna ayni oranda (50:50) rastlanmustir (Scott ve dig. 2016).

Trofoektoderm hiicreleri embriyonun igerigini kismi olarak yansitir. Ciinkii i¢ hiicre
kitlesi degisik kromozomal yapida olabilir. Andploidik hiicrede metafaz esnasinda
hizalanma bozuklugu veya anafaz esnasinda ki kutuplara ayrilmada ki aksakligin
mozaisizmi tetikledigi bilinir. Bunun sonucunda da DNA rekombinasyonu yanlis yonde
tetiklenir ve DNA ‘nin kendini tamir edebilme mekanizmasinda diisiis gozlenir (Sheltzer ve
dig. 2011). Yine de mozaik embriyolar implante olabilse de diisiiklere neden olma ihtimali
yuksektir (Lightfoot ve dig. 2008). Mozaisizm belirlemek adina NGS yoOnteminin
kullanilmast bir soruyu da beraberinde getirmistir; bir adet trofoektoderm hiicre biyopsisi
yapildig1 takdirde embriyonun kalan bélimii icin de bu analiz belirte¢ olabilecek midir?
Garrisi ve dig. (2016) 43 embriyodan ¢oklu hiicre biyopsisi ile NGS yontemiyle analiz
yapmustir. Coklu biyopsiler ile 5 embriyonun trofoektoderm ve i¢ hiicre kitlesi (IHK) ayni
ve tamamen normal ¢ikmustir (%11.6). I¢ hiicre kitlesi 18 embriyoda normal ¢ikmustir
(%41.8). Kompleks mozaisizm gosteren trofoektoderm hiicrelerinin i¢ hicre kitlesiyle
arasindaki uyumu %383, trofoektoderm hiicrelerinin tiim caligmadaki mozaisizm oranini
belirleme yetisi de %58.2 olarak bulunmustur.

Benzer olarak Maxwell ve dig. (2016) NGS yontemiyle trofoektoderm hiicrelerine
coklu biyopsi yapmis, 14 andploidik/mozaik embriyodaki mozaisizm oranini gercekte
sadece %48.3 olarak belirlemislerdir. Diisiik diizeydeki mozaisizmlerin 6rnek hatasina sebep
olabilecegi belirtilmistir. Tim genom analizi yapilan retrospektif calismada aCGH ile
belirlenen 6ploidik 76 blastosistten ploidi ¢ikanlardan 38’ i transfer edilmis bunlardan 12°si
diisiikle sonuglanmis (%31.6), buna karsilik NGS ile mozaik olarak belirlenen 38
blastosistin transferi sonucu 6 adet (%15.8) canli dogum meydana geldigi gozlenmistir.
Greco ve dig. (2015) da bir 6nceki ¢alismaya paralel olarak mozaik embriyo transferlerinin
normal gebeliklere ve saglikli canli dogumlara neden olabilecegini belirtmistir. IVF yapilmis
18 adet mozaik andploidik yapidaki blastosist transferinden 6’sindan normal karyotipte
saglikl1 gebelik elde edilmistir (Greco ve dig. 2015). Bu oran azzimsanamayacak boyuttadir.
Bu da demek oluyo ki bazi mozaik embriyolar canli dogumla sonuglanabilir fakat bu

Ozellikteki embriyolarda erken gebelik kaybi ihtimali artar. Mozaik embriyolarin
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implantasyon orani potansiyeli heniiz net tayin edilememis olsa da datalar normal
embriyolara gore daha diisiik oldugunu belirtmektedir (Fragouli ve dig. 2015).

Kadinlarda en sik gozlenen, fertilizasyon ve implantasyon oranini azaltan infertilite
nedenlerinden biri ileri maternal yastir. Ileri maternal yas embriyolarin andploidi oranim
arttirmaktadir (Hassold ve Hunt 2011). Anoploidi, 30°1u yaglardaki kadinlarin klivaj asamasi
embriyolarin neredeyse yarisindan fazlasinda goriilen, 42 yas istii kadinlarda da % 90
oranina kadar ¢ikarak iyice yayginlasan, yiiksek diizeyi 6liimciil olabilen genetik anomalidir.
Bazi arastirmacilar da ilerleyen maternal yasla mozaisizm arasinda bir korelasyon tespit
edememistir (Daphnis ve dig. 2005, Turner ve dig. 2016). Bununla birlikte bagka bir
calismanin genis data analizinde, ilerleyen maternal yas olmamasina ragmen 21-30 yas arasi
oosit dondrlerinden olusturulan embriyolarda % 33 oraninda mozaisizm tespit etmistir
(Sachdev ve dig. 2016). Ileri maternal yas hakkinda yapilan bir diger ¢alismada embriyo
morfolojisi irdelenmistir. Bilindigi {izere fragmantasyon, diigiik implantasyon potansiyelini
yansitmasi agisindan embriyo morfoloji kriterlerinden biri olmustur. Ileri maternal yas ve
embriyo morfolojisi korele edilerek embriyo atik medyumundaki mitokondriyal ve genomik
DNA incelenmis, 2. ve 3. giinden sonra embriyolarin DNA igeriginin amplifiye edilebilecek
kadar yiiksek oranda kiiltiir sivisina gegtigi tespit edilmistir.

Toplam 800 ornekten 166°s1 2. giin, 634’1 3. giin analizinde kullanilmis, ¢ok
miktarda DNA elde edilen érneklerin koti kalitede embriyoya sahip oldugu ve belki de ileri
maternal yagla birlikte fragmantasyon oraninin arttigindan dolay olabilecegi bildirilmistir
(Stigliani ve dig. 2013). Ayrica PGT ile 40 yas tstii hastalarin devam eden gebelik orani
PGT yapilmayan hastalara gore iki kat arttig1 one siiriilmiistiir (Milan ve dig. 2010). Aksine,
ilerleyen maternal yas ve tekrarlayan gebelik kaybi endikasyonlarina sahip baska bir
randomize kontrollii ¢aligmanin meta-analizine gére PGT ile hastalarda klinik gebelik
oranlar1 ve canli dogum oranlar1 artmamustir (Masterbroek ve dig. 2011). Embriyonun
morfolojik gelisimi ve andploidi durumu arasinda bazi arastirmacilar morfoloji ile andploidi
arasinda iliski kurmus olsalar dahi bilinen verilere gére morfoloji analizlerinin embriyonun
oploidik durumu hakkindaki iligkisi cok zayiftir (Alfarawati ve dig. 2011, Capalbo ve dig.
2014, Kroener ve dig. 2012). Bu diisiince ilerleyen maternal yasa bagl elde edilen oosit ve
dolayisiyla embriyo sayisi diistiiglinden, invaziv biyopsi islemi ile embriyo sayisin1 daha da
azaltmis olunabilecegi ihtimalinden kaynakli olabilir.

Calismamiz sonucu ileri maternal yasa sahip hastalarda diisiik over rezervi
goriilmesinden dolay1 az sayida hastaya PGT Onerebildik. Ciinkii yeterli sayida biyopsi

yapilabilecek embriyo sayis1 nadirdir, uygun olanlarin da verimliligini aza indirgememek
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yerinde olacaktir. Fakat yas ilerledik¢e andploidi ve diisiik orani arttigindan iyi yanitl ileri
yas hastalara PGT Onerilmesi gerekmektedir (Majumdar ve dig. 2016). Paralel olarak baz
aragtirmalar da detayli genetik analizin ilerleyen maternal yas hastalarinda implantasyon
oranini arttirdigini belirtmistir (Harton ve dig. 2013). Bu goriise zit olarak Handyside (2010),
sadece genetik gecisli hastalik gosteren bireylerde PGT tercih edilmesinin dogru oldugunu
sOylemistir. Bu konuda arastirmacilarin genel kanist PGT nin diisiik over rezervli hastalarda
implantasyon orani1 ve klinik gebelik oranini arttirdigina yoneliktir.

Bagka bir PGT endikasyonu da tekrarlayan implantasyon basarisizligidir. Bu 6zellige
sahip yaklasik 200 hastada yapilan randomize kontrollii ¢alismada intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonu sonucu implantasyon ve gebelik oraninda PGT ile artis gozlenmemistir
(Gianaroli ve dig. 1999). Fakat baz1 retrospektif klinik arastirmalar, tekrarlayan diigiiklerde
genetik taramalar ile bu oranlarin arttigini gézlemlemistir (Munne ve dig. 1999, Munne ve
dig. 2005). aCGH yontemi ile diisiik prognozlu ve tekrarlayan IVF basarisizligina sahip
hastalarda PGT, klinik gebelik oranlarimi arttirmistir (Majumdar ve dig. 2016). Bunlarla
paralel olarak idiyopatik tekrarlayan diisiiklerde (Hodes-Wertz ve dig. 2012) ve
translokasyon tasiyicilarinda da (Otani ve dig. 2006, Fisher ve dig. 2010) faydali etkileri
vardir.

Lukaszuk 2015’te tekrarlayan implantasyon basarisizligi olan, ikiden fazla IVF
denemesi yapilan 45 hasta ilizerinden 3. giin blastomer biyopsisi alinarak PGT islemi
uygulamig ve 5. giin taze embriyo transferi gerceklestirerek 53 kontrol grubu PGT
yapilmamus hasta ile kiyaslamustir. Iki grup yasa, AMH seviyesine, antral folikiil sayisina ve
infertilite durumuna bakilarak eglestirilmistir. Her iki gruptan da normal olan 89 adet
embriyo transfer edilmistir. Calismanin ana temasi, embriyo basina klinik gebelik oranini
ikincil olarak da implantasyon ve diisiik oranini tespit etmektir. Calismada hasta basina ¢ikan
oosit sayist yaklasik 13.2°dir. Bu 45 hastanin hepsinden en az 1 adet normal embriyo ¢ikmasi
yeterlidir. 252 adet biyopsi yapilan embriyodan 142’si anormal, 21’1 tanimlanamamis, 89’u
da normal olarak tespit edilmistir. 89 normal embriyonun 65’1 transfer edilmistir. Kontrol
grubunda da 53 hastadan yaklasik 12.5 adet oosit toplanmis ve 89 embriyo transfer
edilmistir. Hasta basina uygun oldugunda iki embriyo verilmesi uygun goriilmiis, PGT
yapilan hastalara yaklagik 1.4 embriyo verilmistir. En az bir adet genetik olarak normal
embriyo tespit edilen hastalar bu ¢alismaya dahil edilmistir. Cikan sonugta NGS tabanli hasta
grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda implantasyon orani ve gebelik oran1 daha ytiksek

bulunmustur. Calisma yazildiginda 13 adet devam eden gebelik ve 18 adet canli dogum PGT
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hastalarinda tespit edilmistir. Kontrol grubunda ise 8 adet devam eden gebelik 11 adet canli
dogum tespit edilmistir. Calismanin sonucunda NGS yapilan deney grubunda kontrol
grubuna gore gebelik orani sirayla % 84.4’e % 41.5 oraninda yiliksek bulunmustur. Bu
calismada blastomer biyopsisinde NGS bazli genetik taramanin uygulanabilirligi

g6zlemlenerek gincel andploidi taramalarina katki saglanabilir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Sonug olarak genetik analiz yontem ve teknolojilerinin gelismesiyle preimplantasyon
donemi embriyolardan noninvaziv yontem olan embriyonun i¢inde bulundugu atik kiiltiir
medyumundan DNA elde edilebildigini ¢alismamizda gosterdik. Biyopsi islemi invaziv
islemdir. Uzman ve tecriibeli embriyologlar tarafindan yapildiginda bile %1 oraninda
embriyoya zarar verme riski vardir. Olas1 zararlar embriyonun gelisiminin durmasi ve
embriyo dejenerasyonudur. Ayrica, yapilan bu islemlerin yiiksek maliyeti bulunmaktadir.
Bu nedenle, bagka bir noninvaziv yontem olan blastos6lden DNA eldesini ¢calismamizda
kombine edemedik. Bu faktor calismamizin kisithiliklarindandi. Calismamizda non-invaziv
bir yontem olan embriyonun i¢inde bulundugu atik kiiltiir sivisindan DNA elde ederek ayni
Ornegin biyopsisi ile genetik sonucunu karsilagtirdik ve PGT testlerinin klinik olarak
yapilabilirligini  arastirdik. Bulgularimiz ¢ogu aragtirmayi destekler niteliktedir.
Calismamizda, 6rnekler arasi ploidi korelasyonlari yiiksek oranda uyum gostermis olsa dahi
aynt kromozoma ait anormallik orani1 diisiik bulunmustur. Dolayisiyla analizini
gerceklestirdigimiz her bir embriyo 6rneginin iki sonucu arasinda tam uyum gozlenmedigi
icin, sadece atik kiiltiir medyumunu kullanarak tan1 koymak risk olacaktir. Ciinkii diisiik bir
ylizde olsa dahi, anormal embriyo transfer etmek veya genetik olarak saglikli embriyoyu
elimine etme ihtimali hem maddi hem psikolojik hem de fizyolojik olarak istenmeyen
sonuclar doguracaktir. Calismamiz, konuyla ilgili gelecekteki arastirmalara yol gdstermis
oncii arastirma niteligindedir. Atik kiiltiir medyumu ya da blastosol sivisindan elde edilen
serbest embriyonik DNA’nin genetik analizi ile alinacak sonuglar embriyonun genetik
icerigini tam olarak yansittig1 gosterilebildigi zaman embriyoya zarar verebilecek invaziv
yontemlerden vazgegmek son derece yararli olacak ve genetik tarama alaninda ¢igir
acacaktir. Bu nedenden dolayi, noninvaziv ydntemlerin klinik uygulamalarda yerini
alabilmesi i¢in yapilacak bir¢ok ek ¢aligsma ile materyal ve analiz yontemlerinin gelistirilerek
uygulanabilirligin artacagini diistinmekle birlikte gelecekte rutin olarak kullanilmasini timit

etmekteyiz.

61



KAYNAKLAR

Abid S, Maitra A, Meherji P ve dig. Clinical and laboratory evaluation of idiopathic male infertility in a
secondary referral center in India. J Clin Lab Anal. 2008; 22(29-38): 6.

Adamson GD, Abusief ME, Palao L ve dig. Improved implantation rates of day 3 embryo transfers with the
use of an automated time-lapse-enabled test to aid in the embryo selection. Fertility and Sterility. 2016; 105:
369-75.

Agarwal A, Ranganathan P. Higher rates of recovery with PureSperm density gradient compared to Isolate.
Human Reproduction. 2001; 16: 053.

Akyiiz A. Infertil Ciftin Arastirilmasi. S32-35, 3. Uluslararas1 Ureme ve Aile Planlamas1 Kongresi, Ankara,
20-23 Nisan 2003.

Alfarawati S, Fragouli E, Colls P ve dig. First births after preimplantation genetic diagnosis of structural
chromosome abnormalities using comparative genomic hybridization and microarray analysis. Human
Reproduction. 2011; 26: 1560-74.

Alfarawati S, Fragouli E, Colls P ve dig. First births after preimplantation genetic diagnosis of structural
chromosome abnormalities using comparative genomic hybridization and microarray analysis. Human
Reproduction. 2011; 26: 1560-74.

Al-Inany H. Intrauterine adhesions. An update. Acta Obstet Gynecol Scand. 2001; 80(11): 986-93.

Algallaf AK, Alkoot FM, Aldabbous MS. Recent Advances in Autism Spectrum Disorders. InTech. 2013; 341-
358.

Assou S, Ait-Ahmed O, El Messaoudi S ve dig. Non-invasive pre-implantation genetic diagnosis of X-linked
disorders. Medical Hypotheses. 2014; 83: 506-8.

Baker HWG, Ng FLH, Liu DY. Preparation and analysis of semen for ivf/gift. in Trounson A, Gardner DK
(ed). Handbook of in Vitro Fertilization, CRS Press. 1993; USA, pp. 33-56.

Balen AH, Laven JS, Tan SL ve dig. Ultrasound assessment of the polycystic ovary: international consensus
definitions. Hum Reprod Update. 2003; 9(6): 505-14.

Barcroft LC, Offenberg H, Thomsen P ve dig.. Aquaporin proteins in murine trophectoderm mediate
transepithelial water movements during cavitation. Dev Biol. 2003; 256: 342-54.

Barcroft LC, Moseley AE, Lingrel JB ve dig. Deletion of the Na/K-ATPase alphal-subunit gene (Atplal) does
not prevent cavitation of the preimplantation mouse embryo. Mech Dev. 2004; 121: 417-26.

Beksag MS (Ed) Ureme Endokrinolojisi ve Infertilite ve Jinekolojik Onkoloji. Medikal Network, Ankara 2006.

Bellver J, de Los Santos, MJ ve dig. Day-3 embryo metabolomics in the spent culture media is altered in obese
women undergoing in vitro fertilization. Fertility and Sterility. 2015; 103: 1407-15.

Benkhalifa M, Madkour A, Louanjli N ve dig. From global proteome profiling to single targeted molecules of
follicular fluid and oocyte: contribution to embryo development and IVF outcome. Expert Review of
Proteomics. 2015; 12: 407-23.

Bianchi DW, Parker RL, Wentworth J ve dig. DNA sequencing versus standard prenatal aneuploidy screening.
The New England Journal of Medicine. 2014; 370: 799-808.

Bianchi DW, Platt LD, Goldberg JD ve dig. Genome-wide fetal aneuploidy detection by maternal plasma DNA
sequencing. Obstetrics and Gynecology. 2012; 119: 890-901.

62



Boyraz G. Aciklanamayan infertilite nedeniyle intrauterin inseminasyon uygulanan hastalarda ejakiilattaki
preapopoptik sperm oraninin intrauterin inseminasyon basarisindaki etkisinin arastirilmasi. Uzmanlik tezi.
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, 2013.

Brassard M, AinMelk Y, Baillargeon JP. Basic infertility including polycystic ovary syndrome. Med Clin North
Am. 2008; 92(5): 1163-92, xi.

Brezina PR, Anchan R, Kearns WG. Preimplantation genetic testing for aneuploidy: what technology should
you use and what are the differences? J. Assist Reprod Genet. 2016; 33: 823-32.

Brezina PR, Brezina DS, Kearns WG. Preimplantation genetic testing. BMJ. 2012; 345: 5908,
(d0i:10.1136/bmj.e5908).

Brezina PR, Kutteh WH. Clinical applications of preimplantation genetic testing. BMJ. 2015; 350: g7611,
(doi:10.1136/bmj.g7611).

Capalbo A, Rienzi L, Cimadomo D ve dig. Correlation between standard blastocyst morphology, euploidy and
implantation: An observational study in two centers involving 956 screened blastocysts. Hum Reprod. 2014;
29(6): 1173-81.

Capalbo A, Treff N-R, Cimadomo D ve dig. Comparison of array comparative genomic hybridization and
quantitative realtime PCR-based aneuploidy screening of blastocyst biopsies. Eur J Hum Genet. 2015;
23(7):901-6.

Castro-Magana M, Bronsther B, Angulo MA. Genetic forms of male hypogonadism. Urology. 1990; 35(3):
195-204.

Chavez SL, Loewke KE, Han J ve dig. Dynamic blastomere behaviour reflects human embryo ploidy by the
four-cell stage. Nat. Commun. 2012; 3: 1251.

Chen CK, Yu HT, Dennis Wu ve dig. Pre-implantation genetic diagnosis for reciprocal and translocations with
fluorescence in situ hybridization. Taiwan J Obstet Gynecol. 2014; 53: 48-52.

Chen H, Lv JQ, Wu XM ve dig. Blastocyst-stage versus cleavage-stage embryo transfer in the first frozen
cycles of OHSS-risk patients who deferred from fresh embryo transfer. Gynecol Endocrinol. 2015; 31(9): 698-
701.

Chen M, Wei S, Hu J ve dig. Can comprehensive chromosome screening technology improve IVF/ICSI
outcomes? A meta-analysis. PLoS One. 2015; 10: e0140779.

Chimote NM, Chimote NN, Nath NM ve dig. Transfer of spontaneously hatching or hatched blastocyst yields
better pregnancy rates than expanded blastocyst transfer. J Hum Reprod Sci. 2013; 6(3): 183-8.

Chiu RW, Akolekar R, Zheng YW ve dig. Noninvasive prenatal assessment of trisomy 21 by multiplexed
maternal plasma DNA sequencing: large scale validity study. British Medical Journal-BMJ. 2011; 342: 740.

Chretien FC. Involvement of the glycoproteic meshwork of cervical mucus in the mechanism of sperm
orientation. Acta Obstet Gynecol Scand. 2003; 82(5): 449-61.

Christodoulou C, Dheedene A, Heindryckx B ve dig. Preimplantation genetic diagnosis for chromosomal
rearrangements with the use of array comparative genomic hybridization at the blastocyst stage. Fertility and
Sterility. 2016; 107(1): 212-19.

Cieslak I, lvakhnenko V, Wolf G ve dig. Three-dimensional partial zona dissection for preimplantation genetic
diagnosis and assisted hatching. Fertil Steril. 1999; 71: 308-13.

Clementini E, Palka C, Iezzi I ve dig. Prevalence of chromosomal abnormalities in 2078 infertile couples
referred for assisted reproductive techniques. Hum Reprod. 2005; 20(2): 437-42.

Cohen J, Grudzinskas G, Johnson MH. Embryonic DNA sampling without biopsy: the beginnings of non-
invasive pgd? Reproductive Biomedicine Online. 2013; 26: 520-1.

63



Committee on Gynecologic Practice of American College of, O., Gynecologists, and M. Practice Committee
of American Society for Reproductive, Age-related fertility decline: a committee opinion”. Fertil Steril. 2008;
90(5): 154-5.

Colls P, Escudero T, Fischer J ve dig. Validation of array comparative genome hybridization for diagnosis of
translocations in preimplantation human embryos. Reproductive Biomedicine Online. 2012; 24: 621-9.

Cooper TG, Noonan E, von Eckardstein S ve dig. World Health Organization reference values for human
semen characteristics. Hum Reprod Update. 2010; 16(3): 231-45.

Cramer DW, Missmer SA. The epidemiology of endometriosis. Ann N Y Acad Sci. 2002; 955: 11-22.

Cree LM, Hammond ER, Shelling AN ve dig. Maternal age and ovarian stimulation independently affect
oocyte mtDNA copynumber and cumulus cell gene expression in bovine clones. Hum Reprod. 2015; 30: 1410-
20.

Cuman C, Van Sinderen M, Gantier MP ve dig. Human blastocyst secreted microRNA regulate endometrial
epithelial cell adhesion. EBioMedicine. 2015; 11: 1528-35.

Celik O (Ed) Yardimc1 Ureme Teknikleri, Temel Klinik ve Embriyolojik Uygulamalar. Nobel Kitabevi, Adana,
2011.

Dahdouh EM, Balayla J, Audibert F ve dig. Technical update: preimplantation genetic diagnosis and screening.
Journal of Obstetrics and Gynaecology Canada. 2015; 37(5): 451-63.

Dan S, Wang W, Ren J ve dig. Clinical application of massively parallel sequencing-based prenatal
noninvasive fetal trisomy test for trisomies 21 and 18 in 11,105 pregnancies with mixed risk factors. Prenatal
Diagnosis. 2012; 32: 1225-32.

Daphnis DD, Delhanty JD, Jerkovic S ve dig. Detailed FISH analysis of day 5 human embryos reveals the
mechanisms leading to mosaic aneuploidy. Hum Reprod. 2005; 20: 129-37.

De Kretser DM, Baker HW. Infertility in men: recent advances and continuing controversies. J Clin Endocrinol
Metab. 1999; 84(10): 3443-50.

De Krom G, Arens YH, Coonen E ve dig. Recurrent miscarriage in translocation carriers: no differences in
clinical characteristics between couples who accept and couples who decline PGD. Hum Reprod. 2015; 30:
484-9.

Deleye L, Dheedene A, De Coninck D ve dig. Shallow whole genome sequencing is well suited for the
detection of chromosomal aberrations in human blastocysts. Fertility and Sterility. 2015; 104: 1276-85.

Delhanty JD, Harper JC, Ao A ve dig. Multicolour FISH detects frequent chromosomal mosaicism and chaotic
division in normal preimplantation embryos from fertile patients. Human Genetics. 1997; 99: 755-60.

Delhanty JD. The origins of genetic variation between individual human oocytes and embryos: implications
for infertility. Hum Fertil (Camb). 2013; 16: 241-5.

Develioglu OH, Hsiu J-G, Nikas G ve dig. Endometrial estrogen and progesterone receptor and pinopode
expression in stimulated cycles of oocyte donors. Fertil Steril. 1999; 71: 1040-7.

D'Hooghe TM, Debroch S, Hill JA ve dig. Endometriosis and subfertility: is the relationship resolved? Semin
Reprod Med. 2003; 21(2): 243-54.

Dunson DB, Baird DD, Colombu B. Increased infertility with age in men and women. Obstet Gynecol. 2004;
103(1): 51-6.

Eggert-Kruse W, Reimann-Andersen J, Rohn G ve dig. Clinical relevance of sperm morphology assessment

using strict criteria and relationship with sperm-mucus interaction in vivo and in vitro. Fertil Steril. 1995;
63(3): 612-24.

64



Ehrich M, Deciu C, Zwiefelhofer T ve dig. Noninvasive detection of fetal trisomy 21 by sequencing of DNA
in maternal blood: a study in a clinical setting. American Journal of Obstetrics and Gynecology. 2011; 204,
205: 11.

Eldar-Geva T, Srebnik N, Altarescu G ve dig. Neonatal outcome after preimplantation genetic diagnosis. Fertil
Steril. 2014; 102(4): 1016-21.

ESHRE PGD Consortium. Hum Reprod. 2002; 20: 35-48.

Farra C, Choucair F, Awwad J. Non-invasive pre-implantation genetic testing of human embryos: an emerging
concept. Human Reproduction, 2018; 33(12): 2162-67.

Feichtinger M, Vaccari E, Carli E ve dig. Non-invasive preimplantation genetic screening using array
comparative genomic hybridization on spent culture media: a proof-of-concept pilot study. Reproductive
Biomedicine Online. 2017; 34: 583-89.

Ferlin A, Arredi B, Speltra E ve dig. Molecular and clinical characterization of Y chromosome microdeletions
in infertile men: a 10-year experience in Italy. J Clin Endocrinol Metab. 2007; 92(3): 762-70.

Fiorentino F, Biricik A, Nuccitelli A ve dig. Strategies and clinical outcome of 250 cycles of preimplantation
genetic diagnosis for single gene disorders. Hum Reprod. 2006; 21: 670-84.

Fiorentino F, Bono S, Biricikk A ve dig. Application of next-generation sequencing technology for
comprehensive aneuploidy screening of blastocysts in clinical preimplantation genetic screening cycles. Hum
Reprod. 2014; 29(12): 2802-13.

Fiorentino F, Kahraman S, Karadayi H ve dig. Short tandem repeats haplotyping of the HLA region in
preimplantation HLA matching. Eur J Hum Genet. 2005; 13(8): 953-8.

Fiorentino F, Spizzichino L, Bono S ve dig. PGD for reciprocal and robertsonian translocations using array
comparative genomic hybridization. Human Reproduction. 2011; 26: 1925-35.

Fiorentino F. Molecular genetic analysis of single cells. Semin Reprod Med. 2012; 30(4): 268-283.

Fischer J, Colls P, Escudero T ve dig. Preimplantation genetic diagnosis (PGD) improves pregnancy outcome
for translocation carriers with a history of recurrent losses. Fertil Steril. 2010; 94: 283-9.

Foresta C, Moro E, Garolla A ve dig. Y chromosome microdeletions in cryptorchidism and idiopathic
infertility. J Clin Endocrinol Metab. 1999; 84(10): 3660-5.

Forman EJ, Treff NR, Stevens JM ve dig. Embryos whose polar bodies contain isolated reciprocal
chromosome aneuploidy are almost always euploid. Hum Reprod. 2013; 28(2): 502-8.

Forti G, Krausz C. Evaluation and treatment of the infertile couple. Journal of Clinical Endocrinology and
Metabolism. 1998; 83(129): 4177-4188.

Fragouli E, Alfarawati S, Daphnis DD ve dig. Cytogenetic analysis of human blastocysts with the use of FISH,
CGH and aCGH: scientific data and technical evaluation. Hum Reprod. 2011; 26: 480-90.

Fragouli E, Alfarawati S, Spath K ve dig. The origin and impact of embryonic aneuploidy. Human Genetics.
2013; 132: 1001-13.

Fragouli E, Wells D. Aneuploidy screening for embryo selection. Semin Reprod Med. 2012; 30(4): 293-305.

Franssen MT, Musters AM, van der V ve dig. Reproductive outcome after PGD in couples with recurrent
miscarriage carrying a structural chromosome abnormality: a systematic review. Human Reproduction Update.
2011; 17: 467-75.

Freeman, DA. Steroid hormone-producing tumors of the adrenal, ovary, and testes. Endocrinol Metab Clin
North Am. 1991; 20(4): 751-66.

Gardner DK, Schoolcraft WB. In vitro culture of human blastocysts. In: Toward reproductive certainty: fertility
and genetics beyond. s.378, 88. Plenary Proceedings of the 11th World Congress, Boca Raton, 1999.

65



Gardner DK. In Vitro Fertilizasyon, Pratik Yaklasim. Colorado Center for Reproductive Medicine Englewood,
Colorado U.S.A. 2007. Cev. Hasan Serdaroglu, Dogan Tip Kitabevi Yayinlari-3, Antalya, 20009.

Garrisi G, Walmsley RH, Bauckman K ve dig. Discordance among serial biopsies of mosaic embryos. Fertil
Steril. 2016; 106: 151.

Gianaroli L, Magli MC, Ferraretti AP ve dig. Preimplantation diagnosis for aneuploidies in patients undergoing
in vitro fertilization with poor prognosis: identification of the categories to which it should be proposed. Fertil
Steril. 1999; 72: 837-44.

Gianaroli L, Magli MC, Pomante A ve dig. Blastocentesis: a source of DNA for preimplantation genetic testing.
Results from a pilot study. Fertil Steril. 2014; 102: 1692-9.

Goossens V, De Rycke M, De Vos A. Diagnostic efficiency, embryonic development and clinical outcome
after the biopsy of one or two blastomeres for preimplantation genetic diagnosis. Hum Reprod. 2008; 23(3):
481-92.

Gorodeckaja J, Neumann S, McCollin A ve dig. High implantation and clinical pregnancy rates with single
vitrified-warmed blastocyst transfer and optional aneuploidy testing for all patients. Hum Fertil (Camb). 2019;
7:1-12.

Grada A, Weinbrecht K. Next-Generation Sequencing: Methodology and Application Ayman. Journal of
Investigative Dermatology. 2013; 133: e11, (doi:10.1038/jid.2013.248).

Greco E, Minasi MG, Fiorentino F. Healthy babies after intrauterine transfer of mosaic aneuploid blastocysts.
N Engl J Med. 2015; 373: 2089-90.

Griffin JE. Androgen resistance--the clinical and molecular spectrum. N Engl J Med. 1992; 326(9): 611-8.

Griffin OK, Handyside AH, Harper JC ve dig. Clinical experience with preimplantation diagnosis of sex by
dual fluorescent in situ hybridization. J Assist Reprod Genet. 1994; 11(3): 132-43.

Griffin PD, Aribarg A, Gui-Juan Z. ve dig. Contraceptive efficacy of testosterone-induced azoospermia and
oligozoospermia in normal men. Fertil Steril. 1996; 65(4): 821-9.

Grifo JA, Tang YX, Munne S ve dig. Healthy babies from biopsied human embryos. Hum Reprod. 1994; 9:
912-6.

Gutierrez-Mateo C, Colls P, Sanchez-Garcia J ve dig. Validation of microarray comparative genomic
hybridization for comprehensive chromosome analysis of embryos. Fertility and Sterility. 2011; 9(3): 953-8.

Hammond ER, McGillivray BC, Wicker SM ve dig. Characterizing nuclear and mitochondrial DNA in spent
embryo culture media: genetic contamination identified. Fertil Steril. 2017; 107: 220-8.

Hammond ER, Shelling AN, Cree LM. Nuclear and mitochondrial DNA in blastocoele fluid and embryo
culture medium: evidence and potential clinical use. Human Reproduction. 2016; 31: 1653-61.

Hammoud AO, Gibson M, Peterson CM ve dig. Obesity and male reproductive potential. J Androl. 2006;
27(5): 619-26.

Handyside AH, Harton GL, Mariani B ve dig. Karyomapping: a universal method for genome wide analysis
of genetic disease based on mapping crossovers between parental haplotypes. Journal of Medicine Genetics.
2010; 47: 651-8.

Handyside AH, Hunter S. Cell division and death in the mouse blastocyst before implantation. Rouxs Arch Dev
Biol. 1986; 195: 519-26.

Handyside AH, Pattinson JK, Penketh RJ ve dig. Biopsy of human preimplantation embryos and sexing by
DNA amplification. Lancet. 1989; 18(8634): 347-9.

66



Handyside AH. Noninvasive preimplantation genetic testing: dream or reality? Fertility and Sterility. 2016;
16(6): 1324-25.

Harper JC, Coonen E, Handyside AH ve dig. Mosaicism of autosomes and sex chromosomes in
morphologically normal, monospermic preimplantation human embryos. Prenatal Diagnosis. 1995; 15: 41-9.

Harper JC, Wilton L, Traeger-Synodinos J ve dig. The ESHRE PGD Consortium: 10 years of data collection.
Hum Reprod Update. 2012; 18: 234-47.

Harton G, Braude P, Lashwood A ve dig. European Society for Human Reproduction and Embryology
(ESHRE) PGD Consortium. ESHRE PGD consortium best practice guidelines for organization of a PGD centre
for PGD/preimplantation genetic screening. Reprod Biomed Online. 2010; 21: 649-57.

Harton GL, De Rycke M, Fiorentino F ve dig. European Society for Human Reproduction and Embryology
(ESHRE) PGD Consortium. ESHRE PGD consortium best practice guidelines for amplification-based PGD.
Hum Reprod. 2011; 26: 33-40.

Harton GL, Munné S, Surrey M ve dig. Diminished effect of maternal age on implantation after preimplantation
genetic diagnosis with array comparative genomic hybridization. Fertil Steril. 2013; 100: 1695-703.

Hassold T, Hunt P. To err (meiotically) is human: the genesis of human aneuploidy. Nat. Rev. Genet. 2001; 2:
280-91.

Ho J.R, Arrach N, Rhodes-Long K ve dig. Pushing the limits of detection: investigation of cell-free DNA for
aneuploidy screening in embryos. Fertility and Sterility. 2018; (110): 3.

Hodes-Wertz B, Grifo J, Ghadir S ve dig. Idiopathic recurrent miscarriage is caused mostly by aneuploid
embryos. Fertil Steril. 2012; 98: 675-80.

Hoff JD, Quigley ME, Yen SSC. Hormonal dynamics at midcycle: A reevaluation. J Clin Endocrinol Metab.
1983; 57(4): 792-6.

Homer HA, Li TC, Cooke ID. The septate uterus: a review of management and reproductive outcome. Fertil
Steril. 2000; 73(1): 1-14.

Hou Y, Fan W, Yan L ve dig. Genome analyses of single human oocytes. Cell. 2013; 155(7): 1492-506.
Howards SS. Subclinical varicocele. Fertil Steril. 1992. 57(4): 725-6.

Iwarsson E, Lundqvist M, Inzunza J ve dig. A high degree of aneuploidy in frozen-thawed human
preimplantation embryos. Human Genetics. 1999; 104: 376.

Iwarsson E, Malmgren H, Inzunza J ve dig. Highly abnormal cleavage divisions in preimplantation embryos
from translocation carriers. Prenatal Diagnosis. 2000; 20: 1038-47.

Jegou B, Pineau C, Toppari J. (2002) Spermatogenesis in vitro in mammals. In Assisted Reproductive
Technology. Cambridge University Pres, Cambridge, 2002.

Johnson L, George FW, Neaves WB ve dig. Characterization of the testicular abnormality in 5 alpha-reductase
deficiency. J Clin Endocrinol Metab. 1986; 63(5): 1091-9.

Johnson N, Mak W, Sowter MC. Surgical treatment for tubal disease in women due to undergo in vitro
fertilisation. Cochrane Database Syst Rev. 2010; (1): CD002125.

Joshi JV, Bhandarkar SD, Chadha M ve dig. Menstrual irregularities and lactation failure may precede thyroid
dysfunction or goitre. J Postgrad Med. 1993; 39(3): 137-41.

Kahraman S, Bohce M, Samli H ve dig. Healthy births and ongoing pregnancies obtained by preimplantation

genetic diagnosis in patients with advanced maternal age and recurrent implantation failure. Hum Reprod.
2000; 15(9): 2003-7.

67



Kandeel FR, Swerdloff RS. Role of temperature in regulation of spermatogenesis and the use of heating as a
method for contraception. Fertil Steril. 1988; 49(1): 1-23.

Karkucak M. Kromozom anomalileri ve fertilite problemleri. Androloji Biilteni. 2016; 18(64): 33-9.

Katz DF, Slade DA, Nakajima ST. Analysis of pre-ovulatory changes in cervical mucus hydration and sperm
penetrability. Adv Contracept. 1997; 13(2-3): 143-51.

Katz DF. Human cervical mucus: research update. Am J Obstet Gynecol. 1991; 165(6): 1984-6.

Katz-Jaffe MG, McReynolds S, Gardner DK ve dig. The role of proteomics in defining the human embryonic
secretome. Molecular Human Reproduction. 2009; 15: 271-7.

Kavlak O, Saruhan A. Infertil kadinlarda yalmzlik diizeyi ve bunu etkileyen faktdrlerin incelenmesi. Ege Tip
Dergisi. 2002; 41(4): 229-32.

Kizilkaya N. Infertil giftlerin ilgileri, uygulamalar1 ve infertilitenin psikososyal degerlendirilmesi. Hemsirelik
Biilteni. 1992; 6(25-26): 44-5.

Kim MR, Kim YA, Jo MY ve dig. High frequency of endometrial polyps in endometriosis. J Am Assoc Gynecol
Laparosc. 2003; 10(1): 46-8.

Kisnisci HA, Goksin E, Durukan T ve dig. Erkege Baglh infertilite, Androloji. Temel Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum Bilgisi. Giines Kitabevi, Ankara, 1996.

Kokkali G, Traeger-Synodinos J, Vrettou C ve dig. Blastocyst biopsy versus cleavage stage biopsy and
blastocyst transfer for preimplantation genetic diagnosis of beta-thalassaemia: a pilot study. Hum Reprod.
2007; 22(5): 1443-9.

Kokkali G, Vrettou C, Traeger-Synodinos J ve dig. Birth of a healthy infant following trophectoderm biopsy
from blastocysts for PGD of beta-thalassaemia major: case report. Hum Reprod. 2005; 20: 1855-1859.

Kort HI, Massey JB, Elsner CW ve dig. Impact of body mass index values on sperm quantity and quality. J
Androl. 2006; 27(3): 450-2.

Krausz C, Degl'Innocenti S. Y chromosome and male infertility: update, 2006. Front Biosci. 2006; 11: 3049-
61.

Kroener L, Ambartsumyan G, Briton-Jones C ve dig. The effect of timing of embryonic progression on
chromosomal abnormality. Fertil Steril. 2012; 4: 876-80.

Kropp J, Khatib H. mRNA fragments in in vitro culture media are associated with bovine preimplantation
embryonic development. Frontiers in Genetics. 2015; 24: 273.

Kung A, Munne S, Bankowski B ve dig. Validation of nextgeneration sequencing for comprehensive
chromosome screening of embryos. Reprod Biomed Online. 2015; 31: 760-9.

Kuroda-Kawaguchi T, Skaletsky H, Brown LG ve dig. The AZFc region of the Y chromosome features massive
palindromes and uniform recurrent deletions in infertile men. Nat Genet. 2001; 29(3): 279-86.

La Torre R, De Felice C, De Angelis C ve dig. Transvaginal sonographic evaluation of endometrial polyps: a
comparison with two dimensional and three dimensional contrast sonography. Clin Exp Obstet Gynecol. 1999;
26(3-4): 171-3.

Lam CW, Mak CM. Allele dropout caused by a non-primer-site SNVaffecting PCR amplification—a call for
next-generation primer design algorithm. Clinica Chimica Acta. Int J Clin Chem. 2013; 421: 208-12,
(doi:10.1016/j.cca.2013.03.014).

Lane M, Zander-Fox D, Hamilton H, Jasper MJ, Hodgson BL, Fraser M, Bell F. Ability to detect aneuploidy

from cell free DNA collected from media is dependent on the stage of development of the embryo. Fertil Steril.
2017;108: 61.

68



Li M, Marin DeUgarte C, Surry M ve dig. Fluorescence in situ hybridization reanalysis of day-6 human
blastocysts diagnosed with aneuploidy on day 3. Fertil Steril. 2005; 84: 1395-400.

Lightfoot DA, Kouznetsova A, Mahdy E ve dig. The fate ofmosaic aneuploid embryos during mouse
development. Dev Biol. 2006; 289: 384-94.

LiuW, LiuJ, DuH, Ling J, Sun X, Chen D. Non-invasive pre-implantation aneuploidy screening and diagnosis
of beta thalassemia IVVSI11654 mutation using spent embryo culture medium. Ann Med. 2017; 49(4):319-328.

Lu L, Lv B, Huang K ve dig. Recent advances in preimplantation genetic diagnosis and screening. Journal of
Assisted Reproduction Genetics. 33: 1129-34.

Lue YH, Hikim AP, Swerdloff RS ve dig. Single exposure to heat induces stage-specific germ cell apoptozis
in rats: role of intratesticular testosterone on stage specificity. Endocrinology. 1999; 140(4): 1709-17.

Lukaszuk K, Pukszta S, Wells D ve dig. Routine use of next-generation sequencing for preimplantation genetic
diagnosis of blastomeres obtained from embryos on day 3 in fresh in vitro fertilization cycles. Fertil Steril.
2015; 103(4): 1031-6, (d0i:10.1016/j.fertnstert.2014.12.123).

Lugukaszuk K, Pukszta S, Wells D ve dig. Routine use of next-generation sequencing for preimplantation
genetic diagnosis of blastomeres obtained from embryos on day 3 in fresh in vitro fertilization cycles. Fertility
and Sterility. 2015; 103: 4.

Mackie Ogilvie C, Scriven PN. Meiotic outcomes in reciprocal translocation carriers ascertained in 3-day
human embryos. Eur J Hum Genet. 2002; 10: 801-6.

Magli MC, Gianaroli L, Ferraretti AP ve dig. Paternal contribution to aneuploidy in preimplantation embryos.
Reprod Biomed Online. 2009; 18(4): 536-42.

Magli MC, Pomante A, Cafueri G ve dig. 2016. Preimplantation genetic testing: polar bodies, blastomeres,
trophectodermcells, or blastocoelic fluid? Fertility and Sterility. 2016; 105: 676-83.

Majumdar G, Majumdar A, Lall M ve dig. Preimplantation genetic screening for all 24 chromosomes by
microarray comparative genomic hybridization significantly increases implantation rates and clinical
pregnancy rates in patients undergoing in vitro fertilization with poor prognosis. Journal of Human
Reproductive Sciences. 2016; 9(2): 94-100.

Malmgren H, Sahlen S, Inzunza J ve dig. Single cell CGH analysis reveals a high degree of mosaicism in
human embryos from patients with balanced structural chromosome aberrations. Molecular Human
Reproduction. 2002; 8: 502-10.

Mamas T, Gordon A, Brown A ve dig. Detection of aneuploidy by array comparative genomic hybridization
using cell lines to mimic a mosaic trophectoderm biopsy. Fertil Steril. 2012; 97: 943-7.

Mantikou E, Wong KM, Repping S, Mastenbroek S. Molecular origin of mitotic aneuploidies in
preimplantation embryos. Biochim Biophys Acta. 2012; 1822: 1921-30.

Mantzouratou A, Delhanty JD. Aneuploidy in the human cleavage stage embryo. Cytogenet Genome Res. 2011;
133: 141-8.

March WA, Moore VM, Willson KJ ve dig. The prevalence of polycystic ovary syndrome in a community
sample assessed under contrasting diagnostic criteria. Hum Reprod. 2010; 25(2): 544-51.

Mastenbroek S, Twisk M, van der Veen F ve dig. Preimplantation genetic screening: a systematic review and
meta-analysis of RCTs. Hum Reprod Update. 2011; 17: 454-66.

Mastenbroek S, Twisk M, van Echten-Arends J. In vitro fertilization with preimplantation genetic screening.
N Engl J Med. 2007; 357(1): 9-17.

69


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27786563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27786563

Maxwell SM, Colls P, Hodes-Wertz B ve dig. Why do euploid embryos miscarry? A case-control study
comparing the rate of aneuploidy within presumed euploid embryos that resulted in miscarriage or live birth
using next-generation sequencing. Fertil Steril. 2016; 106: 1414-9.

McLachlan RI, O'Bryan MK, Clinical Review: State of the art for genetic testing of infertile men. J Clin
Endocrinol Metab. 2010; 95(3): 1013-24.

Melmed S, Casanueva FF, Hoffman AR ve dig. Diagnosis and treatment of hyperprolactinemia: an Endocrine
Society clinical practice guideline. J Clin Endocrinol Metab. 2011; 96(2): 273-88.

Milachich T. New advances of preimplantation and prenatal genetic screening and noninvasive testing as a
potential predictor of health status of babies. BioMed Res Int. 2014; 2014: 306-505, (doi:10.1155/
2014/306505).

Milan M, Cobo AC, Rodrigo L ve dig. Redefining advanced maternal age as an indication for preimplantation
genetic screening. Reprod Biomed Online. 2010; 21: 649-57.

Miller JH, Weinberg RK, Canino NL ve dig. The pattern of infertility diagnoses in women of advanced
reproductive age. Am J Obstet Gynecol. 1999; 181(4): 952-7.

Mirkin S, Nikas G, Hsiu J-G ve dig. Gene expression profiles and structural/functional features of the peri-
implantation endometrium in natural and gonadotropin-stimulated cycles. J Clin Endocrinol Metab. 2004; 89:
5742-52.

Montag M, VL, van der Ven K, van der Ven H. Polar body diagnosis. In: Harper J, ed. Preimplantation Genetic
Diagnosis (2. Bask1). Cambridge University Press;, Cambridge, UK, 2010.

Motato Y, de Los Santos MJ, Escriba MJ ve dig. Morphokinetic analysis and embryonic prediction for
blastocyst formation through an integrated time-lapse system. Fertility and Sterility. 2016; 105: 376-84.

Mukaida T, Oka C, Goto T ve dig. Artificial shrinkage of blastocoeles using either a micro-needle or a laser
pulse prior to the cooling steps of vitrification improves survival rate and pregnancy outcome of vitrified human
blastocysts. Hum Reprod. 2006; 21(12): 3246-52, (doi:10.1093/humrep/del285).

Munne S, Alikani M, Tomkin G ve dig. Embryo morphology, developmental rates, and maternal age are
correlated with chromosome abnormalities. Fertility and Sterility. 1995; 64: 382-91.

Munné S, Chen S, Fischer J ve dig. Preimplantation genetic diagnosis reduces pregnancy loss in women aged
35 years and older with a history of recurrent miscarriages. Fertil Steril. 2005; 84: 331-5.

Munné S, Magli C, Cohen J ve dig. Positive outcome after preimplantation diagnosis of aneuploidy in human
embryos. Hum Reprod. 1999; 14: 2191-9.

Munne S, Morrison L, Fung J. Spontaneous abortions are reduced after preconception diagnosis of
translocations. Journal Assisted Reproduction Genetics. 1998; 15: 290-6.

Munne S, Scott R, Sable D ve dig. First pregnancies after preconception diagnosis of translocations of maternal
origin. Fertility and Sterility. 1998; 69: 675-81.

Munne S, Weier HU, Grifo J ve dig. Chromosome mosaicism in human embryos. Biology of Reproduction.
1994; 51: 373-9.

Munne S, Weier HU, Stein J. Fast and efficient method for simultaneous X and Y in situ hybridization of
human blastomeres. J Assist Reprod Genet. 1993; 10(1): 82-90.

Munne S. Preimplantation genetic diagnosis for aneuploidy and translocations using array comparative
genomic hybridization. Current Genomics. 2012; 13: 463-70.

Munro NC, Currie DC, Lindsay KS ve dig. Fertility in men with primary ciliary dyskinesia presenting with
respiratory infection. Thorax. 1994; 49(7): 684-7.

70


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Casanueva%20FF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21296991
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hoffman%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21296991

Nagy PL, Worman HJ. Next-Generation Sequencing and Mutational Analysis: Implications for Genes
Encoding LINC Complex Proteins. Methods Mol Biol. 2018; 1840: 321-36.

Natesan SA, Handyside AH, Thornhill AR ve dig. Live birth after PGD with confirmation by a comprehensive
approach (karyomapping) for simultaneous detection of monogenic and chromosomal disorders. Reproductive
Biomedicine Online. 2014; 29: 600-5.

Nekkebroeck J, Bonduelle M, Desmyttere S ve dig. Socio-emotional and language development of 2-yearold
children born after PGD/PGS, and parental well-being. Hum Reprod. 2008; 23: 1849-57.

Nikas G, Ao A, Winston RM ve dig. Compaction and surface polarity in the human embryo in vitro. Biol
Reprod. 1996; 55(1): 32-7.

Nikas G, Develioglu OH, Toner JP ve dig. Endometrial pinopodes indicate a shift in the window of receptivity
in IVF cycles. Hum Reprod. 1999; 14: 787-92.

Norton ME, Brar H, Weiss J ve dig. Non-Invasive Chromosomal Evaluation (NICE) Study: results of a
multicenter prospective cohort study for detection of fetal trisomy 21 and trisomy 18. American Journal of
Obstetrics and Gynecology. 2012; 207: 137-8

Nussbaum RL, Mclnnes RR, Huntington F ve dig. Thompson ve Thompson Tibbi Genetik (6. Baski). Giines
Kitabevi, Ankara, 2005.

Nyalwidhe J, Burch T, Bocca S ve dig. 2013. The search for biomarkers of human embryo developmental
potential in I\VF: a comprehensive proteomic approach. Molecular Human Reproduction. 2013; 19: 250-63.

Oguz Deniz H. Infertilite Tedavisi Goren Kadinlarda infertilitenin Ruh Saghgma, Evlilik iliskileri ve Cinsel
Yasama Etkileri. Uzmanlik Tezi. Ruh Saglig1 ve Sinir Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma Hastanesi 12. Psikiyatri
Birimi, 2004.

Orshan S. A. 2008. Maternity, Newborn And Women’s Health Nursing, Philadelphia: Lippincott Williams and
Wilkins a Wolters Kluwer business.

Otani T, Roche M, Mizuike M ve dig. Preimplantation genetic diagnosis significantly improves the pregnancy
outcome of translocation carriers with a history of recurrent miscarriage and unsuccessful pregnancies. Reprod
Biomed Online. 2006; 13(6): 869-74.

Page DC, Silber S, Brown LG. Men with infertility caused by AZFc deletion can produce sons by
intracytoplasmic sperm injection, but are likely to transmit the deletion and infertility. Hum Reprod. 1999;
14(7): 1722-6.

Palini S, Galluzzi L, De Stefani S ve dig. Genomic DNA in human blastocoele fluid. Reproductive Biomedicine
Online, 2013; 26(6): 603-10, (doi:10.1016/j.rbmo.2013.02.012).

Palomaki GE, Deciu C, Kloza EM ve dig. DNA sequencing of maternal plasma reliably identifies trisomy 18
and trisomy 13 as well as Down syndrome: an international collaborative study. Genetics in Medicine. 2012;
14: 296-305.

Palomaki GE, Kloza EM, Lambert-Messerlian GM ve dig. DNA sequencing of maternal plasma to detect
Down syndrome: an international clinical validation study. Genetics in Medicine. 2011; 13: 913-20.

Papanikolaou E, Chartomatsidou T, Timotheou E ve dig. 2019. In Freeze-All Strategy, Cumulative Live Birth
Rate (CLBR) Is Increasing According to the Number of Blastocysts Formed in Women <40 Undergoing
Intracytoplasmic Sperm Injection (ICSI). Front Endocrinol (Lausanne). 2019; 10: 427.

Patrizio P, Asch RH, Handelin B ve dig. Aetiology of congenital absence of vas deferens: genetic study of
three generations. Hum Reprod; 1993; 8(2): 215-20.

Practice Committee of American Society for Reproductive Medicine in collaboration with Society for
Reproductive, E. and Infertility, Optimizing natural fertility”. Fertil Steril. 2008; 90(5): 1-6.

Practice Committee of the American Society for Reproductive, M., Definitions of infertility and recurrent
pregnancy loss”. Fertil Steril. 2008; 89(6): 1603.

71


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nagy%20PL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30141054
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Worman%20HJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30141054
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31333581

Pryor JL, Howards SS. Varicocele. Urol Clin North Am. 1987; 14(3): 499-513.

Rajfer J, Handelsman DJ, Swerdloff RS ve dig. Hormonal therapy of cryptorchidism. A randomized, double-
blind study comparing human chorionic gonadotropin and gonadotropin-releasing hormone. N Engl J Med.
1986; 314(8): 466-70.

Ramos L, Del Rey J, Daina G ve dig. Does the S phase have an impact on the accuracy of comparative genomic
hybridization profiles in single fibroblasts and human blastomeres? Fertil Steril. 2014; 101: 488-95.

Rodgaard T, Heegaard PM, Callesen H. Non-invasive assessment of in-vitro embryo quality to improve
transfer success. Reproductive Biomedicine Online. 2015; 31: 585-92.

Rosenbluth EM, Shelton DN, Sparks AE ve dig. MicroRNA expression in the human blastocyst. Fertility and
Sterility. 2013; 99: 855-61.

Rotterdam EA. Revised 2003 consensus on diagnostic criteria and long-term health risks related to polycystic
ovary syndrome (PCOS). Hum Reprod. 2004; 19(1): 41-7.

Rowley MJ, Leach DR, Warner GA ve dig. Effect of graded doses of ionizing radiation on the human testis.
Radiat Res. 1974; 59(3): 665-78.

Sachdev NM, Maxwell SM, Besser AG ve dig. Diagnosis and clinical management of embryonic mosaicism.
Fertility and Sterility. 2017; 107(1): 6-11.

Sachdev NM, Ribustello L, Liu E ve dig. The rate of mosaic embryos from donor eggs as detected by next
generation sequencing (NGS) varies by IVF laboratory. Fertil Steril. 2016; 106: 156-7.

Sakkas D. Embryo selection using metabolomics. Methods in Molecular Biology. 2014; 1154: 533-40.

Salvaggio CN, Forman EJ, Garnsey HM ve dig. Polar body based aneuploidy screening is poorly predictive of
embryo ploidy and reproductive potential. J Assist Reprod Genet. 2014; 31(9): 1221-6, (doi:10.1007/s10815-
014-0293-1).

Schiff JD, Ramirez ML and Bar-Chama N: Medical and surgical management male infertility. Endocrinol
Metab Clin N Am. 2007; 36: 313.

Scott RT Jr, Galliano D. The challenge of embryonic mosaicism in preimplantation genetic screening. Fertil
Steril. 2016; 105: 1150-2.

Scott RT, Upham KM, Forman EJ ve dig. Blastocyst biopsy with comprehensive chromosome screening and
fresh embryo transfer significantly increases in vitro fertilization implantation and delivery rates: A randomized
controlled trial. Fertil Steril. 2013;100: 697-703.

Sehnert AJ, Rhees B, Comstock D ve dig. Optimal detection of fetal chromosomal abnormalities by massively
parallel DNA sequencing of cell-free fetal DNA from maternal blood. Clinical Chemistry. 2011; 57: 1042-9.

SenGupta SB, Delhanty JD. Preimplantation genetic diagnosis: recent triumphs and remaining challenges.
Expert Rev Mol Diagn. 2012; 12(6): 585-92, (doi:10.1586/erm.12.61).

Sermon K, Lissens W, Joris H ve dig. Adaptation of the primer extension preamplification (PEP) reaction for
preimplantation diagnosis: single blastomere analysis using short PEP protocols. Mol Hum Reprod. 1996; 2:
209-12.

Shamonki MI, Jin H, Haimowitz Z ve dig. Proof of concept: preimplantation genetic screening without embryo
biopsy through analysis of cell-free DNA in spent embryo culture media. Fertility and Sterility. 2016; 106: 6.

Shamonki MI, Jin H, Haimowitz Z ve dig. Proof of concept: preimplantation genetic screening without embryo
biopsy through analysis of cell-free DNA in spent embryo culture media. Fertility and Sterility. 2016; 106(6):
1312-18.

Shapiro BS, Daneshmand ST, Garner FC ve dig. Clinical rationale for cryopreservation of entire embryo
cohorts in lieu of fresh transfer. Fertil Steril. 2014; 102: 3-9.

72



Sheltzer JM, Blank HM, Pfau SJ ve dig. Aneuploidy drives genomic instability in yeast. Science. 2011; 333:
1026-30.

Shoham Z, Di Carlo C, Patel A ve dig. Is it possible to run a succesful ovulation induction program based
solely on ultrasound monitoring? The importance of endometrial of endometrial measurements. Fertil Steril.
1991; 56: 836-841.

Silber S, Escudero T, Lenahan K ve dig. Chromosomal abnormalities in embryos derived from testicular sperm
extraction. Fertility and Sterility. 2003; 79: 30-8.

Simpson JL. Preimplantation genetic diagnosis at 20 years. Prenat Diagn. 2010; 30(7): 682-95,
(doi:10.1002/pd.2552).

Smith EP, Boyd J, Frank GR ve dig. Estrogen resistance caused by a mutation in the estrogen-receptor gene in
aman. N Engl J Med. 1994; 331(16): 1056-61.

Sokol RZ. Endocrinology of male infertility: evaluation and treatment. Semin Reprod Med. 2009; 27(2): 149-
58.

Sparks AB, Wang ET, Struble CA ve dig. Selective analysis of cell-free DNA in maternal blood for evaluation
of fetal trisomy. Prenatal Diagnosis. 2012; 32: 3-9.

Spratt DI, Carr DB, Merriam GR ve dig. The spectrum of abnormal patterns of gonadotropin-releasing
hormone secretion in men with idiopathic hypogonadotropic hypogonadism: clinical and laboratory
correlations. J Clin Endocrinol Metab. 1987; 64(2): 283-91.

Stern C, Pertile M, Norris H ve dig. Chromosome translocations in couples with in-vitro fertilization
implantation failure. Hum Reprod. 1999; 14(8): 2097 -101.

Stigliani S, Anserini P, Venturini PL ve dig. Mitochondrial DNA content in embryo culture medium is
significantly associated with human embryo fragmentation. Human Reproduction. 2013; 28: 2652-60.

Stigliani S, Persico L, Lagazio C ve dig. Mitochondrial DNA in Day 3 embryo culture medium is a novel, non-
invasive biomarker of blastocyst potential and implantation outcome. Molecular Human Reproduction. 2014;
20: 1238-46.

Stillman RJ. In utero exposure to diethylstilbestrol: adverse effects on the reproductive tract and reproductive
performance and male and female offspring. Am J Obstet Gynecol. 1982; 142(7): 905-21.

Strandell A, Linhard A, Waldenstrom U ve dig. Hydrosalpinx and IVF outcome: cumulative results after
salpingectomy in a randomized controlled trial. Hum Reprod. 2001; 16(11): 2403-10.

Tan YQ, Tan K, Zhang SP ve dig. Single-nucleotide polymorphism microarray—based preimplantation genetic
diagnosis is likely to improve the clinical outcome for translocation carriers. Human Reproduction. 2013; 28:
2581-92.

Tapanainen JS, Aittomaki K, Min J ve dig. Men homozygous for an inactivating mutation of the follicle-
stimulating hormone (FSH) receptor gene present variable suppression of spermatogenesis and fertility. Nat
Genet. 1997; 15(2): 205-6.

Theisen A. Microarray-based comparative genomic hybridization (aCGH). Nat Educ. 2008;1: 45.

Tobias ES, Connor M, Smith MF. Tibbi Genetigin Esaslar1. Cev. Ed. Prof. Dr. Ugur Ozbek (1. Baski). Istanbul
Tip Kitabevi, Istanbul, 2014.

Tobler KJ, Zhao Y, Ross R ve dig. Blastocoel fluid from differentiated blastocysts harbors embryonic genomic
material capable of a whole-genome deoxyribonucleic acid amplification and comprehensive chromosome
microarray analysis. Fertil Steril. 2015;104(2): 418-25.

Traversa MV, Marshall J, McArthur S ve dig. The genetic screening of preimplantation embryos by
comparative genomic hybridization. Reprod Biol. 2011; 11: 51-60.

73



Treff NR, Tao X, Schillings WJ ve dig. Use of single nucleotide polymorphism microarrays to distinguish
between balanced and normal chromosomes in embryos from a translocation carrier. Fertility and Sterility.
2011; 96: 58-65.

Tremellen K. Oxidative stress and male infertility—a clinical perspective. Hum Reprod Update. 2008; 14:
243-58.

Turner K, Fowler K, Fonseka G ve dig. Multicolor detection of every chromosome as a means of detecting
mosaicism and nuclear organization in human embryonic nuclei. Panminerva Med. 2016; 58: 175-90.

Twigg JP, Irvine DS, Aitken RJ. Oxidative damage to DNA in human spermatozoa does not preclude
pronucleus formation at intracytoplasmic sperm injection. Hum Reprod. 1998; 13:1864-71.

Umapathy E. STD/HIV association: effects on semen characteristics. Arch Androl. 2005. 51(5): 361-5.

Unuane D, Tournaye H, Velkeniers B ve dig. Endocrine disorders & female infertility. Best Pract Res Clin
Endocrinol Metab. 2011; 25(6): 861-73.

Uyar A, Seli E. Metabolomic assessment of embryo viability. Semin Reprod Med. 2014; 32: 141-52.

Vanneste E, Melotte C, Voet T ve dig. PGD for a complex chromosomal rearrangement by array comparative
genomic hybridization. Human Reproduction. 2011; 26: 941-9.

Veldhuis JD, Dufau ML. Estradiol modulates the pulsatile secretion of biologically active luteinizing hormone
in man. J Clin Invest. 1987; 80(3): 631-8.

Verlinsky Y, Cieslak J, Freidine M ve dig. Pregnancies following preconception diagnosis of common
aneuploidies by fluorescent in-situ hybridization. Human Reproduction. 1995; 10(7): 1923-7.

Verlinsky Y, Evsikov S. Karyotyping of human oocytes by chromosomal analysis of the second polar bodies.
Molecular Human Reproduction. 1999; 5: 89-95.

Vine MF, Margolin BH, Morrison HI ve dig. Cigarette smoking and sperm density: a meta-analysis. Fertil
Steril. 1994; 61(1): 35-43

Voet T, Kumar P, van Loo P ve dig. Single-cell paired-end genome sequencing reveals structural variation per
cell cycle. Nucleic Acids Res. 2013; 41: 6119-38.

Vollenhoven BJ, Lawrence AS, Healy DL. Uterine fibroids: a clinical review. Br J Obstet Gynaecol. 1990.
97(4): 285-98.

von Eckardstein S, Syska A, Gromoll J ve dig. Inverse correlation between sperm concentration and number
of androgen receptor CAG repeats in normal men. J Clin Endocrinol Metab. 2001; 86(6): 2585-90.

Vrettou C, Traeger-Synodinos J, Tzetis M ve dig. Real-time PCR for single-cell genotyping in sickle cell and
thalassemia syndromes as a rapid, accurate, reliable, and widely applicable protocol for preimplantation genetic
diagnosis. Hum Mutat. 2004; 23: 5I3-21.

Wang EH, Wang AC, Wang BS ve dig. Outcomes of vitrified-warmed cleavage- stage embryo hatching after
in vitro laser-assisted zone pellucida thinning in patiens. Biomed Rep. 2016; 5(3): 376-82.

Wells D, Delhanty JD. Comprehensive chromosomal analysis of human preimplantation embryos using whole
genome amplification and single cell comparative genomic hybridization. Molecular Human Reproduction.
2000; 6: 1055-62.

Wells D, Delhanty JD. Comprehensive chromosomal analysis of human preimplantation embryos using whole
genome amplification and single cell comparative genomic hybridization. Mol Hum Reprod. 2000; 6: 1055-
62.

Wells D, Kaur K, Grifo J ve dig. Clinical utilisation of a rapid low-pass whole genome sequencing technique
for the diagnosis of aneuploidy in human embryos prior to implantation. J Med Genet. 2014; 51: 553-62.

74



Wells D. Next-generation sequencing: The dawn of a new era for preimplantation genetic diagnostics. Fertility
and Sterility. 2014; 101: 1250-1.

Werner MD, Leondires MP, Schoolcraft WB ve dig. Clinically recognizable error rate after the transfer of
comprehensive chromosomal screened euploid embryos is low. Fertil Steril. 2014; 102: 1613-8.

Westendorp IC, Ankum WM, Mol BW ve dig. Prevalence of Asherman's syndrome after secondary removal
of placental remnants or a repeat curettage for incomplete abortion. Hum Reprod. 1998. 13(12): 3347-50.

Westrom L. Effect of pelvic inflammatory disease on fertility. Venereology. 1995; 8(4): 219-22.

World Health Organization. Temporal relationships between ovulation and defined changes in the
concentration of plasma estradiol 17b luteinizing hormone, follicle stimulating hormon and progesteron”. Am
J Obstetrics and Gynecology. 1980; 138: 383-390.

Wilton L, Thornhill A, Traeger-Synodinos J ve dig. The causes of misdiagnosis and adverse outcomes in PGD.
Hum Reprod. 2009; 24: 1221-8.

Wu H, Ding C, Shen X ve dig. Medium-based noninvasive preimplantation genetic diagnosis for human a-
thalassemias-SEA. Medicine. 2015; 94(12): 669.

Wu YC, Chen CK, Huang HY ve dig. Successful pregnancy after preimplantation genetic diagnosis in a female
with Robertsonian translocation. J Formos Med Assoc. 2004; 103: 637-9.

Xu J, Fang R, Chen L ve dig. Noninvasive chromosome screening of human embryos by genome sequencing
of embryo culture medium for in vitro fertilization. Proc. Natl. Acad. Sci. 2016; 113: 11907-12.

Xu K, Montag M. New Perspectives on Embryo Biopsy: Not How, But When and Why? Seminars in
Reproductive Medicine. 2012; 30: 4.

Xu KP, Shi ZM, Veeck LL ve dig. unaffected pregnancy using preimplantation genetic diagnosis for sickle
cell anemia. JAMA. 1999; 281(18): 1701-6.

Yan L, Wei Y, Huang J ve dig. Advances in preimplantation genetic diagnosis/screening. Sci Chin Life Sci.
2014; 57(7): 665-71, (doi:10.1007/s11427-014-4683-5).

Yang Z, Liu J, Collins GS ve dig. Selection of single blastocysts for fresh transfer via standard morphology
assessment alone and with array CGH for good prognosis I\VVF patients: results from a randomized pilot study.
Molecular Cytogenetics. 2012; 5: 24.

Yirmibes Karaoguz M. Insandaki genetik hastaliklar. MISED (Tiirk Eczacilar Birligi Yayini/Meslek I¢i Strekli
Egitim Dergisi). 2007; 19-20: 5-15.

Youssry M, Ozmen B, Zohni K ve dig. Current aspects of blastocyst cryopreservation. Reprod Biomed Online.
2008; 16, 311-20.

Zariwala, MA, Knowles MR, Omran H. Genetic defects in ciliary structure and function. Annu Rev Physiol.
2007; 69: 423-50.

Zhang L, Cui X, Schmitt K ve dig. Whole genome amplification from a single cell: implications for genetic
analysis. Proc Nat Acad Sci USA. 1992; 89: 5847-51.

Zhang Y, Li N, Wang L ve dig. Molecular analysis of DNA in blastocoele fluid using next-generation
sequencing. J Assist Reprod Genet. 2016; 33: 637-45.

Zhu D, Zhang J, Cao S ve dig. Vitrified-warmed blastocyst transfer cycles yield higher pregnancy and

implantation rates compared with fresh blastocyst transfer cycles — time for a new embryo transfer strategy?
Fertil Steril. 2011; 95: 1691-95.

75



OZGECMIS
1. Bireysel Bilgiler

e Adi Soyadi

e Dogum Yeri ve Tarihi

e Uyrugu

e Medeni Durumu

e (Calistigt Kurum

o [letisim Adresi ve Telefonu

Begiim ALYURUK

[ZMIT - KOCAELI / 26.03.1986

T.C.

Bekar

Kocaeli Universitesi Arastirma ve Uygulama

Hastanesi Yardimla Ureme Merkezi

Kocaeli Universitesi Arastirma ve Uygulama

Hastanesi Yardimla Ureme Merkezi Izmit /

KOCAELI - 0555 721 7393

2. Egitimi
2012-2019 Doktora Kocaeli Universitesi- Saglik Bilimleri
Enstitusi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali
Tez Damismani: Prof. Dr. Serdar FILIZ
2009-2012 Yiksek Lisans | Kocaeli  Universitesi- Saghk Bilimleri
Enstitlist Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali
Tez Damismani: Dog. Dr. Yusufhan YAZIR
2004-2009 Lisans Selcuk  Universitesi —Fen  Edebiyat
Fakdltesi- Biyoloji Bolumi
3. Yabana Dili : Ingilizce

4. Unvanlar

: Uzman Embriyolog (2012-halen)

76




5. Mesleki Deneyimi

SCI. SSCI, AHCI indekslerine giren
dergilerde yayinlanan makaleler

1. Sequential Transfer of Day 2/3 Embriyos versus Cleavage Stage Double Embryo Transfer: The
Impact on Clinical Pregnancy Rates. Gozde Kaya, Begum Alyuruk, Ozge Senem Yucel
Cicek Sule Yildirim Kopuk, Ahmet Yigit Cakiroglu, Emek Doger, Serdar Filiz, Asian Pacific

Journal of Reproduction.

2. Evaluation of the Effect of STZ-Induced Diabetes on Oocyte Morphology and Subsequent
Embryo Development in Superovulated Mice. Ozcan BUDAK, Ender YALCINKAYA, Eray
CALISKAN, Begum Alyuruk. and Sireyya CEYLAN. Journal of Animal and Veterinary
Advances. (2015). 14(11): 345-350.

Hakemli konferans/sempozyumlarin
bildiri kitaplarinda yer alan yayinlar

1. Azalmis Over Rezervi Hastalarinda Kadin Yasinin ICSI Sikluslarinda Gebelik Oranlari
Uzerine Etkisi, Kaya G., Alyurik B., Cakiroglu Y., Doger E., Ozdemir Ozkan S., Filiz
S,

2.Education through research projects in health sciences",
'Y.Yazir',M.Yardimoglu',"B.Alyurik’,'E.Gelenli', Congress book, 3rd International Congress of
Educational Research , 65-68, (2011).

3.Protective effect of agmatine in subarachnoid haemorrhage model in rats", 'Yazir Yusuthan',
'Ersahin Mehmet', *Alytrik Begum', 'Toklu Hale Zengin', 'Giimrii S', 'Ceylan Siireyya','Aricioglu
Feyza', , 24th ECNP Congress, 21, 250-251, (2011).

4.Examining the effects of agmatine in cortex immunohistochemically in subarachnoid
hemorrhage: c-Fos, GFAP, nNOS and caspase-3 expression", "Y.Yazir','M.Ersahin', 'B.Alyurik’,'
H.Z.Toklu', 'S.Gimril', 'F.Aricioglu', Cell and Tissue Biology Research, 10.Ulusal Histoloji ve
Embriyoloji Kongresi, , 120, (2010).

77




EKLER

EK 1. Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Karar Formu

gr—

KLINTK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

Yolculuk

ARASTIRMANIN ACIK ADI Non-invaziv_preimplantasyon genetik tarama yéntemleri: Umud‘ai

VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU

KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

ETIK KURULUN CALISMA ESASI Ill?fa:leulilyclojlk rinlerin Klinik Arastirmalan Hakknda Yonetmelik, Tyi Klinik Uygulamalan

BASKANIN UNVANI/ ADI/ SOYADI: | PROF. DR NERMIN ERSOY

UnvanvAdySoyads Uzmanhk Alam Kurumu Cinsivet *\"”I;L"M“ ke Katilim * imza

Prof. Dr. Nermin ERSOY Tip Tarihi ve KOU Tip Fak. Tip Tarihi E0 | k® |e0 | ER e | Ho n ! @Pf\

Bagkan Etik ve Euk AD
g L
Prof.Dr. Zeynep CANTURK .| KOU Tip Fak. Ig 3 3 ; s
Yo Yrd Endokrinoloji Hastaliklars AD 0 (k@ | e0 | HE E Q/ HO A d
Dog. Dr. lpek K. i /
GELIKYURT Farmakoloji B e0 k@ [:0 |n@ |eO [ v®/ 4 [,L.,JA
Raportir I !ﬂ

Dog. Dr. Selim ONCEL i KOU Tip Fak. Gocuk ; e i e
T Pediatri Sadligs ve Hst, AD E® (kO |0 |HB |E IE/ g UL
A A

Dog.Dr. Avse KARSON e KOU Tip Fak. -
Uye Fizyolait Fizyeloji AD ED |k® [EO [ HE
g;‘:m A SERIEL Halk Saghg: lzmit 1 Nolu AGSAP ed kB |e0 | HE ﬁ Tim|
hY
- =: )
gr::m 51K Avukat Kocaeli Barosu EB |kO |0 | A E m/ npg C_;. .
ot Teodes | BYHanm e0 [x@ [:0 |0® [e0 |0/ Eo.i\i wdh

*Toplaniida Bulunma

Etik Kurul Bagkamnin
Unvani/Adi/Soyadi: Prof. Dr. Nermin Ersoy
Imza:

/5N

Not: Etik kurul bask i ver almadigr her sayfaya imza atmalidir.

78



EK 2. Tez Denetleme Listesi

Tez, asagidaki denetimler yapilarak tamamlanmigtir.

i

RERRERERRRA € X%

lez M e2acl

%E_Scm ALMOIO S

Kapak ve i¢ kapak sayfalarinda BiLiM UZMANLIGI ya da DOKTORA seklinde elde
edilen unvanlar yazildi (Kapak sayfasma damsman ad1 yazilmamalidir). :

Kapak sayfasina mezun olunan PROGRAMIN (Anabilim dalinin degil) adi yazildu
Tez kapag: sirt kismina kilavuzda belirtilen sekilde (yazimn yoniine dikkat!) ad,
program, yil yazildi.

Onay sayfas1 uygun sekilde hazirland: (kazanilan unvanlar BILIM UZMAN LIGI ya da
DOKTORA olmalidir) imzalatildi (Enstitii Miidiiri’ niin imzast da gereklidir,
imzalarin aym renk kalemle atilmasina dikkat edilmelidir).

Dizinler kilavuzda belirtildigi gibi siralandt.

On sayfalara i, ii, iil seklinde Romen rakamlan konuldu,

Sayfa numaralari kilavuzda belirtildigi sekilde konuldu.

Sayfa diizeni kilavuzda belirtildigi sekilde yapildi.

Ana metin yazi boyutu 12 olacak bicimde yazild

Dipnot yazi boyutu 10 olacak sekilde yazildi.

Ana metin satir aralip1 1,5 olacak sekilde yazild.

Kaynaklar atfabetik siralamaya gore yazildi.

Kaynak gosterme ilkelerine ve yazim kurallarina uyuldu.

Ekler kilavuzda belirtildigi gibi verildi.

Lisansiistii egitim sirasinda yaprmig oldugu yaymlar ve bildiriler eklendi.

Teze ait intihal raporu eklendi.

‘DE/\\S(Y\:/‘\

Pf"&_‘,F. Do Serder FRL2

il e
" ol

79



DOKTORA

2020

BEGUM ALYURUK

80




	ÖZET
	ABSTRACT
	TEŞEKKÜR
	TEZİN AŞIRMA OLMADIĞI BİLDİRİSİ
	İÇİNDEKİLER
	SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ
	ÇİZİMLER DİZİNİ
	ÇİZELGELER DİZİNİ
	1. GİRİŞ
	1.1 İnfertilite Nedir?
	1.2. İnfertilite Nedenleri
	1.2.1. Kadın İnfertilitesi ve Nedenleri
	1.2.1.1. Ovulatuar bozukluklar:
	1.2.1.2. Uterin faktörler
	1.2.1.3. Tubal-peritoneal faktörler
	1.2.1.4. Servikal ve immunolojik infertilite
	1.2.1.5. Genetik nedenler

	1.2.2. Erkek İnfertilitesi ve Nedenleri
	1.2.2.1. Testiküler nedenler:
	1.2.2.2. Post testiküler nedenler (sperm transport problemleri) :
	1.2.2.3. Hipotalamik-hipofizer hastalıklar:
	1.2.3. Açıklanamayan İnfertilite


	1.3. Preimplantasyon Genetik Test Nedir?
	1.3.1. Tarihçe

	1.4. Embriyonal Analiz Yöntemleri ve Genetik Materyalin Kaynağı
	1.4.1. Polar Cisim Biyopsisi
	1.4.2. Klivaj Evre Blastomer Biyopsisi
	1.4.3. Trofektoderm Biyopsisi

	1.5. Kromozomal Anomaliler
	1.5.1. Sayısal Kromozomal Anomaliler:
	1.5.1.1. Öploidi
	1.5.1.2. Anöploidi
	1.5.1.3. Miksoploidi (Mozaisizm, Kimerizm)

	1.5.2. Yapısal Kromozomal Anomaliler
	1.5.2.1. Translokasyonlar
	1.5.2.2. İnversiyonlar
	1.5.2.3.  Delesyonlar
	1.5.2.4.  Duplikasyonlar


	1.6. PGT İşleminde Kullanılan Yöntemler
	1.6.1. Tek Hücre Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
	1.6.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
	1.6.3. HLA (Human Lökosit Antijeni) Doku Tayini
	1.6.4. FISH Tekniği
	1.6.5. Karşılaştırmalı Genomik Hibridizasyon (CGH) ve array-CGH (aCGH) Yöntemi
	1.6.6. Yeni Nesil Dizileme (NGS)

	1.7. PGT Endikasyonları
	1.7.1. Genetik Geçişli Hastalıklar
	1.7.2. Tekrarlayan İmplantasyon Başarısızlıkları (TİB)
	1.7.3. İleri Maternal Yaş
	1.7.4. Erkek İnfertilitesi
	1.7.5. Açıklanamayan İnfertilite

	1.8. Non-invaziv Preimplantasyon Genetik Tanı Yöntemleri

	2.  AMAÇ
	3. YÖNTEM
	3.1. Hasta Seçimi ve Veri Toplanması
	3.2. IVF Protokolü
	3.2.1. Sperm Toplanması
	3.2.1.1. Swim-up (yukarı yüzdürme) yöntemi
	3.2.1.2. Gradient yöntemi

	3.2.2. Oosit Toplanması ve Embriyo Kültürü

	3.3. Biyopsi İşlemi
	3.4. Genetik Analiz
	3.5. Deney Sonuçlarının Değerlendirilmesi ve İstatistik

	4.  BULGULAR
	5. TARTIŞMA
	6. SONUÇLAR ve ÖNERİLER
	KAYNAKLAR
	ÖZGEÇMİŞ
	EKLER
	EK 1. Klinik Araştırmalar Etik Kurulu Karar Formu
	EK 2. Tez Denetleme Listesi


